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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Telomere

Als Telomere bezeichnet man die repetitive DNA-Sequenz, die sich am Ende eines
jeden Chromosoms einer eukaryotischen Zelle befindet [1-4]. Bei der menschlichen
DNA lautet diese Sequenz 5-TTTAGGG-3‘ [5-7]. Dreidimensionale, lasso-artige
Strukturen (sogenannte T-Loops) [8] uberdecken die Enden der Telomere und
verhindern, dass diese als Doppelstrangbriche erkannt werden und in der Folge ein
DNA-Reparaturmechanismus in Gang gesetzt wird [4]. Bindende Proteine, die als
Shelterin-Komplex bezeichnet werden, spielen eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung der T-Loops [9]. Dieser Komplex verhindert, dass die
Chromosomenenden als DNA-Bruche erkannt werden und entsprechende DNA-
Reparaturmechanismen ausgeldst werden [10]: Die sechs Proteine TRF1 und TRF2
(Terminal Restriction Fragments), POT1 (Protection of Telomeres 1), TIN2 (TRF1-
interacting Nuclear Factor 2), RAP1 (Repressor Activator Enzym 1) und TPP1 bilden
den Shelterin-Komplex, welcher eine entscheidende Rolle fur die Aufrechterhaltung
der Stabilitdt und Funktion der Telomere spielt [10-15]. In Abbildung 1 wird die

Struktur der Telomere mit dem Shelterin-Komplex genauer dargestellt.
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Abbildung 1: Struktur der Telomere. Die Telomere befinden sich am Ende der Chromosomen
[2]. Es handelt sich um Hexamere repetitiver DNA-Sequenzen [4, 5]. Der Shelterin-
Proteinkomplex dient dem Schutz der Telomere. Das 3’Ende des Telomerstrangs bildet
einen Einzelstrangiberhang, der durch Faltung zusammen mit der Doppelstrang
Telomerhelix einen sogenannten T-Loop bildet [4]. Abbildung nach Calado et al [4].

Telomere verhindern die End-zu-End-Fusion der Chromosomen [1, 16] und sind
somit aulRerordentlich wichtig fur die Erhaltung der Stabilitat eines Chromosoms [1,
3-5, 16, 17].

Im weiteren Verlauf kommt es in den meisten menschlichen Zellen zu einer
Verkurzung der Telomerlange [5, 16, 18], was die Zellteilungsrate einer somatischen
menschlichen Zelle auf funfzig bis siebzig Zyklen limitiert [17, 19, 20]. Bei
zunehmender Verkurzung der Telomere kommt es zur Einleitung eines p53- und Rb
(retinoblastoma Protein)-abhangigen Tumor-Supressor-Signalwegs [21-23]. Die
Folge ist ein Stillstand der Zellteilung, die Seneszenz [24]. Durch eine Inaktivierung
von p53 und Rb wird p21 unterdruckt und es kommt somit zu einer Verlangerung der
moglichen Zellreplikationen. Eine Seneszenz wird damit verhindert und endet
mdglicherweise in der sogenannten ,Crisis“, ein Zustand massiven Zelltods und

genetischer Instabilitat [21, 24].
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Abbildung 2: Telomerlange in Abhangigkeit von der Zellteilung in Abhangigkeit von p53 und
Rb. Mit zunehmender Zellteilung kommt es zu einer Verkirzung der Telomerlange. Die
inaktivierung von p53 und Rb flhrt dazu, dass die Zelle in der Zustand der ,Crisis* Gibergeht,
(nach [4, 20, 21, 23-26]).

1.2 Telomerase

Die Telomerase ist ein Ribonukleoenzymkomplex [27, 28] und hat die Aufgabe, die
Verkirzung der Telomere durch Synthese und Anhangen von 5-TTAGGG-3'-

Sequenzen an deren 3-Ende zu kompensieren [9, 20, 25, 26, 29].

Das Holoenzym Telomerase besteht aus zwei Hauptuntereinheiten: einer RNA
Komponente (Telomerase RNA Component; TERC) und einer Telomerase reverse
Transkriptase (TERT) [9]. Dartber hinaus besteht der Komplex aus weiteren
eingelagerten Proteinkomponenten: Dyskerin, welches TERC bindet [30], NHP2
(non-histone protein 2), NOP10 (Nucleolar protein 10), GAR1 (glycine and arginine
rich domain 1), Pontin/Reptin und TCAB1 (Telomerase Cajal Body Protein1). TERC
dient TERT als RNA Matrize bei der Telomersynthese [4]. Die ATPasen Pontin und
Reptin interagieren mit Dyskerin und TERC zu einem Komplex; dieser Komplex
aktiviert und stabilisiert TERT [31-33]. Pontin und Reptin dissoziieren anschlieend
von dem TERT-TERC-Dyskerin-Komplex, welcher das aktive Telomerase-Enzym
bildet [27, 33].
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Die vier RNA-bindenden Proteine Dyskerin, NHP2, NOP10 und GAR1 binden an ein
H/ACA Motiv [32], ein spezielles Erkennungsmotiv flr nicht-kodierende RNAs [30],

und spielen somit eine wichtige Rolle bei der Anordnung der Telomerase [32].

Telomerase ist in menschlichen Zellen hauptsachlich wahrend der Embryogenese
aktiv [23]. Danach findet man Telomeraseaktivitat lediglich in Zellen der Keimbahn

[34], in Stammzellen [34] und in stimulierten Lymphozyten [21, 35-38].

TJERC H/ACA box

! dyskerin

CAB box

Abbildung 3: Aufbau der Telomerase, bestehend aus TERT, TERC und Dyskerin mit der
Untereinheit TCAB1 [39]. Die H/ACA Box fungiert als Bindungsstelle fur Dyskerin. Die
kleinen dunkelgrauen Kreise sind die mit Dyskerin assoziierten, an ein H/ACA-Motiv
bindenden Proteine NHP2, NOP10 und GAR1 [32, 39]. Abbildung nach Artandi et al [39].

Zahlreiche Studien haben zeigen kdnnen, dass eine Aktivierung der Telomerase in
humanen Zellen zu einer Stabilisierung der Telomerlange fihrt und somit ein
Eintreten in die Phase der Seneszenz verhindert [5]. Durch diese Stabilisierung wird
das proliferative Potential der Stammzellen, Progenitorzellen und Tumorzellen

aufrecht erhalten [30].
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In gesunden humanen Leberproben konnte keine signifikante Telomeraseaktivitat
nachgewiesen werden [40, 41]. Im Gegensatz dazu konnte in Fallen chronischer
viraler Hepatitis oder Zirrhose Telomeraseaktivitat detektiert werden [42-44]. Zudem
konnten einige Studien zeigen, dass es im Rahmen der Leberzirrhose zur
Verkurzung von Telomeren kommt. Dieser Umstand lasst vermuten, dass die
Terlomerverkirzung bei der Entstehung der Leberzirrhose eine verminderte
Regenerationsfahigkeit und beschleunigte Fibroseentwicklung bedingt [5, 23, 45, 46].
In diesem Zusammenhang konnten verklrzte Telomere in Hepatozyten, jedoch nicht
in Stellatum-Zellen oder Lymphozyten nachgewiesen werden [46]. Diese Daten
unterstutzen die Telomerhypothese bei der Zirrhoseentwicklung. Demnach kommt es
bei chronischen Erkrankungen der Leber zu einer Schadigung der Hepatozyten,
gefolgt von Regeneration und einem damit erhdhtem Zellumsatz verbleibender

Hepatozyten. Telomerverklirzung und die Einleitung einer Seneszenz sind die Folge

9.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass verkurzte Telomere eine

bedeutende Rolle bei der Karzinogenese spielen [4, 9, 23, 47].

1.3 End-Replication Problem

Bei jeder Zellteilung verkurzen sich die Telomere um etwa 50-100 Basenpaare [9].
Da die DNA-Polymerase nicht in der Lage ist, das Ende der linearen DNA vollstandig
wahrend der S-Phase (Synthesephase) eines Zellzyklus zu verlangern [48], kommt
es zu dem sogenannten ,end replication problem* [4, 5, 31]: Die DNA-Polymerase
bendtigt zum Starten der DNA-Replikation einen 5° RNA-Primer [49]. Der Primer
spaltet sich dann ab wahrend die Polymerase den Matrizenstrang entlang lauft; dabei
entsteht eine Liucke am Ende des Chromosoms [4, 49, 50]. Die Enden kdnnen
demnach nicht komplett repliziert werden und der neu synthetisierte Strang ist kirzer
als die Matrize [4].

Zu kurze Telomere konnen die Enden der Chromosomen nicht mehr tberdecken und
es wird eine Signalkaskade aktiviert, die zur replikativen Seneszenz fuhrt [5, 18, 19,
21, 51].

10
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Abbildung 4: Die Rolle der Telomere bei der Regeneration und Erhaltung eines Organs.
Alterung, chronische Erkrankungen, Stress und Mutationen der Telomerase flihren zu einer
Verklrzung der Telomere. Es folgen verschiedene Signalwege, die eine Seneszenz,
Apoptose oder Autophagie zur Folge haben kénnen. Mit Genehmigung von Opitz et al [5].

1.4 TCAB1

TCAB1, auch WD79 oder WRAPS3 (WD40-encoding RNA antisense to p53) genannt
(genetische ID 55145), ist eine Untereinheit des aktiven Telomerase-Holoenzym
Proteins. Es vermittelt den Transport der Telomerase zu den Cajal Bodies, dem Ort
der RNA- und Ribonukleoproteinverarbeitung [52-54], und ermoglicht auf diese
Weise die Synthese der Telomerase [27, 30, 55, 56]. Das Gen TCABL1 liegt auf
Chromosom 17p13 und Uberlappt teilweise das Tumorsuppressorgen p53. Das

Protein besteht aus 548 Aminosauren und hat eine Masse von 75kDa [57].

TERC nimmt an seinem 3-Ende das H/ACA-Box Motiv auf [58]. H/ACA
Ribonukleoproteine (RNPs), wie die Telomerase, katalysieren meist die Umwandlung
von Uridinresten in ribosomale und spliceosomaler RNA [30, 59]. RNAs, die an der
ribosomalen Umwandlung beteiligt sind, wandern zu den Nukleoli und werden daher
small nucleolar RNAs (snoRNAs) genannt [30, 56]. RNAs, die an der spliceosomalen
Umwandlung beteiligt sind, wandern zu den Cajal Bodies und man nennt sie small
Cajal Body RNA (scaRNAs) [30]. Im Gegensatz zu den snoRNAs besitzen scaRNAs

11
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zusatzlich eine Cajal Body Box (CAB Box), ein RNA Element [56], welches zur
Auffindung der Cajal Bodies notwendig ist [56, 60]. TERC, zum Beispiel, ist eine
scaRNA, denn es enthalt sowohl H/ACA- als auch CAB-Box-Sequenzen [30] (siehe
Abbildung 5).

Venteicher und Kollegen beschrieben im Jahre 2009 das Protein TCAB1, welches
sie bei der Erforschung von mit Dyskerin interagierenden Proteinen identifizieren
konnten [30]. TCAB1 erkennt die CAB-Box in TERC und interagiert mit Dyskerin [27,
39]. Es verbindet sich mit dem aktiven Telomerase-Komplex und transportiert ihn
durch die Cajal Bodies zu den Telomeren [27]. TCAB1 ist also der H/ACA-abhangige
CAB-Box-Bindungsfaktor, der den Transport der scaRNA zu den Cajal Bodies
vermittelt [30, 56]. Genauere Mechanismen, wie TCAB1 die Rekrutierung der
Telomerase zu den Telomeren durchfihrt, und welche Rolle die CAB-Box dabei
spielt, sind noch ungeklart [61]. Mutationen der CAB-Box flihren zu Fehlverteilungen

und zu Einschrankungen bei der Telomerverlangerung [56].

TCAB1-Transkripte koénnen in das WRAPS53-Protein umgeschrieben werden,
welches zur WD40-Proteinfamilie gehort [57]. Dieses Protein ist wichtig flr zahlreiche
Prozesse, wie Apoptose, Zellzyklusregulationen und RNA-Metabolismus [57]. Ein
Knockdown dieses Proteins hat massive Apoptose zur Folge, wahrend eine
Uberexpression verstarkte Zellproliferation induzieren kann [57]. TCAB1 spielt eine
wichtige Rolle bei der Telomersynthese [27] und der Pathogenese humaner
Krebszellen [57].

12
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Abbildung 5: SnoRNAs und scaRNAs. Sie unterscheiden sich durch ihre Motivsequenzen
und ihre Lokalisation. SnoRNAs wandern in den Nukleolus, scaRNAs wandern, gesteuert
von der CAB Box, zu den Cajal Bodies. Dyskerin heftet sich an das H/ACA Motiv. TCAB1
assoziiert mit Dyskerin und verbindet sich mit scaRNAs. TCAB1 wird fir den Transport von
TERC zu den Cajal Bodies bendtigt. Mit freundlicher Genehmiging von Artandi et al [30].

1.5 Erkrankungen bei Funktionsstorungen der Telomerase

Hartmann und Kollegen zeigten erstmals, dass das Auftreten von Telomerase-
Mutationen mit dem Progress der Leberzirrhose bei chronischen Lebererkrankungen
in Zusammenhang stehen kann [17]. Ihnen gelang es, verschiedene Mutationen in
TERC und TERT bei Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie zu

identifizieren [17].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der Telomere zu einer
fibrotischen Umwandlung des Gewebes fuhrt [4]. Genetische Studien belegten
dariber hinaus, dass Telomerase-Mutationen als Ursache flur beschleunigte
Telomerverkurzung und Organversagen bei einigen Erkrankungen, z.B. Formen von
Dyskeratosis Congenita [62], Knochenmarksversagen, aplastischer Anamie oder

idiopathischer Lungenfibrose, zugrunde liegen kénnen [17, 18, 63, 64].

13
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1.5.1 Dyskeratosis Congenita

Dyskeratosis Congenita (DC), eine Form der ektodermalen Dysplasie [4], ist eine
genetische Erkrankung verursacht durch verkirzte Telomere und gestorte
Stammzellfunktion [55]. Symptomatisch stellt sich eine klassische Triade von
kutanen Merkmalen dar: Orale Leukoplakien, abnorme Hautpigmentierung und
Nageldystrophie [4, 55]. Neben diesen mukokutanen Symptomen ist eine somatische
Beteiligung ebenfalls mdéglich [4], wie beispielsweise Knochenmarksversagen [65]
oder eine Krebserkrankung [66]. Die haufigste Todesursache bei Patienten mit DC
ist Knochenmarksversagen bei aplastischer Anamie [63]. 20 % der Patienten
entwickeln zudem eine Lungenfibrose, welches die zweithaufigste Todesursache
darstellt [63, 67].

Mutationen des Gens DKC1 (Dyskeratosis Congenita 1), welches fir das Protein
Dyskerin kodiert [62], konnten in Patienten mit DC identifiziert werden [4, 68, 69].
Dyskerin bindet an TERC und beeinflusst zahlreiche Zellablaufe [4]. Weitere
Mutationen fand man in den Genen TERC [70], NOP10 [71] und NHP2 [72], welche
fur Proteine kodieren, die mit dem Telomerase-Komplex in Zusammenhang stehen
[4] sowie in TERT. Im Vergleich zu gesunden Individuen stellte man signifikant
verkurzte Telomere und eine verringerte Telomeraseaktivitat bei an DC erkrankten
Patienten fest [62, 73]. Einige Formen der DC kdnnen somit als das Ergebnis einer
fehlerhaften Reparatur oder eines mangelnden Schutzes der Telomere angesehen

werden [4].

Neueste Studien zeigen einen Zusammenhang von TCAB1-Mutationen und
Patienten mit autosomal rezessiver DC [55]. In dieser Studie identifizierten Zhong et
al. Missense-Mutationen in TCAB1 bei DC-Patienten und stellen die Hypothese auf,
dass Mutationen, die die Funktion von TCAB1 beeintrachtigen auch bei der

Entstehung anderer Erkrankungen mitwirken [55].

1.5.2 Aplastische Anamie

Hamatopoetische Fehlfunktionen durch fehlerhafte Telomerstrukturen und
Reparaturmechanismen haben ein breites klinisches Spektrum [4]. Bei der

aplastischen Anamie enthalt das Knochenmark nur sehr wenige hamatopoetische

14
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Stammzellen und besteht hauptsachlich aus Fett [74, 75]. Der erhdhte Verlust der
primitiven Progenitorstammzellen wird durch die Rekrutierung reifer Vorlauferzellen
und deren haufigere Zellteilung teilweise kompensiert, was zu erhdhtem replikativen
Stress und beschleunigter Telomerverkirzung fuhrt. [74]. Viele Patienten, die an
einem erblichen oder erworbenen Knochenmarksversagen leiden, haben verkurzte
Telomere [74, 76, 77] und weisen Telomerase-Mutationen auf, darunter
verschiedene TERC- und TERT-Varianten [4, 15, 65, 75, 78]. Bei etwa einem Dirrittel
der Patienten mit erworbener aplastischer Anamie konnten in Leukozyten verkirzte
Telomere nachgewiesen werden [75]. Es wird aullerdem vermutet, dass der Ausfall
der Telomeraseaktivitat die Regeneration der Stammzellen des Knochenmarks
limitiert [75, 78].

1.5.3 idiopathische Lungenfibrose

Die idiopathische Lungenfibrose (ideopathic pulmonary fibrosis, IPF), auch
kryptogenetische fibrosierende Alveolitis genannt [79], ist eine todliche
Lungenerkrankung im Erwachsenenalter unbekannter Atiologie, die mit narbigen
Veranderungen des Gewebes einhergeht und in der Regel ab dem flnfzigsten
Lebensjahr auftritt [80]. Die typischen Symptome einer Lungenfibrose sind Husten,
Dyspnoe, gestorter Gasaustausch und reduziertes Lungenvolumen [4]. Es konnte
festgestellt werden, dass in manchen Fallen eine familiare Haufung der
idiopathischen Lungenfibrose auftritt, sodass man von einer familiaren IPF sprechen
kann [63, 81, 82]. Im Gegensatz zu anderen interstitiellen Lungenerkrankungen
spricht die IPF nicht auf eine Therapie mit Immunsupressiva an. Die mittlere
Lebenserwartung nach Diagnosestellung betragt in etwa drei bis sechs Jahre [80,
81]. Bei ca. 15 % der Patienten mit IPF konnten Mutationen der Telomerase
nachgewiesen werden [4]. Diese Mutationen betrafen TERC und TERT bei Patienten
mit einer familiaren IPF [80]. Zudem wiesen Patienten mit diesen Mutationen

verkurzte Telomere auf [63].
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1.6 Leberzirrhose

Die Leberzirrhose ist ein fortgeschrittenes, irreversibles Stadium der Leberfibrose
[83-85] und entsteht meist infolge einer langjahrigen chronischen Lebererkrankung
[5, 17, 86]. Fibrose ist definiert als ein Umbau von geschadigtem Gewebe in fibroses
Narbengewebe [17, 85, 87]. Leberzirrhose wird definiert als histologische
Umwandlung des Lebergewebes in regenerative Kndétchen und Bindegewebsfasern
als Folge chronischer Leberschadigung [85, 86]. Die histologische Einteilung der
Zirrhose erfolgt anhand der GroRRe dieser Knotchen, wobei bei der mikronodularen
Zirrhose die Knétchen einen Durchmesser unter drei Millimeter aufweisen, wahrend
bei der makronodularen Zirrhose die Knoétchen einen Durchmesser grolier drei

Millimeter einnehmen; Mischformen kdnnen auftreten [83, 88].

1.6.1 Pathogenese

Die Leberzirrhose geht einher mit einer Veranderung der hepatischen Blutgefalle
[86], dies flhrt zu einem Shunt der portalen und arteriellen Blutversorgung, was den
Austausch zwischen Lebersinusoiden und Parenchym verhindert [85]. Bei einer
Leberzirrhose ist der Disse-Raum mit Narbengewebe ausgekleidet und es kommt zu

einem Verlust der Fenestration der Endothelzellen [83, 85].

Ein Fortschreiten der Fibrose bzw. der Zirrhose fuhrt zu Leberfunktionsstérungen,
portaler Hypertension sowie moglicherweise zur Entstehung eines hepatozellularen
Karzinoms [83, 85, 89, 90]. Nach Manifestation eines Leberversagens liegt die
Sterblichkeitsrate der Patienten ohne Transplantation bei 85% innerhalb von funf
Jahren [85, 91].

Die Pathogenese der Leberzirrhose gilt als auRerst komplexer Vorgang, bei dem die
Mechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart sind [92]. Zusatzlich spielen

genetische Faktoren eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Zirrhose [85, 88].

Eine wichtige Hypothese zur Pathogenese der Leberzirrhose ist die
Telomerhypothese (siehe Abbildung 6) [46]. Chronische Schadigung der
Hepatozyten und ihre standige Erneuerung fuhren zu einer schnelleren Verkurzung

der Telomere. Die Hepatozyten erreichen das Stadium der Seneszenz, die
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Regenerationsfahigkeit der Leber nimmt ab und andere Zellen, wie Stellatum-Zellen,

werden aktiviert und bilden ein narbiges Ersatzgewebe [46, 93].

Cholestase
Virus - Zerstorung der
Hepatozyten
Toxine
Verkirzung der Kontinuierliche
Telomere - Regeneration
Hepatozelluldre
Seneszenz ' Zirrhose

Abbildung 6: Telomerhypothese der Zirrhose. Andauernde Leberschadigung und
gleichzeitige Reparatur flihren zu einer schnelleren Telomerverkirzung. Es kommt zur
Hepatozellularen Seneszenz und die Regeneration der Leber kommt zum Erliegen. Die
Folge ist eine fibrotische Veranderung des Gewebes [46]. Abbildung nach [46].

1.6.2 Atiologie

Die Pravalenz der Leberzirrhose in Deutschland nimmt deutlich zu; sie zahlt

inzwischen zu den zwanzig haufigsten Todesursachen in Deutschland [88].

Eine Leberzirrhose kann als Folge von exogen/toxischen, infektidsen,
toxisch/allergischen, immunpathologischen/autoimmunen oder vaskularen Prozessen

bzw. angeborenen Stoffwechselstérungen entstehen [88], in etwa 5% der Fallen liegt
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eine idiopathische Zirrhose vor [94]. Als haufigste Ursachen flr die Entstehung einer
der Leberzirrhose in Deutschland gelten die athyltoxische und nicht-athyltoxische

Fettleber sowie die virale Hepatitis (B oder C) [88], vgl. Tabelle 1.

Tabelle 1: Ursachen der Leberzirrhose (nach [88]).

Atiologie Beispiele
Viral Hepatitis B, C
Autoimmun Autoimmune Hepatitis, primare biliare Zirrhose
Chronisch biliar Gallengangstenose, rezidivierende bakterielle Cholangitis
Vaskular Budd-Chiari-Syndrom, Rechtsherzinsuffizienz
Fettleber Athyltoxische Fettleber, NASH
Speicherkrankheiten Morbus Wilson, Hdmochromatose
Seltenere Ursachen Medikamentos, Porphyrie

Die Kenntnis Uber die Ursache der Zirrhose ist von groer Bedeutung, da sie fir die
Auswahl der Therapie ausschlaggebend ist und die Vorhersage potentieller
Komplikationen ermoglicht [85]. So konnten in epidemiologischen Studien
Risikofaktoren identifiziert werden, die eine Entstehung der Leberzirrhose bei
bekannter Vorerkrankung beglnstigen [85]. Zu diesen Risikofaktoren gehéren unter
anderem Ubergewicht, Hypertonie, Hyperlipidamie  und regelmafiger
Alkoholkonsum. Ca. 5% der betroffenen Patienten weisen jedoch keine der

genannten Risikofaktoren auf [92].

Haufig erfolgt die Diagnosestellung rein zufalig im Rahmen von

Routineuntersuchungen, da die Patienten oftmals nur unspezifische Symptome
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zeigen [83]. Die spezifischen Symptome bei einer Lebererkrankung sind von denen

einer chronischen Erkrankung zu unterscheiden [83].

1.7 Hepatitis C Virus

Hepatitis C ist eine Infektionskrankheit der Leber, die durch das Hepatitis C Virus
(HCV) hervorgerufen wird [87]. In erster Linie wird das Virus Uber Blutkontakt mit
einer infizierten Person Ubertragen, ein erhohtes Risiko haben somit z.B. i.v.
Drogenabhangige, im Gesundheitswesen tatige Personen sowie Neugeborene HCV-
infizierter Matter [87, 95]. In Deutschland leiden ca. 0,5% der Bevdlkerung an einer
chronischen Hepatitis C-Infektion [88]. Etwa 20% der HCV-Patienten entwickeln eine
Leberzirrhose [85], wobei man bei der Mehrheit der Patienten von einer Latenzphase
von etwa zehn bis funfzehn Jahren ausgehen kann [86]. Risikofaktoren, die den
Verlauf der HCV-Infektion beschleunigen koénnen, sind hdheres Alter zum
Infektionszeitpunkt, mannliches Geschlecht, Ubergewicht, Fettleber und exzessiver
Alkoholgenuss [96]. In der westlichen Welt ist die haufigste Indikation fur eine
Lebertransplantation bei Erwachsenen eine Leberzirrhose aufgrund einer
chronischen HCV-Infektion [97].

Der Pathomechanismus der Fibrose bei chronischer viraler Hepatitis beruht auf der
der periportalen Entziindung [83]. Zudem konnten in vitro Studien belegen, dass das
Hepatitis-C-Virus direkt fibrogen wirkt und virale HCV-Proteine die Apoptose
regulieren [89, 98]. Das Virus an sich ist nicht zytopathogen; die Leberschadigung
wird ausgelost durch die Immunantwort des Wirts auf Hepatozyten, die die viralen

Proteine exprimieren [89].

1.8 Alkoholabusus

In den westlichen Landern ist chronischer Alkoholmissbrauch die haufigste Ursache
der Leberzirrhose [99]. Das Ausmall an Leberschadigung, die durch Alkohol
verursacht wird, variiert von alkoholischer Fettleber Gber Alkohol-induzierte Fettleber
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bis hin zu Leberfibrose und Leberzirrhose[100]. Die Alkohol-induzierte Leberzirrhose

ist die zweithaufigste Ursache fur eine Lebertransplantation [97].

Eine Dekompensation der Leberfunktion bei ethyltoxischer Leberzirrhose bei
anhaltendem Alkoholkonsum weist einen schnelleren Verlauf auf, als bei HCV- oder
HBV-bedingter Leberzirrhose [85].

Ethanol fuhrt zu charakteristischen funktionellen Veranderungen der Mitochondrien
und Mikrosomen [101, 102], zu oxidativem Stress [103, 104] sowie zur Freisetzung
von Zytochrom C [105], einer Aktivierung der Caspase [104] und der Kupffer-Zellen,
welche Entzindungsmediatoren, wie TNF-a (Tumornekrosefaktor a), Interleukin 6
und TGF B1 (Transforming growth factor; transformierender Wachstumsfaktor),
ausschutten [106]. Hepatozellulare Apoptose [101] und Entzindungsreaktionen sind
dabei die Folge [89, 104].

Die Schadigung der Zelle findet hauptsachlich perizentral statt [83], jedoch sind die
genaueren Umstande, unter welchen die Individuen einen Leberschaden oder eine

Fibrose entwickeln, noch nicht vollstandig geklart [89, 106].

1.9 Ziele der Arbeit

Telomere sind entscheidend fur die Stabilitdt eines Chromosoms und damit auch fur
die somatische Zelle [1, 2]. Die Telomerase sorgt fur die Stabilitdt der Telomere und
erhalt das proliferative Potential einer Zelle aufrecht [9, 20]. TCAB1, eine
Untereinheit der Telomerase, spielt eine wichtige Rolle bei der Synthese der
Telomerase [27, 30, 55]. Funktionsstorungen der Telomerase, wie beispielsweise
Mutationen von TCAB1 oder anderen Untereinheiten kbnnen zu einem Progress
einer Leberzirrhose oder zu Erkrankungen mit fibrotischer Umwandlung des
Gewebes fuhren [4, 17, 18, 62, 63]. Eine Verklrzung der Telomere limitiert die
Regenerationsfahigkeit der Leberzellen bei chronischen Lebererkrankungen [107-
109]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass das Auftreten von Telomerase-Mutationen
mit dem Progress einer Zirrhose bei chronischer Lebererkrankung assoziiert ist.
Dartber hinaus wurden im Zusammenhang mit Dyskeratosis Congenita TCAB1-
Mutationen identifiziert [27, 55].
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Lange Zeit war nicht bekannt, warum es bei Patienten mit ahnlichen Risikofaktoren
zu unterschiedlichen Krankheitsverlaufen kommt, sodass hier zusatzlich eine

genetische Pradisposition vermutet wird [85, 88].

Unter Berlcksichtigung dieser Tatsachen mdchten wir in der vorliegenden Arbeit
eine funktionelle Analyse von TCAB1 bei Patienten mit progredienter Leberzirrhose
durchflihren und ermitteln, ob ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von
TCAB1-Mutationen und dem Krankheitsverlauf besteht. Hierfur soll die DNA von 96
Leberzirrhotikern unterschiedlicher Atiologie und 48 gesunden Probanden auf
Nukleotidvarianten im TCAB1-Gen untersucht werden und die Allelfrequenz

modglicher Genvarianten verglichen werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Hypothese zu belegen, dass eine Mutation von TCAB1

mit einem schnelleren Verlauf der Leberzirrhose assoziiert ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

Agarose

Borsaure 99.8% p.a

Colorless GoTaqge Flexi Buffer (5x)
Desoxyribonukleosidtriphosphate

(dNTPs Mix 10mM)

Ethylen-diamin Tetraessigsaure
(EDTA) 99.9% p.a.
Ethidiumbromid

GoTag DNA Polymerase
Nuclease-freies Wasser
Magnesiumchlorid MgCl2 (25 mM)
Primer

Tris-Base 121.14 g/mol

Trisborat-EDTA Puffer (25x TBE)

Sigma-Aldrich Corp
Karl Roth GmbH + Co. KG
Promega GmbH

Promega GmbH

Karl Roth GmbH + Co. KG

Karl Roth GmbH + Co. KG

Promega GmbH

Ambion®

Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich Corp.

Sigma-Aldrich Corp.

302.75g Trisbase, 137.57g Borsaure sowie 0.3g EDTA wurden mit demineralisiertem

Wasser auf 1000 ml aufgefuillt.
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

8er Kette opt. klar fl. Deckel Sarstedt AG&Co
96 well Multiply PCR Platte Sarstedt AG&Co
Combitips 0,1 ml Eppendorf AG
DNA Ladder Invirtogen AG
Multiply-uStrip Pro 8er Kette Sarstedt AG&Co

Parafilm

Pipette tips (10, 20, 100, 1000 pl)
RNAse Away

Tubes 2.0 ml

Wagepapier

2.1.3 Laborausstattung

Laborausstattung

Bemis Company Inc.
StarLab International GmbH
Sigma-Aldrich Corp.
Eppendorf AG

Macherey-Nagel GmbH &CoKG

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Apparat
Elekrophorese Power Supply
[lluminator

Kolben

PCR Cycler

Pipetten (1, 10, 20, 100, 1000 pl)
Mikrowelle

Mini Mikrozentrifuge

Multipette

Vortex Mixer

Waage

Zentrifuge 5424R

Biometra GmbH
GIBCO®

VWR® International
Simax®

Eppendorf AG
Eppendorf AG
Sharp Electronics GmbH
Corning Inc.
Eppendorf AG
Corning Inc.

Kern & Sohn GmbH

Eppendorf AG
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2.2 Methoden

2.2.1 Probenauswahl

Im Rahmen der Mutationsanalyse wurden insgesamt 144 verschiedene DNA-Proben
verwendet, welche sich wie folgt zusammensetzten: 48 Proben stammten von
Patienten, welche aufgrund eines chronischen Alkoholabusus eine Leberzirrhose
entwickelten. Die zur Verfugung gestellten Daten umfassten neben Geburtsdatum,
Geschlecht und Herkunft der Patienten, den Child-Pugh-Score, das Vorhandensein
einer Enzephalopathie oder Aszites, aufgetretene Komplikationen, wie

Leberversagen oder Tod, sowie den Krankheitsverlauf und Laborparameter.

48 weitere DNA-Proben stammten von Leberzirrhotikern mit einer chronischen
Hepatitis C-Infektion. Die bekannten klinischen Daten umfassten neben
Geburtsdatum, Geschlecht und Herkunft der Patienten, Angaben zu Datum der
Infektion, Ubertragungsweg, Dauer der Infektion, Genotyp, Viruslast, Daten zu
durchgefuhrten  Leberbiopsien sowie weitere Laborparameter (Aspartat-

Aminotransferase, AST; Alanin-Aminotransferase, ALT).

Die Kontrollkohorte umfasste 48 DNA-Proben gesunder Patienten, welche nach

Geschlechts- und Altersverteilung der Studiengruppe ausgesucht wurde.

Die Proben wurden freundlicherweise von den nachfolgenden Kooperationspartnern
zur Verflgung gestellt: (i) Hospital Jean Verdier in Bondy Cedex, Frankreich, (ii)
Abteilung fur Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie der Medizinischen
Hochschule Hannover, Deutschland, (iii) Henriettenstiftung Hannover, Deutschland,
(iv) Institut fur Kklinische Transfusionsmedizin und Immungenetik, DRK

Blutspendedienst Baden-Wurttemberg-Hessen, Universitat von Ulm.

2.2.2PCR

Zur Vervielfaltigung der zehn im TCAB1 Gen bekannten Exons wurden
Polymerasekettenreaktionen (Polymerase chain reaction, PCR) durchgefuhrt. Pro
Patient wurden dreizehn Primerpaare verwendet. Pro Patientenprobe wurden 26
Sequenzen, also pro Primerpaar jeweils eine Vorwarts- und eine Ruckwarts-

Sequenz, untersucht.
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Fir jede PCR wurden 10 pl 5x Colorless GoTaq Flexi Buffer, 2ul MgCl, Solution (25
mM), 1ul dNTPs (10 mM), 1ul forward primer, (10 uM, ges. 0,2 pM), 1pl reverse
primer (10 uM, ges. 0,2 uM), 0,25 uyl GoTaqg DNA Polymerase, 34,25 ul
nukleasefreies Wasser und 0,5 ul DNA verwendet (Quelle PCR Protokoll: Zhong et
al. [55])

Die initiale Denaturierung erfolgte bei 95° C fur zehn Minuten (ein Zyklus). Die
Denaturierung lief bei 95° C fur dreilig Sekunden ab (achtunddreilig Zyklen). Das
Annealing wurde fur 45 Sekunden 38 Zyklen lang bei unterschiedlichen
Temperaturen durchgeflihrt; siehe hierzu Tabelle 4. Die Verlangerung erfolgte bei
72° C (45 Sekunden, 38 Zyklen), gefolgt von der endgultigen Verlangerung (72°C,
zehn Minuten, ein Zyklus). AnschlieRend erfolgte die Kihlung bei 4°C.

25



Material und Methoden

Tabelle 2: Darstellung der zur PCR verwendeten Primer. In der Tabelle sind die Vorwarts-
und Rickwarts-Primersequenzen sowie deren Annealingtemperatur in °C dargestellt.

Exon Primer (vorwarts) Primer (ruckwarts) TAnnealing [€°]
1a GGGAACGGGAAACCTTCTAA GACAGCAGTCCGGAGCTAAC 63
1b CTAATCTCCGCTGTGCTTCC TCTTCTGCAGGAAGGCTTGT 59,4
1c GGGACCCAGTTTCTCTCTCC CTGGAGAAGTGGGTCTCAGG 63

2 GTGGAGTCTGGGGAGATGAA GGGCATCCCTCTCCTAGAAA 63
3 CAGCCCTAGCCCTACACTTG TGCTGCCACAAGAAATTCAC 63
4 TCTGAGCTCACCCTTGAACA CTGACCAGCCCCTCTGATAA 63
5 ACACCCAGCCTCATTTTTGT GGAAGGAAAGGGCTGAAAAC 59,4
6 TCATATCTGGGACGCATTCA GTACAGAGGACGGCGTGAAC 63
7a GCTTGTGACAGACAGCATGG TCTCAGGGTGTGACCCCTAC 59,4
7b TCTGTATGCCTGGGATGATG ATTGGTGGTCACCTCTCGAC 63
8 CTGAAGGAGTGCCTGGAGAC ACCCTACAGCTGGGCTCTG 63
9 CCTCTGCCAGCAAATCTCTC TCTCTGTGGGCTCAGGAAAC 59,4
10 AGAGGGAGCAAGTGTCCTCA GCCTGGTTTCAGGACCAATA 59,4

2.2.3 Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese eines 2%-igen Agarosegels in 1x TBE-Puffer, der
durch Verdinnung von 25x TBE-Puffer hergestellt wurde, wurde Uberpruft, ob die
PCR erfolgreich abgelaufen war. Zur Herstellung des Gels wurde 4g Agarose mit
200ml 1xTBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht, anschlieRend wurden 10pl

Ethidiumbromid zugefugt. Die Elektrophorese wurde mit 1xTBE als Laufpuffer und
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20l Reaktionsprodukt bei 120 Volt fir zwanzig Minuten durchgefiihrt. Die Banden

wurden im llluminator unter ultraviolettem Licht visualisiert und fotografiert.
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Primerpaar 1C

Abbildung 7: Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese auf einem 2%igen Agarosegel; ,EtOH
1-7“: DNA der Patienten mit ethyltoxischer Leberzirrhose; die Kontrolle erfolgte mit

nukleasefreiem Wasser.

2.2.4 Sequenzierung
Nach erfolgreich abgelaufener PCR wurden die Proben in 96-Well-Plates aliquotiert
und zur Sequenzierung an die Abteilung fir Genomanalyse des Helmholtz-Zentrum

fur Infektionsforschung nach Braunschweig geschickt.

2.2.5 Sequenzanalyse

Um eventuelle Mutationen zu identifizieren, wurden mit dem Programm FinchTV
1.4.0 die Chromatogramme der DNA-Sequenzierung betrachtet und mit dem Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) des NCBI (National Center for Biotechnology

Information) wurden Patienten- und Wildtyp-Sequenzen miteinander verglichen.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

gtccecggcetce
aatcggaagg
aggaacacag
tctgcctact
ccctgagaac
atgaagactt
gctccagccc
atgccaccgc
tcagctgtgt
acagagtttg
aatacaagcc
ccagagttgg
gagggagaca
tggtcagagt
ggttcctgca
gagctgtacc
gtggaaggtg
gacacctcct
actggagagc
cattcgctct
cgtgtttttt
aagcagggcc
gcctgtggcet
gccttgectgg
cgcttcttcet
ggttacccac
ctggacccga
gacacggacg
aaggactgca
ggtcagcgtg
ccecttgetcet
ggggcgcecag
gagggaggtg
aa

cgcgggttcece
tggaccgaaa
tgctttcaaa
cccagaagag
ttcgaagcca
tggagactca
atccttctcc
ctcccgaaag
cccaggagct
gttcccctag
ttcectgcaga
ggtctggaaa
ccgcttggaa
tcagcaccca
tcttgaccaa
atgaggggga
ataccatcta
acgtggccag
tcecgggette
gcttctccce
ccacggcccg
agagcggcat
cctacggccg
gagggcacca
caggagcccg
tgtggtccct
ccgggcagtt
ggcctggcaa
ccaatggcgt
tgtttcctga
ccacgcgcca

actccagcat

tgggtgagct

gtgggtcgcce
tccecgecgaca
agaattggcg
gagggaagca
tcectggcectga
accgttagcect
ccacgcttcc
gggggatccg
acgggagggg
tgagttgagt
agaagcaaac
agccatggaa
ctacagcttc
acctgagaac
tagtgctgat
gcaggtggaa
tgattactgc
cagcagccgg
ctttcgcgcece
ggatggctcc
gcctggccga
catctcctgce
ctccectgggt
agggggcatc
caaggatgct
gggtcgagag
cctagtgagt
tgatgggaag
gagcctgcac
gcccacagag
cgtccacctt
ccctgatgat

gatataaaaa

cgcgaaatct
gcaagaggcc
tccgetgtte
caggtgggtt
ggctaatctc
ccggactgcet
ccgatgaata
cccececggttgt
gacccagttt
cctcgaatcg
gggagccttt
gatacctctg
tccecagcetge
ttcttgaaag
aacatcttgc
tatgcagaaa
tggtattctc
gagaacccga
tacaaccacc
cagctcttct
gactgcgagg
atagccttca
ctgtatgcct
acccacctct
gagctcctgt
gtgaccacca
ggcagcacga
ccggagcccg
cctagcctgce
agtggggacg
gaatgtcggc
caccagggcg
ggtttttatg

gatccgggat
cgtagcgacc
gcctctcecte
tctttagcectce
cgctgtgcett
gtccttcaga
aaaatgcgga
ccccagatcce
ctctctccac
aggagcaaga
ctgaagaaga
gggaacccgc
ctcgatttct
gctgtaagtg
gaatttataa
tggtccctgt
tgatgtcctc
ttcatatctg
tggatgagct
gtggcttcaa
tccgagccac
gcccagccca
gggatgatgg
gctttcatcc
gctgggatct
atcagcgcat
gcggggctgt
tgttgagttt
ctctcctggce
aaggagagga
ttcagctctg

agaaagggca
ataaaaaaaa

gcggcggecce
cgcggtgcta
ccgggagtcet
tgcgtcggat
cctctgcagt
ccaggaccca
ctctgaactg
tgtggctggce
tccectggaa
actttctgaa
agcgaacggg
tgcagaggac
cagtggttcc
ggctcctgac
cctgccccca
ccttcgaatg
agcccagcca
ggacgcattc
gacggcagcc
ccggactgtg
atttgcaaaa
gcccctctat
ctccecctcetce
cgatggcaac
ccggcagtcet
ctacttcgat
ctctgtgtgg
tctgcccecag
cactgcctcc
gctgggcecctt
gtggtgtggg
gggaggaacg
aaaaaaaaaa

Abbildung 8: Nucleotidsequenz der mRNA, TCAB1 Homo sapiens, Exon 1-10; Reference
Sequence: NM_018081.2; nach der Datenbank des NCBI.
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2.3 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde unter Zuhilfenahme der Programme Microsoft Office
Excel und GraphPad Prism 5 durchgefihrt. Die statistischen Signifikanzen wurden
unter Zuhilfenahme des exakten Fisher-Tests oder Chi-Square Tests berechnet. P-
Werte kleiner 0.05 wurden als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische Verteilung der Studiengruppen

Fir diese Studie wurden insgesamt drei Patientengruppen (a 48 Patienten)
zusammengestellt: Eine Studiengruppe bestehend aus Patienten mit Alkohol-
bedingter Leberzirrhose (Gruppe EtOH), eine Gruppe von Patienten mit HCV-
induzierter Leberzirrhose (Gruppe HCV) und eine Kontrollkohorte. Die nachfolgenden
Tabellen zeigen die Verteilung von Geschlecht (Tabelle 5), Alter (Tabelle 6) und
Ethnizitat (Tabelle 7) der Patienten mit Alkohol-bedingter Leberzirrhose (Gruppe
EtOH), HCV-induzierter Leberzirrhose (Gruppe HCV) und der Kontrollkohorte.

Die Gruppe der ethyltoxisch-bedingten Leberzirrhosen bestand aus 35 mannlichen
(729%) und 13 (27,1%).  Die
Geschlechterverteilung in der Gruppe der HCV-induzierten Leberzirrhosen lag bei 28
mannlichen Patienten (58,3%) und 20 weiblichen Patientinnen (27,1 %). Die Anzahl
der mannlichen Patienten in der Kotrollgruppe betrug 35 mannliche Patienten
(72,9%) und 13 weibliche Patientinnen (27,1%). Eine Ubersicht hierzu zeigt die
nachfolgende Tabelle 5.

Patienten weiblichen Patientinnen

Tabelle 3: Geschlechterverteilung innerhalb der Patientengruppen

Geschlecht Anzahl EtOH Anzahl HCV Konﬁgﬁ;’:&ppe
; o : = o
(Verteilung in %) | (Verteilung in %) (Verteilung in %)
mannlich 35 (72,9) 28 (58,3) 35 (72,9)
weiblich 13 (27,1) 20 (41,7) 13 (27,1)

Tabelle 6 gibt

die Altersverteilung

und das durchschnittliche Alter der

unterschiedlichen Patientengruppen an. Drei Patienten (6,3%) aus der Gruppe der
ethyltoxisch-bedingten Leberzirrhosen waren vierzig Jahre und junger, sieben
Patienten (14,6%) zwischen 41 und funfzig Jahren alt, 21 Patienten (43,8%)
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zwischen 51 und 60 Jahren alt, 13 Patienten (27.1 %) von ihnen zwischen 61 und
siebzig Jahren und vier Patienten (8.3%) waren siebzig Jahre oder alter. Das

Durchschnittsalter der Patienten dieser Gruppe betrug 58 Jahre.

Die Altersverteilung der Gruppe HCV-infizierter Patienten gestaltete sich wie folgt: 9
Patienten (18.8%) waren vierzig Jahre alt oder junger, 18 Patienten (37.5%) waren
zwischen 41 und funfzig Jahre alt, zwdlf Patienten (25.0%) zwischen 51 und sechzig,
neun Patienten (18.8%) zwischen 61 und siebzig. Keiner der Patienten war alter als
siebzig Jahre. Der Altersdurchschnitt lag bei 48 Jahren.

Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe betrug 57,4 Jahre. Vier Patienten (8.3%)
waren vierzig Jahre oder junger, zwei Patienten (4.2%) zwischen einundvierzig und
funfzig. Zwischen 51 und sechzig Jahren waren 24 Patienten (50%), zwischen 61
und siebzig Jahren alt waren fiinfzehn Patienten (31.3%). Uber siebzig waren drei
(6.3%) Patienten.

Tabelle 4: Altersverteilung und Durchschnittsalter der Patientengruppen.

Alter in Jahren Anz?hl EtpH Anz.a hi H(.:V Konﬁgﬁgwjppe
(Verteilung in %) (Verteilung in %) (Verteilung in %)
<40 3(6,3) 9(18,8) 4 (8,3)
41-50 7 (14,6) 18 (37,5) 2(4,2)
51-60 21 (43,8) 12 (25,0) 24 (50,0)
61-70 13 (27,1) 9(18,8) 15 (31,3)
>70 4 (8,3) 0 3(6,3)
Durchschnittsalter 58 48 57,4

Einen Uberblick liber die ethnische Herkunft der eingeschlossenen Patienten liefert
Tabelle 7. 44 Patienten (91,7%) der Gruppe der Alkohol-bedingten Leberzirrhosen

waren kaukasischer Abstammung und vier (8,3%) afrikanischen Ursprungs. 46
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Patienten (95,8%)

der

HCV-bedingten Leberzirrhotiker

waren kaukasischer

Abstammung und zwei Patienten (4,2%) waren asiatischen Ursprungs. Zu der

Kontrollgruppe zahlten 44 Kaukasier (91,7%) und vier Afrikaner (8,3%).

Tabelle 5: Ethnische Herkunft innerhalb der Patientengruppen.

Ethnizitat Anz?hl EtpH Anz.a hi HQV Konﬁgﬁgmppe
(Verteilung in %) (Verteilung in %) (Verteilung in %)
Kaukasisch 44 (91,7) 46 (95,8) 44 (91,7)
Afrikanisch 4 (8,3) 0 4 (8,3)
Asiatisch 0 2(4,2) 0

3.2 Auswertung der Mutationsanalyse

3.2.1 Studiengruppe Alkohol-induzierte Leberzirrhose

Es wurden bei den 48 Patientenproben mit Alkohol-induzierter Leberzirrhose die
13 Exons im TCAB1-Gen

untersucht. Dabei wurden sieben verschiedene von der TCAB1-Wildtypsequenz

Vorwarts- und Ruckwarts-Sequenzierungen  der

abweichende Veradnderungen ermittelt. Tabelle 8 gibt einen Uberblick ber diese
nachgewiesenen Polymorphismen sowie deren Haufigkeit. Insgesamt wurden in der
aus insgesamt 48 Patienten bestehenden Studiengruppe 38 Nukleotidvarianten
gefunden, die sich folgendermalien verteilten: 2x r.56G>C, 11x ¢.202C>G, 6x
c.450C>T, 1x ¢.936C>T, 1x ¢.1308T>C, 16x c.1565C>G, 1x c.1566G>A.
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Tabelle 6: Auflistung der identifizierten TCAB1-Genvarianten (Exons 1-10 und 3'UTR) in der

Studiengruppe der ethyltoxisch-bedingten Leberzirrhosen. Die Tabelle zeigt die
Nukleotidvariante sowie die Aminosaurevariante (dargestellt im Einbuchstabencode), die
Anzahl der Homozygotien und der Heterozygotien sowie der Allelfrequenz. Die mit einem
Stern (*) gekennzeichneten Nukleotidvarianten flihren zu keinem Austausch in der
Aminosauresequenz. Des Weiteren zeigt die Tabelle die Referenz bereits beschriebener

Polymorphismen (SNP Database des National Center for Biotechnology Information [NCBI]).

Studiengruppe
EtOH
(n=48)
Gen- Nukleotid- | Aminosaure- Anzahl Referenz
abschnitt variante variante heterozygote; Polymorphismus
Anzahl
homozygote
(Allelfrequenz)
3‘UTR r.56G>C 2;0 (0,021)

TCAB1 c.202C>G p.R68G 10;1 (0,125) rs2287499
c.450C>T* p.F150F 6;0 (0,063) rs2287498
c.936C>T* p.C312C 1;0 (0,010) rs73248508

c.1308T>C* p.A436A 1;0 (0,010) rs34016213
c.1565C>G p.A522G 12;4(0,208) rs7640
c.1566G>A* p.A522A 1;0 (0,010) rs148329158

Gesamt 33;5(0,034)

Die nachfolgende Abbildung 9 =zeigt

verschiedene Chromatogramme der

identifizierten Nukleotidvarianten in der Studiengruppe. Diese Sequenz wird der
Wildtyp-Sequenz gegenulbergestellt. Abgebildet ist jeweils die Vorwarts- sowie

Ruickwarts-Sequenz.
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Abbildung 9: Die Abbildungen zeigen die Chromatogramme der identifizierten
Nukleotidsequenzvarianten in der Gruppe der ethyltoxisch bedingten Leberzirrhosen.
Dargestellt ist die heterozygote und gegebenenfalls homozygote Variante in je Vorwarts- und
Riickwarts-Sequenz. Ebenfalls abgebildet ist die zugehérige Wildtyp-Sequenz. Uber den

eckigen Klammern steht die zum Basentriplet gehérige Aminosaure im Einbuchstabencode.

(A) Chromatogramme der Variante r.56G>C (3’'UTR), (B) Chromatogramme der Variante
€.202C>G p.R68G (Exon 1B), (C) Chromatogramme der Variante ¢.450C>T p.F150F
(Exon2), (D) Chromatogramme der Variante ¢.936C>T p.C312C (Exon 6), (E)
Chromatogramme der Variante ¢.1308T>C p.A436A (Exon 9), (F) Chromatogramme der
Variante ¢.1565C>G p.A522G (Exon 10), (G) Chromatogramme der Variante c.1566G>A
p.A522A (Exon10).
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3.2.2 Studiengruppe Hepatitis-C-Virus-induzierte Leberzirrhose

Die dreizehn Exons in TCAB1 inklusive 3’UTR (Untranslated Region; untranslatierter
Bereich) der 48 Patienten mit HCV-induzierter Leberzirrhose wurden ebenfalls
analysiert. In dieser Studiengruppe wurden sechs von der Wildsequenz abweichende
Sequenzen gefunden. Tabelle 9 zeigt diese identifizierten Sequenzabweichungen.
Bei den 48 Proben dieser Kohorte wurden insgesamt flnfzig Nukleotidvarianten
aufgefunden: 4x r. 56G>C, 10x ¢.202C>G, 7x c.450C>T, 1x c.663G>A, 1x
¢.1308T>C, 27x c.1565C>G.

Tabelle 7: Auflistung der identifizierten TCAB1-Genvarianten (Exons 1-10 mit 3'UTR) und
ihrer Haufigkeiten in der Studiengruppe der HCV-infizierten Patienten. Die mit einem Stern
(*) gekennzeichneten Nukleotidvarianten fihren zu keinem Austausch in der

Aminosauresequenz.

Studiengruppe HCV
Gen- Nukleotid- | Aminosaure- (n=48) . Referenz
. . : Anzahl heterozygote; .
abschnitt variante variante Polymorphismus
Anzahl homozygote
(Allelfrequenz)
3‘UTR r. 56G>C -—- 3;1 (0,052)

TCAB1 c.202C>G p.R68G 10;0 (0,104) rs2287499
c.450C>T* p.-F150F 7;0 (0,073) rs2287498
c.663G>A* p.vV221V 1;0 (0,010) -
c.1308T>C* p.-A436A 1;0 (0,010) rs34016213
c.1565C>G p.-A522G 23;4 (0,323) rs7640

Gesamt 45;5 (0,044)
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3.2.3 Kontrollgruppe

Tabelle 10 zeigt die identifizierten Sequenzvarianten der 48 Patienten der
Kontrollgruppe. Analysiert wurde jeweils die Vorwarts- und Rickwarts-Sequenz der
zehn Exons (mit 3'UTR) in TCAB1. Dabei wurden in dieser Kohorte sieben
verschiedene Wildtypsequenzabweichungen identifiziert. Insgesamt wurden 41
Abweichungen bei der Sequenzanalyse ermittelt: 2x r. 56G>C, 12x ¢.202C>G, 6x
c.450C>T, 1x c.919C>T, 1x ¢.1308T>C, 18x c.1565C>G, 1x c.1566G>A.

Tabelle 8: Darstellung der TCAB1-Sequenzvarianten (Exon 1-10 und 3'UTR) der
Kontrollgruppe und ihrer Haufigkeiten. Die Nukleotidvarianten, die mit einem Stern (*)

gekennzeichnet sind, fiihren zu keinem Austausch in der Aminosauresequenz.

Kontrollgruppe
(n=48)
Gen- Nukleotid- Aminosaure- Anzahl Referenz
abschnitt variante variante heterozygote; Polymorphismus
Anzahl homozygote
(Allelfrequenz)
3‘UTR r. 56G>C --- 1;1 (0,031) ---
TCAB1 c.202C>G p-R68G 8;4 (0,167) rs2287499
c.450C>T* p.F150F 5;1 (0,073) rs2287498
c.919C>T p.-R307W 1;0 (0,010) rs149828392
c.1308T>C* p-A436A 1;0 (0,010) rs34016213
c.1565C>G p.A522G 13;5 (0,24) rs7640
c.1566G>A* p.A522A 1;0 (0,010) rs148329158
Gesamt 30;11(0,042)
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3.3 Kein signifikant erhohtes Vorkommen von TCAB1-Mutationen in den

Studiengruppen

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 3.744 DNA-Sequenzen ausgewertet und
auf Nukleotidvarianten untersucht, um die Allelfrequenz mdglicher Genvarianten bei
96 Patienten mit Leberzirrhose zweier unterschiedlicher Atiologien und 48 gesunden
Patienten zu ermitteln. Zur Bestimmung der Signifikanzwerte wurden der exakte
Fischer-Test oder Chi-Square-Test verwendet. Die aus den Allelfrequenzen der
identifizierten Sequenzvarianten ermittelten p-Werte wiesen keinen statistisch
signifikanten Unterschied auf. Es liegt daher kein signifikant erhéhtes Vorkommen
von TCAB1-Polymorphismen in einer der Patientengruppen vor. Dies gilt flir den
Vergleich der Werte der beiden Studiengruppen (Gruppe EtOH und HCV), der
Gruppe EtOH mit der Kontrollgruppe als auch der Gruppe HCV mit der
Kontrollgruppe.

Tabelle 11 gibt einen Gesamtuberblick Uber die ermittelten Nukleotid- und
Aminosaurevarianten in den verschiedenen Patientengruppen, ihre Haufigkeit sowie
die Referenznummer eventuell vorbeschriebener SNPs (single nucleotide
polymorphisms; Einzelnukleotidpolymorphismen) laut SNP Database des National

Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Tabelle 9: Gegenuberstellung der ermittelten TCAB1-Genvarianten (Exon 1-10 mit 3° UTR)
und ihrer Haufigkeiten in den Studiengruppen und der Kontrollgruppe. Die mit einem Stern
(*) gekennzeichneten Nukleotidvarianten fihren zu keinem Austausch in der

Aminosauresequenz.

Studien- Studien-
gruppe gruppe Kontroll-
. Amino- EtOH HCV grappe Referenz
Gen- Nukleotid- h - - (n=48)
. , siure- (n=48) (n=48) Polymor-
abschnitt variante variante hismus
Anzahl homozygote; Anzahl P
heterozygote (Allelfrequenz)
¢ . ] 1;1
3UTR | r.56G>C 2,0 (0,021) | 3:1(0,052) | (g ay)
10;1 10;0 8;4
TCAB1 c.202C>G p-R68G (0,125) (0,104) (0,167) rs2287499
c.450C>T* | p.F150F | 6;0 (0,063) | 7;0 (0,073) 5:1 rs2287498
(0,073)
c.663G>A* | p.vV221V 0 1;0 (0,010) 0 ---
p.R307 1;0
c.919C>T W 0 0 (0,010) rs149828392
c.936C>T* | p.C312C | 1;0 (0,010) 0 0 rs73248508
¢.1308T>C* | p.A436A | 1;0 (0,010) | 1;0 (0,010) (015$0) rs34016213
12;4 23;4 13;5
c.1565C>G | p.A522G | oo0 (0,323) O rs7640
c.1566G>A* | p.A522A | 1;0 (0,010) 0 (0,010) | rs148329158
. 45;5 30;11
Gesamt 33;5(0,034) (0,044) (0,042)

3.4 Korrelation klinischer Daten mit dem Auftreten von homozygoten TCAB1-

Einzelnukleotidpolymorphismen der EtOH-Gruppe

Nach Auswertung der DNA-Sequenzen der 48 Patienten der Gruppe ethyltoxisch
bedingter Leberzirrhosen wurden die Ergebnisse mit den klinischen Patientendaten,

insbesondere dem Erkrankungsverlauf, verglichen. Abbildung 10 gibt einen Uberblick
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uber den Krankheitsverlauf der Patienten. Bei 61% der Patienten wurde ein stabiler
Krankheitsverlauf beschrieben, bei 29% der Patienten kam es im Verlauf zu einer
Verschlechterung des Zustandes bzw. zu einem Leberversagen. Bei 4% der
Patienten wurden andere Komplikationen beobachtet, z.B. die Entstehung eines

Hepatozelluldren oder Cholangiozellularen Karzinoms.

Andere FO"OW Up

Komplikationen
4% N

Leberschadigung/
Leberversagen
29%
Stabiler Verlauf
61%

Abbildung 10: Uberblick tber den Krankheitsverlauf der Gruppe alkoholbedingter

Leberzirrhosen.

Unter Berucksichtigung dieser Daten wurden die Krankheitsverlaufe der
Mutationstrager mit Patienten verglichen, die keine Auffalligkeiten bei der
Sequenzanalyse zeigten. Hierbei wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von TCAB1-Einzelnukleotidpolymorphismen und einem Progress des
Krankheitsverlaufes (z.B. Leberversagen, Auftreten eines hepatozellularen oder
cholangiozellularen Karzinoms oder Tod des Patienten) festgestellt (siehe hierzu
Abbildung 11). Die homozygoten Allelvarianten, die bei den Patienten mit Alkohol-
bedingter Leberzirrhose identifiziert wurden, waren: ¢.202C>G p.R68G, ¢.1565C>G

p.A522G. In beiden Fallen kommt es zu einem Austausch der Aminosauren.
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Vier Patienten, die Trager eines homozygoten Einzelnukleotidpolymorphismus
waren, zeigten einen raschen Progress der Leberzirrhose, wahrend keiner der
Patienten mit einer stabilen Erkrankung eine homozygote Mutation aufwies (p-Wert
0,0139). Bei den heterozygoten Genvarianten konnte hingegen keine Assoziation mit
dem Krankheitsverlauf nachgewiesen werden, so zeigten drei heterozygote
Mutationstrager einen Progress wahrend zwoOlf heterozygote Mutationstrager einen
stabilen Krankheitsverlauf aufwiesen. Bei zwolIf Patienten ohne Mutation wurde ein

Progress der Leberzirrhose beschrieben und 17 zeigten kein Fortschreiten der

Erkrankung.
18
homozygote | heterozygote keine
16 1 ; SNPs SNPs Mutation
Progress 4 3 12

11 Stabile

12 | Erkrankung 0 12 17

* p-Wert 0,0139
g (Chi-Square Test)

*
4 prove.

B homozygote SNPs
21 - M heterozygote SNPs
() fessnasase = keine Mutation

Progress Stabile Erkrankung

Patienten (n)

Abbildung 11: Darstellung des Einflusses der ermittelten TCAB1-Genvarianten auf den
Krankheitsverlauf.

Aus diesen gewonnen Daten Iasst sich eine neue Grafik ableiten, die ebenfalls den
Verlauf der Erkrankung im Zusammenhang mit dem Auftreten von
Einzelnukleotidpolymorphismen verdeutlicht. Wie Abbildung 12 zeigt, konnte bei 100
% der Patienten mit homozygoten Einzelnukleotidpolymorphismen ein Progress der
Leberzirrhose festgestellt werden. Bei Patienten mit heterozygoten TCAB1-

Polymorphismen zeigte sich in 20 % ein Progress, wahrend bei Patienten mit der
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TCAB1-Wildtypsequenz in 41 % der Falle ein Fortschreiten der Erkrankung
beobachtet werden konnte.

120
100
80 -
60 -
40

20 e I keine Mutation

O .

Progress

W homozygote SNPS

Patienten %

M heterozygote SNPs

Abbildung 12: Einfluss von TCAB1-Genvarianten auf den Krankheitsverlauf (Darstellung in
Prozent der Patienten, die einen Progress der Erkrankung zeigten).

Nachfolgend wurden die klinischen Daten im Hinblick auf die Lebenserwartung der
Patienten untersucht. Es wurde verglichen, welche Patienten im Rahmen einer
Verlaufskontrolle noch am Leben waren und welche bereits verstorben bzw.

Lebertransplantiert werden mussten.

Abbildung 13 stellt die Uberlebensrate der Patienten nach einem Follow-up im
Zusammenhang mit den identifizierten Polymorphismen dar. Drei Patienten mit
homozygoter Genvariante starben im Laufe des Follow-ups, lediglich einer Uberlebte.
Die dubrigen elf Patienten, die verstarben, waren entweder heterozygote
Mutationstrager oder wiesen keine Mutationen auf. 33 dieser Patienten lebten noch
wahrend des Follow-ups. Diese Daten zeigen einen signifikanten Zusammenhang
zwischen homozygoten Einzelnukleotidpolymorphismen und dem Tod der
betroffenen Patienten (p = 0,0352).
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30
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Patienten (n)
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* p-Wert 0,0352

(Chi-square Test)

B homozygote SNPs

B heterozygote SNPs/
keine Mutation

Abbildung 13: Einfluss der TCAB1-Genvarianten auf das Uberleben.

Eine prozentuale Darstellung des Uberlebens in Zusammenhang mit dem Auftreten

von TCAB1-Genvarianten wird in Abbildung 14 wiedergegeben. Hier zeigt sich, dass

75 % der homozygoten Mutationstrager im Laufe des Follow-ups verstarben,

wahrend 25 % der heterozygoten Mutationstrager noch lebten. 75 % der Patienten

mit heterozygoten SNPs oder keiner Mutation waren noch am Leben, 25 % mit

homozygoten Mutationen waren verstorben.

Dies verdeutlicht erneut,

homozygote Mutationstrager einen ungunstigeren Krankheitsverlauf vorweisen.

dass
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Abbildung 14: Einfluss von TCAB1-Genvarianten auf das Uberleben (Darstellung in Prozent
der Patienten).

3.5 Identifizierung einer neuen heterozygoten Mutation in der HCV-Studiengruppe

Die komplette Sequenz, der dreizehn TCAB1-Exons inklusive 3‘UTR wurde ebenfalls
in der Gruppe der 48 Patienten mit HCV-induzierter Leberzirrhose analysiert. In
diesem Zusammenhang konnte eine Mutation identifiziert werden, die nicht in der
SNP Database des NCBI aufgefuhrt wird. Diese Nukleotidvariante (c.663G>A,
p.V221V) befindet sich in Exon 4 und trat bei einem Patienten auf (Allelhaufigkeit von
0,010 in der untersuchten Studiengruppe). Die neu identifizierte Mutation ist
charakterisiert durch einen Basenaustausch von Guanin durch Adenin. Das
Basentriplet GTG wird somit zum Basentriplet GTA (c.663G>A, p.V221V). Da beide
Basentriplets fir die Aminosaure Valin kodieren kommt es zu keinem
Aminosaureaustausch. Weder in der EtOH-Studiengruppe noch in der
Kontrollkohorte konnte diese Nukleotidvariante nachgewiesen werden (siehe hierzu
Tabelle 11).
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Abbildung 15 zeigt die Chromatogramme der identifizierten Nukleotidvariante.

vorwarts
| —
%_;____::‘
e
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=
e
e
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| G/A

A MV AN

Wildtyp heterozygot

Abbildung 15: Chromatogramm der neu identifizierten Nukleotidvariante c¢.663G>A,
p.V221V. Die Abbildung zeigt die Chromatogramme der erstmals identifizierten TCAB1-
Nukleotidsequenzvariante c¢.663G>A, p.V221V eines Patienten der HCV-Studiengruppe.
Dargestellt ist die heterozygote Variante in je Vorwarts- und Riickwarts-Sequenz. Ebenfalls
abgebildet ist die zugehdrige Wildtypsequenz. Uber den eckigen Klammern ist die zum

Basentriplet gehérige Aminosaure im Einbuchstabencode angegeben.

3.6 Die Mutation c¢.663G>A ist assoziiert mit dem Progress HCV-induzierter

Leberzirrhose

Die identifizierte TCAB1-Nukleotidvariante c.663G>A wurde bei einem 44 Jahre
alten, mannlichen HCV-infizierten Patienten kaukasischer Abstammung identifiziert.
Die Dauer der Infektion (Zeitraum zwischen moglicher Erstinfektion mit dem HCV-
Virus und der durch eine Leberbiopsie gesicherten Diagnose der Leberzirrhose)
betrug bei den 48 Patienten der HCV-Studiengruppe im Durchschnitt 23 Jahre. Der
Zeitraum zwischen Erstinfektion und Diagnosestellung betrug bei dem Patienten mit
der genannten Nukleotidvariante c.663G>A mit 10 Jahren deutlich weniger als die
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Halfte der Durchschnittszeit dieser Studiengruppe. Der Patient zeigte somit einen

deutlich schnelleren Verlauf der Erkrankung.

3.7 Der Einzelnukleotidpolymorphismus ¢.936C>T ist assoziiert mit dem Progress

der Alkohol-induzierten Leberzirrhose

Der heterozygote Einzelnukleotidpolymorphismus c.936C>T p.C312C
(Referenznummer rs73248508 laut SNP Database des NCBI) tritt in der EtOH-
Gruppe mit einer Allelfrequenz von 0,010 auf und wurde in keiner der beiden
anderen Patientengruppen identifiziert (siehe Tabelle 11). Dieser Polymorphismus
wurde bei einem mannlichen, 41 Jahre alten Patienten afrikanischer Abstammung
identifiziert. Klinisch wurde bei diesem Patienten ein Progress der Leberzirrhose

festgestellt.

3.8 Signifikant erhohtes Vorkommen von TCAB1-Einzelnukleotidpolymorphismen bei

afrikanischen Patienten mit Alkohol-induzierter Leberzirrhose

Das Vorkommen der Einzelnukleotidpolymorphismen ist innerhalb der Gruppe der
ethyltoxisch bedingten Leberzirrhosen bei Patienten mit afrikanischer Herkunft

signifikant erhoht (siehe hierzu Tabelle 12).
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Tabelle 10: Vergleich der Haufigkeit identifizierter TCAB1-Genvarianten (Exons 1-10 und
3‘UTR) in der Studiengruppe der alkoholbedingten Leberzirrhosen zwischen Patienten
afrikanischer und kaukasischer Abstammung. Die Tabelle zeigt die Nukleotidvariante sowie
die Aminosaurevariante (dargestellt im Einbuchstabencode), die Anzahl der Homozygotien

und der Heterozygotien, Allelfrequenz sowie p-Wert berechnet nach dem exakten Fischer’s

Test.

| Studiltza.tnoglfluppe StudiEetnoglflfjppe I:Ei);?lttf;
Gen- Nukleotid- Asran:l':: Af(rr|1k=a4r;er Ka;::::;er Test
abschnitt variante variante
A heterozygcte AT | wer
3‘UTR r. 56G>C 1;0 (0,125) 1;0 (0,011) n.s.
TCAB1 c.202C>G p.R68G 3;1 (0,625) 7;0 (0,080) 0,0006
c.450C>T* p.F150F 1;0 (0,125) 5;0 (0,057) n.s.
c.936C>T* | p.C312C 1;0 (0,125) 0 n.s.
c.1308T>C* | p.A436A 1;0 (0,125) 0 n.s.
c.1565C>G | p.A522G 3;1 (0,625) 9;3 (0,170) 0,0091
c.1566G>A* | p.A522A 0 1;0 (0,011) n.s.
Gesamt 10;2 (0,135) 23;3 (0,025) <0.0001

Zwei der identifizierten Nukleotidvarianten (c.202C>G pR68G und c¢.1565C>G
p.A522G) traten bei den afrikanischen Patienten signifikant haufiger auf als bei den
Patienten kaukasischer Abstammung. Insgesamt zeigten die afrikanischen Patienten
eine signifikant erhdohte Allelfrequenz der identifizierten SNPs innerhalb der EtOH-
Gruppe. Bei vier Individuen wurden zehn heterozygote und zwei homozygote
Nukleotidvarianten (Allelfrequenz 0.135) entdeckt. Bei den 44 Patienten kaukasischer
Abstammung wurden 23 heterozygote und drei homozygote SNPs gefunden
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(Allelfrequenz 0,025; p-Wert < 0,0001). Insgesamt konnten bei allen vier Patienten
afrikanischer Abstammung mehrere SNPs nachgewiesen werden. Bei funfzehn der
44 Patienten kaukasischer Abstammung konnte man TCAB1-Nukleotidvarianten

feststellen, wahrend 29 keine Mutation aufwiesen.

Abbildung 16 gibt einen Uberblick (ber die prozentuale Verteilung von
Mutationstragern innerhalb der Studiengruppe. Es wurden bei 100 % der Patienten
afrikanischer Abstammung Einzelnukleotidpolymorphismen identifiziert. Bei den
kaukasischen Patienten konnten in nur 34 % der Falle SNPs nachgewiesen werden,

sechsundsechzig wiesen keine Sequenzvarianten auf (p-Wert=0,0199 nach Fisher).

100% -
80% - EtOH-
Gruppe
" 60% - M keine
T Mutation
5 40% -
& m Mutation
20% -
P-Wert=0.0199
0% (Fisher’s Test)

Kaukasier Afrikaner

Abbildung 16: Darstellung der Mutationstrager in der EtOH-Gruppe in Abhangigkeit von der

Ethnizitat der Patienten (Darstellung in Prozent der Patienten).
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3.9 Erhohtes Vorkommen von Einzelnukleotidpolymorphismen bei Patienten
asiatischer und afrikanischer Abstammung

Die Nukleotidvarianten r. 56G>C; ¢.202C>G p.R68G; c.450C>T p.F150F;
c.1308T>C p.A436A; c.1565C>G p.A522G konnte bei Patienten asiatischer und
afrikanischer Abstammung signifikant haufiger nachgewiesen werden als bei
Patienten kaukasischen Ursprungs. Insgesamt wurden bei den asiatischen und
afrikanischen  Patienten  siebzehn heterozygote und acht homozygote
Nukleotidvarianten entdeckt (Allelfrequenz 0.126). Bei den Patienten kaukasischer
Abstammung wurden neunzig heterozygote und vierzehn homozygote
Polymorphismen identifiziert (Allelfrequenz 0.034; p-Wert 0.001). Die Tabelle 13 gibt
einen Uberblick Uber die Verteilung der Einzelnukleotidpolymorphismen in Bezug auf

die einzelnen Ethnizitaten.
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Tabelle 11: Vergleich der Haufigkeit identifizierte TCAB1-Genvarianten (Exons 1-10 und

3‘UTR) zwischen Patienten asiatischer und afrikanischer sowie kaukasischer Abstammung.

Die Tabelle zeigt die Nukleotid- und Aminosaurevariante, die Anzahl der Homozygotien und

der Heterozygotien, Allelfrequenz sowie p-Wert berechnet nach dem exakten Fischer’'s Test.

Afrikaner .
Asiaten Kaukasier E_xaktgr
Gen- Nukleotid- | Aminosaure- (n=10) (n=134) Fisher’s
abschnitt variante variante Test
Anzahl homozygote; Anzahl p-Wert
heterozygote (Allelfrequenz)
3‘UTR r. 56G>C --- 1;1 (0,15) 5;1 (0,026) 0,025
TCAB1 c.202C>G p-R68G 4;3 (0,5) 25;3 (0,116) 0,0001
c.450C>T* p.F150F 4;0 (0,2) 14;1 (0,060) 0,0398
c.663G>A* p.v221V 0 1;0 (0,004) n.s
c.919C>T p.R307W 0 1;0 (0,004) n.s
c.936C>T* p.C312C 1;0 (0,05) 0 n.s
c.1308T>C* p.-A436A 2;0 (0,01) 1;0 (0,004) 0,0132
c.1565C>G p-A522G 5;4 (0,65) 41;9 (0,020) 0,0001
c.1566G>A* p.A522A 0 2;0 (0,007) n.s
Gesamt 17;8 (0,126) | 90;14 (0,034) | < 0,0001
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4 Diskussion

4.1 Auswertung Mutationsanalyse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 3.744 DNA-Sequenzen
untersucht, mit dem Ziel, mogliche Nukleotidvarianten des Gens TCAB1 bei
Patienten mit nachgewiesener Leberzirrhose zu identifizieren und die Allelfrequenz

mit einer gesunden Kontrollkohorte zu vergleichen.

Es wird vermutet, dass die Pravalenz der Leberirrhose in der westlichen Bevolkerung
etwa ein Prozent betragt [85]. Die Ursachen, die zu einer Entstehung einer
Leberzirrhose fuhren, sind vielfaltig (siehe Tabelle 1). Etwa 5 % der betroffenen
Patienten weisen keine nachweisbaren Risikofaktoren auf [92]. Dartber hinaus
zeigen Patienten mit identischen Risikofaktoren oftmals unterschiedlichste klinische
Manifestationen [92]. Chaiteerakij und Roberts vermuten daher eine mogliche
genetische Pradisposition, die die Entstehung einer Leberzirrhose begunstigen
konnte [92]. Im Jahr 2011 gelang den Arbeitsgruppen um Hartmann et al. und
Calado et al. erstmals der Nachweis einer direkten Assoziation von Mutationen in
den TERT- und TERC-Genen des Telomerase-Komplexes mit der Entstehung einer

Leberzirrhose [17].

Bei TCAB1 handelt es sich um eine weitere eingelagerte Proteinkomponente des
Telomerase-Komplexes. Zhong et al. untersuchten in einer Studie zahlreiche
TCAB1-Sequenzen bei Patienten mit DC [55]. Sie ermittelten Missense-Mutationen
bei einer autosomal-rezessiven Form der klassischen DC [55]. Diese Mutationen in
den Exons 2, 8, 7 und 9 von DC-Patienten konnten bei keinem der 380 Patienten der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden, was darauf schlief3en lasst, dass es sich nicht
um Polymorphismen handelt [55]. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass diese
Mutationen zu erheblichen Stérungen beim intrazellularen Transport der Telomerase
fuhren [55].

In der vorliegenden TCAB1-Sequenzanalyse wurden insgesamt neun verschiedene
Nukleotidvarianten identifiziert (siehe Tabelle 11). Sieben Varianten waren laut SNP
Database des NCBI bereits vorbeschrieben. Unter Anwendung des exakten Tests

nach Fisher wurde aus der Allelfrequenz der Nukleotidvarianten in den Kontroll- und
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Studiengruppen die Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) ermittelt. Der
Signifikanzwert lag zwischen 0,05 und 1 und kann somit als nicht signifikant
angenommen werden. Die Pravalenz von TCAB1-Sequenzvarianten kann somit nicht
mit der Studien- bzw. der Kontrollgruppe assoziiert werden. Es sollte in diesem
Zusammenhang jedoch erwahnt werden, dass die Patientenanzahl anderer Studien
im Vergleich zur vorliegenden Arbeit haufig deutlich hoher ausfielen. Entsprechend
wurden von Hartmann et al. insgesamt 1.121 Individuen rekrutiert [17]. die
Patientenkohorte der Studie von Schildkraut et al. umfasste zudem weit mehr als
16.800 Probanden [110]. Es ist daher vorstellbar, dass durch eine Vergréierung der
Patientenanzahl der Studien- und Kontroligruppe ein signifikanter p-Wert ermittelt
und ein erhdohtes Vorkommen von TCAB1-Mutationen bei Leberzirrhotikern

nachgewiesen werden kénnte.

Bei drei der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Genvarianten fuhrt der Austausch
einer Base zu einer Veranderung der Aminosauresequenz: p.R68G; p.R307W;
p.A522G. Die Variante p.R68G ist in der Kontrollgruppe haufiger zu finden
(Allelfrequenz Kontrollgruppe 0,167, EtOH-Gruppe 0,125, HCV-Gruppe 0,104). Die
Variante p.A522G kam hingegen haufiger in der HCV-Studiengruppe vor
(Allelfrequenz  Kontrollgruppe 0,24, EtOH-Gruppe 0,208, HCV-Gruppe 0,323),
wahrend p.R307W ausschlieldlich in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden
konnte. Die unterschiedlichen Pravalenzen der TCAB1-Varianten in den
entsprechenden Kohorten stehen nicht zwangslaufig im Widerspruch zueinander. Es
ist durchaus denkbar, dass bestimmte Genvarianten einen positiven Effekt auf die
Aktivitat der Telomerase ausuben und den Patienten somit moglicherweise vor einer

Krankheitsentstehung schiutzen [100].

Daruber hinaus besteht die Moglichkeit, dass eine identifizierte Genvariante einen
negativen Effekt auf die Entstehung und den Verlauf einer Krankheit ausibt. Der
Einzelnukleotidpolymorphismus ¢.936C>T p.C312C kam lediglich einmal in der
EtOH-Studiengruppe vor (Allelfrequenz 0.010). In der Gruppe der HCV-infizierten
Patienten oder der Kontrollkohorte konnte er nicht nachgewiesen werden. Anhand
der klinischen Daten zeigte sich bei dem Patienten ein Progress der Leberzirrhose.
Bereits in frGheren Studien konnte das Auftreten von Genvarianten, die ebenfalls in
der vorliegenden Arbeit identifiziert werden konnten, in den Zusammenhang mit der

begunstigten Entstehung von Krankheiten gebracht werden [110, 111]. Schildkraut et
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al. konnten den Einzelnukleotidpolymorphismus rs2287498 (c.450C>T p.F150F) mit
einem erhohten Risiko fur die Entstehung eines Ovarialkarzinoms in Verbindung
bringen [110]. Diesen Polymorphismus ermittelten wir insgesamt sechsmal in der
Gruppe der ethyltoxisch bedingten Leberzirrhosen (Allelfrequenz 0,063), siebenmal
in der Gruppe der HCV-induzierten Leberzirrhosen (0,073) und sechsmal in der
Kontrollgruppe (0,073). In einer Studie von Garcia-Closas und Kollegen wurde ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus rs2287499 (c.202C>G
p.R68G) und dem Auftreten von Mammakarzinomen beschrieben [111]. Diesen SNP
konnten wir ebenfalls mit einer Allelfrequenz von 0,125 in der EtOH-Gruppe, 0,104 in
der HCV-Gruppe und 0,167 in der Kontrollgruppe identifizieren. Zwar wurde der SNP
in der vorliegenden Arbeit in der Kontrollgruppe haufiger identifiziert, dies steht
jedoch nicht im Widerspruch zu den in der Literatur beschriebenen Daten. Es ist
vorstellbar, dass ein Polymorphismus auf die Entstehung einer Krankheit oder deren
Verlauf einen negativen Einfluss hat, wahrend er auf eine andere Erkrankung einen
positiven Effekt ausubt. Mangels Signifikanz der ermittelten Werte ist es in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht mdglich auf eine positive oder negative Assoziation
zwischen dem Vorkommen von Sequenzvarianten und der Zugehorigkeit eines

Patienten zur gesunden Kontroll- oder zirrhotischen Studiengruppe zu schlief3en.

4.2 Korrelation klinischer Daten innerhalb der Gruppe Alkohol-induzierter

Leberzirrhosen mit dem Auftreten homozyqgoter SNPs

In zahlreichen vorangegangenen Studien wurde der Zusammenhang zwischen
spezifischen chromosomalen Loci und Lebererkrankungen untersucht [100, 112,
113]. Beispielsweise analysierten Stickel et al. das PNPLA3-Gen in einer Kohorte
alkoholabhangiger kaukasischer Patienten mit ethyltoxisch-bedingter Leberzirrhose
[100]. Hierbei gelang es ihnen, einen Zusammenhang zwischen der
Nukleotidvariante rs738409 des PNPLA3-Gens und dem Auftreten alkoholischer
Leberzirrhose zu ermitteln [100]. Romeo und Kollegen untersuchten
Nukleotidvarianten des Gens PNPLA3 an Patienten mit nicht-alkoholischer Fettleber
und konnten mit der Allelvariante rs738409(G) einen 2-fach hoheren Fettgehalt der
Leber sowie erhdhte hepatische Entzindungsparameter assoziieren [113]. Die

Ergebnisse dieser Studien zeigen einerseits, dass die Auspragung alkoholbedingter
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Erkrankungen zum Teil genetischen Faktoren zugeschrieben werden kann und
andererseits, dass ein homozygoter Genotyp moglicherweise einen groleren

Einfluss auf die Krankheitsentstehung hat als eine heterozygote Variante.

Dies korreliert mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, in der eine Kohorte von
48 Patienten mit alkoholbedingter Leberzirrhose auf Nukleotidvarianten des Gens
TCAB1 untersucht wurde. Der Vergleich der Allelfrequenzen zwischen der
Studiengruppe und der Kontrollgruppe ergab zwar keine signifikanten Werte, jedoch
zeigten Trager homozygoter Nukleotidvarianten im Vergleich zu Patienten der
gleichen Studiengruppe mit heterozygoten Nukleotidvarianten oder keiner Mutation
signifikante Unterschiede im klinischen Verlauf (p=0.0139). Die homozygoten
Varianten betrafen die Allele ¢.202C>G p.R68G und ¢.1565C>G p.A522G. In beiden
Fallen fuhrte dies zu einem Austausch der Aminosauren. Patienten, bei denen eine
Homozygotie in den betreffenden Allelen nachgewiesen werden konnte, zeigten
einen schnelleren Progress der Erkrankung als Patienten mit Heterozygotie des
jeweiligen Allels oder keiner Nukleotidvariante (siehe Abbildungen 11 und 12). Eine
deutliche Signifikanz ergab sich zudem beim Vergleich der Uberlebensraten der
Patienten (p=0,0352). 75% der Patienten mit homozygoten Allelvarianten verstarben,
wahrend lediglich 25% Uberlebten (siehe Abbildung 14). Diese Daten sind
moglicherweise ein weiterer Hinweis auf den mdglichen Einfluss genetischer
Varianten auf den Krankheitsverlauf der ethyltoxischen Leberzirrhose.
Hochstwahrscheinlich spielt in diesem Zusammenhang der TCAB1-Genotyp eine
entscheidende Rolle. Da bei Vorliegen einer Homozygotie ausschlieBlich die
Nukleotidvariante transkribiert wird, ist davon auszugehen, dass der negative
Einfluss der Genveranderung auf die Telomeraseaktivitat und proliferative Kapazitat
groler ist als bei Vorliegen einer Heterozygotie. Es bleibt in diesem Zusammenhang
zu erwahnen, dass bei lediglich vier Patienten der EtOH-Gruppe Homozygotien
identifiziert werden konnten, wahrend in der Kontrollgruppe ahnliche Allelfrequenzen
auftraten. Bei dem Vergleich der Allelfrequenzen zwischen den beiden Gruppen
konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Daher kann die
Frage, ob homozygote Allelvarianten einen schnelleren Progress der Alkohol-
induzierten Leberzirrhose zur Folge haben anhand der vorliegenden Daten nicht

hinreichend beantwortet werden.
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4.3 Die Einzelnukleotidvariante 663G>A in der Gruppe der HCV-induzierten ist

assoziiert mit dem Progress einer Leberzirrhose

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem die TCAB1-DNA-Sequenzen von 48 HCV-
infizierten Patienten mit dem Nachweis einer Leberzirrhose analysiert. Das Vorliegen
einer chronischen HCV-Infektion gilt als eine der Hauptursachen fur die Entstehung
chronischer Lebererkrankungen, der Leberzirrhose und dem hepatozellularen
Karzinom [114]. Zahlreiche Studien belegen, dass nur ein Teil der chronisch
infizierten HCV-Patienten an einer Leberzirrhose erkranken und hierbei deutliche
interindividuelle Schwankungen in Verlauf und Auspragung auftreten kdnnen [115].
Diese Tatsache lasst auf eine genetische Komponente schlieRen, die den Grad der
Erkrankung beeinflusst [114]. Dass Einzelnukleotidpolymorphismen mit dem
Fortschreiten einer Leberfibrose bei HCV-infizierten Patienten assoziiert werden
konnen, wurde inzwischen durch mehrere Studien belegt [114, 116, 117]. Huang und
Kollegen beschrieben den Zusammenhang zweier Polymorphismen mit
fortgeschrittener Leberfibrose bei HCV-infizierten Patienten [118]. In einer spater
durchgefuhrten Studie erstellten sie einen aus sieben
Einzelnukleotidpolymorphismen bestehenden Algorithmus zur Ermittlung des
genetischen Risikos der Entwicklung einer Leberfibrose bzw. -zirrhose bei
gleichzeitiger chronischer HCV-Infektion [119]. Diese Daten zeigen einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Einzelnukleotidvarianten bei HCV-

infizierten Patienten und einem Progress der Lebererkrankung.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Genvariante innerhalb der HCV-Gruppe
identifiziert werden, die in der SNP Database des NCBI nicht gelistet war. Bei diesem
Polymorphismus ¢.663G>A p.V221V (Allelfrequenz 0.010) kommt es nicht zu einem
Austausch der Aminosaure. Bei keinem Patienten der  EtOH-Gruppe oder
Kontrollkohorte wurde diese Genvariante identifiziert. Da bei dem betroffenen
Patienten laut klinischer Daten ein deutlich schnellerer Progress der Leberzirrhose
beschrieben wird, ware zu vermuten, dass der Basenaustausch einen negativen
Effekt auf das Protein hat, obwohl es zu keiner Veranderung der Aminosaure kommt.
Dies ware zu erklaren durch ein verandertes Spleildverhalten, welches durch den
Basenaustausch verursacht wird. Im Vergleich zu den beiden anderen
Patientengruppen konnte allerdings kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden, sodass anhand dieser Daten eine Aussage rein spekulativ ware. Weitere
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Analysen waren notwendig, um die Auswirkungen auf das Spleildverhalten bei dem
Basenaustausch c.663G>A zu untersuchen. Im Rahmen dieser Studie gelang uns

der erstmalige Nachweis dieser Mutation c.663G>A

4.4 Polymorphismen in Abhangigkeit von der Ethnizitat

Die Pravalenz von Polymorphismen in Lebererkrankungen zeigt deutliche ethnische
Unterschiede [112, 113, 120] und die Ethnizitat wurde bereits in friheren Studien mit
einem Progress der Lebererkrankung bei HCV-infizierten Patienten in Verbindung
gebracht [114, 121]. Dartuber hinaus wurde eine polymorphe Telomerase-Mutation
kdrzlich in Zusammenhang mit Patienten afrikanischer Herkunft beschrieben [122].
Diese Studien sind ein eindeutiges Indiz daflr, dass Polymorphismen innerhalb
ethnischer Gruppen unterschiedlich haufig auftreten und dass diese Gruppen
wiederum verschiedene Pradispositionen gegenuber bestimmten Erkrankungen
aufweisen konnen.

Die vorliegenden Daten zeigen ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
bestimmten TCAB1-Polymorphismen und Patienten afrikanischer Herkunft. Beim
Vergleich von Afrikanern der EtOH-Gruppe mit kaukasischen Patienten derselben
Studiengruppe konnte ein signifikanter Unterschied in der Allelfrequenz der
Nukleotidvarianten ¢.202C>G pR68G und ¢.1565C>G p.A522G ermittelt werden (vgl.
Tabelle 12). In der EtOH-Gruppe konnten 100 % der Patienten afrikanischer Herkunft
als Mutationstrager identifiziert werden, wahrend lediglich 34 % der kaukasischen
Patienten die Genvariante aufwiesen (Abbildung 16). Da bei beiden
Nukleotidvarianten der Basenaustausch einen Aminosaureaustausch bedingt, ist es
vorstellbar, dass diese Mutation durch Veranderung der Proteinformation
afrikanische Patienten mit chronischem Alkoholabusus flr eine Leberzirrhose
pradisponiert. Es muss in diesem Zusammenhang zudem angemerkt werden, dass
bei Patienten afrikanischer Herkunft Einzelnukleotidpolymorphismen signifikant
haufiger identifiziert werden konnten (Allelfrequenz Afrikaner 0,126, Kaukasier 0,034;
p-Wert < 0,0001, siehe Tabelle 12). Aufgrund der deutlichen Uberreprasentation der
Kaukasier in allen drei Gruppen (siehe Kapitel 3.1) kann jedoch keine eindeutige

Aussage getroffen werden, ob Patienten afrikanischer Herkunft eine Pradisposition
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aufweisen bei chronischem Alkoholmissbrauch rascher an einer Leberzirrhose zu

erkranken.

4.5 Ausblick

Zahlreiche genetische Studien umfassen deutlich groRere Patientenkohorten als die
Kohorte der vorliegenden Arbeit. Es ist daher vorstellbar, dass durch eine
Vergroflerung der Patientenanzahl der Studien- und Kontrollgruppe moglicherweise
ein signifikanter Unterschied in der Allelfrequenz erzielt und ein erhdhtes Vorkommen
von TCAB1-Mutationen bei Leberzirrhotikern nachgewiesen werden kann. In
zukunftigen Studien sollten zudem funktionelle Analysen identifizierter TCAB1-
Mutationen durchgefihrt werden, wie eine Langenanalyse der Telomere oder
Nachweis der Telomeraseaktivitat [123] .Dies gilt insbesondere fir die Allelvarianten
663G>A und ¢.936C>T, die klinisch mit einem ungunstigeren Krankheitsverlauf
assoziiert zu sein scheinen. Im Hinblick auf die Ethnizitat im Zusammenhang mit
TCAB1-Mutationen bei Leberzirrhotikern ware es sinnvoll, Patientenkohorten mit

ausgeglichener ethnischer Zusammensetzung zu rekrutieren.

59



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Der Telomerase-Enzymkomplex Ubt eine stabilisierende Wirkung auf die
regenerative Kapazitdat von somatischen Zellen aus. Dies geschieht durch das
Anhangen von DNA-Sequenzen an die Telomere und somit die Verhinderung der
Seneszenz. Telomerase-Mutationen konnten bereits mit der Entstehung von
Erkrankungen, wie Dyskeratosis Congenita, aplastischer Anamie oder Leberzirrhose,
assoziiert werden. Aufgrund der Hypothese, dass TCAB1-Mutationen die
Telomeraseaktivitat hemmen und die regenerative Kapazitat der Hepatozyten
negativ beeinflussen, wurden im Rahmen der vorliegenden Studie die Sequenzen fur
das TCAB1-Gen von je 48 Patienten mit Hepatitis-C-induzierter, je 48 Patienten mit
ethyltoxisch-bedingter Leberzirrhose sowie 48 gesunden Probanden analysiert. Nach
Auswertung von insgesamt 3.744 DNA-Sequenzen konnten neun verschiedene
Nukleotidvarianten ermittelt werden. Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied
der Allelfrequenzen der Studien- und Kontrollgruppen, jedoch wurden mdogliche
Zusammenhange von homozygoten Mutationstragern innerhalb der EtOH-Gruppe
und einem ungunstigeren Verlauf der Leberzirrhose aufgezeigt (p-Wert 0,0139). Des
weiteren gelang die Erstbeschreibung der Nukleotidvariante c.663G>A p.V221V in
der HCV-Gruppe (Allelfrequenz 0,010), die mit einem rascheren Progress der
Leberzirrhose in Verbindung zu stehen scheint und weder in der EtOH- noch in der
Kontrollgruppe vorkam. Daruber hinaus konnte ein Zusammenhang zwischen einem
gehauften Vorkommen von Polymorphismen in der EtOH-Gruppe bei Patienten
afrikanischer Herkunft im Vergleich zu Patienten kaukasischer Herkunft der gleichen
Gruppe (p-Wert <0,0001) ermittelt werden. Bei Betrachtung aller Studiengruppen
wurden Einzelnukleotidpolymorphismen bei afrikanischen Patienten haufiger als bei
kaukasischen Patienten (p-Wert < 0,0001) identifiziert. Zudem sollte die Anzahl der
Patienten innerhalb der Kohorten deutlich vergroRert werden, um eventuell
signifikante Ergebnisse im Vergleich der Allelfrequenz zwischen Studien- und

Kontrollgruppen zu erhalten.

Die Daten der vorliegenden Arbeit sind der erste experimentelle Beweis, dass
TCAB1-Mutationen bei einem Teil der Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
vorliegen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass TCAB1-Mutationen zu einem

schnelleren Verlauf der Zirrhose und eine erhohte Sterberate bei Patienten mit
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ethyltoxischer Leberzirrhose flihren. Diese Arbeit liefert einen ersten Ansatzpunkt zur
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien in der Behandlung oder Pravention der

Leberzirrhose.
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7 Abkurzungsverzeichnis

ALT

AST

ATP
BLAST
CAB Box
DC
DKC1
DNA
dNTP
EDTA
EtOH
GAR1
HCC
HCV
hTERC
hTERT
IPF

kb
MgCl2
MRNA
NASH
NHP2
NOP10
PCR
POT1
RAP1
Rb
RNA

Alanin-Aminotransferase (auch: ALAT, GPT, Glutamat-Pyruvat-
Transaminase)

Aspartat-Aminotransferase (auch: ASAT, GOT, Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase)

Adenosintriphosphat

Basic Local Alignment Search Tool

Cajal Body Box

Dyskeratosis Congenita

Dyskeratosis Congenita 1

Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonucleic Acid)
Desoxyribonucleotid

Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Glycine and arginine rich domain 1

Hepatozellulares Karzinom

Hepatitis-C-Virus

Humane Telomerase RNA Component

Humane Telomerase Reverse Transkriptase

idiopathic pulmonary fibrosis; Idiopathische Lungenfibrose
Kilobasen

Magnesiumchlorid

Messenger RNA

Nichtalkoholische Fettleberhepatitis (Non-Alcoholic Steatohepatitis)
Non-histone protein 2

Nucleolar protein 10

Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion
Protection of telomeres 1

Repressor Activator Enzym 1

Retinoblastoma Protein

Ribonucleic Acid, Ribonukleinsaure
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RNP
scaRNA
snoRNA
SNP
TBE
TCAB1
TERC
TERT
TGF-B
TIN2
TNF-a
TRF1
TRF2
UTR
WRAPS53

Ribonukleoprotein

Small Cajal Body RNA

Small nucleolar RNA

Single nucleotide polymorphism; Elnzelnukleotidpolymorphismus
Trisborat-EDTA Puffer

Telomerase Cajal Body Protein1

Telomerase RNA Component

Telomerase Reverse Transkriptase

Transforming growth factor; transformierender Wachstumsfaktor
TRF1-interacting Nuclear Factor 2

Tumornekrosefaktor a

Terminal Restriction Fragment 1

Terminal Restriction Fragment 2

Untranslated Region; untranslatierter Bereich

WDA40-encoding RNA antisense to p53
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