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1 Einleitung

Die Kombination technisch hoch erwiinschter Eigenschaften war es, die
Asbest in den letzten 100 Jahren eine Schlisselrolle fiir die moderne
Zivilisation einnehmen lie. Er wurde zum ,magischen Mineral des
Jahrhunderts® und ,zum Mineral der 1000 Moglichkeiten® erklart. Seit dem
Anwachsen der Asbestweltproduktion etwa ab 1880 war es ein langer Weg,
bis es der medizinischen Wissenschaft gelang, ursachliche Zusammenhange
zwischen dem Einatmen von Asbestfaserstaub und den verschiedenen
Krankheitsbildern aufzudecken, und es folgte ein langwieriger, schmerzhatfter
Prozess der Umsetzung bis zum Asbestverbot 1993 (Schneider et al., 1998).

Eingeatmete Asbestfasern gefahrden die menschliche Gesundheit durch ihre
Fahigkeit, Narbengewebe (Fibrose) und bdsartige Tumoren zu verursachen.
Der grofRe zeitliche Abstand zwischen dem Beginn der Einwirkung und dem
Auftreten der Erkrankung stellt eine besondere Schwierigkeit der
Technologiefolgenbewéltigung dar. So ist Asbest heute trotz
Verwendungsverbot auch weiterhin fir rund 70 % aller anerkannten
Berufskrebserkrankungen verantwortlich und fiihrt zu kostenaufwendigen
Innenraumsanierungen. Asbest gilt heute als das ,am meisten gefurchtete”

und ,kostspieligste* Mineral der Erde (Schneider et al., 1998).

1.1 Asbest-induzierte fibrosierende bzw. maligne

Erkrankungen der Lunge oder der Pleura

Asbest verursacht neben Asbeststaublungenerkrankungen oder durch
Asbeststaub verursachten Erkrankungen der Pleura (Nr. 4103 BKV) auch
Krebserkrankungen wie Lungen- oder Kehlkopfkrebs (Nr. 4104 BKV) und das
diffuse maligne Mesotheliom des Rippenfells, Bauchfells sowie des Perikards
(Nr. 4105 BKV). Asbestfaserstaub-verursachte Lungen- und

Pleuraerkrankungen stellen nach wie vor haufig anerkannte Berufskrankheiten



dar, vgl. Abb.1. Trotz des Asbestverbotes 1993 in Deutschland kommt den
berufsbedingten Staublungenerkrankungen (Pneumokoniosen) nicht nur aus
arbeitsmedizinischer, sondern auch aus sozio-6konomischer Sicht nach wie
vor eine wesentliche Bedeutung zu. Abb. 1 verdeutlicht die starke Zunahme

asbestbedingter Erkrankungen seit Beginn der 80er Jahre.

Angezeigte und durch Rente entschédigte fibrogene und maligne Asbest-
verursachte Berufskrankheiten in Deutschland 1968-2008
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Abb.1: Angezeigte und entschadigte Berufskrankheiten der Nr. 4103 BKV
(sAsbeststaublungenerkrankung (Asbestose) oder durch Asbeststaub verursachte
Erkrankungen der Pleura®), Nr. 4104 BKV (,Asbestverursachter Lungen- oder Kehlkopfkrebs*)

und Nr. 4105 BKYV (,Diffuses malignes Mesotheliom der Pleura, Peritoneum oder Perikard®).

Mit einem weiteren Anstieg der Pravalenz Asbestfaserstaub bedingter
todlicher Berufskrebserkrankungen wird fur die nachsten 10 bis 20 Jahren
gerechnet (Schneider & Woitowitz 2002).

Voraussichtlich wird in den nachsten Jahren auch die Haufigkeit

asbestbedingter maligner Erkrankungen der Pleura deutlich zunehmen. Abb. 2



zeigt fur die alten Bundeslander eine vergleichbare Prognose iber die
zukunftige Entwicklung der asbestverursachten Pleuramesotheliome (Coenen
et al., 1991). Demnach wird ein Maximum der neu hinzukommenden
Asbestfaserstaub-verursachten Berufskrebserkrankungen fir das Jahr 2013

vorhergesagt.

Seit 1988 prognostizierte und gemafld Nr. 4105 BKV entschadigte

7 Erkrankungen an durch Asbest verursachtem Mesotheliom
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Abb.2: Darstellung der seit 1988 gemal der Nr. 4105 BKV entschadigten Erkrankungen an
durch Asbest verursachtem Mesotheliom und die Prognose der zuklinftigen Pravalenz dieser
Erkrankung.

Die intensiv betriebene Forschung der letzten zwei Dekaden erbrachte einen
Einblick in die Pathomechanismen Asbest-induzierter Lungenerkrankungen,

jedoch bleiben noch viele Fragen offen.

1.1.1 Allgemeine Substanzbeschreibung und Aufnahme

Asbestminerale zeigen bereits makroskopisch eine faserige Struktur. Als

Fasern werden hierbei allgemein Partikel mit einem Verhaltnis von Lange :
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Durchmesser >3:1 angesehen. Bei der Aufbereitung des Rohasbestes und der
Herstellung oder Verwendung von asbesthaltigen Produkten werden grolde
Mengen von Fasern freigesetzt und gelangen in die Atemluft der

Beschaftigten.

Der Mensch kann Asbestfasern tber Mund und Nase einatmen. Aufnahme,
Transport und Ablagerung von Partikeln im Atemtrakt hangen generell von
deren Grol3e, Form und Dichte ab (Schneider et al., 1998). Dabei wird der fur
das Depositionsverhalten wichtige aerodynamische Durchmesser im
Wesentlichen durch den geometrischen Durchmesser und weniger durch die
Lange der Fasern bestimmt. Da Fasern in den Bronchien durch die
mukoziliare Clearance aus der Lunge heraustransportiert werden, kommt es
an der Bronchialwand, dem Zielorgan des Bronchialkarzinoms, nur zu einer
geringen Akkumulation. Stattdessen werden die Fasern ganz Uberwiegend in
den Alveolen und im interstitiellen Gewebe retiniert, von wo aus sie Fibrose
verursachen konnen. Mit neutronenaktivierten Krokydolithfasern konnte eine
gezielte Wanderung zur Peripherie der Lunge festgestellt werden (Schneider
et al, 1998). Im Alveolarbereich abgelagerte Fasern gelangen innerhalb
kirzester Zeit auch an die viszerale Pleura und von dort, etwa durch

Lymphdrainage, in den Pleuraspalt und zur parietalen Pleura.

Es ist bekannt, dass eingeatmete Asbestfasern die Fahigkeit besitzen, in der

menschlichen Lunge sowohl fibrogen als auch kanzerogen zu wirken.

1.1.2 Pathomechanismen bei der Entstehung von Asbestfaserstaub-

verursachten Erkrankungen

1.1.2.1 Die Lungen- und Pleuraasbestose Nr. 4103 BKV

Der Pathomechanismus der Lungen- und Pleuraasbestose besteht im
Wesentlichen aus einer zellvermittelten Entzindung als Reaktion auf

eingedrungene Asbestfasern. In diesen Vorgang involviert sind hauptsachlich
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die Systeme der Chemokine, Zytokine und Wachstumsfaktoren (z.B.
Transforming growth factor-beta, TGF-B) sowie reaktive Sauerstoffspezies.
Die gemeinsame Endstrecke der einzelnen Interaktionen bildet die Ablagerung
von Kollagen und extrazellularer Matrix mit der Entstehung einer Fibrose, vgl
Abb. 3.

ROS/RNS « Asbestfasern —> Zellschadigung

L’ Aktivierung von Signalkaskaden -—|

Genexpression

Zytokine z.B. TGF

— Zelluldre Imflammation -— Chemokine
l Wachstumsfaktoren

UberschieBende Proliferation
Produktion extrazellularer Matrix

Abb. 3: Pathomechanismus der Entstehung von Fibrose nach Einwirkung von Asbestfasern.
Mod. nach Kamp & Weitzmann, 1999. ROS = Reaktive Sauerstoff Spezies; RNS = reaktive
Stickstoff Spezies

Die inhalierten Asbestfasern lagern sich im Alveolarbereich ab und gelangen
zum Beispiel durch Lymphdrainage oder Penetration tber die viszerale Pleura
auch in den Pleuraspalt und zur parietalen Pleura. In diesen Regionen kommt
es zu einer Auseinandersetzung von Makrophagen mit den Fasern. Auf Grund
der Faserlange fuhrt dies zur unvollstandigen Phagozytose und demzufolge zu
einer Perforation der Makrophagen-Zellmembran und damit zur Freisetzung
verschiedener Mediatoren. Hierbei handelt es sich um Chemokine und

Zytokine, die weitere Makrophagen, T-Lymphozyten und Leukozyten
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einwandern lassen und eine zellulare Inflammation induzieren (Mutsaers et al.,
2004; Schneider et al, 1998). Alveolarmakrophagen setzen zudem
Sauerstoffradikale frei (Mossmann et al., 1998; Schneider et al., 1998). Diese
zytotoxischen Substanzen entstehen gleichzeitig durch Redox-Reaktionen der
Eisenmolekile, die sich auf der Faseroberflaiche der Asbestfasern befinden
(Kamp et al, 1992; Hardy et al, 1995; Manning et al., 2002).
Sauerstoffradikale schadigen das Alveolarepithel (Pneumozyten Typ 1), was
unter anderem Pneumozyten Typ Il zur Proliferation anregt (Lesur et al.,
1995). Dabei sezernieren diese Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B; Platelet
derived growth factor, PDGF) und stimulieren so Fibroblasten zur Proliferation
und Kollagensynthese sowie wiederum zur Produktion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren (Mossman et al.,, 1998; Schneider et al., 1998). Diese
Ablaufe fuhren zu einer persistierenden Entziindungsreaktion (Manning et al.,
2002). Sie kénnen sowohl einzeln als auch im Zusammenspiel eine massive
Kollagensynthese und Produktion extrazellularer Matrix induzieren und

dariber zur Entwicklung der Lungenfibrose beitragen (Mossman et al., 1998).

Durch eine Verdickung der Alveolarmembranen und bronchiolaren
Wandstrukturen manifestiert sich schlie3lich histologisch das Bild einer
Lungenasbestose (Schneider et al., 1998). Die klinische Symptomatik besteht
aus einer restriktiven Ventilationsstérung (Wang et al., 2006) und einer
Abnahme der Diffusionskapazitat (American Thoracic Society, 1986).
Mikroskopisch zeigt sich die Lungenasbestose als diffuse interstitielle Fibrose,
die vorwiegend bilateral in den unteren zwei Dritteln der Lunge zu finden ist.
An Basis und Hilus sind die Zeichen einer Fibrose am starksten ausgepragt
(Staples et al., 1992; Muller et al., 1990). Ausgedehnte Befunde liegen meist
nahe der viszeralen Pleura (Craighead et al., 1982). Radiologisch werden die
kleinen, unregelmafligen Lungenschatten nach der ILO-Klassifikation in der
Fassung von 2000/BRD kodiert. Im meist progredienten Krankheitsverlauf
kénnen eine Honigwaben- (honeycomb-) Lunge (Craighead et al., 1982) sowie
ein chronisches Cor pulmonale und selten auch Bronchiektasien entstehen

(Schneider et al., 1998). Klinisch lasst sich die Lungenasbestose nicht von der
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sog. ,ldiopathischen® Lungenfibrose unterscheiden. Zur Differenzierung
beider Diagnosen dient die Arbeitsanamnese mit Nachweis einer relevanten

Asbestfaserstaub-Einwirkung am Arbeitsplatz.

Die Einwirkung von Asbestfasern fuhrt zu einer Anreicherung von zellarmem
kollagenen Bindegewebe im Bereich der an Brustwand, Zwerchfell, Perikard
und Mediastinum grenzenden Pleura visceralis und parietalis (Schneider et al.,
1998). Man unterscheidet zwischen diffusen Verdickungen der seitlichen
Brustwand und roéntgenologisch hyalinen Plaques, die im Verlauf verkalken
konnen. Bei Befall der viszeralen Pleura ist meist das darunter liegende
Lungenparenchym mit betroffen. Die viszerale Pleuraasbestose kann zu ein-
oder beidseitigen Pleuraergissen fuhren. Kommt es zu einer Verschwartung
beider Pleurablatter mit Adharenz des costo-phrenischen Winkels, entsteht
das Bild einer Hyalinosis complicata (Schneider et al., 1998).
Asbestkorperchen finden sich im kollagenen Gewebe der Pleuraplaques nur

selten (Manning et al., 2002).

1.1.2.2 Das durch Asbestfaserstaub verursachte Bronchialkarzinom (Nr. 4104
BKV) und das diffuse maligne Mesotheliom der Pleura, des Bauchfells
und des Perikards (Nr. 4105 BKV)

Neben der beschriebenen fibrogenen Wirkung besitzen Asbestfasern auch ein
kanzerogenes Potential (Schneider et al., 1998). Die Hauptursache des
Bronchialkarzinoms ist weiterhin die Inhalation von Zigarettenrauch. Der
wichtigste  Risikofaktor im beruflichen Umfeld bleibt wegen des
Latenzphanomens jedoch der Asbestfaserstaub. Ein multiplikativer Effekt auf
das Erkrankungsrisiko eines Lungenkarzinoms bei gleichzeitiger oder
nacheinander folgender Einwirkung der beiden Noxen ist sowohl

tierexperimentell als auch epidemiologisch gesichert (Schneider et al., 1999).

Das maligne Pleuramesotheliom gilt als ,Signaltumor® einer Jahre

zurtckliegenden Asbestfaserstaub-Exposition (Roésler et al., 1993; Woitowitz
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et al., 1984). Schon geringe Mengen an Asbestfasern konnen zur Ausbildung
der Erkrankung fuhren (Chen et al., 1978). Beziglich des malignen
Pleuramesothelioms ist der Pleuradrift mit folgender subpleuraler
Faserakkumulation von besonderer Bedeutung (Schneider et al., 1995;
Schneider et al., 1998).

Die kanzerogene Wirkung von Asbestfasern bestehen in der Stimulierung des
Zellwachstums, Mitosestorungen und strukturellen
Chromosomenaberrationen. Diese Vorgange verlaufen zum einen indirekt
Uber den Weg der zellularen Inflammation mit Produktion von Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Sauerstoffradikalen, zum anderen durch direkte
Interaktion mit den Zielzellen (Makrophagen, Mesothelzellen und
Bronchialepithelzellen) (Schneider et al., 1998), vgl. Abb. 4.

ROS/RNS+ Asbestfasern — Direkte Zellschadigung

\—> Aktivierung von Signalkaskaden

J

Genexpression

Zytokine z.B. TGFB
Chemokine
Wachstum sfaktoren
l r

Tumorsupressor Mutationen
Zellulare Imflammation Protoonkogene gene Mitosestorungen

4

Abb. 4: Faktoren der Kanzerogenese nach Asbestfasereinwirkung. Mod. nach Kamp &
Weitzmann, 1999. ROS = reaktive Sauerstoffspezies; RNS = reaktive Stickstoff Spezies

Studien haben ergeben, dass Asbestfasern die Expression des nuklearen
Faktors kappa B (NF-kB) induzieren und zellulare Signalkaskaden aktivieren
(Mossman et al., 1998). Auf diesem Weg wird die Transkription verschiedener

Gene stimuliert. Zu diesen zahlen unter anderem Gene fir Zytokine und
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Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B; Tumor necrosis factor-alpha, TNF-q),
Protoonkogenen (z.B. c-myc) und Tumorsupressorgenen (z.B. p53) (Kamp et
al., 1999). Das Gleichgewicht zwischen Apoptose und Proliferation auf der
einen und die Aktivierung von Protoonkogenen und Tumorsupressorgenen auf
der anderen Seite spielen eine zentrale Rolle in der Kanzerogenese (Kamp et
al.,, 1999; Schneider et al., 1995). Insbesondere die Bildung freier
Sauerstoffradikale erhoht durch deren biologische Interaktion mit
Makromolekilen wie z.B. der DNA, Signaltransduktionsproteinen und
Membranlipiden das Risiko einer malignen Entartung (Bhattacharya et al.,
2005; Kamp et al., 1992; Mossman et al., 1998; Hardy et al., 1995; Manning et
al., 2002).

Das asbestinduzierte Bronchialkarzinom zeigt klinisch und diagnostisch keine
wesentlichen Unterschiede zu anderen priméren Bronchialkarzinomen. Auch
histologisch entspricht es einem Lungenkrebs anderer Atiologie. In manchen
Studien fiel eine Haufung von Adenokarzinomen auf (Rom, 1998; Kannerstein
et al., 1972; Johannson et al., 1992; Churg et al., 1993).

Fir die Entstehung des Pleuramesothelioms beim Menschen hingegen sind
nach dem derzeitigen Kenntnisstand keine anderen umweltrelevanten
Ursachen auler Asbest und der vergleichbar biobestandigen Mineralfaser
Erionit bekannt (International Agency for Research on Cancer, 1987). Beim
diffusen malignen Mesotheliom handelt es sich um einen Tumor der serdsen
Kdrperhohlen. Er kann neben der Pleura auch Peritoneum und Pericard
betreffen. Bei den maligne entarteten Zellen handelt es sich um
Mesothelzellen, die das viszerale und parietale Blatt der Pleura invasiv
durchwachsen (Brockmann, 1992; Konietzko et al., 1992; Schneider et al.,
1998).
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1.2 Quarzstaublungenerkrankung (Silikose) Nr. 4101 BKV

Siliziumdioxid SiO, (Quarz) ist das zweithaufigste Mineral der Erdkruste und
stellt durch seine vielfaltige Verwendbarkeit einen wichtigen natirlichen
Rohstoff dar. Er wird unter anderem in der Glas-, Keramik- und
Zementindustrie sowie in Form von Quarzsand genutzt.

Quarz ist in vielen unterschiedlichen Gesteinstypen enthalten, wobei der
Quarzgehalt stark differiert.

Abhangig von Temperatur und Druck treten weitere Modifikationen des
Siliziumdioxids auf.  Arbeitsmedizinisch relevant sind hierbei die
Hochtemperaturmodifikationen Cristobalit und Tridymit. Quarzstaub zeigte im
Tierversuch nach inhalativer und intratrachealer Applikation eine erhohte
Inzidenz von Lungentumoren. Die drei genannten Modifikationen wurden 1999
von der Senatskommission der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur
Prufung gesundheitsschadlicher  Arbeitsstoffe  (MAK-Kommission) als
humankanzerogen eingestuft (Schneider & Woitowitz, 2002). Es ist zu
berticksichtigen, dass Quarz-induzierte Bronchialkarzinome mehrheitlich bei
Arbeitern mit vorbestehender Fibrose (Silikose) beobachtet werden. Es ist
unstrittig, dass Quarzstaub kanzerogen wirkt.

Die Pravention hinsichtlich der Entstehung der Silikose und damit der
Vermeidung einer pathogenetisch relevanten Exposition gegentber
Quarzstaub steht im Mittelpunkt.

Ahnlich den Asbestfaserstaub-verursachten Erkrankungen besteht auch fiir
die Silikose eine Latenz zwischen Exposition und Erkrankung von 20 bis 40
Jahren. In den letzten drei Jahrzehnten ist die Pravalenz der Silikosen und
Silikotuberkulosen um die Halfte gesunken. Gleichzeitig konnte ein Anstieg
der Einhaltung des MAK-Wertes von 50% um 1970 auf 90% um 2000
beobachtet werden (UIm & Waschulzik, 1998).
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1.2.1 Pathomechanismen bei der Entstehung von durch Quarzstaub

verursachten Erkrankungen

Die Toxizitdt des Quarzstaubes beruht hauptséchlich auf Wechselwirkungen
der Quarzoberflache mit Zellmembranen und Zellflissigkeiten. Ahnlich der
Pathogenese asbestinduzierter Lungenfibrose bzw. Malignomen fuhrt die
Deposition von Quarzstaub in der Lunge zur Aktivierung von Fibroblasten und
Makrophagen. Diese Zellen produzieren im Anschluss vermehrt Zytokine und
Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B). Im Zusammenspiel mit reaktiven Sauerstoff-
und Stickstoffspezies wird eine persistierende entziindliche Reaktion induziert.
Diese fuhrt erneut zur Freisetzung von Zytokinen und Wachtumsfaktoren. Die
Vorgange munden in die Anregung von Fibroblasten zur Kollagenproduktion
im interstitiellen Lungengewebe.

Fur Tumorentstehung durch Quarz wurde anhand von Versuchen mit Ratten
eine Hypothese aufgestellt. Durch den oxidativen Stress der Sauerstoff- und
Stickstoffradikale wird zum einen die DNA auf direktem Weg geschadigt. Zum
anderen erfolgt eine Aktivierung nuklearer Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB)
und verschiedener Onkogene und die Induktion von Mutationen in
Tumorsupressorgenen.

Uber diese Mechanismen zeigt Quarzstaub sein fibrogenes und kanzerogenes
Potenzial (MAK- und BAT-Werte Liste, 1999).

1.3 Der Transforming Growth Factor-beta (TGF-B)

In der Pathogenese fibrosierender und maligner Erkrankungen nimmt eine
Dysregulation auf der Zytokin-Ebene einen zentralen Stellenwert ein
(Bhattacharya et al., 2005; Lasky et al., 2000; Allen et al., 2002).

Das Zytokin Transforming growth factor-beta (TGF-B) ist ein Wachstumsfaktor
und Bestandteil eines komplexen Systems aus profibrotischen und
antifibrotischen Wechselwirkungen (Leask et al.,, 2004), vgl. Abb.5.
Insbesondere im Hinblick auf die Entstehung fibrosierender und maligner
Lungenerkrankungen spielt dieses Zytokin eine zentrale Rolle. Eine

Veranderung seiner biologischen Aktivitat, Konzentration oder Funktion kdnnte
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die Gewebshomd@ostase entscheidend beeinflussen. TGF-B reguliert die
mesenchymale und epitheliale Zellproliferation und —differenzierung sowie
zellulare Entzindungsreaktionen und die Bildung extrazellularer Matrix
(Mossman et al., 1996; Mossman et al., 1998; Goldstein et al., 1995). Neben
seiner Rolle als potentester profibrotischer Mediator (Lc Roy et al., 1990;
Jagirdar et al., 1997) kann TGF- ebenso die Zellproliferation hemmen, indem
er deren Differenzierung oder Apoptose fordert (Blobe et al., 2000). Er wirkt
chemotaktisch auf Fibroblasten, Makrophagen und andere Mesenchymzellen
(Kamp et al., 1999) und regt diese wiederum zur Produktion von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren an (Mossman et al., 1998). Uber eine Beeinflussung
der Cyclinaktivitdt greift TGF-B in den Zellzyklus ein und wirkt so als

Tumorsupressor (Kopnin et al., 2000).

TNF-a
PDGF
CTGF
ROS INF-y

N

Antiproliferative Wirkung TGFp | — ., Profibrotische Wirkung

P +* Chemotaxis von Makrophagen
« Hemmung der Epithelzell- ¢ phag
proliferatic?n P und Fibroblasten

- Arretierung des Zellzyklus * Kollagensynthese

in der GO/G1-Pl
n der nase + Fibroblasten - Myofibroblasten

+ Hemmung des Matrixabbau

Abb. 5: Regulation der TGF-B Aktivitat durch andere Mediatoren und Einfluss von TGF-3 auf
die Gewebshomdostase. TNF-a = Tumor necrosis factor alpha, PDGF = Platelet derived
growth factor, CTGF = Connective tissue growth factor, ROS = reactive Sauerstoff Spezies,
INF-y = Interferon gamma

In der Lunge wird TGF-B vorwiegend von Alveolarmakrophagen und
Pneumozyten Typ Il sowie Lymphozyten und Fibrozyten sezerniert (Kamp et
al., 1999; Simeonova et al., 1996; Driscoll et al., 1997; Lehnert et al., 1993;

Oberdorster, 1994). Diese Zellen produzieren gleichzeitig andere
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profibrotische (Platelet derived growth factor, PDGF; Connective tissue growth
factor, CTGF; Fibronectin) und antifibrotische Mediatoren (z.B. Tumor necrosis
factor-alpha, TNF-q; Interferon-gamma, INF-y; Interleukine, IL-1, IL-6, IL-8)
(Leask et al., 2004) sowie freie Sauerstoffradikale.

Eine Steigerung der biologischen Aktivitat und Konzentration von TGF-
erfolgt durch TNF-a, PDGF (Bhattacharya et al., 2005; Kolb et al., 2003;
O’Kane et al., 1997; Border et al., 1994), CTGF (Abreu et al., 2002) und
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Mutasears et al. 2004; Pociask et al.,
2004). INF-y hingegen inhibiert Gber den Weg der TGF-B-Signalkaskade
dessen fibrosierenden Effekt und stellt eine wichtige Komponente in der
Gewebshomoostase dar (Leask et al., 2004; Ulloa et al., 1999; Bienowski et
al., 1995; Gurujeyalakshmi et al., 1995).

Die einzelnen Mediatoren aktivieren sich gleichzeitig gegenseitig, wodurch es
zu einem schnellen und starken Effekt auf die Funktion von TGF- kommen

kann.

TGF-B besitzt eine Vielfalt an Aufgaben im menschlichen Korper. Seine
profibrotische Wirkung entfaltet er durch die Chemotaxis von Makrophagen
und Fibroblasten (Kamp et al., 1999). In diesen Zellen induziert TGF- die
Produktion anderer profibrotischer Mediatoren wie z.B. PDGF (Mutsears et al.,
1997), CTGF und Fibronectin (Leask et al., 2004) sowie die eigene Expression
(Kamp et al.,, 1999). Aber auch antifibrotische Mediatoren wie TNF-q,
Interleukine und INF-y werden wunter Einfluss von TGF-f vermehrt

ausgeschiittet.

CTGF unterstutzt TGF-B in seiner Wirkung auf die Fibroblastenproliferation,
Gewebsadhasion und die Produktion extrazellularer Matrix (Kollagen Typ |
und Fibronectin). Fibronectin seinerseits steigert die Kollagen Typ I-Synthese
(Leask et al., 2004). TGF-B induziert auBerdem die Differenzierung der
Fibroblasten zu Myofibroblasten (Gauldie et al.,, 1999), die kontraktile
Elemente enthalten und so das Narbengewebe zusammenziehen kdénnen (Lc
Roy et al., 1990).
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Die Anreicherung extrazellularer Matrix erfolgt auf der einen Seite durch
Steigerung der Expression von Genen zur Bildung der Matrixproteine (Kamp
et al., 1999). Auf der anderen Seite veradndert TGF-B das Gleichgewicht
zwischen Kollagenasen (Metalloproteinase) und Kollagenase-Inhibitoren
(tissue inhibitor of metalloproteinase) und hemmt so den Matrixabbau (O’Kane
et al., 1997).

Seine tumorsuppressive Wirkung vermittelt TGF-B vor allem dber die
Hemmung der Proliferation von Epithelzellen (Kamp et al., 1999). Es steigert
den Spiegel an p21 und p53 (Kamp et al., 1999), was einen Ubergang der
Zelle von der GO/G1 in die S-Phase des Zellzyklus verhindert (Kopnin et al.,
2000). Dieser Vorgang wird durch den Einfluss einiger zellularer Proteine wie
z.B. p53, Myc und Ras limitiert. Sie kdnnen die Signalkaskade von TGF-f und
damit seine antiproliferative Wirkung hemmen (Blobe et al., 2000).

In seiner biologisch aktiven Form bindet TGF-B als extrazellularer Ligand
(Basturk et al., 2005) an einen heterodimeren Rezeptorkomplex, bestehend
aus zwei Untereinheiten, dem TGF-B-Rezeptor | und dem TGF-B-Rezeptor I
(Roberts, 1999). Beide Rezeptoruntereinheiten enthalten eine extrazellulare
globulare Domane (Greenwald et al., 1999; Kirsch et al., 2000b) und auf der
zytoplasmatischen Seite ein juxtamembrandres Segment sowie eine
Serin/Threonin Kinase Doméne (Massagué et al., 1997; Huse et al., 1999).
Ligand fur diese Art von Rezeptor ist meist ein Homodimer, verbunden durch
Disulfidbricken, wobei jedes Monomer an eine Untereinheit des Rezeptors
bindet (Kirsch et al., 2000a).
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TGF-f3 +
TGF-R TGFR2 TGFR2/TGFR1

<> l —_> i‘ Zellmembran

ATP => ADP Smad 4

Smad 2/3 Smad 2/3 Smad 4

Zellkernmembran

Smad2/34 Smad4

I—) Genexpression
( DNA ) T
Modifiziertnach Aigner |

Abb. 6: Schematische Darstellung der TGF-p Signalkaskade. TGFR1 = TGF-B Rezeptor I;
TGFR2 = TGF-B Repeztor Il; TF = Transkriptionsfaktoren; Gelber Blitz = aktivierter Zustand; P
= Phosphat. Coaktivatoren aktivieren, Corepressoren hemmen die Genexpression.

Aktives TGF-B bindet zunachst an den TGF-B-Rezeptor I, wodurch der TGF-
B-Rezeptor | rekrutiert und mit ihm ein tetramerer Komplex gebildet wird
(Massagué et al., 1998). Durch die Bindung von TGF-B an den Rezeptor
werden sogenannte Smad-Proteine im Zellinneren durch die Serin/Threonin
Kinase des TGF-B-Rezeptors | phosphoriliert (Leask et al. 2004; Zawel et al.
1998). Smad Proteine sind die einzigen bekannten Rezeptorsubstrate fir
TGF-B (Shi et al., 1997, 1998). Sie liegen im Zytoplasma gebunden an den
SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) vor (Tsukazaki et al., 1998).

Der durch Phosphorilierung aktivierte Komplex aus Smad2 und Smad3 (R-
Smads) (Massagué et al., 2000; Xu et al., 2000) bildet einen heteromeren
Komplex (Massagué et al., 1997; Heldin et al., 1998) mit Smad4 (Co-Smad)
(Massagué et al., 2000; Xu et al., 2000). Es erfolgt eine Translokation in den
Zellkern (Leask et al. 2004; Zawel et al., 1998).
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Dort bindet der Komplex aus Smad 2/3 und Smad 4 alleine oder in Assoziation
mit Cofaktoren wie z.B. dem transkriptionalen Cofaktor p300 (Shen et al.,
1998) an die spezifischen Promotorregionen von Zielgenen der zellularen
DNA (Massagué et al., 1997; Heldin et al., 1998). Der Smad-Komplex kann
auf der DNA sowohl an Coaktivatoren als auch an Corepressoren der
Transkription binden und so durch das TGF-B-Signal die Expression
bestimmter Gene aktivieren bzw. hemmen (Luo et al., 1999; Sun et al., 1999;
Wotton et al., 1999). Der Effekt von TGF- auf die Zielzelle ist
konzentrationsabhangig (Heldin et al., 1998).

Eine negative Ruckkopplung erfahrt die Signalkaskade durch den
inhibitorischen Einfluss von Smad6/7, die beide die Bindungsstelle fir
Smad2/3 am TGF-B-Rezeptor | blockieren (Piek et al., 1999; Heldin et al.,
1998). Die Expression von Smad7 wird durch INF-y (Ulloa et al., 1999) und
TNF-a (Blitzer et al, 2000) induziert.

1.3.1 Isoformen und Polymorphismen im TGF-1 Gen

Beim Menschen sind zur Zeit drei Isoformen des TGF-B Proteins bekannt
(TGF-B1, TGF-p2 und TGF-B3), die eine 60-80%ige Homologie aufweisen
(Massagué, 1998). Im Plasma liegt Uberwiegend TGF-B1 vor (Wakefield et al.,
1995).

Die Gene dieser Proteine liegen auf den Chromosomen 19q13.1-q13.3 (TGF-
B1) (Fuijii et al., 1986), 1941 (TGF-B2) und 14923-24 (TGF-B3) (Barton et al.,
1988) und enthalten jeweils sieben Exons (Fujii et al., 1986; Barton et al.,
1988).

Durch Anlagerung von Bindungsproteinen an die Promotorregionen werden
diese Gene in messenger RNA (mRNA) umgeschrieben (Massagué, 1998).
AnschlieBend entstehen durch Translation der mMRNA zunachst
Vorlaufermolekule, die das TGF-B-Protein am carboxyterminalen Ende tragen.
Nach proteolytischer Spaltung erfolgt die Sekretion des 25kDa (Grainger et al.,

1999) TGF-B-Homodimers in inaktiver Form, nicht kovalent gebunden
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(Pociask et al. 2004), an ein Latency-Associated-Peptide (LAP) (Beers et al.,
1998). Dieser Komplex kann in Assoziation mit einem Latent TGF-8 Binding
Protein (LTBP) vorliegen. Dieses bindet unter Ausbildung von Disulfidbriicken
Uber Cysteinreste an das LAP (Saharinen et el., 1996; Lawrence et al., 1984).
Das aminoterminale Ende des LTBP geht kovalente Bindungen mit Proteinen
der extrazellularen Matrix ein (Werb, 1997).

Bevor TGF-f mit seinem Rezeptor interagieren kann, muss er von den
Bindeproteinen abgespalten und dadurch aktiviert werden (Beers et al., 1998).
Die Entfernung des LAP vom TGF-f Protein stellt den wichtigsten
Kontrollpunkt in der Regulation der biologischen Aktivitat von TGF-f dar
(Pociask et al., 2004). Dies geschieht durch Ansauerung, Proteasen (z.B.
Plasmin und Cathepsin) und Substanzen, die eine Konformations&nderung
verursachen (z.B. Thrombospondin-1 aus Fibroblasten) (Morishima et al.,
2001; Murphy-Ullrich et al., 2000).

Es wurde beobachtet, dass Alter, Geschlecht und geographischer
Aufenthaltsort keinen Einfluss auf die Konzentration von TGF-B1 haben
(Grainger et al., 2000).

Dennoch variiert die TGF-B1-Produktion zwischen Individuen (Grainger et al.,
1999). Studien zufolge wird Polymorphismen im TGF-B1-Gen diesbeziglich
ein grol3er Stellenwert zugeschrieben (Awad et al., 1998; El-Gamel et al.,
1999; Grainger et al., 1999).

Ein Polymorphismus beschreibt eine Variante im Genom einer Population, die
bei mehr als 1% der Population auftritt. Sie manifestiert sich als Insertion,
Deletion oder Substitution einzelner oder mehrerer Nukleotide. Betroffen sind
sowohl Keim- als auch Stromazellen (Krawczak et al., 1994; Loffler & Petrides,
1997).

Im Gen von TGF-B1 sind bisher acht Polymorphismen identifiziert worden.

Davon liegen drei im Bereich der codierenden Sequenz, im Codon 10 und 25
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(Exon 1) (vgl. Abb. 7) sowie im Codon 263 (Exon 5). Insbesondere die
Polymorphismen im Codon 10 und 25 stehen in engem Zusammenhang mit
der Produktion und der Aktivitat von TGF-B1 (Grainger et al., 1999). Es
handelt sich hierbei um die Substitution einer Base (Codon 10 T>C, Codon 25
G>C). Dadurch kommt es bei der Translation zu einer Anderung in der
Primarstruktur des Proteins (Codon 10 Leu>Pro, Codon 25 Arg>Pro)
(Cambien et al., 1996). Die Ergebnisse darlber, ob die Anwesenheit von
Prolin die Produktion von TGF-B1 steigert oder hemmt, sind kontrovers (Baan
et al., 2000; Powell et al., 2000; Gewaltig et al., 2002).

+ 1 + 840
Promotor ‘ ‘ UTR ]
+ 869 + 915
Exon 1 } --------- [ Exon2  |==s=-- >
Codon 10 Codon 25
CTG __, CcaG CGG __  ccCG
Leu Pro Arg Pro

UTR = untranslated region

Abb. 7: Ausschnitt des TGF-B1 Gens. Darstellung der Lokalisation von Codon 10 und 25 und
deren Polymorphismen im Exon 1 mit daraus folgenden Anderungen der translatierten
Aminoséaure.

Die Suszeptibilitat fur fibrotische und maligne Erkrankungen in Abhangigkeit
von diesen Polymorphismen ist bereits flir mehrere Organsysteme
(Leberfibrose, Hepatozellulares Karzinom, Nierenzellkarzinom, idiopathische
Lungenfibrose) untersucht worden. Auch hierbei unterscheiden sich die
Ergebnisse hinsichtlich einer induzierenden oder protektiven Wirkung der

einzelnen Genotypen im Codon 10 und 25.
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Ein Polymorphismus im Codon 25 des TGF-B codierenden Gens fuhrt zu
einem Austausch der Aminosaure Arginin gegen Prolin. Der homozygote
Genotyp (Arg25Arg) wird mit einer hoheren TGF-B Produktion (,High-
Producer®) assoziiert als der heterozygote Genotyp (Arg25Pro). Es gibt
zunehmend Hinweise darauf, dass eine genetische Pradisposition hinsichtlich
einer Fibroseentwicklung aufgrund einer erhdhten TGF-B Synthese besteht.
So waren bei Patienten, die nach einer Knochenmarkstransplantation eine
Leber- oder Lungenfibrose entwickelten, bereits vor der OP die Plasma TGF-f3
Level signifikant erhdoht (Anscher et al., 1993). Patienten, die sich einer
Lungentransplantation aufgrund von Lungenfibrose oder zystischer Fibrose
unterziehen mussten, gehdrten zum gré3eren Teil zu der Gruppe mit dem
TGF-B ,High-Producer” Genotyp (Awad et al., 1998; El-Gamel et al., 1999).
Der Genotyp Arg25Pro konnte mit einer Reihe weiterer Erkrankungen mit

Bindegewebsvermehrung in Zusammenhang gebracht werden.
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2 Fragestellung

Fir die nachsten Jahre ist ein Anstieg der Inzidenz im Bereich der
Erkrankungen durch kanzerogene oder fibrogene Gefahrstoffe am Arbeitsplatz
zu vermuten. Es erfolgten primarpraventive MalRnahmen wie z.B. das
Asbestverbot im Jahr 1993. Wegen der meist langjdhrigen Latenz der
Krankheitsentstehung sind  sekundarpraventive  und therapeutische
MalRnahmen auf dem Gebiet der gefahrstoffbedingten malignen und
fibrosierenden Lungenerkrankungen von besonderer Bedeutung. Es zeigen
sich unterschiedliche Risiken in Abhangigkeit von der Gefahrstoffdosis.
Humankanzerogene Stoffe haben keine Schwellendosis. Fur die Anerkennung
des asbestinduzierten Bronchialkarzinoms als Berufskrankheit wird eine
kumulative Dosis von 25 Faserjahren als ,Grenz-Dosis, bei der eine
Risikoverdopplung epidemiologisch abgeleitet wurde, in die Legaldefinition der
Nr. 4104 BKV aufgenommen.

Beobachtungen filhren zu dem Schluss, dass interindividuell unterschiedliche
Eigenschaften der exponierten Personen die Latenzzeit, den Schweregrad
sowie die eigentliche Entstehung der Erkrankungen modifizieren.
Arbeitsmedizinisch ist die Eingrenzung von Hochrisikogruppen relevant.
Kdnnte geklart werden, welche individuellen Merkmale eine Rolle spielen,
bestiinde die Option, Vorsorgeuntersuchungen den pradisponierten
Personengruppen engmaschiger anzubieten und im Erkrankungsfall die
Kompensation ggf. zu erleichtern.

Das Zytokin Transforming Growth Factor-betal (TGF-Bl) stellt einen
Wachstumsfaktor mit sowohl profibrotischer als auch antiproliferativer
Funktion dar, der potentiell zu unterschiedlichen Empfindlichkeiten der
exponierten Bevolkerung beitragt.

Welche Mechanismen die Konzentration von TGF- und die damit verbunden
fibrosierenden oder malignen Gewebeveranderungen beeinflussen, ist derzeit

nicht abschlieend geklart (Grainger et al., 2000). Genetische
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Polymorphismen in der codierenden Sequenz des TGF-1 Genes werden in
diesem Zusammenhang als eine mdgliche Ursache betrachtet (Awad et al.,
1998; EI-Gamel et al., 1999; Grainger et al., 1999).

Insbesondere Polymorphismen im Codon 10 (Leu>Pro) und Codon 25
(Arg>Pro) im Exon 1 des TGF-f1 Gens wurden hinsichtlich des
Bronchialkarzinoms und der Lungenfibrose bereits mehrfach untersucht.
Jedoch sind die Ergebnisse kontrovers. Ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein der Aminosdure Prolin und der Veranderung
der TGF-B1 Konzentration sowie konsekutiv der Erkrankungshaufigkeit konnte
bisweilen nicht dargestellt werden. Auch liegen keine Arbeiten vor, die sich im

Speziellen mit asbestinduzierten Lungenerkrankungen beschaftigen.

Der Hintergrund dieser Studie ist die Frage nach einem Zusammenhang
zwischen der Suszeptibilitat gegentber gefahrstoffoedingten Lungen- bzw.
Pleuraerkrankungen maligner oder fibrosierender Dignitat und der genetischen
Polymorphismen in Codon 10 und 25 im Exonl des Gens fur TGF-B1. Es
sollte insbesondere geklart werden, wie sich das Risiko fur Asbestfaserstaub-
verursachte Erkrankungen in Abhangigkeit der vorgenannten Polymorphismen
erhoht. In die Analysen sollten auch die unterschiedlichen Schweregrade und
Auspragungsgrade der fibrogenen Erkrankungen berticksichtigt werden. Dies
lieBe weitere Einblicke in die Pathophysiologie der asbestverursachten

Erkrankungen zu.
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3 Kollektiv und Methoden

3.1 Patientenkollektiv und Kontrollgruppe

In diese Untersuchungen wurden insgesamt 850 Méanner aufgenommen. Es
handelt sich einerseits um Patienten aus dem Universitatsklinikum Giessen
und Marburg GmbH Standort Giessen, insbesondere um Patienten aus der
Poliklinik fur Arbeits- und Sozialmedizin, den Medizinischen Kliniken Il und V
sowie der Kliniken fir Berufskrankheiten in Bad Reichenhall und in
Falkenstein und andererseits um eine Gruppe gesunder Vergleichspersonen.
Zur Blutentnahme lag das Votum der Ethikkommission (AZ: 75/06) vor. Alle
freiwilligen Probanden und Patienten wurden ausfuhrlich mindlich und mit
Aufklarungsbogen Uber die Studie informiert und haben in einer
Einverstandniserklarung der Blutenthahme sowie der anonymisierten
Verwendung ihrer personlichen Daten schriftlich zugestimmt.
In die Studie eingeschlossen wurden 767 Patienten mit fibrosierenden bzw.
malignen Erkrankungen der Lunge und Pleura und 83 gesunde
Kontrollpersonen. Auf Grund eines geringen Anteils weiblicher Patienten mit
Berufskrankheiten wurden keine Frauen in die Studie einbezogen.
Einschlusskriterien waren:

» Manner

» Patienten mit prim&rem, histologisch gesichertem Bronchialkarzinom

» Patienten mit histologisch  gesichertem diffusem  malignem

Pleuramesotheliom
» Patienten mit radiologisch und lungenfunktionsanalytisch gesicherter
Lungen- und/oder Pleurafibrose

Als Ausschlusskriterien dienten

» Frauen

» Patienten mit schweren Leberfunktionsstérungen

» Patienten mit chronischen Nierenfunktionsstérungen

» Patienten mit anderen malignen Tumoren
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Das Durchschnittsalter des Patientenkollektives betragt 67,27 Jahre bei einer
Spannweite von 39 bis 91 Jahren und dem Median bei 68,14 Jahren. Im
gesunden Kontrollkollektiv liegt das mittlere Alter bei 44,8 Jahren mit einer
Spannweite von 20 bis 75 Jahren und einem Median von 45,05 Jahren. Das
mittlere Alter der Patienten und der Kontrollen ist signifikant unterschiedlich
(p<0,01).

Die 767 Patienten wurden aufgrund der zugrundliegenden Erkrankungen in
folgende Untergruppen aufgeteilt:

Patienten mit fibrosierenden Lungen- und Pleuraerkrankungen:

n= 401 Patienten mit Asbeststaublungenerkrankung oder durch Asbeststaub
verursachte Erkrankung der Pleura im Sinne der Berufskrankheit der Nr. 4103
BKV

n= 156 Patienten mit Quarzstaublungenerkrankung (Silikose) im Sinne der
Berufskrankheit der Nr. 4101 BKV

n= 34 Patienten mit Lungenfibrosen anderer Genese

sowie in Patienten mit bosartigen Lungen- und Pleuraerkrankungen:

n= 29 Patienten mit diffusem malignen Pleuramesotheliom durch
Asbesteinwirkung im Sinne der Berufskrankheit der Nr. 4105 BKV und

n= 147 Patienten mit primaren histologisch gesicherten Bronchialkarzinomen,
davon litten

n= 32 Patienten an einem histologisch gesicherten Bronchialkarzinom im
Sinne der Berufskrankheit der Nr. 4104 BKV ,Lungenkrebs in Verbindung mit
Asbeststaub-Lungenerkrankungen, mit durch Asbestfaserstaub verursachter
Erkrankung der Pleura oder einer Einwirkung einer kumulativen
Asbestfaserstaub-Dosis am Arbeitsplatz von mind. 25 Faserjahren® und

n= 115 Bronchialkarzinome anderer Ursachen wie zum Beispiel Tabakrauch
Bei Patienten mit Berufskrankheiten konnten die arbeitsmedizinischen

Voraussetzungen zur Anerkennung einer Berufskrankheit nach der BKV

wahrscheinlich gemacht werden, bzw. waren bereits mit Bescheid der
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Unfallversicherungstrager als solche anerkannt worden. Die Zuordnung zu

den BK Nummern kann Tabelle 2 enthommen werden.

Die Diagnose und Einteilung der Schweregrade bei Patienten mit
Asbeststaublungenerkrankungen und asbestverursachten Erkrankungen der
Pleura erfolgte gemald der Internationalen Staublungenklassifikation (ILO
1980/2000 BRD). Danach werden kleine unregelméfiige Lungenschatten der
Form s, t und u beschrieben sowie die Streuung (Dichte der Schatten) in einer
12-stufigen Skala beschrieben. Ab einer Streuung von 1/1 im Réntgen-Thorax
Ubersichtsbild in Hartstrahltechnik ist die Diagnose einer Lungenasbestose
ausreichend begrundet. In dieser Studie wurde der Schweregrad der
Lungenasbestose in Anlehnung an die 12-stufige Skala nach ILO wie folgt
abgeschétzt: Streuung nach 1/1 und 1/2 beginnende Lungenasbestose, 2/1,
2/2 und 2/3 mittelschwere Lungenasbestose, 3/1, 3/2 und 3/+ schwere
Lungenasbestose. Beziiglich des Vorliegens einer Pleuraasbestose werden
die umschriebenen hyalinen oder verkalkenden Pleuraplaques entsprechend
ihrer Gesamtlange und Verdickungen kodiert. Die Verbreitung ergibt sich
aufgrund der Summe der maximalen Langen nach der ILO mit ,1“ <4 der
lateralen Brustwand, ,2“ V4 bis 2 der lateralen Brustwand und ,3“ >V der
lateralen Brustwand.

Bei den Kontrollpersonen handelte es sich um gesunde Probanden ohne
bisherige Belastung durch Gefahrstoffe wie Asbest- oder Quarzstaube.

Die Blutentnahme erfolgte zum einen im Rahmen der arbeitsmedizinischen
Vorsorgeuntersuchungen bzw. Berufskrankheiten-Feststellungsverfahren.
Zum anderen wurden Blutspenden von freiwilligen Mitarbeitern des Instituts fur
Physiologie bzw. fir Anatomie und Zellbiologie der Universitat Giessen und

von freiwilligen Studenten abgenommen.

In Tabelle 1 sind die Diagnosen, das Alter und das Rauchverhalten der

rekrutierten Probanden beschrieben.
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Tabelle 2: Anerkannte BK-Falle des Patientenkollektives

BK-Nr. Anzahl, n Bezeichnung

4101 156 Quarzstaublungenerkrankung

4103 401 Asbeststaublungenerkrankung  oder  durch  Asbeststaub
verursachte Erkrankung der Pleura

4104 32 Lungenkrebs in Verbindung mit Asbeststaub-
Lungenerkrankungen, mit durch Asbestfaserstaub verursachter
Erkrankung der Pleura oder einer Einwirkung einer
kumulativen Asbestfaserstaub-Dosis am Arbeitsplatz von mind.
25 Faserjahren

4105 29 Diffuses malignes (Pleura)mesotheliom durch
Asbesteinwirkung

3.2 Gerate und Materialien

3.2.1 Gerate

-20°C Gefrierschrank:

4°C Kuhlschrank:

BioPhotometer :

Eismaschine (Scotsman® AF 10):

Glaswaren:

LightCycler:

LightCycler Zentrifugen Adapter

in Aluminium-Kuhlblock :

Netzgerat Consort E835:

Pipetten:

Thermoblock:

Tischzentrifuge:

Tuttnauer Tischautoklav 2540 EL :
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Bosch GmbH, Stuttgart
Bosch GmbH, Stuttgart
Eppendorf AG; Hamburg
K.B. Catering Ltd, Suffolk,
UK

Schott AG, Mainz
Roche Diagnostic GmbH,

Mannheim

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Consort, Tumhout, Belgium
Gilson Inc., Middleton, USA
HCL, Bovenden

Hettich, Tuttlingen

Systec GmbH Labor-



Vortexer:

Zentrifuge:

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Butterfly-Kantle (21 G):

Einmalhandschuhe:

Einmalpipetten 10mil:

LightCycler Kapillaren:

Pipettenspitzen:

Reaktionsgefalle:

SafeLock Tubes:
UV-Klvetten:

Systemtechnik, Wellenberg
Heidolph, Schwalbach
Hettich, Tuttlingen

Kabe Labortechnik,
Numbrecht-Elsenroth
NOBA Verbandmittel Danz
GmbH u. Co KG, Wetter
Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, USA
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Gentra Systems,
Minneapolis, USA
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

3.2.3 Zusammensetzung verwendeter Losungen

DEPC (Diethylen Pyrocarbonat) H20:

3.2.4 Reagenzien

Anchorl0 5LC:
Arg25Pro-anchor 3FL:
Arg25Pro-sensor 5LC:

DEPC (Diethylen Pyrocarbonat):

DMSO (Dimethyl Sulfoxide):
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1ml DEPC
ad 1000ml H20

TIB-MOLBIOL, Berlin
TIB-MOLBIOL, Berlin
TIB-MOLBIOL, Berlin
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim



EDTA (Ethylendiamintetraacetat): Merck, Darmstadt
MgCl, (Magnesiumchlorid)

50mM: Quiagen GmbH, Hilden
25mM: Roche, Mannheim
NaCl (Natriumchlorid): Merck, Darmstadt
PCR-Sonden: TIB-MOLBIOL, Berlin
Primer Arg25Pro-for: TIB-MOLBIOL, Berlin
Primer Arg25Pro-rev: TIB-MOLBIOL, Berlin
Primer TGFR-B: TIB-MOLBIOL, Berlin
Primer TGFR-S: TIB-MOLBIOL, Berlin
Prol0 3FL: TIB-MOLBIOL, Berlin
3.2.5 Kits

Versagene™ DNA Purification Kit Gentra Systems,

Minneapolis, USA
LightCycler-Kit: FastStart DNA Master

Hybridization Probes Roche, Mannheim

3.3 Methode

3.3.1 Isolierung der DNA

Fur die DNA-Extraktion wurden 3,5ml vendses Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)-Blut verwendet. Das Blut wurde mit dem Versagene™ DNA-
Isolierungs-Kit nach Herstellerangaben behandelt. Zunéchst werden 3 ml
EDTA-Blut zur Lyse der Erythrozyten mit RBC-Lysis-Solution in ein
Reaktionsgefald gegeben. Die Inkubationszeit betrdgt 10 Minuten (min) bei
Raumtemperatur. Anschliel3end wird 1 min bei 2000 Runden pro Minute (rpm)
zentrifugiert. Die Leukozyten setzen sich als Pellet ab. Nach Verwerfen des
Uberstands wird der oben beschriebene Vorgang wiederholt. Das gewonnene

Pellet wird anschlielend in 400 ul Losungspuffer gelost. Nach Zugabe von
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700 upl im Kit enthaltenem Bindepuffer kann die Losung auf die sogenannte
Purification-Saule aufgetragen werden. Der Bindepuffer ist n6tig, um die DNA
in der Membran der Saule zu fixieren. Nachdem das Gemisch fur 1 min bei
7000 rpm zentrifugiert wurde, wird das Filtrat verworfen. Nach Zugabe von
200 plI der im Kit enthaltenen Wasch-Losung werden alle Bestandteile des
Lysats mit Ausnahme der DNA durch 2 min zentrifugieren bei 13000 rpm aus
der Membran gewaschen. Zum Lésen der DNA wird zunachst die Saule in ein
neues Reagenzgefald gebracht. AnschlieRend werden 100 pl im Kit enthaltene
Elutions-Losung auf die Membran gegeben. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur fur 5 min und Zentrifugation (1 min bei 13000 rpm) kann die

gewonnene DNA bei -20°C gelagert werden.

3.3.2 Photometrische Messung der DNA-Konzentration

Fur die photometrische Bestimmung wurden 2 ul DNA-L6sung mit 198 ul H,O
verdinnt und die Extinktion bei A=260nm (DNA) und A=280nm (Proteine)
gemessen. Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 bis 2, ist die Praparation mit
Protein und/oder aromatischen Substanzen (z.B. Phenol) kontaminiert. In
diesem Fall wurde die DNA erneut gereinigt. Da die optische Dichte (OD) =1
bei 260nm einer DNA-Konzentration von 50ng/ul entspricht, lasst sich die

DNA-Konzentration photometrisch wie folgt bestimmen:

Konzentration [ng/ul] = Eze0 X Verdiinnung x 50

3.3.3 Die PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von
selektiven DNA-Sequenzen. Ein sogenannter Zyklus gliedert sich
grundsétzlich in drei Abschnitte. Er beginnt mit der Denaturierung, in diesem
Abschnitt wird der Reaktionsansatz auf 95°C erhitzt, sodass sich die
Wasserstoffbriicken zwischen den Doppelstrangen der DNA in  zwei

Einzelstrange aufspalten. Im nachsten Abschnitt, der Primerhybridisierung,
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lagern sich Primer, komplementéare Oligonukleotide, an die entstandene
Matrize an. Die spezifische Temperatur, bei der sich die Primer an die
Ausgangs-DNA anlagern wird als Annealing Temperatur bezeichnet. Im darauf
folgenden Abschnitt, der Extension, werden durch Taqg-Polymerasen
komplementare Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) dATP, dGTP, dCTP
und dTTP eingesetzt, bis sich ein neuer DNA-Strang bildet. Die Primer bilden
dabei den Startpunkt und bleiben als Teil des neuen Stranges bestehen.
Dieser letzte Abschnitt findet bei einer Temperatur von 72°C und bei einer
Geschwindigkeit von 75 Nukleotiden pro Sekunde von 5’ (an der 5’-Position
befindet sich ein Kohlenstoffatom) nach 3’ (an der 3’-Position befindet sich
eine OH-Gruppe) statt. Das bedeutet, dass sich der DNA-Strang pro Sekunde
um 75 Nukleotide verlangert.

Die nun entstandene neue DNA wird im nachsten Zyklus ebenfalls als Matrize
zur Amplifizierung verwendet, so dass die Vervielfaltigung der Ziel-DNA

exponentiell ansteigt.

3.3.3.1 Die qualitative PCR im LightCycler

Bei dieser Studie kamen Hybridisierungssonden zum Einsatz. Die Sonden
sind Oligonukleotide, die in direkter Nachbarschaft zueinander, maximal funf
Nukleotide voneinander entfernt, an die Ziel-DNA binden. Diese
Hybridisierungssonden sind mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert (z. B. Fluoreszein, LC Red 640). Die Detektion basiert auf dem
FRET-Prinzip (Fluorescence Resonance Energy Transfer). Binden die beiden
Hybridisierungssonden an der gesuchten Ziel-DNA in rdumlicher Nahe und
regt man gleichzeitig das Fluoreszein der ersten Hybridisierungssonde an,
emittiert diese keine Fluoreszenz, sondern Ubertrdgt die Energie auf den
benachbarten zweiten Fluoreszenzfarbstoff (LC Red 640). Dieser emittiert nun
rote Fluoreszenz, deren Intensitat in der Summe direkt proportional der Menge
an Ziel-DNA ist. Die Messung des Signals erfolgt einmal pro Zyklus nach dem

Primer Annealing (zu diesem Zeitpunkt sind beide Hybridisierungssonden an
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die Ziel-DNA gebunden und es erfolgt ein Energietransfer). Ungebundene
Hybridisierungssonden geben auf Grund der fehlenden rdumlichen Nahe (sie
diffundieren frei in der LoOsung) kein Signal ab. Die Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt durch ein LED Uber die Spitze der Kapillare,
welche als optische Einheit wirkt und die emittierte Fluoreszenz gebundelt
nach unten wieder abgibt. Eine Kombination von halbdurchldssigen Spiegeln
und wellenlangenspezifischen Filtern leitet die emittierte Fluoreszenzstrahlung
zu den drei Photozellen (530 nm, 640 nm, 710 nm) weiter. Diese wandeln das
optische Signal in ein elektrisches Signal um, welches sofort Uber die serielle
Schnittstelle zum PC tbermittelt wird. Man kann somit den Verlauf der PCR
ohne Zeitverzogerung am Rechner verfolgen und bereits wahrend des PCR -

Laufs Aussagen uber den Erfolg treffen.

Will man nun mit Hybridisierungssonden Punktmutationen detektieren, nimmt
man nach der PCR eine Schmelzkurve auf. Da die Hybridisierungssonde
komplementar zu der Punktmutation an die Ziel-DNA bindet, schmilzt diese
bei Fehlen einer Mutation (eine Basenpaarung weniger) bei niedrigerer
Temperatur (einige °C) im Vergleich zu einem Basentriplet mit Mutation. Bei
Ableitung der Fluoreszenz Uber die Zeit (dF/dt) erhalt man die in der Abbildung
8-10 dargestellten Kurven. Handelt es sich um einen Heterozygoten, erhalt
man zwei Peaks, einen bei niedrigerer Temperatur (Schmelzpunkt ohne
Punktmutation) und einen bei hoherer Temperatur (Schmelzpunkt mit

Punktmutation). Diese Zusammenhange sind in den Abb. 8-10 dargestellt.
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Pro/Pro

- Leu/Leu

Fluoreszenz —d(F2)/dT

Temperatur

Abb. 8: Schmelzkurve des TGF-3 Polymorphismus am Codon 10

Die Aminosaure Leucin (Leu) entspricht dem Allel ohne Punktmutation, die Aminoséure Prolin
(Pro) dem Allel mit Punktmutation. Leu/Leu=homozygoter Genotyp; Pro/Pro=homozygoter

Genotyp; Leu/Pro=heterozygoter Genotyp; Neg.=Negativ-Kontrolle

0.050

Arg/Pro

0.040

0.030

Arg/Arg

0.020

0.010

Fluoreszenz —d(F2)/dT

-0.010

-0.020

[ ] | ] | | [ ] 1 1 1 ] | [ [ ] | ] [ 1

i 7
420 500 60.0 700 800
Temperatur °C

Abb. 9: Schmelzkurve des TGF-3 Polymorphismus am Codon 25

Die Aminoséaure Arginin (Arg) entspricht dem Allel ohne Punktmutation, die Aminosaure Prolin
(Pro) dem Allel mit Punktmutation. Arg/Arg=homozygoter Genotyp; Arg/Pro=heterozygoter

Genotyp; Neg.=Negativ-Kontrolle

-39 -



Pro/Pro

0.13
0.1
0.09
0.07
0.05 Arg/Arg
0.03 -
0.01

-0.01 - _/_—J
i

-0.03

Fluoreszenz —d(F2)/dT

1 [ ] T [ [ | ] [ ] ] [ | | [ ]
500 60.0 700 80.0

Temperatur °C

Abb. 10: Schmelzkurve des TGF-3 Polymorphismus am Codon 25

Die Aminosaure Arginin (Arg) entspricht dem Allel ohne Punktmutation, die Aminoséure Prolin
(Pro) dem Allel mit Punktmutation. Arg/Arg=homozygoter Genotyp; Pro/Pro=homozygoter
Genotyp; Neg.=Negativ-Kontrolle

3.3.3.2 Ansatz und Protokoll fur die qualitative PCR im LightCycler

Unter sterilen Bedingungen wurde der LightCycler®-Kit (FastStart DNA Master
Hybridization Probes, Roche) nach Herstellerangaben angesetzt. Das
Endvolumen des Ansatzes betrug 20ul. In jedem Lauf wurde sowohl eine

Negativ- als auch Positiv-Kontrolle mitgefihrt.

Pipettierschema fur FastStart DNA Master Hybridisation Probes, Roche

Mix Roche 2ul
Primer (100uM) 1:10 2l
Sensor (100uM) 1:10 0,4ul
Anchor (100uMm) 1:10 0,4ul
MgCl; (25nM) 2,4l
DMSO 1l
H20 DEPC 9,8l
DNA-Probe 1:10 2ul
20pl
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3.3.3.3 Primer- und Sondensequenzen

Tabelle 3: Primersequenzen der qualitativen PCR TGF 8 Codon 10
TGF B B5-3 TGFB S

TGF B|CTGTTGTACAGGGCGAGCAC | AGACACCCCCGGTCCAAG
Codon 10

Tabelle 4: Primersequenzen der qualitativen PCR TGFB Codon 25
Arg25Pro-for 5’-3’ Arg25Pro-rev 5’-3’

TGF B Codon 25 | CTAGGTTATTTCCGTGGG | CCTTGGCGTAGTAGTCG

Tabelle 5: Sondensequenzen der qualitativen PCR TGFB Codon 10

Pro10 3FL 5'-3’ Anchor10 5LC 5-3’
TGFB Codon [ CTGCTGCCGCTGCTGC- |LC640-
10 FL CGCTGCTGTGGCTACTGGTGCTGACGCCT-
p

Tabelle 6: Sondensequenzen der qualitativen PCR TGFB Codon 25

Arg25Pro-sensor Arg25Pro-anchor

TGFB Codon 25 | LC640- GCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCT-
ACGCCTGGCCCGCCG-p |FL

- 41 -



uipeg “101910N-49IL

:9)19n0 “(I181d 1aunub iaxui) uIsolAD Nz ulwAy]l UoA yasneisny uie ‘snwsiydiowAjod 81yansiaiun Jap yais 18puyaq 00z 9|191S Uy “Hanew
puis (4 9491 'S q491) Jawlid pun (QTIoyduy ‘0TOId) USPUOS USIBPUSMISA QT UOPOD 180 YOd dWIL [eay Jap Ul aIp Inj ud||9isziesuy ald
'sua9) Tg-491 sap uoibaluss usyonsian Jap zuanbas :TT 'qqy

g q4ol
J00990L0% 0L LIO0 20 LFALFOLI00 D 0 LI FI0 L0090 DL 0 A LL IO 0¥ A LI.L 0 2 0000 0¥ D 0000100 09 00.L0 0 LA LI L OO0 000 0¥ 200 2 L0 000 00 20000 2000000 0¥ 0 0.0 0 0 00 L0001 300 00000 100 20000 0F 0 D LLOOY W
L0827 939000 La9¥a0¥T 100 ¥ LIFLITI 1 089Fa.LI J9¥a 100 0¥aa0 IFFOT I9LaFa¥o9990 39919990 370 290 D 0¥ IO I¥F I¥.LA.LI D 09013919 125970 203913922399 02 290 39.L99F09999F I 29003200 29¥ 129 0L 399 8. LI9¥F I 1AL

DO¥LILO0020000¥ LoD 0 0 L00F LI 000 L1 20 ALL Y I 0¥ 0L 0¥.LO L OO ¥ LA LOLLO O¥0 L0 LFALI0 00000 uuw%uum_u J¥O000LI¥IIF I IFOLYD 0¥ I OFa000.LY 0 00 0¥ 0F0 0 0¥ 200 0¥ 0 20000 F 000000 0¥ La0000¥20000
i)

9Tz JALFO¥I 2090000 LF 0000 0 LY 30 0 0¥ 0 0 3O A Lo O LI OO0 LY OO O LY LAOWO WY O 0L OW I DLV LIFO0 00903090 praARe ek CIN TN N A o 2 N N 9 N o N e I N b b pa e e I b b e e e
ALy

[d<-41 2 [d<=T)1 2
Tomauy 07 q4ol ny 0T 0ag

2200000300 0% L0 D 0FOTO A 00¥Y I ¥O-000.L00.LO Lo LO0I0F a0 00300 00 0L D¥I0 00 0 LOa000 LI LI 0 D00 0¥ D0 LR 0OW 000 D 0L OV D00V 0. LOFI 0L D0 LTI O0¥I¥ T 0000 0¥0 LoD Lo OV 0 000 ¥ 00 0 LLOO¥ A0 000 00.L0L LI
5a5T 220000000 20L0¥ 1000 L0.L00 300.LLO.LO 2 00F 0 ¥ 0¥ 0 0¥ 00 0 010 00000 00000 30 L0 0 00¥ 0 20 0 0¥ 00 0 00 LLLLIOYL 0L 200 0% 0L 0 J0.LLL 0¥ 0L 0¥ 0¥ a.L0 0L 1L 0D 20 00.LO ¥ 0¥ 0 L0 D0 0L D0¥ ¥ QL0 2 00 J0¥ IFIFIL

S qdal

-42 -



ulyeg “101910N-4IL :3113ND “(I18}d Jaunib Jaisun) uIsolAD

NZ uluenS UOoA yadsnelsny uid ‘snwsiydiowAljod ayoansiaiun Jap Yais 19pulyaq 0S0Z 9|191S uy ‘uapjew puls (Aal-0idsegbly ‘10j-01dGz61v)
lawilld pun (Josuas-0idGzbly ‘loyoue-0idGzhiy) USPUOS USISPUSMIBA GZ UOPO0D 18 HDd SWil [eay Jap ul aip JInj ug|@1sziesuy aiq
'sSuUa9 Tg-491 Sap uoibaluas usyonsiaun Jap zuanbas :zZT ‘qqv

———
AaI-0335z20BaF

uuu.hwuuuu.huuwd«m_u.huduw.E.m_.Hm_m_m_Euuﬁuuﬁtdwuﬁuwuwwwhwﬁuuhuuhwwuwhﬁwhdwhuwwuu.huﬁm_m_uhum_m_m_uhuuwwhuhwuﬁuhuhuuuuwm_uuﬁuuuwwhuwum_wm_.ﬁwu.hwhwhduﬁm_wm_uwd«wuduwwuuhuwwwu@uuwwwuum_m_m_um_m_
T5eE S00¥ 00 00¥00 0L 00T O.LO 0 WY 0¥ D0 0¥ OO L0 0 LYY LIOLO 000 D 0¥ Lo 0w o 0% Y I D0 0¥ LIV LY D0 00%¥0.LI D 0% 0 00 0000 0 0¥y 0% D O.LOFa0000 00 0000000 00 00 0 D0 W 0¥ O¥Y O¥.LO LD D 000 L 00.L0 20000 D0 000 20 00200022920

J¥32L32320L000.L2030990 2L 370 30 OF0 0 LLOOYIFIOYLILOO 000 200¥ La0 0 AL YLD ALL] 2 QLY A0¥FI AL 0¥ LA LDV IFALALLA 0¥ 00 LOO¥ LY.L 2002090 um% um.n_ 2010 30LI¥IIFIIFILFI DD¥IFII¥I IDALFAIFD
il

a7z 2L99FI9999%¥339%0 1023 229¥ 0090133900109 WF I2LAL A0 IFI¥ 1299 290 A L¥ D D9 9% D LY D0 2 OO0 0 0¥ LA LI AW I LY 0¥ D D L¥ LTIV ) 9L ¥ 0 LY.LIWID9 30009903390 299L02 9090110190 L0¥ L9901 8L 00 0¥ LI0.L]
[d=—d] 2
e
Iosuas-01J5zhay Iooue-01J52hIy

J¥IIFIIFIIF¥II200¥I 0 0399¥I09 209 0¥ L09999% 09209293323 5390 0¥ L 220 aFA 00 0¥ Y I 90 0 L9 9 LA LS9 Laaa9WI 903339230210 0¥0 099 0 L9093 L0 LI 0 30 0 OV T2 0 LF0 0¥ I 0000 LI aF a0 0¥ O 2 LAFA0 LI D LIFI 99D
[ ] P 8 o Vo 5 o o o e a3 o N e D e e b o b o o o o e o e e e T N T o e G o N R 8 e e e e s o e 6 O s o B b o
ALY

-1) 3

THO09 39 070 L0 9 La0Fa0997 a0 2 LLaO T I 3909 09 LA LA LT LY L0 OW D0 OV LYY D0 LFa Y LOD0 30 2 0Y LA LA D LY I 000900 99 L0 9 LI LLOYF LFa 09 0¥ LALA L0 T 00 L 0o ooy Ll 20 LA LA D LOaF a0 v OV v a0 0 LA LFaa¥ Lo 39 3499
aoaT LLII0000LI¥II¥ 0L 00 0L 00 0%Y 01000 00 0 0¥ OO L% L0000 0 O LLLY LLOOW L LY 0 0 00 00 L ¥ 0¥ 0 0¥ LO0.LO.LL O 0% 0 0 0% 0 OO ¥y LY.L 00 DL O¥ 0 0010 W0 D OL AL AL I LFO 00O Fa0w o 0L 00 LI LLLI D I¥aW LI OL¥ 202000

A
aoJ-oxgschay

-43 -



3.3.3.4 Versuchsbedingungen

Tabelle 7: Bedingungen fir die qualitative PCR mit TGF- Codon 10 und TGF- Codon 25

Dauer
Programm Temperatur [°C] [Sek.] Slope [°C/Sek.] | Zyklen
Aktivierung _ 95 600 20 1
PCR .
Denaturierung _ 95 10
. TGF 10 57
Annealing 20 20 45
TGF 25 59
Synthese _ 72 30
- 95 60 20
Melting ) 40 30 20 1
- 90 0 0,2
Cooling _ 35 60 20 1

3.3.3.5 Codierung der Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse

Wie in den Abbildungen 8-10 dargestellt, wurden die verschiedenen
Genotypen detektiert. Diese wurden mit einer Zahl kodiert. Zusammen mit den
weiteren Informationen wie zum Beispiel Erkrankungen, Alter und
Rauchverhalten wurde eine Datenbank (dbf-Datei) mit dem Programm
(FoxPro2) erstellt. Probanden ohne Punktmutation auf beiden Allelen
(Leu10Leu; Arg25Arg) erhielten die Nummer ,1% alle mit heterozygotem
Genotyp (LeulOPro; Arg25Pro) die Nummer ,2° und Probanden mit
Punktmutation auf beiden Allelen (Pro10Pro; Pro25Pro) die Nummer ,3°

Diese Codierung wurde jeweils fir Codon 10 und Codon 25 durchgefihrt.
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3.3.4 Statistische Methoden

Die Allelfrequenzen wurden mit folgender Formel ermittelt:

p= (2D+1H)/2N bzw. p=(2R+1H)/2N; g=1-p

(D=homozygote Wildtypen; R=homozygote Mutanten; H=heterozygote;
N=D+H bzw. N=R+H)

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Genotypen in der Stichprobe wurde
mit folgender Formel ermittelt:

p>+2pg+q°=1

Die Odds-Ratio (geschatztes Risiko) wurde mittels binar logistischer
Regression bestimmt. Dazu wurde die Software SPSS, Version 15.0,

eingesetzt. Sie basiert auf folgender Vierfeldertafel:

Wildtypen | Variante
Typen
Kontrollen |A B
Falle C D

Die rohe Odds Ratio berechnet sich an Hand der Formel: OR=AxD/B xC

Die OR Analysen wurden mittels logistischer Regression ermittelt. Es erfolgte
eine Adjustierung nach Alter, Geschlecht und Rauchverhalten in
Packungsjahren'. Eine Signifikanzbestimmung wurde durch 95% -
Konfidenzintervalle erreicht. Die Bestimmung der p-Werte erfolgte durch den
Chi-Quadrat-Test, bei einer erwarteten Haufigkeit kleiner als funf wurde der
exakte Test nach Fischer durchgefihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch

signifikant angenommen.

! Ein Packungsjahr ist die taglich gerauchte Anzahl von 20 Zigaretten (eine Packung) tiber die Dauer

eines Jahres.
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4 Ergebnisse

4.1 Polymorphismus und Genotypenverteilung im Codon 10
des TGF-B1-Gens

Bei dem Polymorphismus des TGF-1 Gens im Codon 10 handelt es sich um
eine Punktmutation in Exon 1 an der Position +869, bei der Thymin gegen
Cytosin ausgetauscht wird. Dies fuhrt zu einem Einbau der Aminosaure Prolin
statt Leucin in das Protein und somit zu einer Veranderung seiner
Primarstuktur. Die Genotypen werden unterschieden in LeulOLeu (homozygot
fehlende Punktmutation), LeulOPro (heterozygot) und Prol0Pro (homozygot

vorliegende Punktmutation).

Bezlglich des Polymorphismus im Exon 1 von Codon 10 fanden sich im
Patientenkollektiv n=267 (34,81%) LeulOLeu, n=379 (49,41%) LeulOPro und
n=121 (15,78%) Prol0Pro Genotypen. Daraus ergibt sich eine Allelfrequenz
des Prolin-codierenden Allels im Patientenkollektiv von 0,405. Im
Kontrollkollektiv fanden sich n=32 (38,5%) LeulOLeu, n=36 (43,4%) LeulOPro
und n=15 (18,1%) Prol0Pro Genotypen. Daraus ergibt sich eine Allelfrequenz
des Prolin-codierenden Allels im Kontrollkollektiv von 0,397. Die Stichprobe
befindet sich bezuglich dieses Polymorphismus im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.

Tabelle 8 zeigt die Genotypverteilung im Codon 10 (Exon 1, Position +869) in

Abhangigkeit der Erkrankungen im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv.
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Bei der Betrachtung des Codon 10 uberwiegt der heterozygote Genotyp. Der
Anteil der heterozygoten Probanden liegt fur alle Gruppen durchschnittlich bei
49,4%. Individuen, die die Punktmutation in beiden Allelen des Codon 10
tragen, sind insgesamt mit durchschnittlich 15,8% seltener vertreten. In
bestimmten Personengruppen wie z.B. bei Patienten mit hyalinen
Pleuraplaqgues mit dem rontgenologisch nachweisbaren Verbreitungsgrad 3

fand sich kein Patient mit dem homozygoten Genotypes Prol10Pro.

4.2 Polymorphismus und Genotypenverteilung im Codon 25
des TGF-B1-Gens

Beim Polymorphismus des TGFB 1-Gens im Codon 25 handelt es sich um
eine Punktmutation in Exon 1 an der Position +915, bei der Guanin gegen
Cytosin ausgetauscht wird. Dies fuhrt zu einem Einbau der Aminosaure Prolin
statt Arginin in das Protein und somit zu einer Veranderung seiner
Primarstruktur. Die Genotypen werden unterschieden in Arg25Arg (homozygot
fehlende Punktmutation), Arg25Pro (heterozygot) und Pro25Pro (homozygot
vorliegende Punktmutation).

Bezlglich des Polymorphismus im Exon 1 von Codon 25 fanden sich im
Patientenkollektiv n=659 (85,92%) Arg25Arg, n=105 (13,69%) Arg25Pro und
n=3 (0,39%) Pro25Pro Genotypen. Daraus ergibt sich eine Allelfrequenz des
Prolin-codierenden Allels im Patientenkollektiv von 0,072. Im Kontrollkollektiv
fanden sich n=73 (87,9%) Arg25Arg, n=10 (12,1%) Arg25Pro und n=0 (0,0%)
Pro25Pro Genotypen. Daraus ergibt sich eine Allelfrequenz des Prolin-
codierenden Allels im Kontrollkollektiv von 0,06. Die Stichprobe befindet sich
beziglich dieses Polymorphismus im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Tabelle 9 zeigt die Genotypverteilung im Codon 25 (Exon 1, Position +915) in
Abhangigkeit der Erkrankungen im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv.
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Bezlglich des Codon 25 ist der grof3te Anteil der Probanden homozygot
Arg25Arg. Insgesamt besitzen durchschnittlich 85,9% der Studienteilnehmer
diesen Genotyp. Homozygote Trager der Punktmutation in Codon 25 sind
hingegen bei nur 3 Patienten (zwei Patienten mit Bronchialkarziomen und ein

Patient mit einer Pleuraasbestose) vertreten.

4.3 Abschatzung des Risikos far Patienten mit
Berufskrankheiten in Abhangigkeit von den
Polymorphismen des TGF-B1-Gens

Im Folgenden soll das mit dem Polymorphismus assoziierte Erkrankungsrisiko
abgeschéatzt werden. Aufgrund der geringen Fallzahlen von Patienten mit
homozygot Prolin-codierenden Allelen (Prol10Pro; Pro25Pro) wurden sie mit
den Patienten mit mindestens einem Prolin-codierenden Allel (LeulOPro;
Arg25Pro) fur die Auswertung zusammengefasst. Die Risiko-Kalkulationen
(Odds Ratio) wurden durchgefiihrt gegentber den Wildtypen LeulOLeu bzw.
Arg25Arg.

Die rohen Odds Ratios wurden mit Hilfe der Vierfeldertafel errechnet. Hierbei
sollte geprift werden, inwieweit das Risiko, an einer durch
Gefahrstoffeinwirkung am Arbeitsplatz verursachten Veranderung der Lunge
oder der Pleura zu erkranken, von den beschriebenen Polymorphismen in
Codon 10 und Codon 25 des TGF-B1-Gens abhéngen. Hierbei wurden die
Patienten mit den unterschiedlichen Erkrankungen und Schweregraden den
gesunden Kontrollpersonen ohne jegliche Gefahrstoffeinwirkung am
Arbeitsplatz gegenubergestellt. Im Bezug auf den Polymorphismus wurden
alle Probanden mit mindestens einem mutierten Allel (LeulOPro, Prol0Pro;
Arg25Pro, Pro25Pro) den Probanden mit dem Genotyp LeulOLeu bzw.
Arg25Arg gegenubergestellt.

Neben den rohen Odds Ratios wurde auch auf das Alter und das
Rauchverhalten der Probanden adjustiert, um den potentiellen Einfluss dieser

Parameter auf das Erkrankungsrisiko zu bertcksichtigen.
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Die Ergebnisse der statistischen Auswertung sind im Folgenden jeweils
tabellarisch und graphisch dargestellt. Bei den Abbildungen werden die
ermittelten Odds Ratios inklusive der 95%-Konfidenzintervalle fir die
untersuchten Erkrankungsgruppen dargestellt. Speziell fur die Gruppe der
Asbestosen erfolgte eine Unterteilung nach dem Rodntgenbefund in
Lungenasbestosen oder Pleuraasbestose unter besonderer Bertcksichtigung

des Schweregrades hinsichtlich der Auspragung des Befundes.

4.3.1 Erkrankungsrisiko in Abhéangigkeit vom Polymorphismus im
Codon 10 des TGF-B1-Gens

Die einzelnen Odds Ratios aller untersuchten Erkrankungsgruppen sind
Tabelle 10 zu entnehmen. Fur den Polymorphismus des Codon 10 lagen die
ermittelten Odds Ratio (OR) zwischen den signifikanten Werten von OR=0,43
(95%-K1=0,19-0,99; p=0,047) bei asbestbedingten Bronchialkarzinomen (BK
Nr. 4104) und OR=4,71 (95%-KI=1,01-21,90; p=0,049) bei hyaliner
Pleuraasbestose des Verbreitungsgrades 1 (BK Nr. 4103).

Fur Patienten mit fibrosierenden Lungenerkrankungen errechnete sich ein
erhohtes Risiko von OR=1,26 (95%-KI 0,78-2,02). In dieser Gruppe lag das
hdchste Risiko fur idiopathische Lungenfibrose bei OR=2,04 (95%-KI KI=0,82-
5,05), das niedrigste fur die Silikose (BK Nr. 4101) bei OR= 1,06 (95%-KI
K1=0,61-1,84). Fur Patienten mit Asbestosen (BK Nr. 4103) errechnete sich
eine OR=1,29 (95%-KI=0,79-2,11). Es fallt auf, dass sich die hochsten Risiken
innerhalb der Gruppe der Asbestosen bei den Patienten mit hyalinen
Pleuraplaques des Auspragungsgrades 1 befinden OR=4,71 (95%KI=1,01-
21,9), vgl. Abb. 14.

Im Gegensatz zu den fibrosierenden Lungenerkrankungen ist das Risiko fir
asbestinduzierte Bronchialkarzinome (BK Nr. 4104) bei Tragern des Prolin-
codierenden Allels signifikant auf OR=0,43 (95%-KI=0,19-0,99; p=0,047)

vermindert.
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Beziglich der Bronchialkarzinome, die nicht auf Asbestfaserstaub-
Einwirkungen zurtickgefuhrt werden kdnnen, ergab sich kein verandertes
Risiko infolge des Polymorphismus im Codon 10 des TGF-R31-Gens (OR=1,05;
95%-K1=0,59-1,88), vgl. Abb 13.

Fibrosierende Lungenkrankheiten m
Silikose (BK Nr. 4101) =
Asbestose (BK Nr. 4103) e
Lungenfibrose anderer Genese H——
Pleuramesotheliom (BK Nr. 4105) b
Bronchialkarzinom (BC) !
Asbestinduziertes BC (BK Nr. 4104) Las P=0,047
BC anderer Genese 1

r T T T T T T T OR
0 2 4 6 8 10 12 14

Abb. 13: Darstellung der Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fir den
Polymorphismus TGF-B1 im Codon 10. Fir signifikante Ergebnisse sind die P-Werte
angegeben. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie markiert.

Lungenasbestose

Streuung kleiner unregelmaBige Schatten (s, t,u) HH
1/1,1/2 n. ILO -
2/1, 2/2, 2/3n. ILO [
3/1, 3/2, 3/+ n.ILO |_—|
Pleuraasbestose H“I
Verkalkende Plaques
Umschriebene Pleuraverdickung H‘"
Verbreitungsgrad 1 HE—
Verbreitungsgrad 2 H@.I
Verbreitungsgrad 3 %_:
Z)rﬁslgriigféueeileuraverdickung f4—— P=002
Verbreitungsgrad 1 l * | p=0049
Verbreitungsgrad 2 H——
Verbreitungsgrad 3 F——
Hyalinosis complicata H‘ _|
R I PR i L R S P P i R S g SR L N 0 1
0 5 10 15 20 25 30

Abb. 14: Darstellung der Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fir den
Polymorphismus des TGF-B1 im Codon 10. Fir signifikante Ergebnisse sind die P-Werte
angegeben. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie markiert.
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Mit zunehmendem Alter verkalken die Pleuraplaques. Das Risiko an einem
Bronchialkarzinom zu erkranken, nimmt mit dem Rauchkonsum zu.

Um einen Einfluss des Alters und des Rauchverhaltens auf das Risiko fur ein
Entstehen der einzelnen Erkrankungen zu prufen, wurden ergédnzend die
Risikoabschéatzungen (Odds Ratios) auf das Alter und das Rauchverhalten in
Packungsjahren adjustiert.

Dies hatte auf die Ergebnisse fir die einzelnen Diagnosegruppen einen

modifizierenden Einfluss.

Die auf das Alter und das Rauchverhalten adjustierten Risikoabschatzungen
sind in Tabelle 11 dargestellt. Nach Adjustierung lag die OR bei OR=2,53
(95%-Kl1=0,97-6,59) fur Patienten mit einer hyalinen und bei OR=0,66 (95%-
K1=0,29-1,50) fur Patienten mit verkalkenden Pleuraplaques (Verbreitungsgrad
2), vgl. Abb. 16.

Patienten mit fibrosierenden Lungenerkrankungen hatten eine nach Alter und
Rauchverhalten adjustierte OR von 1,30 (95%-KI=0,73-2,32). Auch hinsichtlich
des Auspradgungsgrades in den Untergruppen aller fibrosierender
Lungenerkrankungen fihrte die Adjustierung zu keiner wesentlichen
Veranderung.

FUr das asbestinduzierte Bronchialkarzinom errechnete sich eine nach Alter
und Rauchverhalten adjustierte OR von OR=0,72 (95%-KI=0,19-2,79), welche
sich von der nicht adjustierten OR nicht wesentlich unterschied. Fur die
Gesamtheit der Patienten mit Bronchialkarzinomen ergibt sich eine Odds
Ratio von OR=0,81 (95%-KI=0,38-1,73).

Das Risiko, an einem Pleuramesotheliom zu erkranken, lag nach der
Adjustierung bei OR=1,23 (95%-KlI=0,42-3,56) im Vergleich zur rohen
OR=1,65 (95%-KI=0,65 - 4,16) und unterschied sich somit nicht wesentlich,
vgl. Abb. 15.
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Fibrosierende Lungenkrankheiten H—

Silikose (BK Nr. 4101) ]

Asbestose (BK Nr. 4103) H—

Lungenfibrose anderer Genese I B
Pleuramesotheliom (BK Nr. 4105) [ N
Bronchialkarzinom (BC) ]

Asbestinduziertes BC (BK Nr. 4104)  H¥r——

BC anderer Genese s

Abb. 15: Darstellung der adjustierten Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fir den
Polymorphismus TGF-31 im Codon 10. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie

markiert.

Lungenasbestose
Streuung kleiner unregelmaBige Schatten (s, t,u)

1/1,1/2 n. ILO

2/1, 2/2, 2/3 n. ILO

3/1, 3/2, 3/+ n. ILO
Pleuraasbestose

Verkalkende Plaques
Umschriebene Pleuraverdickung

Verbreitungsgrad 1
Verbreitungsgrad 2
Verbreitungsgrad 3

Hyaline Plaques
Umschriebene Pleuraverdickung

Verbreitungsgrad 1
Verbreitungsgrad 2
Verbreitungsgrad 3

Hyalinosis complicata

H—
]
e
e
e
b
e
R
R
¥
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l
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Abb. 16: Darstellung der adjustierten Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fir den
Polymorphismus TGF-1 im Codon 10. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie

markiert.
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4.3.1.1 Vergleich der Risiken von (Asbestfaserstaub-verursachten)
Lungenfibrosen mit denen eines (Asbestfaserstaub-verursachten)

Bronchialkarzinoms

Die Auswertungen zeigten, dass sich die Risiken fur eine Erkrankung an
Lungenfibrosen und Lungenkrebs gegenlaufig verhalten.

Zusatzlich zur Berechnung des Erkrankungsrisikos im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe sollten daher die Odds Ratios fir Lungenfibrosen in direktem
Vergleich zu den Bronchialkarzinomen bestimmt werden.

Bei Gegenuberstellung aller Lungenfibrosen und Bronchialkarzinome
unabhangig von der zugrunde liegenden Ursache ergab sich fir
Lungenfibrosen eine OR=1,46 (95%-KI=1,01-2,11, p=0,045), fur
Bronchialkarzinome eine OR=0,66 (95%-KI=0,47-0,99, p=0,045). Fir den
Anteil der Asbestosen lag die OR bei OR=3,012 (95%-Kl=1,44-6,289,
p=0,003), fur den der asbestverursachten Bronchialkarzinome bei OR=0,33
(95%-Kl1=0,16-0,69, p=0,003). Bei Probanden, deren Erkrankung nicht auf
eine Asbesteinwirkung zuriickgefuhrt wurde, errechnete sich hingegen kein
signifikantes Ergebnis.

Die Ergebnisse der OR-Analysen vor und nach Adjustierung auf das Alter und
das Rauchverhalten der Probanden sind Tabelle 12 zu entnehmen.

Nach Adjustierung auf Alter und Rauchverhalten bestatigten sich die
Ergebnisse. Das Risiko fur die Patienten mit Lungenfibrosen gegentber denen
mit Bronchialkarzinomen war signifikant erhéht (OR=1,76; 95%-KI=1,14-2,72,
p=0,011).
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4.3.2 Erkrankungsrisiko in Abhangigkeit vom Polymorphismus im Codon
25 des TGF-B1-Gens

Die Erkrankungsrisiken in Abhangigkeit vom Polymorphismus im Codon 25 des
TGF-B1-Gens sind Tabelle 13 zu entnehmen.

Die Odds Ratio der Bronchialkarzinome wird auf unter 1 berechnet. Anders als
beim Codon 10 ergab sich im Codon 25 auch fur das Pleuramesotheliom ein
tendenziell vermindertes Risiko mit OR=0,65 (95%-KI=0,27 - 1,57).

Fur den Polymorphismus des Codon 25 errechneten sich Odds Ratios
zwischen OR=0,24 (95%-KI=0,03-1,92) bei Patienten mit asbestbedingten
Bronchialkarzinomen (BK Nr. 4104) und OR=3,04 (95%-KI=0,89-10,46) bei
Patienten mit hyalinen Pleuraplagues der Nr. 4103 BKV (Verbreitungsgrad 1).
Das Risiko in Abhéngigkeit des Polymorphismus mit Nachweis mindestens
eines Prolin-codierenden Allels ergab fur die Gesamtheit der Patienten mit
fibrosierenden Lungenerkrankungen ein nicht signifikant erhdhtes Risiko von
OR=1,38 (95%-KI=0,69-2,77). In dieser Gruppe ergab sich das héchste Risiko
vergleichbar mit Codon 10 fur Patienten mit einer idiopathischen Lungenfibrose
(OR=1,56; 95%-KI=0,52-4,71) und das niedrigste fir Patienten mit einer
Silikose (BK Nr. 4101) mit OR=1,33 (95%-KI=0,60-2,93). Patienten mit einer
Asbestose (BK Nr. 4103) und mindestens einem Prolin-codierenden Allel
wiesen ein Risiko von OR=1,39 (95%-K|=0,79-2,11) auf. Die hoéchsten OR
wurden bei Patienten mit hyalinen OR=3,04 (95%KI=0,89-10,46) und
verkalkenden OR=2,25 (95%KI=0,80-6,30) Pleuraplaques ermittelt, vgl. Abb.
18.

Fir Trager des Prolin-codierenden Allels im Codon 25 ist im Vergleich zu dem
Arg25Arg-Genotyp das Risiko sowohl fiir asbestinduzierte Bronchialkarzinome
(BK 4104) auf OR=0,24 (95%-KI=0,03-1,92) als auch fur Bronchialkarzinome
anderer Genese auf OR=0,77 (95%-KI1=0,31-1,91) vermindert.

Das Risiko fur eine Pleuramesotheliom-Erkrankung errechnet sich zu einer
OR=0,54 (95%-KI=0,11-2,63). Der tendenzielle Einfluss des Prolin-codierenden
Allels im Codon 25 ist fur diese Erkrankung somit gegensatzlich zu dem flr
Codon 10, vgl. Abb. 17.
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Abb. 17: Darstellung der Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fir den
Polymorphismus des TGF-B1 im Codon 25. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten
Linie markiert.
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Abb. 18: Darstellung der Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fur den
Polymorphismus des TGF-R1 im Codon 25. Fur signifikante Ergebnisse sind die P-Werte
angegeben. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie markiert.
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Mit zunehmendem Alter verkalken die Pleuraplaques. Das Risiko an einem
Bronchialkarzinom zu erkranken nimmt mit dem Rauchkonsum zu.

Um einen Einfluss des Alters und des Rauchverhaltens auf das Risiko fir ein
Entstehen der einzelnen Erkrankungen zu prufen, wurden ergédnzend die
Risikoabschéatzungen (Odds Ratios) auf das Alter und das Rauchverhalten in

Packungsjahren adjustiert. Die Ergebnisse sind Tabelle 14 zu entnehmen.

Fur Patienten mit hyalinen Pleuraplaques (Verbreitungsgrad 1) ergab sich
unter der Voraussetzung des Arg25Pro-/Pro25Pro-Genotyps ein signifikant
erhohtes Risiko von OR=5,16 (p=0,023; 95%-KI=1,26-21,2), vgl. Abb. 20. Die
niedrigste  OR wurde bei Trager des Prolin-codierenden Allels fir
asbestinduzierte Bronchialkarzinome (OR=0,31; 95%-KI=0,02-5,77) errechnet.
Die OR fur Patienten mit fibrosierenden Lungenerkrankungen betragt
OR=1,65 (95%-KI=0,68-4,03). Die OR bei Patienten mit einer Silikose (Nr.
4101 BKV) lag bei OR=1,93 (95%-KI=0,69-5,43) und fiur Patienten mit einer
Asbestose bei OR=1,65 (95%-KI=0,66-4,08).

Die Kalkulation der Odds Ratio fur Patienten mit Bronchialkarzinomen ergab
unverandert Risiken unter 1 (OR=0,69; 95%-KI=0,19-2,45).

Das adjustierte Risiko fir Pleuramesotheliom-Erkrankungen lag bei OR=0,43
(95%-K1=0,05-3,83) im Vergleich zur rohen OR=0,54 (95%-KI=0,11-2,63).

Damit ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede, vgl. Abb. 19.
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Abb. 19: Darstellung der adjustierten Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fir den
Polymorphismus TGF-1 im Codon 25. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie
markiert.
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Abb. 20: Darstellung der adjustierten Odds Ratios (*) incl. der 95%-Konfidenzintervalle fiir den
Polymorphismus TGF-R1 im Codon 25. Die Odds Ratio von 1 ist mit einer senkrechten Linie
markiert.
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4.3.2.1 Vergleich der Risiken von (Asbestfaserstaub-verursachten)
Lungenfibrosen mit denen eines (Asbestfaserstaub-verursachten)

Bronchialkarzinoms

Wie bei Codon 10 waren auch in Abhéangigkeit des Codon 25 die
Erkrankungsrisiken  fir Lungenfibrosen gegenlaufig zu denen fir
Bronchialkarzinome. Um diese Ergebnisse zu Uberprifen, wurden neben dem
Vergleich von Patienten und Kontrollpersonen die Lungenfibrosen den
Bronchialkarzinomen direkt gegenubergestellt und das Erkrankungsrisiko
evaluiert. Die Ergebnisse der OR-Analysen vor und nach Adjustierung auf

Alter und Rauchverhalten sind Tabelle 15 zu entnehmen.

Fur Patienten des Genotyps Arg25Pro und Pro25Pro zeigte sich dabei ein
signifikant erhdhtes Risiko fir die Erkrankung an Lungenfibrosen mit OR=2,13
(p=0,019; 95%-KI=1,13 - 3,40) gegenuber der Erkrankung an
Bronchialkarzinomen OR=0,47 (95%-K1=0,25-0,88, p=0,019).

Dieser Zusammenhang stellt sich tendenziell ebenfalls fir die asbestbedingten
Lungenfibrosen und Bronchialkarzinome dar. Im Codon 25 konnten
diesbeziiglich jedoch keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden.

Das Risiko fur eine nachweislich durch Asbest verursachte Lungenfibrose lag
bei OR=5,887 (95%-KI=0,79-43,90), fir asbestinduzierte Bronchialkarzinome
bei OR=0,17 (95%-KI=0,23-1,27, p=0,084).
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5 Diskussion

Durch Asbestfaserstaub verursachte Lungen- und Pleuraerkrankungen stellen
nach wie vor haufig anerkannte Berufskrankheiten dar. Trotz des generellen
Asbestverbotes im Jahre 1993 ist wegen der Latenzzeit ein weiterer Anstieg
der Asbestfaserstaub-verursachten Berufskrankheiten in den nachsten 10 bis
20 Jahren zu erwarten.
Diese Tatsache stellt weiter wachsende Anforderungen an praventive
MalRnahmen fir Personen, die zum Beispiel am Arbeitsplatz solchen
kanzerogenen Stoffen wie Asbestfasern ausgesetzt sind. Zur Vermeidung
gefahrstoffbedingter Berufskrankheiten kommt der Primarpravention, dem
Schutz vor direkter Exposition gegeniber definierten Kanzerogenen, die
grodte Bedeutung zu. Im Fall der Asbestexposition ist der Grof3teil der
Exposition jedoch bereits erfolgt. Die gesundheitlichen Folgen dieser
Exposition stellen aufgrund einer etwa 30-jahrigen Latenz zwischen Exposition
und den Krankheitsbildern einer Asbestose, eines Bronchialkarzinoms oder
eines Pleuramesothelioms eine aktuelle und zukinftige arbeitsmedizinische
und sozialmedizinische Problematik dar.
Der Sekundarpravention kommt an dieser Stelle eine gro3e Bedeutung zu.
Voraussetzungen fur effektive Screening- Untersuchungen bei durch
Exposition gegenuber humankanzerogenen Stoffen gefahrdeten
Personengruppen sind:

» die Eingrenzung von Hochrisikogruppen

» ein diagnostizierbares praklinisches Stadium der (Tumor)-Erkrankungen

» eine valide Methode zur Friuherkennung der effektiven Therapie

zuganglicher Tumorstadien

» ein akzeptables Kosten-Nutzen-Verhaltnis
Die genetische Pradisposition kann in Zukunft ein wichtiger Marker zur

Eingrenzung von Risikogruppen sein. Mithilfe moderner

Untersuchungsmethoden zur Identifikation von einzelnen Genen und
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Gensequenzen kann deren Einfluss auf die Suszeptibilitat unterschiedlicher
Erkrankungen dargestellt werden.

In der vorliegenden Studie wurden unter Verwendung der real-time PCR-
Methode Polymorphismen im Codon 10 und 25 des TGF-B1 Gens untersucht.
TGF-B spielt in der Pathophysiologie fibrosierender und maligner
Lungenerkrankungen eine zentrale Rolle. Es sollte in dieser Studie untersucht
werden, inwiefern Punktmutationen im Gen dieses Zytokins mit einer

Risikomodifikation Asbest-induzierter Lungenerkrankungen einhergehen.

5.1 Allelfrequenzen des TGF-B im internationalen Vergleich

Aus der Genotypverteilung internationaler Studien wurden die Allelfrequenzen
fur Leucin und Prolin im Codon 10 sowie Arginin und Prolin im Codon 25
berechnet und in Tabelle 16 aufgelistet.

Besonders im Codon 25 liegt in der kaukasischen Bevolkerung eine sehr
geringe Allelfrequenz von durchschnittlich 7,5% (Spannweite 4,6% - 10%) fur
das Prolin-codierende Allel vor. In der vorliegenden Studie betragt die
Frequenz des Prolin-codierenden Allels im Codon 25 6% und liegt somit nahe
dem kaukasischen Durchschnitt. In der arabischen Bevolkerung ist das Prolin-
codierende Allel im Codon 25 mit durchschnittlich 4,5% (Spannweite 2,1% -
6,9%) etwas geringer frequentiert. In Asien konnte der Polymorphismus
Arg25Pro bisher nicht nachgewiesen werden (siehe Tabelle 16).

Im Codon 10 liegt die durchschnittliche H&aufigkeit des Prolin-codierenden
Allels fir Kaukasier bei 37,7% (Spannweite 33% - 41,8%). Die vorliegende
Studie befindet sich mit einer Allelfrequenz von 39,7% innerhalb dieses
Bereiches. Fir die arabische Bevolkerung liegt nur ein Einzelwert von 55,4%
vor. Auch fur die asiatische Bevolkerung liegt nur eine einzelne Frequenz fir

das Prolin-codierende Allel im Codon 10 von 48,6% vor (siehe Tabelle 16).
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Tabelle 16: Allelfrequenzen der Polymorphismen im Codon 10 und 25 des TGF-B1 Gens in
Abhéngigkeit von der ethnischen Herkunft

Kontroll-
kollektiv
Autor (Jahr) Ethnische Herkunft (n) Allelfrequenzen (%)
Codon 10 Codon 25
Leu Pro Arg Pro

Kaukasier
Cambien (1996) Nordirland, Frankreich 629 59,4 40,6 93,2 6,8
Awad (1998) UK 107 65 35 90 10
El-Gamel (1999) UK 96 67 33 90,5 9,5
Baan (2000) Niederlande 94 62 38 92 8
Gewaltig (2002) Deutschland 97 64,4 35,6 94,3 57
Xaubet (2003) Spanien 140 58,2 41,8 95,4 4,6
Riha (2004) Australien 280 - - 93 7
Patel (2005) UK 410 62,9 37,1 - -
Patel (2005) UK 313 - - 93,6 6,4
Wang (2005) Deutschland 50 65 35 92 8
Bastirk (2005) Turkei 50 59 41 90 10
Vorliegende Studie Deutschland 83 60,3 39,7 94 6
Araber
Frossard (2000) Vereinigte Arabische Emirate 142 . ) 97,9 21
Frossard (2001) Vereinigte Arabische Emirate 72 ) ) 93.1 6.9
Omrani (2009) Iran 101 44,6 55,4 - -
Asiaten
Powell (2000) Japan 110 - - 100
Ohtsuka (2002) Japan 47 - - 100
Wang (2005) China 104 51,4 48,6 100 0
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5.2 Funktionelle Auswirkungen des TGF-B

In vielen Studien wird Uber TGF-B ,High-Producer® und ,Low-Producer”
berichtet. Diese Begriffe beschreiben den Zusammenhang zwischen Genotyp
und quantitativer TGF-B1 Protein-Produktion.

Im peripheren Blut 36 gesunder Probanden konnte mittels ELISA eine
signifikant gesteigerte Protein-Produktion von TGF-B1 (Median: 10,037 +/-
0,745ng/ml, p<0,02) bei dem homozygoten Genotyp Arg25Arg festgestellt
werden. Der Genotyp Arg25Pro hingegen wird als ,Low-Producer” (Median:
6,729 +/-0,883ng/ml) bezeichnet (Awad et al., 1998).

Bei Patienten mit Leberfiborose konnten mittels Sandwich-ELISA in
thrombozytenfreiem Blutplasma hohere TGF-1 Protein-Konzentrationen
gemessen werden, wenn es sich um homozygote Trager des Arginin-
codierenden Allels handelte (Median der TGF-R1-Konzentration: 21,3ug/l), im
Vergleich zu heterozygoten Genotypen (Median der TGF-B1-Konzentration:
13,8ug/l). Fur das Codon 10 ergaben sich keine wesentlichen TGF-f1
Konzentrationsunterschiede zwischen dem Genotyp LeulOLeu (Median:
20,4ug/l) und Prol0Pro (Median: 21,6ug/l). Bei dem heterozygoten Genotyp
LeulOPro ergab sich eine geringere TGF-31 Protein-Konzentration (Median:
13,8ug/l) (Gewaltig et al., 2002).

Die physiologische Funktion von TGF-B besteht in der Regulation der
Zellproliferation und —differenzierung sowie zellularer Entziindungsreaktionen
und der Bildung extrazellularer Matrix (Mossman et al., 1996; Mossman et al.,
1998; Goldstein et al., 1995). TGF-f ist der potenteste profibrotische Mediator
(Lc Roy et al, 1990; Jagirdar et al., 1997), kann aber ebenso die
Zellproliferation hemmen, indem er deren Differenzierung oder Apoptose
fordert (Blobe et al., 2000).

Betrachtet man diese profibrotische Funktion von TGF-B, ware zu erwarten,
dass die ,High-Producer® Genotypen Arg25Arg und LeulOLeu mit einem
hoheren Risiko beziiglich fibrosierender Erkrankungen verbunden sind.
Gewaltig et al. (2002) und Tag et al. (2003) assoziieren zwar den Genotyp
Arg25Arg und LeulOLeu mit einer héheren TGF-B1 Plasmakonzentration als
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die heterozygoten Genotypen Arg25Pro und LeulOPro. Gleichzeitig stellen sie
aber fest, dass die homozygoten Genotypen (Arg25Arg und LeulOLeu) bei
Patienten mit schwerer Leberfibrose infolge Hepatitis C signifikant seltener

vorkommen (Gewaltig et al. 2002, Tag et al. 2003).

Es muss bericksichtigt werden, dass eine vermehrte Produktion von TGF-f1
nicht mit einer erhdhten Bioaktivitat gleichzusetzen ist (Grainger et al., 1999).
Awad et al. (1998) bestimmt fir den Genotyp Arg25Arg eine héhere TGF-f1
Protein-Produktion als fur den Genotyp Arg25Pro. Dabei bezieht er sich auf
die totale TGF-B1 Konzentration, welche sowohl den biologisch aktiven als
auch den inaktiven Protein-gebundenen Anteil des Zytokins umfasst (Gewaltig
et al., 2002).

Unter inflammatorischen Bedingungen kann die TGF-B1 Synthese am Ort der
Fibroseentstehung von der in Leukozyten des peripheren Blutes abweichen
(Tag et al., 2003). Die Wirkung dieses Zytokins zeigt sich zudem
hauptsachlich auf parakrinem Weg direkt am Ort der Sekretion (Gewaltig et
al., 2002). Die im peripheren Blutplasma gemessene TGF-B Konzentration
kann sich daher von den Konzentrationen innerhalb anderer Kompartimente
und Gewebe, wie dem Lungengewebe, unterscheiden. (Tag et al., 2003;
Gewaltig et al., 2002).

Der Wirkungsmechanismus von TGF-B1, an dem eine Vielzahl von weiteren
regulativen Faktoren beteiligt ist, ist au3erordentlich komplex. Beispielsweise
konnten in  Alveolarepithelzellen von Patienten mit idiopathischer
Lungenfibrose Mikrosatelliten-Instabilitaiten in dem Gen des TGF-p1
Rezeptors Typ |l festgestellt werden (Xaubet et al. 2003). Andere
Polymorphismen im Bereich von Co-Faktoren und Proteinen der TGF-$
Signalkaskade wurden in der vorliegenden Studie nicht bericksichtigt.
Watanabe et al. 2002 identifizierten 106 Polymorphismen und 11 andere
Genvarianten in sieben Genen fir Proteine der TGF-B Signalkaskade
(TGFBR1, TGFBR2, SMAD2, SMAD3, SMAD4 und SMAD7), davon 9 in

codierenden Regionen. Verwendet wurde DNA aus peripheren Lymphozyten
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von 48 gesunden japanischen Probanden (Watanabe et al. 2002). Eines von
vielen Enzymen, uber die TGF-B seine Wirkung entfaltet, ist beispielsweise
Arginase-1, welches die Kollagensynthese in Lungenfibroblasten beeinflusst.
Wird es gehemmt, reduziert sich die TGF-B-induzierte Kollagenproduktion
signifikant (Kitowska et al. 2008). Ein Basenaustausch, der die Funktion von
Arginase-1 moduliert, ware hierbei von grol3er Bedeutung.

Es bleibt zu bedenken, welchen Effekt der Austausch der Aminosauren
Arginin bzw. Leucin gegen Prolin auf die biologische Aktivitat, die Funktion
und die Konzentration von TGF-B1 hat. Beide Polymorphismen befinden sich
am 5“-Ende der Sequenz von TGF-B1, die vermutlich bei der
posttranslationalen Modifizierung des Proteins im endoplasmatischen
Retikulum eine Rolle spielt (Gewaltig et al., 2002).

Der Austausch von Leucin zu Prolin kdnnte zu einer ver&nderten Funktion des
Enzyms fihren und die Synthese oder Aktivierung des Proteins dadurch
modifizieren (Wang et al. 2005). Ein indirekter Effekt auf die
Enzymkonzentration (Wang et al. 2005) und eine dreidimensionale
Konformationsédnderung des Proteins nach Einbau von Prolin (Gewaltig et al.,
2002) waren denkbar.

5.3 Das mit den Polymorphismen des TGF-B1 Gens
assoziierte Erkrankungsrisiko

In unserer Studie konnte ein Zusammenhang zwischen den untersuchten
TGF-B1 Polymorphismen an den Stellen TGF-B1 +869 Codon 10 (T>C bzw.
Leu>Pro) und TGF-B1 +915 Codon 25 (G>C bzw. Arg>Pro) und dem
Erkrankungsrisiko fir fibrosierende sowie maligne Lungenerkrankungen
ermittelt werden. Das Prolin-codierende Allel war in beiden Codons mit einem
erhohten Risiko (Codon 10: OR=1,76, 95%-KlI=1,14-2,72, p=0,011; Codon 25:
OR=2,27, 95%-Kl=1,14-4,52, p=0,02) fur fibrosierende und im Gegensatz
dazu mit einem verminderten Risiko fur maligne Lungenerkrankungen
assoziiert (Codon 10: OR=0,56, 95%-Kl=0,36-0,87, p=0,009; Codon 25:
OR=0,47, 95%-K1=0,24-0,94, p=0,032).
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Diese Beobachtung deckt sich mit der bisher in der Fachliteratur
beschriebenen physiologischen Funktion von TGF-.

5.3.1 Fibrosierende Erkrankungen

Die Risiken in der vorliegenden Studie, ermittelt aufgrund der Odds Ratio
Analysen fur Patienten mit Lungenfibrosen und Bronchialkarzinomen
gegenuber der gesunden Kontrollgruppe, lassen einen Trend erkennen, der
Prolin eine protektive Rolle bezilglich maligner (Codon 10: OR=0,81, 95%-
KI=0,38-1,73; Codon 25: OR=0,69, 95%-KI=0,19-2,45) und die eines
Risikofaktors in Bezug auf fibrosierende Lungenerkrankungen zuschreibt
(Codon 10: OR=1,3, 95%-KI=0,73-2,32; Codon 25: OR=1,65, 95%-KI=0,68-
4,03).

Die Gegenuberstellung von Patienten mit fibrosierenden Lungenerkrankungen
und Patienten mit Bronchialkarzinomen zeigt signifikante Ergebnisse.
Demnach besteht fur die Genotypen LeulOPro, ProlOPro, Arg25Pro und
Pro25Pro ein signifikant erhohtes Risiko, an Lungenfibrose zu erkranken
(Codon 10: OR=1,76, 95%-Kl=1,14-2,72, p=0,011; Codon 25: OR=2,27, 95%-
Ki=1,14-4,52, p=0,02), fur Bronchialkarzinome eine signifikante
Risikoreduktion (Codon 10: OR=0,56, 95%-KI1=0,36-0,87, p=0,009; Codon 25:
OR=0,47, 95%-KI1=0,24-0,94, p=0,032).

Dieses Risikoverhéltnis ist besonders deutlich bei Trégern des Prolin-
codierenden Allels in Codon 10, deren Erkrankungen auf Asbesteinwirkung
beruhen (BK Nr. 4103: OR=3,72, 95%-KI=1,56-8,85, p=0,003 und BK Nr.
4104: OR=0,27, 95%-KI=0,11-0,66, p=0,004).

Nach Adjustierung auf Alter und Rauchverhalten der Probanden bleibt dieser

Trend in allen Erkrankungsgruppen erhalten.

Das Prolin-codierende Allel im Codon 10 wurde bereits mit einer
Verschlechterung der Sauerstoff-Diffusionskapazitat in der Lunge in einer
Studie Uber 128 Patienten mit IPF (Idiopathische Lungenfibrose) in

Zusammenhang gebracht. Uber einen Zeitraum von mehreren Monate (30,3 +
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25 Monate) zeigte sich bei Tragern des Prolin-codierenden Allels im Codon 10
eine Veranderung der alveolar-arteriellen Sauerstoffdifferenz von +0,42 + 0,68
mmHg/Monat, bei homozygoten Patienten des Genotyps LeulOLeu dagegen -
0,17 = 0,8 mmHg/Monat (p=0,002) (Xaubet et al. 2003).

Eine Gruppe von 48 Patienten mit hepatischer Fibrose durch chronische
Hepatitis C wurde mit 97 gesunden Kontrollen verglichen. Es fanden sich
dabei signifikant haufiger schwere Fibrosen unter Tragern des Genotyps
LeulOPro (METAVIR-Score 3, p=0,0236) und Arg25Pro (METAVIR-Score 3,
p=0,0236). Zusatzlich wurde eine schnellere Fibroseprogression unter Einfluss
von Prolin sowohl im Codon 10 (LeulOPro: Median: 0,16 units/year, Pro10Pro:
Median: 0,18 units/year, p<0,02) als auch im Codon 25 (Arg25Pro: Median:
0,23 units/year, p= 0,0318) beschrieben (1,0 units/year = +1 im METAVIR-
Score/Jahr) (Gewaltig et al., 2002).

Unter Verwendung der LightCycler Methode konnten Wang et al. (2005) fur
die Genotypen LeulOPro und Prol0Pro ein erhohtes Fibroserisiko (X?=4,39,
p=0,036) in einer Gruppe von 210 kaukasischen Patienten mit chronischer
Hepatitis C beobachten. Zusatzlich zeigten sich unter Patienten mit den
Genotypen Arg25Pro und Pro25Pro hohere Schweregrade der Fibrose
(X?=5,97, p=0,015).

Mit Hilfe der gleichen Technik demonstrierten Tag et al. (2003) die
Abhéangigkeit des Schweregrades der Leberfibrose bei chronischer Hepatitis C
von dem Prolin-codierenden Allel im Codon 25. Bei 44 Patienten mit schwerer
Leberfibrose (METAVIR-Score 3-4) konnte dieses Allel im Vergleich zu 162
Patienten mit leichter Leberfiborose (METAVIR-Score 0-2) doppelt so haufig
nachgewiesen werden (X?=4,9; p=0,027).

Awad et al. (1998) und El-Gamel et al. (1999) jedoch beschrieben im
Zusammenhang mit dem Genotyp Arg25Arg und LeulOLeu einen
beschleunigten fibrotischen Umbau von Lungengewebe sowohl vor einer
Transplantation als auch danach im allogenen Lungentransplantat. Bei der

Genotypisierung von 95 lungentransplantierten Patienten fallt auf, dass
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diejenigen mit einer urspringlichen Lungenfibrose signifikant haufiger Trager
des Arginin-codierenden Allels im Codon 25 (99% vs. 87%, p=0,004) und des
Leucin-codierenden Allels im Codon 10 (79% vs. 59%, p=0,005) waren.
Ebenso verhielt es sich im Falle neu entstandener Fibrose im allogenen
Transplantat (Codon 25: 97% vs. 84%, p=0,01; Codon 10: 74% vs. 59%,
p>0,05). In der gleichen Studie konnte beobachtet werden, dass 23 Patienten
mit zystischer Fibrose zu 100% den Genotyp Arg25Arg und zu 70% den
Genotyp LeulOLeu trugen (Awad et al. 1998). Eine Studie mit 91 Probanden
zeigte vergleichbare Ergebnisse. Der Anteil an Patienten mit Lungenfibrose
als Transplantationsindikation war zu 98% homozygot fur Arginin im Codon 25
(p<0,05). In 39 Fallen entstand eine erneute Fibrose im Transplantat. Von
diesen Patienten hatten 92,3% (p<0,001) den Genotyp Arg25Arg. Die
geringste Uberlebensrate nach Transplantation zeigten Patienten mit dem
kombinierten Genotyp LeulOLeu-Arg25Arg (p<0,03) (EI-Gamel et al. 1999).

Patel et al. (2005) beobachteten bei 420 Patienten mit Typ | Diabetes mellitus
und Nephropathie den Genotyp LeulOLeu signifikant haufiger (X* = 9,94,
p=0,007) verglichen mit 410 Patienten mit Typ | Diabetes mellitus ohne
Folgeerkrankungen wie Nephropathie oder Angiopathie (Patel et al. 2005).

5.3.2 Maligne Erkrankungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen eine Risikoreduktion fir
Bronchialkarzinome (Codon 10: OR=0,56, 95%-KI=0,36-0,87, p=0,009; Codon
25: OR=0,47, 95%-K1=0,24-0,94, p=0,032) bei Tragern von mindestens einem
Prolin-codierenden Allel im Codon 10 und Codon 25 des TGF-B1 Gens
(Helmig et al. 2009) im Vergleich zu Probanden mit den Genotypen LeulOLeu
und Arg25Arg.

Bezuglich des Nierenzellkarzinoms konnte in einer Studie mit 29 Patienten flr
Probanden des Haplotyps ProlOPro-Arg25Arg im Vergleich zu gesunden
Kontrollen keine Risikoerhéhung festgestellt werden (OR=0,0; p=0,024; 95%-
Kl=0,0-0,93). Fur den Haplotyp LeulOLeu-Arg25Pro liegt ein signifikant

-75-



erhohtes Risiko vor (OR=10,21; p=0,014; 95%-Kl=1,03-492,38) (Basturk et al.
2005). Omrani et al. berechnete fir eine Stichprobe von 41 Patienten mit
Prostatakarzinom im Vergleich zu 101 gesunden Probanden iranischer
Herkunft ein signifikant erhdhtes Erkrankungsrisiko fur Trager des Genotyps
LeulOLeu (OR=1,67; 95%-KI=1,49-1,87; p=0,009). Das Gleiche ergab sich fir
193 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie, die homozygote Trager des
Leucin-codierenden Allels waren (OR=1,54; 95%-KI=1,40-1,67; p=0,005)
(Omrani et al. 2009).

Vor allem die Grof3e der Stichproben der einzelnen Studien muss kritisch
betrachtet werden. Die vorliegende Studie enthdlt 591 Patienten mit
fibrosierenden  Lungenerkrankungen, 176 Patienten mit malignen
Lungenerkrankungen sowie 83 gesunde Kontrollpersonen. Damit handelt es
sich um eine umfangreiche Studie mit dem grdof3ten Kollektiv. Die Fallzahlen
anderer Studien zu den Polymorphismen im Exon 1 des TGF-B1 Gens sind
teilweise deutlich geringer und kénnen Tabellen 17a bis 17c entnommen

werden.
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Tabelle 17a: Genotypverteilung von Patienten unterschiedlicher Erkrankungen und Kontrollen im
internationalen Vergleich im Exon 1 (Codon 10) des TGF-f1 Gens

Patienten/
Autor (Jahr) Kontrollen Genotypfrequenzen (%)
(n)
Patienten Kontrollen

LeulOLeu | LeulOPro | Prol0Pro | LeulOLeu | LeulOPro | Prol10Pro
Studien mit Lungenfibrosen
Awad (1998) (Kaukasier) 45/107 60 37,8 2,2 41,1 47,7 11,2
El-Gamel (1999) (Kaukasier) 42/96 43 46 11 44 46 10
Xaubet (2003) (Kaukasier) 128/140 38,3 42,2 19,5 33,6 49,3 17,1
Vorliegende Studie
(Kaukasier) 591/83 33,3 51,1 15,6 38,5 43,4 18,1
Studien mit Lungenfibrosen nach allogener Lungentransplantation
Awad (1998) (Kaukasier) 68/107 51,5 441 4.4 41,1 47,7 11,2
El-Gamel (1999) (Kaukasier) 39/96 40 46 14 44 46 10
Studien mit Cystischer Fibrose
Awad (1998) (Kaukasier) 23/107 69,6 30,4 41,1 47,7 11,2
El-Gamel (1999) (Kaukasier) 27/96 86 14 44 46 10
Studien mit Leberfibrosen
Gewaltig (2002) (Kaukasier) 48/97 37,5 41,7 20,8 45,4 38,1 16,5
Wang (2005) (Asiaten) 90/104 23,3 42,2 34,5 27,9 47,1 25
Wang (2005) (Kaukasier) 210/50 41,4 47,6 11 38 54 8
Studien mit CsA-induziertem Nierenversagen
Baan (2000) (Kaukasier) | 131/94 | 32,1 ‘ 63,4 ‘ 4,5 | 39 ‘ 46 ‘ 15
Studien mit diabetischer Nephropathie
Patel (2005) (Kaukasier) | 420/410 | 48,1 ‘ 40 ‘ 11,9 | 37,8 ‘ 50,2 ‘ 11,9
Studien mit benigner Prostatahyperplasie
Omrani (2009) (Iraner) | 193/101 | 29 ‘ 46,1 ‘ 24,9 | 18,8 ‘ 51,5 ‘ 29,7
Studien mit Myocardinfarkt
Cambien (1996) (Kaukasier) | 563/629 | 32,1 ‘ 49,2 ‘ 18,6 | 35,8 ‘ 47,2 ‘ 17
Studien mit asbestinduzierten malignen Lungenerkrankungen
Vorliegende Studie
(Kaukasier) 176/83 39,8 43,8 16,4 38,5 43,4 18,1
Studien mit Nierenzellkarzinomen
Bastirk (2005) (Kaukasier) 29/50 34,5 ’ 58,6 ’ 6,9 | 36 ’ 46 ’ 18
Studien mit Prostatakarzinomen
Omrani (2009) (Iraner) 41/101 31,7 47,8 19,5 18,8 51,5 29,7
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Tabelle 17b: Genotypverteilung von Patienten unterschiedlicher Erkrankungen und Kontrollen im

internationalen Vergleich im Exon 1 (Codon 25) des TGF-f1 Gens.

Patienten/
Autor (Jahr) Kontrollen Genotypfrequenzen (%)
(n)
Patienten Kontrollen

Arg25Arg | Arg25Pro | Pro25Pro | Arg25Arg I Arg25Pro | Pro25Pro
Studien mit Lungenfibrosen
Awad (1998) (Kaukasier) 45/107 97,8 0,2 81,3 17,8 0,9
El-Gamel (1999) (Kaukasier) 42/96 98 2 81 19 0
Xaubet (2003) (Kaukasier) 128/140 85,1 14,1 0,8 92,2 6,4 14
Vorliegende Studie
(Kaukasier) 591/83 84,1 15,7 0,2 73 10 0
Studien mit Lungenfibrosen nach allogener Lungentransplantation
Awad (1998) (Kaukasier) 68/107 94,1 5,9 81,3 17,8 0,9
El-Gamel (1999) (Kaukasier) 39/96 92,3 7,6 81 19 0
Studien mit Cystischer Fibrose
Awad (1998) (Kaukasier) 23/107 100 81,3 17,8 0,9
El-Gamel (1999) (Kaukasier) 27/96 100 0 81 19 0
Studien mit Leberfibrosen
Tag (2003) (Kaukasier) 206/0 85,4 14,6 0 0 0
Gewaltig (2002) (Kaukasier) 48/97 79,2 20,8 0 90,7 7,2 2,1
Wang (2005) (Asiaten) 90/104 100 0 0 100 0
Wang (2005) (Kaukasier) 210/50 84,8 15,2 0 84 16
Studien mit Systemischer Sklerose
Powell (2000) (Asiaten) | 59/110 | 100 ‘ 0 ‘ 0 | 100 ‘ 0 ‘ 0
Studien mit CsA-induziertem Nierenversagen
Baan (2000) (Kaukasier) | 131/94 | 85,5 ‘ 12,2 ‘ 0,3 | 84 ‘ 16 ’ 0
Studien mit diabetischer Nephropathie
Patel (2005) (Kaukasier) | 420/313 | 89,5 ‘ 9,5 ‘ 1 | 87,6 ‘ 38 I 0,3
Studien mit autosomal dominanter polyzystischer Nierenerkrankung
Ohtsuka (2002) (Asiaten) | 125/47 | 100 ‘ 0 ‘ 0 | 100 ‘ 0 | 0
Studien mit Primé&r arterieller Hypertonie
Frossard (2000) (Araber) 140/142 95,71 4,29 95,78 4,22
Frossard (2001) (Araber) 72/72 86,1 12,5 1,4 86,1 13,9
Studien mit Myocardinfarkt
Cambien (1996) (Kaukasier) 563/629 | 82,4 ‘ 16,3 ‘ 1,2 | 86,8 ‘ 12,9 ‘ 0,3
Studien mit asbestinduzierten malignen Lungenerkrankungen
Vorliegende Studie
(Kaukasier) 176/83 92 7 1 73 10 0
Studien mit Nierenzellkarzinomen
Bastlrk (2005) (Kaukasier) 29/50 58,6 41,4 0 86 8 6
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Tabelle 17c: Genotypverteilung von Patienten unterschiedlicher Erkrankungen und Kontrollen im

internationalen Vergleich im Exon 1 (Codon 263) des TGF-B1 Gens.

Patienten/
Autor (Jahr) Kontrollen Genotypfrequenzen (%)
(n)
Patienten Kontrollen
Thr263Thr | Thr263lle | lle263lle | Thr263Thr | Thr263lle | lle263lle
Studien mit Leberfibrosen
Wang (2005) (Asiaten) 90/104 100 0 0 100 0
Wang (2005) (Kaukasier) 210/50 93,3 6,7 0 90 10
Studien mit diabetischer Nephropathie
Patel (2005) (Kaukasier) 420/347 93,2 ‘ 6 ‘ 0,8 | 94,8 ‘ 52 ‘ 0
Studien mit Myocardinfarkt
Cambien (1996) (Kaukasier) 563/629 95,2 4,8 0 93 6,7 0,3

Zusammenfassend betrachtet zeigt die vorliegende Studie den Einfluss
genetischer TGF-1 Polymorphismen auf die Entwicklung asbestinduzierter
Lungenerkrankungen. Es besteht eine Assoziation der Genotypen LeulOPro
und ProlOPro sowie Arg25Pro, Pro25Pro mit einem erhdhten Risiko flr
Lungenfibrosen (Codon 10: OR=1,3, 95%-KI=0,73-2,32; Codon 25: OR=1,65,
95%-K1=0,68-4,03). Demgegeniuber steht ein vermindertes Risiko flr
Bronchialkarzinome bei Tragern dieser Genotypen (Codon 10: OR=0,56,
95%-KI=0,36-0,87, p=0,009; Codon 25: OR=0,47, 95%-Kl=0,24-0,94,
p=0,032) (Helmig et al., 2009). Verschiedene andere Studien, die den Einfluss
dieser Punktmutationen im Codon 10 und Codon 25 des TGF-B1 Gens sowohl
auf die Lunge als auch auf andere Organe untersuchten, lieferten
unterschiedliche, zum Teil gegenlaufige Ergebnisse. In Bezug auf
Lungenerkrankungen infolge Asbestfaserstaub-Einwirkung, konnten wir jedoch
einen profibrotischen, aber auch tumorprotektiven Effekt der Aminosaure
Prolin im TGFB1-Protein beobachten.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Darstellung eines mdoglichen
Zusammenhangs zwischen den Polymorphismen +869 LeulOPro (CTG>CCG)
und +915 Arg25Pro (CGG>CCG) im Exon 1 des TGF-f1 Gens und der
Suszeptibilitat  fur  Asbest-induzierte  fibrosierende  und  maligne
Lungenerkrankungen.

In die Untersuchung eingeschlossen waren 767 mannliche Patienten, im
Einzelnen 401 Patienten mit Asbestose (BK 4103), 156 mit Silikose (BK 4101),
34 mit Lungenfibrose anderer Genese, 29 mit Pleuramesotheliom (BK 4105),
32 mit Asbest-induziertem Bronchialkarzinom (BK 4104) und 115 mit
Bronchialkarzinom anderer Genese. Als Kontrollgruppe dienten 83 gesunde

mannliche Probanden.

Die DNA aller Probanden wurde aus Lymphozyten des peripheren Blutes
extrahiert und anschlieBend mittels gualitativer PCR und
Schmelzkurvenanalyse im LightCycler im Hinblick auf die Genotypen in den
Codons 10 und 25 des TGF-B1 Gens untersucht.

Ein Ergebnis der vorliegenden Studie ist ein signifikant erhdhtes Risiko fur
Patienten mit den Genotypen LeulOPro, Pro1l0Pro, Arg25Pro und Pro25Pro,
an einer Lungenfibrose zu erkranken (Codon 10: OR=1,76, 95%-KlI=1,14-2,72,
p=0,011; Codon 25: OR=2,27, 95%-KI=1,14-4,52, p=0,02), wenn man diese
Patienten mit Bronchialkarzinomen gegeniberstellt. Das Risiko, an einem
Bronchialkarzinom zu erkranken, ist fur Patienten der oben genannten
Genotypen signifikant vermindert (Codon 10: OR=0,56, 95%-KI=0,36-0,87,
p=0,009; Codon 25: OR=0,47, 95%-KI=0,24-0,94, p=0,032).

Besonders deutlich ist diese Assoziation im Falle Asbest-induzierter Lungen-
oder Pleura-Erkrankungen (BK Nr. 4103: OR=3,72, 95%-KlI=1,56-8,85,
p=0,003) und asbestverursachter Lungenkrebserkrankungen (BK Nr. 4104
OR=0,27, 95%-K1=0,11-0,66, p=0,004).
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Bezogen auf die gesunde Kontrollgruppe konnten keine signifikanten
Ergebnisse errechnet werden, jedoch zeigt das Risikoverhéltnis hier die

gleiche Tendenz.
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7/ Summary

The major aim of the study was to demonstrate a potential correlation between
the polymorphisms +869 LeulOPro (CTG>CCG) and +915 Arg25Pro
(CGG>CCQG) in Exon 1 of the TGF-B1 gene and the susceptibility for asbestos
induced fibrosing and malignant lung diseases in human.

The Study included 767 male patients involving 401 patients with asbestosis,
156 with silicosis, 34 with lung fibrosis of other origin, 29 with pleural
mesothelioma, 32 with asbestos induced bronchial carcinoma, and 115 with
bronchial carcinoma of other origin. 83 healthy male volunteers were used as

controls.

Genotyping in reference to codon 10 and 25 of the TGF-B1 gene was
performed on DNA extracted from peripheral blood lymphocytes using

qualitative PCR and true melting curve analysis by LightCycler®.

Patients with Leul0Pro, Prol10Pro, Arg25Pro and Pro25Pro genotype showed
a significantly higher risk to develop lung fibrosis compared to bronchial
carcinoma (Codon 10: OR=1,76, 95%-Cl=1,14-2,72, p=0,011; Codon 25:
OR=2,27, 95%-KI=1,14-4,52, p=0,02). Whereas the potential risk to contract
bronchial carcinoma was significantly lower (Codon 10: OR=0,56, 95%-
CI=0,36-0,87, p=0,009; Codon 25: OR=0,47, 95%-KI=0,24-0,94, p=0,032).
These findings appear especially distinct in case of asbestos induced
deseases of the lung or pleura (BK Nr. 4103: OR=3,72, 95%-CI=1,56-8,85,
p=0,003) and asbestos induced bronchial carcinoma (BK Nr. 4104: OR=0,27,
95%-Cl=0,11-0,66, p=0,004).

Related to healthy controls no significant results could be demonstrated.

However the risk ratio showed the same tendency.
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