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1. EINLEITUNG 

1.1. Tuberkulose 

1.1.1. Epidemiologie 

Tuberkulose ist nach der HIV-Infektion die weltweit häufigste Infektionskrankheit. Nach 

Schätzungen der WHO (World Health Organisation) ist ein Drittel der Weltbevölkerung mit 

Erregern der Tuberkulose infiziert (WHO, 2008). Im Jahr 2007 gab es etwa 9,27 Millionen 

(Mio.) Neuerkrankungen und 1,3 Mio. Todesfälle. Von der Gesamtzahl der Neuer-

krankungen waren ca. 4,1 Mio. Fälle (44%) Sputum-positiv (WHO, 2009). Die globale 

Prävalenz betrug 2007 ca. 13,7 Mio. Erkrankte. Die Inzidenz von Tuberkulose beläuft sich 

global auf etwa 137 neue Fälle jährlich pro 100 000 Personen. Dabei bestehen erhebliche 

regionale Unterschiede. 22 Länder werden von der WHO als high-burden countries be-

nannt. In diesen Ländern treten ca. 80% aller Fälle auf. Auf Kontinente bezogen finden 

sich in Asien 55% und in Afrika 31% aller Fälle. Afrika hatte im Jahr 2007 die höchsten 

Inzidenzen mit durchschnittlich 363/100 000 pro Jahr. Von besonderer Bedeutung sind 

Südafrika und Simbabwe mit 948/100 000 bzw. 782/100 000 Fällen pro Jahr. 

Obwohl die absolute Zahl von Neuerkrankungen an Tuberkulose aufgrund des Bevölke-

rungswachstums weiterhin ansteigt, nimmt die weltweite Inzidenz mit etwa 1% pro Jahr 

langsam ab (WHO, 2009). 

 

Abbildung 1.1. Geschätzte Inzidenz der Tuberkulose pro Land, 2007 (WHO, 2009) 
Inzidenz der Tuberkulose (alle Formen) bezogen auf 100 000 Personen im Jahr 2007. 
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1.1.2. Erreger 

Die Erreger der Tuberkulose sind Bakterien der Ordnung Actinomycetales, Familie Myco-

bacteriaceae, Gattung Mycobacterium (Barrera, 2007). Es handelt sich um aerobe, unbe-

wegliche, langsam wachsende und obligat intrazelluläre Stäbchenbakterien mit einer 

Länge von 1-10 µm. 

Innerhalb der Gattung Mycobacterium (M.) sind nur wenige Bakterien für den Menschen 

als Pathogene von Bedeutung. Die Erreger der Tuberkulose werden im M. tuberculosis-

Komplex (MTBK) zusammengefasst. Es handelt sich dabei einerseits um die typischen 

Erreger M. tuberculosis und M. africanum, andererseits um die hauptsächlich tierpathoge-

nen M. bovis, M. microti, M. canettii und M. pinepedii (RKI, 2009). Daneben gibt es weite-

re Mykobakterien, die unter dem Begriff „nicht-tuberkulöse Mykobakterien“ (NTM) oder 

auch mycobacteria other than tuberculosis (MOTT) zusammengefasst werden (z.B. M. 

ulcerans, M. avium, M. intracellulare, M. marinum, M. fortuitum). 

Mykobakterien lassen sich nur schlecht durch Gramfärbung anfärben, obwohl der Zell-

wandaufbau demjenigen grampositiver Bakterien ähnelt. Ursache ist der hohe Lipidanteil 

der Zellwand. Mykobakterien nehmen nur durch spezielle Verfahren Farbe auf, die sie 

auch durch Behandlung mit Salzsäure nicht wieder abgeben. Aufgrund dieser Eigenschaft 

werden sie als „säurefest“ bezeichnet. 

Innerhalb des MTBK lassen sich Mykobakterienisolate mittels genetischer Marker 

differenzieren und so phylogenetischen Zweigen zuordnen. Genotypen können sowohl 

hinsichtlich ihrer Virulenz als auch bezüglich ihres geographischen Vorkommens variie-

ren. Mehrere Arbeitsgruppen haben phylogenetische Einteilungen der Tuberkuloseerreger 

auf Grundlage verschiedener genetischer Marker entwickelt. Die Arbeitsgruppe um S. 

Gagneux (2007) fasste nach Analyse von vier aktuellen Studien (Baker et al., 2004; Filliol 

et al., 2006; Gagneux et al., 2006; Gutacker et al., 2006) sechs Hauptgruppen zusammen. 

Dabei unterscheiden sich die als M. tuberculosis summierten Stämme von M. africanum 

durch die DNA-Deletionen RD (region of difference) 9 und TbD1 (Brosch et al., 2002). Die 

inhomogene Gruppe von M. tuberculosis lässt sich je nach regionalem Auftreten der Erre-

ger weiter in die Euro-American (EUAM)-Gruppe und die Gruppen East African-Indian, 

East Asian und Indo-Oceanic unterteilen. M. africanum wird weiter in die Gruppen West 

African 1 und West African 2 unterteilt. 
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Abbildung 1.2.  Phylogenetischer Stammbaum des MTBK (Gagneux et al., 2008) 
Differenzierung der Genotypen nach genetischen Markern. Die Bezeichnung der Genotypen in unserer Aus-
wertung legt die Nomenklatur von Gagneux et al. (2006) zugrunde. Die eckigen Kästen bezeichnen die regi-
ons of difference (RD), nach denen die Unterscheidung vorgenommen wurde. 

1.1.3. Infektionsweg und Pathogenese  

Für M. tuberculosis und M. africanum ist der Mensch alleiniges Reservoir. Für M. bovis 

und M. canettii können auch Rinder und einige Wildtierarten Reservoire darstellen 

(Barrera, 2007; RKI, 2009). 

Die Infektion erfolgt in der Regel durch Inhalation von Aerosolen. Um die Infektion über-

tragen zu können, muss ein Patient daher einen infektiösen Tuberkuloseherd mit An-

schluss an das Bronchialsystem aufweisen (offene Lungentuberkulose). Die Infektiosität 
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der Erreger ist im Vergleich zu anderen Tröpfcheninfektionen gering. Ob es zu einer An-

steckung kommt hängt einerseits von quantitativen Faktoren wie Infektionsdosis, Häufig-

keit und Intensität des Kontakts, andererseits von qualitativen Faktoren wie Virulenz der 

Erreger und persönlicher Disposition (z.B. Immunstatus, Ernährungszustand) exponierter 

Personen ab (RKI, 2009). 

Nur etwa 5-10% immunkompetenter Infizierter entwickeln im Laufe ihres Lebens eine 

klinisch manifeste Tuberkulose (RKI, 2009). Durch immunologische Mechanismen können 

die Erreger meist in ihrer Ausbreitung gehindert oder sogar eliminiert werden. Die Inkuba-

tionszeit der Tuberkulose ist variabel und ebenfalls von individuellen Faktoren abhängig. 

Sie beträgt einige Wochen bis viele Monate. Durchschnittlich manifestiert sich eine Lun-

gentuberkulose nach etwa sechs Monaten. Bei fulminanten Verläufen ist eine wesentlich 

frühere Krankheitsmanifestation möglich. 

Entsprechend dem Verlauf der Erkrankung unterscheidet man Primär- und Sekundär-

tuberkulose. Die Primärinfektion mit Mykobakterien betrifft nahezu ausschließlich die 

Lunge. Es kommt zu einer lokalen Immunreaktion mit Bildung epitheloidzellreicher, verkä-

sender Granulome. Auch zugehörige Lymphknoten, zumeist im Hilusbereich, sind betrof-

fen. Die Primärinfektion erfolgt in Ländern mit hoher Durchseuchung in der Regel im Kin-

desalter. 

Die Reaktivierung der Erkrankung bezeichnet man als Sekundärtuberkulose oder post-

primäre Tuberkulose (RKI, 2009). Eine Reaktivierung der Erkrankung tritt meist bei Pa-

tienten mit Immunschwäche auf. Eine Sekundärtuberkulose kann Jahrzehnte nach einer 

Primärinfektion auftreten. In 80 % der Fälle findet sich die Infektion in der Lunge, aber 

auch eine hämatogene oder lymphogene Absiedlung in andere Organe kommt vor. So ist 

ein Befall von Urogenitaltrakt, Haut, Wirbeln, Hirnhäuten, Lymphknoten und anderen Or-

ganen möglich. In seltenen Fällen, und häufiger bei Kindern als bei Erwachsenen (Detjen 

et al., 2009), kann es auch zu einer primär disseminierten Aussaat der Erreger kommen, 

die sich als Sepsis (Landouzy-Sepsis), Meningitis oder Miliartuberkulose manifestiert. 

Unter Miliartuberkulose versteht man das verstreute Auftreten multipler hirsekorngroßer 

Granulome im ganzen Körper (RKI, 2009). 

1.1.4. Klinik  

Eine Primärtuberkulose bleibt klinisch meist symptomlos. Leitsymptom einer manifesten 

Lungentuberkulose ist Husten mit oder ohne Auswurf. Auch Hämoptysen sind möglich. 

Weitere häufige Symptome sind Thoraxschmerzen und Atemnot. Typische Allgemein-

symptome wie Gewichtsverlust, Fieber, Nachtschweiß, allgemeine Abgeschlagenheit, 

Leistungsknick und Müdigkeit treten auf. Aufgrund dieser Begleitsymptomatik ist bei chro-
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nischem Geschehen immer auch die Abgrenzung gegen maligne Erkrankungen von Be-

deutung (RKI, 2009). 

1.1.5. Diagnostik  

Die Diagnose der Tuberkulose wird normalerweise auf Grundlage mehrerer diagnos-

tischer Verfahren gestellt, da erst die Kombination von Befunden eine ausreichend hohe 

Sensitivität und Spezifität der Diagnose gewährleistet. 

1.1.5.1. Röntgendiagnostik 

Bei entsprechender klinischer Symptomatik gehört eine Röntgenaufnahme des Thorax 

zum Standard der Tuberkulose-Diagnostik. Sowohl zur Differentialdiagnose als auch zur 

Verlaufsbeurteilung spielt sie eine wichtige Rolle. Die Primärinfektion wird durch den 

Ghonschen Primärkomplex radiologisch sichtbar, der von Granulom und zugehörigem 

hilären Lymphknoten gebildet wird. Eine manifeste Lungentuberkulose zeigt sich meist 

durch Infiltrate, die sich häufiger als bei der Pneumonie in Ober- oder Mittellappen finden. 

Weitere tuberkulosetypische Befunde sind Kalzifizierungen, Pleuraverdickungen, Lungen-

fibrosierungen und in ausgeprägten Fällen die Bildung von Kavernen, die im Röntgenbild 

durch Spiegelbildung sichtbar werden können. 

                   

Abbildung 1.3. Infiltrate                                        Abbildung 1.4. Kaverne (← ), Infiltrate  
Typische radiologische Befunde bei Patienten mit Lungentuberkulose. Die Bilder stammen von ghanaischen 
Patienten, die im Rahmen der hier beschriebenen Studie untersucht wurden. 

1.1.5.2. Bakteriologische Diagnostik 

Der Nachweis der Tuberkuloseerreger erfolgt in der Regel aus Sputum. Bei negativem 

Sputum-Befund kann die Diagnose einer Lungentuberkulose auch durch Gewinnung von 

Magensaft oder bronchoalveoläre Lavage ermöglicht werden. Je nach Lokalisation der 

Infektion ist der Nachweis auch aus Liquor, Urin oder Biopsiematerial möglich. 
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Der lichtmikroskopische Nachweis säurefester Stäbchen ist aufgrund der Kombination von 

Schnelligkeit und Aussagekraft das grundlegende Verfahren der Tuberkulosediagnostik. 

Standardmäßig wird die Ziehl-Neelsen-Färbung eingesetzt, aber auch die Kinyoun-

Färbung oder die Fluoreszenzfärbung mit Auramin-Rhodamin ermöglichen die Diagnose. 

Ein positiver Sputum-Befund entspricht potentieller Infektiosität und damit der Isolierungs-

bedürftigkeit eines Patienten. Voraussetzung für ein positives Ergebnis ist eine Bakterien-

last von mindestens 104 Keimen/ml Probenmaterial; ein negativer Befund bei der mikro-

skopischen Untersuchung schließt daher eine Tuberkulose nicht zwangsläufig aus 

(Rüsch-Gerdes et al., 2008). 

                                     

Abbildung 1.5. Säurefeste Stäbchen in Ziehl-Neelsen-Färbung  
Die Ziehl-Neelsen-Färbung färbt Mykobakterien rötlich-violett, während das umgebende Gewebe bläulich 
erscheint. Bild aus der Public Health Image Library, http//phil.cdc.gov/phil. 

Zur Speziesbestimmung und Resistenztestung ist erforderlich, die Probematerialien zu 

kultivieren. Da Mykobakterien des MTBK eine Generationszeit von 16-20 Stunden haben, 

ist es notwendig, das Probenmaterial durch Abtöten der schnellwachsenden Begleitflora, 

meist mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH, vorzubereiten. Für die Kultur sollten mindestens drei 

Medien beimpft werden, idealerweise eine Kombination aus Flüssig- und Festmedien 

(Rüsch-Gerdes et al., 2008). In Flüssigmedien kann das Wachstum durch Indikatorsyste-

me (z.B. Bildung von 14C-Kohlendioxid) bereits nach ein bis zwei Wochen nachgewiesen 

werden. Festmedien wie der Löwenstein-Jensen-Agar benötigen dagegen Anzuchtszeiten 

von drei bis vier Wochen oder länger. Die Kontaminationsrate von Festmedien ist jedoch 

geringer als die von Flüssigmedien. Resistenztestungen erfolgen aufgrund der Notwen-

digkeit schneller Befunde in der Regel auf Flüssigkulturen. 

Auch ein Nachweis durch in vitro-Amplifizierung bekannter Nukleinsäuresequenzen des 

Erregers aus Untersuchungsmaterial mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) ist möglich. 

Der Vorteil von PCR-Verfahren im Vergleich zu Kulturverfahren liegt darin, dass Ergeb-

nisse nach etwa 3-4 Stunden vorliegen. Allerdings sind PCR-Verfahren meist weniger 

sensitiv als Kulturen und können nur eingeschränkt Aussagen zu Resistenzen liefern 
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(Rüsch-Gerdes et al., 2008). Mit den kommerziell erhältlichen PCR-Kits werden nur Erre-

ger des MTBK detektiert. 

Da neben den humanpathogenen Keimen des MTBK viele weitere, meist apathogene 

Mykobakterien existieren, ist eine Speziesbestimmung für die genaue Diagnose und The-

rapieplanung notwendig. Eine Differenzierung der Erreger aus dem MTBK und einiger 

wichtiger Arten der NTM ist morphologisch durch spezifische Wachstumsformen sowie 

den biochemischen Nachweis von Niacin- und Nitratreduktase-Aktivität in der Kultur mög-

lich. Eine Identifizierung dauert zwei bis sechs Wochen. 

Spezies- und Genotypdifferenzierung erfolgen durch molekulargenetische Verfahren. Das 

DNA-Fingerprinting erfolgt durch Analyse von Restriktions-Fragment-Längen-

Polymorphismen (RFLP). Dazu wird ein Abschnitt der mykobakteriellen DNA untersucht, 

der sich in charakteristischer Weise bei den verschiedenen Genotypen unterscheidet. Für 

die Erreger des MTBK ist die Insertion IS6110 spezifisch (van Embden et al., 1993). Ein 

weniger aufwendiges, aber auch weniger sensitives Verfahren ist das Spoligotyping 

(spacer oligonucleotide typing). Diese PCR-basierte Methode detektiert das Vorhanden-

sein bestimmter repetitiver DNA-Sequenzen im mykobakteriellen Genom (Kamerbeek et 

al., 1997). Eine neue Methode ist die MIRU-VNTR (mycobacterial interspered repetitive 

units-variable number of tandem repeats)-Analyse (Supply et al., 2000). 

1.1.5.3. Immunologische Verfahren 

Eine Infektion mit Mykobakterien induziert in der Regel die Ausbildung einer zellulären 

Immunität im Sinne einer Hypersensitivitätsreaktion vom verzögerten Typ (Typ IV). Dies 

wird im PPD-Test zur Diagnostik genutzt. PPD (purified protein derivate) bezeichnet die 

gereinigte Suspension hitzeinaktivierter Tuberkuloseerreger. Nach intrakutaner Applika-

tion von PPD kommt es bei erfolgtem Kontakt mit den Erregern zu einer sichtbaren loka-

len inflammatorischen Reaktion mit Rötung und Induration, welche die Etablierung einer 

zellulären Immunität gegen Mykobakterien anzeigt. Allerdings erzeugen auch die Impfung 

mit BCG (Bacille-Calmette-Guérin), einem attenuierten M. bovis-Stamm sowie eine Infek-

tion mit NTM eine positive Reaktion. Andererseits kann bei Patienten mit stark einge-

schränkter zellulärer Immunität, wie bei fortgeschrittener HIV-Infektion, immunsuppressi-

ver Therapie, einigen akuten Virusinfektionen oder Tuberkulose im Endstadium der Haut-

test trotz einer bestehenden Infektion negativ ausfallen (Rüsch-Gerdes et al., 2008). 

Der IGRA (Interferon-Gamma-Release-Assay) ist ein immunologischer Bluttest (Hauer, 

2008; Pai et al., 2008a). Er beruht auf der Tatsache, dass spezifische T-Lymphozyten 

durch Gabe von entsprechenden spezifischen Antigenen aktiviert werden und Interferon γ 

(IFNγ) und andere proinflammatorische Zytokine freisetzen. Die Freisetzung kann durch 
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immunologische Verfahren gemessen werden (ELISA, ELISPOT). Als spezifische Antige-

ne werden ESAT6 (early secreted antigenic target 6kD protein) oder CFP10 (culture filtra-

te protein 10) verwendet. Die für diese Proteine kodierenden Gene liegen in der RD1-

Region des mykobakteriellen Genoms. Diese fehlt sowohl M. bovis BCG als auch den 

meisten NTM, die das Testergebnis somit nicht beeinflussen (Ausnahmen: M. kansasii, M. 

szulgai, M. marinum) (Diel et al., 2006; Detjen et al., 2007; Hauer, 2008; Pai et al., 

2008b). Eine Unterscheidung zwischen latenter und aktiver Tuberkulose ist bei beiden 

Varianten nicht möglich (Hauer, 2008; Pai et al., 2008a). 

1.1.6. Therapie 

Die Therapie der Tuberkulose erfolgt grundsätzlich mit einer Kombination von Medika-

menten, um ein sicheres Erfassen der unterschiedlichen Mykobakterienisolate zu gewähr-

leisten und das Entstehen von Resistenzen zu vermeiden. Medikamente der ersten Wahl 

sind Isoniazid (INH), Rifampizin (RMP), Ethambutol (EMB), Pyrazinamid (PZA) und Strep-

tomycin (SM). Die von der WHO empfohlene Kurzzeit-Therapie (short course) besteht aus 

einer initialen zweimonatigen Vierfach-Kombination von INH, RMP, EMB und PZA. Da-

nach folgt eine Zweifach-Therapie für mindestens weitere 4 Monate mit INH und RMP. 

Kann das Vorliegen von Resistenzen bereits zu Beginn sicher ausgeschlossen werden, ist 

auch eine Initialtherapie mit nur drei Medikamenten möglich (INH, RMP, PZA). 

Die langfristige, kontinuierliche Medikamenteneinnahme ist für eine erfolgreiche Therapie 

unabdingbar. Aufgrund von Nebenwirkungen und Therapiedauer ist gelegentlich die man-

gelnde Therapieadhärenz der Patienten ein Problem. Die WHO empfiehlt daher als The-

rapiekonzept die überwachte Medikamenteneinnahme (directly observed treatment-short 

course, DOTS). Eine besondere Herausforderung in der Therapie der Tuberkulose sind 

die weltweit zunehmenden Medikamentenresistenzen bei einigen Stämmen (MDR und 

XDR-Stämme). 

1.1.7. Immunantwort auf Mykobakterien 

Die Tuberkulose ist durch eine zellvermittelte Immunantwort vom Th1-Typ gekennzeich-

net. Diese ist durch die Interaktion von Makrophagen, dendritischen und CD4-positiven T-

Helfer-Zellen charakterisiert und führt zur Bildung von Granulomen. Die spezifische zellu-

läre Immunantwort kann das Wachstum der Erreger verhindern, sie häufig aber nicht 

definitiv eliminieren (North et al., 2004). 

Die meisten Erreger werden nach Übertragung bereits in den Bronchien abgefangen und 

durch Zilien mechanisch entfernt. In den Alveolen bilden Makrophagen und dendritische 

Zellen (DC) die erste Abwehrlinie der angeborenen, unspezifischen Immunität. Als anti-

genpräsentierende Zellen (APC) sind sie in der Lage, die Erreger zu phagozytieren. Die 
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Erkennung der Pathogene erfolgt über sogenannte pattern recognition receptors. Durch 

ihre Fähigkeit, die Reifung von erregerhaltigen Phagosomen zu Phagolysosomen zu inhi-

bieren, können Mykobakterien in APCs überleben (Gatfield et al., 2000). Dadurch wird die 

Fähigkeit der Makrophagen, Mykobakterien abzutöten, stark eingeschränkt.  

Ihre Aufgabe besteht daher zum einen darin, eine weitere Ausbreitung der Bakterien zu 

verhindern, zum anderen, spezifische T-Zellen zu aktivieren und so eine adaptive Immun-

antwort zu initiieren. Mit Mykobakterien infizierte APC gelangen in lokale Lymphknoten 

und präsentieren dort über HLA (humane Leukozyten-Antigene)-Moleküle die aufgenom-

menen Antigene (Flynn et al., 2001). Da sich die Erreger in den Phagosomen der APC 

befinden, werden sie über HLA-Moleküle der Klasse II präsentiert und aktivieren spezifi-

sche CD4-positive T-Lymphozyten. Auch HLA-I-spezifische CD8-positive T-Lymphozyten 

werden aktiviert (van Pinxteren et al., 2000). Neben konventionellen T-Zellen, die einen 

αβ-T-Zellrezeptor (αβ-TCR) tragen, werden auch unkonventionelle CD4- und CD8-

positive T-Lymphozyten mit γδ-TCR aktiviert. Dies geschieht durch CD1-Moleküle, die 

besonders auf dendritischen Zellen exprimiert werden und mykobakterielle Glykolipide 

präsentieren (Porcelli et al., 1999; Ulrichs et al., 2000). 

Weiterhin produzieren die infizierten Makrophagen Interleukin (IL)-12 (Henderson et al., 

1997; Ladel et al., 1997). Dies führt initial zur Produktion von IFNγ durch natürliche Killer-

zellen (NKT) (Trinchieri et al., 2003). T-Lymphozyten akkumulieren am Ort der IL-12-

Produktion und proliferieren zu Antigen-spezifischen Th1-Zellen. Sie sind Hauptproduzen-

ten von IFNγ im Verlauf der erworbenen Immunantwort und von grundlegender Bedeutung 

für die Kontrolle der chronischen Infektion mit Tuberkuloseerregern (Barnes et al., 1993; 

Lalvani et al., 1998). IFNγ fördert die antimikrobielle Aktivität infizierter APC, so dass pha-

gozytierte Erreger effektiver abgetötet werden können, unter anderem durch die Produk-

tion von freien Radikalen (MacMicking et al., 1997; Shiloh et al., 2000). 

Die initiale IL-12-Produktion führt zur Ausbildung einer spezifischen Th1-Antwort (Abbas 

et al., 1996; Cooper et al., 1997). Die Produktion der Th2-spezifischen antiinflammatori-

schen Zytokine IL-10 und IL-4 wird durch IL-12 supprimiert (Lin et al., 1996). Bei der Etab-

lierung der Immunantwort auf Mykobakterien spielen weitere proinflammatorische Zytoki-

ne eine Rolle. APC produzieren IL-23 (Oppmann et al., 2000), IL-18 (Nakanishi et al., 

2001), IL-27 (Pflanz et al., 2002) und Tumornekrosefaktor-α (TNFα). TNFα unterstützt 

IFNγ in der Makrophagenaktivierung und hat eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhal-

tung von Struktur und Integrität der Granulome, die sich im Verlauf der Erkrankung bilden 

(Flynn et al., 1995; Roach et al., 2001). 

Durch die Bildung von Granulomen kann eine Eindämmung der Tuberkuloseerreger er-

möglicht werden. Die sezernierten Zytokine führen zur Akkumulation von Zellen im Be-
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reich der Infektion. Aktivierte Makrophagen differenzieren zu Epitheloidzellen und mehr-

kernigen Riesenzellen und bilden einen Schutzwall um die Erreger. Auch T-Lymphozyten 

tragen entscheidend zur Organisation der Granulome bei. CD8-positive zytotoxische T-

Zellen können infizierte Makrophagen direkt abtöten (Kaufmann, 1999), so dass im Gra-

nulominneren ein nekrotisches Zentrum entsteht (Stenger et al., 1997; Flynn et al., 2001). 

Durch die Formation von Granulomen werden Erreger zwar abgekapselt, können jedoch 

jahrelang persistieren. Sie sind in der Lage, sich dem speziellen Milieu im Granulom an-

zupassen und ihre Replikationsrate und ihren Stoffwechsel zu reduzieren (McKinney et 

al., 2000; Weber et al., 2000). Durch Schwächung des Immunsystems kann das spezifi-

sche Gleichgewicht, dessen es zur Aufrechterhaltung des Granuloms bedarf, zerstört 

werden, die Erreger können sich wieder vermehren und eine endogene Re-Infektionen 

bedingen. 

1.1.8. Unterschiedliche Empfänglichkeit für Tuberkulose 

Etwa ein Drittel aller Menschen ist laut Analysen der WHO mit Mykobakterien infiziert 

(WHO, 2009). Allerdings erkranken nur 5-10% der infizierten Erwachsenen im Laufe ihres 

Lebens an Tuberkulose (RKI, 2009). Der Verlauf einer manifesten Tuberkulose ist 

interindividuell sehr unterschiedlich (Horstmann, 2003; Kritski et al., 2007). Bekannte 

Risikofaktoren, die Einfluss auf die Ausprägung der Erkrankung nehmen, sind Unterer-

nährung, Armut, hohes oder sehr junges Alter, männliches Geschlecht, angeborene oder 

erworbene Immunschwäche, Diabetes mellitus, Silikose und andere Lungenfibrosen 

sowie Alkohol- und Tabakkonsum (RKI, 2009). 

Zudem scheinen genetische Faktoren des Wirts die Empfänglichkeit für Tuberkulose zu 

beeinflussen. Das „Impfunglück von Lübeck“ von 1930 lieferte erstmals Daten, die für eine 

genetische Disposition sprachen. 251 Neugeborene wurden durch versehentliche Gabe 

nicht-attenuierter Tuberkuloseerreger anstelle der üblichen BCG-Impfung mit virulenten 

M. tuberculosis-Isolaten infiziert. Insgesamt 77 Kinder starben, weitere 126 zeigten radio-

logische Auffälligkeiten, alle übrigen blieben gesund (Lange, 1930; Rieder, 2003). Auch 

statistisch aussagekräftige Zwillingsstudien zur Tuberkuloseempfänglichkeit zeigten bei 

eineiigen Zwillingen eine signifikant höhere Konkordanz der Erkrankungsmanifestation als 

bei zweieiigen Zwillingen (Kallmann et al., 1943; Comstock, 1978). 

Einen weiteren Hinweis auf den Einfluss genetischer Faktoren gibt das vermehrte Auftre-

ten von Tuberkulose bei Patienten mit Defekten in der IL-12/IFNγ Achse. Mutationen in 

den Genen der beiden Ketten des IFNγ-Rezeptors (IFNGR1 und IFNGR2), STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription-1), der p40-Untereinheit von IL-12 (IL12B) und 

der b1-Untereinheit des IL-12-Rezeptors (IL12RB1) resultieren in einer eingeschränkten 
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IFNγ-Antwort (Newport et al., 1996; Jouanguy et al., 1997; Altare et al., 1998; Remus et 

al., 2001; Casanova et al., 2002; Picard et al., 2002). Diese Erkrankungen sind mit einer 

selektiv erhöhten Empfänglichkeit für mykobakterielle Infektionen assoziiert. Sie werden 

daher unter dem Namen mendelian susceptibility to mycobacterial diseases (MSMD) 

zusammengefasst (Casanova et al., 2002; Ottenhoff et al., 2005). Betroffene Patienten 

entwickeln schwere Infektionen, die speziell durch schwach pathogene Mykobakterien wie 

NTM und M. bovis BCG hervorgerufen werden. 

Auch die Gene, die für die Moleküle des HLA-Systems kodieren, wurden aufgrund ihrer 

hohen Variabilität und ihrer wichtigen Rolle in der zellulären Immunabwehr bereits früh im 

Zusammenhang mit Tuberkulose untersucht. Für Varianten von HLA-DR2 wurde dabei in 

mehreren unabhängigen Studien in Mexiko (Teran-Escandon et al., 1999) und Indien 

(Sriram et al., 2001) eine Assoziation mit einer erhöhten Empfänglichkeit für Tuberkulose 

gefunden, allerdings nicht in Südindien (Sanjeevi et al., 1992), Hongkong (Hawkins et al., 

1988) und Kambodscha (Goldfeld et al., 1998). Es wird daher ein Einfluss regionaler Un-

terschiede diskutiert. Auch für HLA-B13 (Kettaneh et al., 2006), HLA-DR8 (Kettaneh et al., 

2006) und HLA-DQB1*0503 (Goldfeld, 2004) konnten Fall-Kontroll-Studien einen Einfluss 

auf die Tuberkuloseempfänglichkeit feststellen. 

Auch für einen Polymorphismus im für IFNγ kodierenden Gen (IFNG) konnte eine erhöhte 

Empfänglichkeit für Tuberkulose nachgewiesen werden (Lopez-Maderuelo et al., 2003; 

Tso et al., 2005); andere Studien konnten diesen Zusammenhang jedoch nicht bestätigen 

(Fitness et al., 2004; Cooke et al., 2006; Oral et al., 2006).  

Im Gen des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 konnte ein Polymorphismus identifiziert 

werden, der signifikant häufiger bei erkrankten Personen auftrat als in Kontrollen (Delgado 

et al., 2002; Scola et al., 2003; Oral et al., 2006); in anderen Studien zeigte sich jedoch 

keine Assoziation (Bellamy et al., 1998; Lopez-Maderuelo et al., 2003; Shin et al., 2005). 

An dem auch in der vorgelegten Arbeit untersuchten Probandenkollekiv konnte ein Haplo-

typ identifiziert werden, der mit verstärkter IL-10 Produktion und einem signifikant häufige-

rem Auftreten bei PPD-positiven Individuen assoziiert war (Thye et al., 2009a). 

Assoziationsstudien zum Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der möglicherweise die Eliminierung 

von M. tuberculosis in Makrophagen fördert, kamen zu konträren Ergebnissen (Bellamy et 

al., 1999; Wilkinson et al., 2000; Lewis et al., 2005). Im Gen des Oberflächenrezeptors 

TLR-2 konnten verschiedene Polymorphismen mit einem protektiven Effekt assoziiert 

werden (Ben-Ali et al., 2004; Ogus et al., 2004; Yim et al., 2006). 

In tierexperimentellen Studien konnten weitere Kandidatengene mit potentiellem Einfluss 

auf die Tuberkuloseempfänglichkeit identifiziert werden. Das murine Nramp1 (Skamene, 

1994) spielt möglicherweise in der Makrophagenaktivierung eine Rolle (Nevo et al., 2006). 
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Für Polymorphismen in dem humanen Homolog SLC11A1 konnte in einer Metastudie 

tatsächlich ein Effekt auf die Empfänglichkeit für Tuberkulose (Li et al., 2006) nachgewie-

sen werden. Auch ALOX5 beeinflusste in Mausmodellen die Empfänglichkeit gegenüber 

Mykobakterien (Bafica et al., 2005). In der hier untersuchten Studienpopulation konnte ein 

Polymorphismus identifiziert werden, der signifikant häufiger bei an Lungentuberkulose 

erkrankten Individuen auftrat (Herb et al., 2008). 

Auch eine Variante in dem Gen, welches für MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1) 

kodiert und für die Makrophagenrekrutierung bedeutsam ist, zeigte in dem ghanaischen 

Probandenkollektiv, das auch das untersuchte Kollektiv der vorgelegten Studie ist, einen 

protektiven Effekt (Thye et al., 2009b). Ein Polymorphismus im Gen von MBL (mannose 

binding lectin) zeigte eine Assoziation mit Schutz vor Infektion mit M. africanum (Thye et 

al., Manuskript in Revision), während eine Variante im Gen von IRGM (immunity-related 

GTPase M) einen Schutz von Infektionen mit M. tuberculosis EUAM bietet (Intemann et 

al., 2009). Eine CTLA4 (cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4)-Variante ist assoziiert mit dem 

Auftreten eines Phänotyps, der durch starke pulmonale Infiltrate gekennzeichnet ist (Thye 

et al., 2009c). Für SP110, das die Replikation von Listeria monocytogenes beeinflusst 

(Boyartchuk et al., 2004), konnte im Gegensatz zu vorherigen Studien (Tosh et al., 2006) 

in dem erwähnten Probandenkollektiv keine Assoziation von untersuchten Polymorphis-

men mit einer erhöhten Empfänglichkeit für Tuberkulose gefunden werden (Thye et al., 

2006). 

Auch das hier untersuchte Protein Osteopontin (OPN) scheint in der Pathogenese der 

humanen Tuberkulose eine Rolle zu spielen.  

 

1.2. Osteopontin 

1.2.1. Vorkommen von OPN 

OPN wurde erstmals als Matrixprotein des Knochens identifiziert. Dort macht es etwa 2% 

der nicht-kollagenen Proteine aus (McKee et al., 1996a). Mittlerweile wurde auch in ande-

ren Geweben ein zellassoziiertes Vorkommen von OPN nachgewiesen. Außer in Knochen 

kommt OPN vor allem in epithelialen Zellen von Gastrointestinaltrakt, Gallenblase, Pank-

reas, Harnwegen, Lunge, Brust- und Speichel- sowie Schweißdrüsen vor (Brown et al., 

1992). Es findet sich dabei an der luminalen Seite der Zellen, was für eine Sekretion des 

Proteins spricht. Auch in Plasma, Urin und Muttermilch lässt sich OPN nachweisen 

(Senger et al., 1989a; Senger et al., 1989b; Bautista et al., 1996). 

Neben dem physiologischen, konstitutiven Vorhandensein von OPN in spezifischen Ge-

weben wird es im Rahmen von pathologischen Prozessen neu synthetisiert. Bei verschie-
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denen Erkrankungen findet sich eine erhöhte Transkriptionsrate. Signifikant erhöhte OPN-

Plasmaspiegel finden sich z.B. bei verschiedenen Krebserkrankungen (Tuck et al., 1997), 

Atherosklerose (O'Brien et al., 1994) und chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie 

Morbus Crohn (Agnholt et al., 2007) und rheumatoider Arthritis (Ohshima et al., 2002). 

Durch zellbiologische Untersuchungen konnten verschiedene immunologisch relevante 

Zellen identifiziert werden, die nach Stimulation OPN produzieren und zumeist auch se-

zernieren. Es handelt sich unter anderem um Lymphozyten (Patarca et al., 1989; Weber 

et al., 1996a; Tuck et al., 1998; O'Regan et al., 1999), Makrophagen (Murry et al., 1994; 

Giachelli et al., 1998; Tuck et al., 1998), dendritische Zellen (Shinohara et al., 2006) und 

NKT-Zellen (Diao et al., 2004). 

1.2.2. Genetische Grundlagen 

Osteopontin (OPN, synonym: ETA-1; early-T-cell-activation-gene 1) ist das Produkt des 

humanen Gens SPP1 (secreted phosphoprotein 1, OMIM*166490). Dieses findet sich auf 

dem langen Arm von Chromosom 4 (Young et al., 1990) im Bereich 4q21-25 (Crosby et 

al., 1996). SPP1 hat eine Länge von etwa 8 Kilobasen (kb) (Miyazaki et al., 1990; Young 

et al., 1990) und umfasst sieben Exons und sechs Introns. Exon zwei bis sieben kodieren 

für das Protein (Crosby et al., 1996). Drei cDNAs unterschiedlicher Länge sind bekannt, 

die durch alternatives Spleißen entstehen. Die cDNA mit der Gesamtlänge wird als Opn a 

bezeichnet und besteht aus 945 Basenpaaren (bp). Die häufigste Variante ist Opn b mit 

903 bp, der Exon 5 fehlt. Auch eine Variante ohne Exon 4 (864 bp) ist beschrieben (Opn 

c) (Young et al., 1990; Saitoh et al., 1995). 

1.2.3. Proteinstruktur und biochemische Charakteristika 

OPN ist ein phosphoryliertes Glykoprotein, das sich durch einen hohen Anteil an Aspartat, 

Serin und Glutamat auszeichnet (Denhardt et al., 1993). Das Protein weist N-terminal eine 

aus 16 Aminosäuren bestehende hydrophobe Sequenz auf (Patarca et al., 1989). 

Humanes OPN besteht insgesamt aus 314 Aminosäuren (OPN a) und hat eine Größe von 

etwa 60 Kilodalton. Spleißvarianten sind das OPN b, dem 14 Aminosäuren (58-71) fehlen, 

sowie OPN c, dem die Aminosäuren 31-57 fehlen (Kiefer et al., 1989; Saitoh et al., 1995). 

Vor kurzem wurde in Mäusezellen eine weitere Variante ohne Signalsequenz (Aminosäu-

re 1-16) gefunden. Sie entsteht durch alternativen Translationsstart (Shinohara et al., 

2008). 

Neben unterschiedlichen Spleißformen entstehen durch posttranslationale Modifikationen 

weitere funktionelle Formen von OPN. Je nach Ursprungsgewebe sind unterschiedliche 

Veränderungen möglich; so wurden Phosphorylierungen, aber auch Glykosylierungen und 

Sulfatierungen beschrieben (Patarca et al., 1989; Christensen et al., 2005). OPN weist 34 
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Serin- und zwei Threoninreste als Phosphorylierungsmöglichkeiten auf (Christensen et al., 

2005). Der Phosphorylierungszustand variiert je nach Zelltyp stark und auch nicht-

phosphorylierte Formen kommen vor (Christensen et al., 2007). Weiterhin finden sich fünf 

O-Glykosylierungsmöglichkeiten (Christensen et al., 2005). N-Glykosylierungen wurden 

bisher nicht gefunden. 

OPN scheint keine feste Sekundärstruktur zu besitzen. Obwohl nach Computerberech-

nungen eine hypothetische Struktur aus acht α-Helix- und sechs β-Faltblattsegmenten 

vorstellbar ist (Denhardt et al., 1993), liegt OPN in Lösung unstrukturiert und ohne einheit-

liche Konfiguration vor (Fisher et al., 2001). 

1.2.4. Interaktionsdomänen 

OPN besitzt eine Arginin-Gycin-Asparaginsäure (RGD)-Sequenz im Bereich der AS 159-

161. Hierdurch ist eine Bindung an Integrine möglich (Liaw et al., 1995b; Schnapp et al., 

1995), die grundlegend für Adhäsion und Interaktion mit Zielzellen verantwortlich sind. Die 

RGD-Sequenz ist interspeziell konserviert. 

 

 

Abbildung 1.6. Schematische Darstellung von Osteopontin (modifiziert nach 
Wang et al., 2008) 
Die verschiedenen Domänen des Proteins sind farblich dargestellt. OPN kann durch Thrombin und verschie-
dene Matrix-Metalloproteasen (MMP) gespalten werden. Eine Interaktion mit einer Vielzahl von Integrinen und 
dem CD44-Rezeptor ist über zwei Interaktionsdomänen möglich. 

OPN weist eine Serin-Valin-Tyrosin-Glutaminsäure-Leucin-Arginin (SVVYGLR)-Sequenz 

(Yokosaki et al., 1999) auf, die C-terminal an die RGD-Domäne grenzt (AS 162-168). 



1. Einleitung 

15 

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass diese Sequenz ebenfalls an Integrine bindet 

(Smith et al., 1996; Yokosaki et al., 1999; Green et al., 2001). Allerdings ist sie kryptisch 

und wird erst durch Thrombinspaltung freigelegt und aktiviert (Bayless et al., 1998; Smith 

et al., 1998; Yokosaki et al., 1999). Eine weitere Integrinbindungsstelle konnte am N-

terminalen OPN-Fragment im Bereich der Sequenz ELVTDFTDLPAT identifiziert werden. 

Hier kann Integrin α4β1 binden (Bayless et al., 2001). Mögliche weitere Interaktionsdo-

mänen sind eine Polyaspartat-Domäne als Hydroxylapatit-Bindungsstelle (AS 85-95) 

(Oldberg et al., 1986) und zwei Kalzium-Bindungsstellen (Patarca et al., 1989). 

1.2.5. Proteolytische Spaltung 

Der Gerinnungsfaktor Thrombin ist in der Lage, OPN zu spalten. Dies geschieht in der 

Regel am Ende der SVVYGLR-Sequenz zwischen dem letzten Arginin (R168) und einem 

darauf folgenden Serin (S169) (Senger et al., 1994; Smith et al., 1996; Yokosaki et al., 

1999). Die Spaltung scheint die biologische Aktivität des Proteins in Bezug auf die Bin-

dung von Integrinen an die SVVYGLR-Sequenz zu verändern. So kann Integrin α1β9 nur 

nach Thrombinspaltung an die Sequenz binden (Smith et al., 1996; Yokosaki et al., 1999). 

Die Aminosäuren L167 und R168 sind entscheidend für die Bindung an α4-Integrine 

(Green et al., 2001). Durch die Thrombinspaltung kommt es zur Freilegung und damit zur 

Aktivierung dieser Bindungsstelle. 

In vitro Studien zeigen, dass das durch Spaltung mit Thrombin entstandene N-terminale 

Fragment eine wesentlich stärkere Adhärenz und Migration induziert als das ungespalte-

ne Molekül (Senger et al., 1994; O'Regan et al., 1999). Dieser Effekt beruht auf einer 

Interaktion der RGD-Region mit dem αvβ3-Integrin (Senger et al., 1994). Durch die Spal-

tung wird die RGD-Domäne freigelegt und so aktiviert. Das nach Spaltung entstandene C-

terminale Fragment besitzt keine Integrin-Bindungsstellen (Smith et al., 1996), es inter-

agiert aber mit CD44 (Weber et al., 2002). Die genaue Bindungssequenz von CD44 an 

OPN ist nicht bekannt. 

Weiterhin ist OPN ein Substrat für verschiedene Matrix-Metalloproteasen (MMP) 

(Agnihotri et al., 2001; Hou et al., 2004), die unter anderem im Bereich der SVVYGLR-

Domäne (zwischen G166 und L167) spalten können (Agnihotri et al., 2001). Die Spaltung 

kann die durch Integrine vermittelten Funktionen modifizieren (Yokosaki et al., 2005). 

1.2.6. Rezeptorinteraktion 

Wichtiger Rezeptor für die Vermittlung der OPN-Wirkung ist das αvβ3-Integrin, das Adhä-

sion und Migration der Zellen an OPN ermöglicht (Liaw et al., 1994; Liaw et al., 1995b; 

Xuan et al., 1995). Der Integrinrezeptor bindet an das RGD-Motiv. Auch β1- (Liaw et al., 

1995a; Smith et al., 1996; Denda et al., 1998; Barry et al., 2000) und β5- (Liaw et al., 
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1995b) Integrine sowie αv6 (Yokosaki et al., 2005) sind in der Lage, an die RGD-Sequenz 

von OPN zu binden und darüber Zelladhäsion zu ermöglichen. Das Integrin α4β1 bindet 

an eine andere Sequenz am N-terminalen Ende von OPN (Bayless et al., 1998). Während 

die meisten Integrine nur in der Lage sind, Adhäsion zu vermitteln, ermöglicht allein αvβ3 

die Migration von glatten Muskelzellen gegen einen OPN-Gradienten (Liaw et al., 1995b). 

Das Integrin α9β1 kann nur an das N-terminale Spaltprodukt binden (Smith et al., 1996; 

Yokosaki et al., 1999). Es bindet nicht an die RGD-Sequenz, sondern an die zuvor durch 

Thrombinspaltung aktivierte SVVYGLR-Region (Yokosaki et al., 1999).  

Eine weitere Gruppe von Rezeptoren, die als Bindungspartner von OPN verschiedene 

Funktionen vermitteln, bilden Mitglieder der Hyaluronsäurerezeptor-Familie CD44 (Weber 

et al., 1996a). Nicht die Standard-Isoform CD44 s bindet an OPN, sondern Varianten, 

welche v6 und v7 beinhalten. Sie binden sowohl an das N-terminale als auch das C-

terminale Fragment, die Bindung ist also unabhängig von der RGD-Domäne (Katagiri et 

al., 1999). Die Bindung an CD44 konnte experimentell durch Anti-β1-Integrin aufgehoben 

werden, daher ist eine Interaktion der beiden Rezeptoren zu vermuten (Katagiri et al., 

1999). Eine Hypothese dazu ist die Interaktion der C-terminalen Bindungsregion mit der 

RGD-Region durch die Formation einer β-Faltblattstruktur (Kazanecki et al., 2007). 

Die RGD-Sequenz findet sich in der Regel bei extrazellulären Matrixproteinen, daher 

wurde OPN als solches klassifiziert. Allerdings konnte bisher in vivo außer im Knochen 

(Franzen et al., 1985) keine Matrixassoziation festgestellt werden. In vitro bindet es an 

Fibronektin (Mukherjee et al., 1995) und an Kollagen (Kaartinen et al., 1997; Martin et al., 

2004). 

1.2.7. Funktion von OPN und deren Regulation 

OPN findet sich sowohl als lösliches Zytokin als auch als immobilisiertes Protein auf Zell-

oberflächen. Die Funktionen unterscheiden sich je nach Rezeptorprofil der Zielzellen. 

Durch Interaktion von OPN mit CD44-Rezeptoren werden Chemotaxis und Migration 

induziert (Weber et al., 1996a; Katagiri et al., 1999). Über Interaktion mit dem αvβ3-

Integrin fördert OPN Adhäsion und vermittelt Chemotaxis (Liaw et al., 1994). In T-Zellen 

stimuliert es neben Adhäsion und Migration auch deren Proliferation (O'Regan et al., 

1999). 

In Mäusezellen konnte eine intrazelluläre Form von OPN (iOPN) identifiziert werden 

(Shinohara et al., 2008). Fehlen von iOPN führt zu eingeschränkter Migration, Adhäsion 

(Zohar et al., 2000) sowie zu verminderter Fusion der Makrophagen zu multinukleären 

Riesenzellen (Zhu et al., 2004). Weiterhin scheint iOPN die IFNα-Expression in plasmazy-
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toiden dendritischen Zellen zu vermitteln (Shinohara et al., 2006). Für die Spleißvarianten 

OPN a, b und c konnten bisher keine spezifischen Funktionen nachgewiesen werden. 

Die Bindung an αvβ3 zur Stimulation der IL-12 Produktion ist phosphorylierungsabhängig, 

die Interaktion mit CD44 dagegen nicht (Ashkar et al., 2000). Die Phosphorylierung kann 

außerdem die haptotaktische Aktivität von OPN verstärken (Weber et al., 2002). 

1.2.8. Assoziierte Erkrankungen  

Neben seiner Rolle in der Entwicklung einer inflammatorischen Reaktion besitzt OPN 

wichtige Funktionen im Knochenstoffwechsel. OPN-defiziente Mäuse zeigen hyperminera-

lisiertere und fragilere Knochen als der Wildtyp (Boskey et al., 2002). Das Protein wird von 

Osteoklasten sezerniert und stimuliert diese mutmaßlich autokrin über das Integrin αvβ3 

zu Knochenresorption (Chellaiah et al., 2003). 

Bei der Pathogenese von Atherosklerose scheint OPN ebenfalls beteiligt zu sein. Die 

Transkription von OPN-mRNA in verletztem arteriellen Endothel ist stark erhöht (Liaw et 

al., 1995a). OPN-defiziente Mäuse zeigen kleinere atherosklerotische Läsionen als der 

Wildtyp (Bruemmer et al., 2003; Matsui et al., 2003; Strom et al., 2004). Eine OPN-

Überexpression führt zu einer verdickten Intima (Isoda et al., 2002) und zu verstärkter 

Atherosklerose (Chiba et al., 2002; Isoda et al., 2003). Die Intimaneubildung nach Verlet-

zung kann durch Gabe von Antikörpern gegen OPN vermindert werden (Liaw et al., 

1997). 

Weiterhin zeigt sich, dass in vielen Krebszellen die Expression von OPN stark erhöht ist 

(Senger et al., 1988). Dies wurde für Karzinome von Lunge, Mamma, Colon, Magen, 

Ovarien, Prostata und Haut sowie für Pleuramesotheliome bestätigt. OPN-Spiegel korre-

lieren mit der Aggressivität der Tumoren (Hu et al., 2005; Kolb et al., 2005) und spielen 

eine Rolle bei der Metastasenbildung (Oates et al., 1996; Wai et al., 2004). OPN unter-

drückt Apoptose und fördert so unkontrollierte Proliferation (Noti, 2000; Hsieh et al., 

2006). Der Einsatz von OPN als Biomarker wurde bereits für verschiedene Malignome 

vorgeschlagen. 

1.2.9. Regulation der Genexpression 

Im Promotorbereich von OPN finden sich neben verschiedenen konsensuellen Regulati-

onselementen auch Bindungsstellen für den Glukokortikoid- und Vitamin D3-Rezeptor, 

den Transkriptionsfaktor SP1 sowie Interferon-responsive Elemente (Craig et al., 1991; 

Denhardt et al., 1993; Patarca et al., 1993; Sodek et al., 2000). Entzündungsmediatoren 

wie TNFα, IL-1β und IL-2 induzieren die OPN-Transkription (Denhardt et al., 1993; Patar-

ca et al., 1993; Pollack et al., 1994; Yu et al., 1999).  
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Die Expression von OPN variiert abhängig von Zelltyp und Aktivitätszustand stark. In T-

Zellen wird die Transkription beispielsweise durch T-bet reguliert, nicht dagegen in 

Makrophagen (Shinohara et al., 2005). T-bet ist für die Differenzierung zu Th1-Zellen 

verantwortlich. 

1.2.10. OPN und zelluläre Immunantwort 

OPN ist ein starker chemotaktischer Faktor, der in inflammatorisch veränderten Geweben 

zur Akkumulation von Makrophagen führt (Singh et al., 1990; Weber et al., 1996a; Craw-

ford et al., 1998). In Versuchen mit OPN-defizienten Mäusen zeigte sich in solchen Ge-

weben eine stark verminderte Makrophagenakkumulation (Ophascharoensuk et al., 1999; 

Tsai et al., 2005). Neutralisierende Antikörper gegen OPN vermindern bei Inflammation 

signifikant die Makrophagen- und T-Zellinfiltration (Giachelli et al., 1998; Yu et al., 1998). 

Für Makrophagen ist OPN offenbar ein wichtiges, konstitutiv exprimiertes Protein, das 

grundlegende Funktionen reguliert. OPN wird nicht von Monozyten, jedoch von aktiven, 

phagozytierenden Makrophagen exprimiert (Murry et al., 1994; Rollo et al., 1996a; Choi et 

al., 2004). Es fördert Aktivierung (Rollo et al., 1996a), Migration (Zhu et al., 2004; Nystrom 

et al., 2007) und Phagozytosefähigkeit (McKee et al., 1996b) der Makrophagen. Die Hem-

mung der OPN-Genexpression in Makrophagen führt zu einem Monozyten-ähnlichen 

Phänotyp (Nystrom et al., 2007) mit eingeschränkter Migration und Zytokinproduktion 

(Sodek et al., 2006). 

Viele Studien deuten darauf hin, dass OPN an Th1-Antworten beteiligt ist. OPN-mRNA 

wird von Th1-Zellen, nicht jedoch von Th2-spezifischen T-Zellen produziert (Nagai et al., 

2001). Bei OPN-defizienten Mäusen führten typische Th1-Infektionen mit HSV und Liste-

ria monozytogenes zu einer verminderten IL-12-Antwort und einer verstärkten IL-10- und 

IL-4-Produktion (Ashkar et al., 2000). OPN induziert in Makrophagen die IL-12-Produktion 

(Weber et al., 2002) und führt in T-Zellen zur Bildung von IFNγ; dies fördert wiederum die 

IL-12-Produktion in Makrophagen (O'Regan et al., 2000). IL-12 ist ein entscheidender 

Mediator der Th1-Immunantwort, der die Proliferation CD4-positiver T-Zellen zu Th1 sti-

muliert. Th1-Zellen aktivieren durch IFNγ Makrophagen zu antibakterieller Aktivität. Diese 

Zytokinproduktion bei gleichzeitiger Inhibierung der Th2-spezifischen Zytokine sichert die 

Polarisierung der Immunantwort in Richtung Th1 (Abbas et al., 1996). OPN beeinflusst 

diese Zytokinkaskade an mehreren Punkten. 

Auch dendritische Zellen (DC), die eine zentrale Rolle in der frühen Immunantwort spie-

len, werden durch OPN beeinflusst. Es fördert deren Reifung (Kawamura et al., 2005) und 

nach Antigenkontakt die Migration in die Lymphknoten (Weiss et al., 2001). OPN stimuliert 

DC, so wie Makrophagen, zur IL-12 Produktion (Renkl et al., 2005). 
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Weiterhin inhibiert OPN die induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthethase in Makro-

phagen (Rollo et al., 1996b; Scott et al., 1998). Es kann so auch antiinflammatorische 

Effekte auszuüben. 

1.2.11. Rolle von OPN bei granulomatösen Erkrankungen und Tuberkulose  

Lungenbiopsate von Patienten mit Tuberkulose und Silikose zeigen im Vergleich zu Bi-

opsaten von nicht-granulomatösen Entzündungen eine verstärkte Expression von OPN 

(Nau et al., 1997). OPN wurde in Epitheloidzellen und multinukleären Riesenzellen gefun-

den (Carlson et al., 1997; O'Regan et al., 1999). OPN-defiziente Mäuse zeigen eine stark 

verzögerte und geringere Granulombildung als Wildtyp-Mäuse (Ashkar et al., 2000; O'Re-

gan et al., 2001). Das Einbringen viraler Vektoren mit OPN-Gen in Lungen von Hamstern 

induziert im Gegensatz zu einem Kontrollvektor Granulombildung (Chiba et al., 2000). 

OPN hemmt die für die Granulombildung bedeutsame Fusion von Makrophagen zu Rie-

senzellen (Sterling et al., 1998; Tsai et al., 2005). 

Die Infektion von Makrophagen mit Mykobakterien führt zu einer starken Expression von 

OPN (Khajoee et al., 2006). Nicht-granulomatöse Infektionen zeigen signifikant weniger 

OPN-Expression (Nau et al., 1997). Weiterhin weisen Tuberkulosepatienten signifikant 

erhöhte OPN-Spiegel im Plasma auf, die mit der Schwere der Tuberkuloseerkrankung 

korrelieren (Koguchi et al., 2003). OPN-defiziente Mäuse zeigen nach Infektion mit M. 

bovis BCG eine wesentlich höhere Bakterienlast und eine verlangsamte Clearance (Nau 

et al., 1999). Bei M. bovis BCG-Infektionen kommt es nach einem Anstieg des OPN-

Spiegels auch zu einem Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL-12 und IFNγ. Dies 

kann wiederum durch Antikörper gegen OPN gehemmt werden (Koguchi et al., 2003).  

Daher ist eine Rolle von OPN in der Induktion der INFγ-Antwort und damit der frühen 

Weichenstellung in Richtung einer Th1-Immunantwort anzunehmen. 
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1.3. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit  

Für die immunologische Antwort auf eine Infektion mit Mykobakterien und somit den klini-

schen Verlauf der Tuberkulose sind die Aktivierung von Makrophagen und deren Interak-

tion mit T-Zellen von Bedeutung. Verschiedene Studien zeigen, dass das Phosphoprotein 

Osteopontin (OPN) bei Aktivierung, Migration und Zelladhäsion von Makrophagen eine 

wichtige Rolle spielt. OPN trägt weiterhin zur T-Zell-Reifung und Ausbildung einer Th1-

Immunantwort bei (Ashkar et al., 2000; Nystrom et al., 2007). Tierexperimentelle Untersu-

chungen ergaben bei OPN-defizienten Mäusen einen schwereren Verlauf der Tuberkulo-

se im Vergleich zum Wildtyp (Nau et al., 1999). Es stellt sich daher der Verdacht, dass 

OPN eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Mykobakterien spielt. 

Somit ist OPN ein Kandidatengen für Assoziationsstudien zwischen genetischen 

Polymorphismen und ihrem Einfluß auf die Manifestation einer Infektion mit Mykobakte-

rien des MTBK beim Menschen. 

In der vorgelegten Arbeit soll an einem ghanaischen Probandenkollektiv von 2010 Patien-

ten mit Lungentuberkulose und 2346 exponierten, aber gesunden Kontrollindividuen, der 

Einfluss genetischer Polymorphismen von SPP1, dem für OPN kodierenden humanen 

Gen, auf die Empfänglichkeit und Ausprägung der Tuberkulose untersucht werden.  

Dafür sollen zuerst relevante Abschnitte der DNA-Sequenz von SPP1 in einem Teil der 

Studienpopulation sequenziert werden, um gegebenenfalls neue, bisher unbekannte Po-

lymorphismen zu entdecken und einen ersten Anhalt für die Verteilung der Varianten bei 

Patienten und Kontrollpersonen zu erhalten. Einzelne Polymorphismen sollen ausgewählt 

und in dem gesamten Probandenkollektiv genotypisiert werden. Die Verteilung der Varian-

ten in Fällen und Kontrollen soll dann statistisch auf eine mögliche Assoziation mit phäno-

typischen Merkmalen der Infektion mit Mykobakterien des MTBK untersucht werden. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Studienpopulation 

Die in dieser Studie untersuchten Probanden wurden im Rahmen des Projekts „Associa-

tion and linkage approaches to identify human genetic variants contributing to natural 

protection against pulmonary tuberculosis“ des Deutschen Nationalen Genomforschungs-

netzes (NGFN), gefördert vom Bundesministerium für Bildung und Forschung, rekrutiert. 

Die Rekrutierung der Patienten mit Lungentuberkulose und der Kontrollgruppe erfolgte 

von September 2001 bis Juli 2004 in Ghana, Westafrika. Das Studienprotokoll war von 

den Ethikkommissionen der Kwame Nkrumah University in Kumasi und des Ghana Health 

Service in Accra genehmigt worden. Die Probanden hatten nach umfassender Aufklärung 

über den Studienablauf ihre freiwillige Teilnahme durch Unterschrift oder Daumenabdruck 

bestätigt. Die Dokumentation der Daten sowie die klinische Untersuchung und Proben-

entnahme wurden von ghanaischen Studienärzten und Krankenschwestern durchgeführt. 

Die Patienten wurden am Korle Bu Teaching Hospital in Accra, am Komfo Anokye Tea-

ching Hospital in Kumasi und in 15 weiteren Krankenhäusern oder Polykliniken in Accra 

und Kumasi sowie Distrikt-Krankenhäusern der Ashanti-Region (Obuasi, Agona, Mam-

pong, Agogo, Konongo und Nkawie), der Eastern Region (Nkawkaw und Atibie) und der 

Central Region (Assin Fosu und Dunkwa) von Ghana aufgenommen. 

Klinische Symptome einer Tuberkulose wie Husten, Hämopthysen, Atemnot, Thorax-

schmerzen, Nachtschweiß, Fieber und Gewichtsverlust wurden mit standardisierten, 

strukturierten Fragebögen dokumentiert. Die Erhebung beinhaltete neben der Aufnahme 

demographischer Daten (Alter, Geschlecht) eine körperliche Untersuchung, Röntgenbild 

des Thorax (posterior-anterior), mikroskopische Untersuchung von zwei unabhängigen 

Sputumproben nach Ziehl-Neelsen-Färbung, Kultur auf Löwenstein-Jensen-Medium und 

einen HIV 1/2-Test (Capillus, Trinity Biotech, Bray, Ireland). Extrapulmonale Manifestatio-

nen wurden nicht berücksichtigt. Alle Patienten wurden im Rahmen des ghanaischen 

nationalen Tuberkuloseprogramms (national tuberculosis program, NTP) nach dem von 

der WHO empfohlenen DOTS (directly observed treatment, short course)-Schema be-

handelt. 

Einschlusskriterien waren der Nachweis von Mykobakterien in Sputum oder Kultur, kein 

Hinweis auf eine frühere Tuberkulose und ein Alter zwischen sechs und 60 Jahren. Aus-

schlusskriterien waren unvollständige Dokumentation auf den Fragebögen, ein positiver 

HIV-Test, Hinweise auf Alkoholabhängigkeit, Drogenabhängigkeit, Diabetes oder andere 

immunkompromittierende Erkrankungen oder die Rücknahme der Einverständniserklä-

rung. Die endgültige Fallgruppe bestand aus 2010 Personen. 
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Die Kontrollgruppe wurde unter nichtverwandten Mitgliedern der Patienten-Haushalte und 

in der direkten Nachbarschaft der Patienten (community controls) rekrutiert. Die Doku-

mentation beinhaltete die Aufnahme demographischer Daten, Anamnese, körperliche 

Untersuchung, Röntgen-Untersuchung des Thorax und einen PPD-Test (Tuberculin Test 

PPD Mérieux, bioMérieux, Nürtingen, Deutschland). Der PPD-Test wurde gemäß den 

Herstellerangaben ab einer Hautinduration von zwei Millimetern Durchmesser als positiv 

gewertet. Ausschlusskriterien für die Teilnahme an der Studie waren Zeichen einer aktuel-

len oder stattgehabten Tuberkulose im Thorax-Röntgenbild, Alter außerhalb der definier-

ten Grenzen von sechs bis 66 Jahren, Rücknahme der Einverständniserklärung und un-

vollständige Dokumentation auf den Fragebögen. Die endgültige Kontrollgruppe umfasste 

2346 Personen, davon 127 mit negativem und 2219 mit positivem PPD-Test. Die gesamte 

Studienpopulation bestand somit aus 4356 Personen. 

Den Probanden wurden 10 ml Citrat-Blut und 5 ml EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Blut 

abgenommen. Aus dem Citrat-Blut wurden B-Lymphozyten isoliert und der Überstand zur 

Stabilisierung der DNA mit 8 M Urea-Lösung zu gleichen Volumenteilen versetzt. Das 

ETDA-Blut wurde für den HIV-Test verwendet. 

 

2.2. Materialien  

2.2.1. Chemikalien 

Die für die Untersuchungen verwendeten Chemikalien und deren Hersteller werden im 

Folgenden aufgeführt. 

Tabelle 2.1.  Verwendete Chemikalien und Reagenzien  

Chemikalien Hersteller 

HPLC-Wasser (LiChrosolv) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Hi-Di-Formamid Applied Biosystems, Foster City, USA 

Ampuwa-Wasser Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland 

Agarose NEEO Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Aqua ad injectabilia Delta Select, Dreieich, Deutschland 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma, Osterode, Deutschland 

BSA (Bovines Serumalbumin) Biomol, Hamburg, Deutschland 

HOT FIREPol DNA-Polymerase Solis Biodyne, Tartu, Estland 

FIREPol DNA-Polymerase Solis Biodyne, Tartu, Estland 

Fortsetzung der Tabelle 2.1. auf der Folgeseite. 
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Tabelle 2.2. Fortsetzung von Tabelle 2.1. 

25 mM MgCl2 Solis Biodyne, Tartu, Estland 

10x Solution S Solis Biodyne, Tartu, Estland 

20 mM dNTP Mix Solis Biodyne, Tartu, Estland 

Sephadex™ G-50 DNA Grade GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

Bromphenolblau Sigma, Osterode, Deutschland 

Xylencyanol Serva, Heidelberg, Deutschland 

100bp DNA-Längenstandard Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland  

Tris-Base  Biomol, Hamburg, Deutschland 

Tris-HCL Biomol, Hamburg, Deutschland 

EDTA Biomol, Hamburg, Deutschland 

Borsäure Biomol, Hamburg, Deutschland 

Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromid Gibco BLR, Karlsruhe, Deutschland 

Puffer B und BD Solis Biodyne, Tartu, Estland 

Taq-Polymerase Solis Biodyne, Tartu, Estland 

 

2.2.2. Puffer und Lösungen 

Verschiedene Puffer und Lösungen wurden im Labor eigenständig hergestellt. Die Zu-

sammensetzung wird im Folgenden aufgelistet. 

Tabelle 2.3.  Verwendete Lösungen 

Reagenzien Inhaltsstoffe Konzentration 

1 x TBE-Puffer Tris-Base 
EDTA  
Borsäure 
Aqua dest. 

  108 g 
   7,4 g 
    55 g 
 ad 1 l 

1 x TE-Puffer Tris-HCL 
EDTA 
Aqua dest. 

    10 mM 
      1 mM 

1 x TE-PCR Tris-HCL 
EDTA 

    10 mM 
   0,2 mM 

Ethidiumbromid-Lösung Ethidiumbromid 
Aqua dest. 

      5 mg/ml  

PCR-Farbladepuffer Bromphenolblau 
Xylencyanol 
Glycerol 

   2,5 mg/ml 
   2,5 mg/ml 
    60 % 

Agarosegel Agarose 
1 x TBE-Puffer 

   1,5 % 
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2.2.3. Reaktionssysteme 

Für verschiedene Untersuchungen wurden kommerziell angefertigte Reaktionssysteme 

genutzt. Auf die Verwendung der Kits wird im Abschnitt 2.3. eingegangen. 

Tabelle 2.4.  Verwendete Kits 

Anwendung Name Hersteller 

DNA-Isolierung AGOWA mag Maxi DNA Isolation Kit AGOWA GmbH, Berlin, Deutschland 

DNA-Amplifizierung GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

Sequenzierreaktion BigDye Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit  

Applied Biosystems, Foster City, 
USA 

 

2.2.4. Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide (Primer) für die Sequenzierung der ausgewählten Bereiche von SPP1 

wurden mit Hilfe der Software Primer3 am Computer entworfen und bei MWG Biotech 

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. 

Tabelle 2.5.  Primer zur Sequenzierung  

Bereich Name Sequenz (5´-3´) Produktlänge 

Promotor SPP1-pro1000-F GCATTTGCATCTAATATGTGCT  

 SPP1-pro1000-R TCAGCATCCAGGAAGAGC 600 bp 

Exon 1 SPP1-pro+ex1-F AGGCAAGAGTGGTTGCAGAT  

 SPP1-pro+ex1-R TTTGAGGACCCAGTGGAAGT 700 bp 

Exon 2 und 3 SPP1-exon2+3-F TTGATCTGTTTGTAGGTTTAGAGAGC  

 SPP1-exon2+3-R TTCATAGCAGGCAGTCAATCA 684 bp 

Exon 4 SPP1-exon4-F GGGGAATGAAAGGATCAAATG  

 SPP1-exon4-R GATGGGCCTCTGATTGAAAA 661 bp 

Exon 5 SPP1-exon5-F TGCATAACAGAGTCACCTTTCAA  

 SPP1-exon5-R AGCGCTAGTCAGAACCATCAG 850 bp 

Exon 6 SPP1-Exon6-F AGGATTACCATATTCCCATCCCTA  

 SPP1-Exon6-R TGTTTTATTAATTGCTGGACAACC 965 bp 

3´-UTR SPP1-3’UTR-F AGTTTGTGGCTTCATGGAAACT  

 SPP1-3’UTR-R GAGAGTGGGAAGGTGGATGAG 679 bp 

Basenabfolge der designten Primers (in 5´-3´-Richtung), Bereich der erwünschten Sequenzierung und die 
erwartete Länge des Sequenzierungsprodukts. T: Thymin, A: Adenin, G: Guanin, C:Cytosin. 



2. Material und Methoden 

25 

Tabelle 2.6.  Primer zur Genotypisierung  

Name Sequenz (5´-3´) Modifizierung 

spp1rs7687316_F ATGCCCATCCCGTAAAT - 

spp1rs7687316_R TGTCATGAGGTTTTCTGCC - 

spp1rs7687316_A CACACTTCCCCCTCTGGTTTTGTGGTTAAAACAA 3´ 6-Fam 

spp1rs7687316_S AAACCAAAAACGCACACACACAA 5´Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs7435825_F AGGACATCACCTCACAC - 

SPP1rs7435825_R TTCCTGACTATCAATCACATCG - 

SPP1rs7435825_A TGGGTTTCAGCACTCTGGTCATCCAG 3´ 6-Fam 

SPP1rs7435825_S GACTCGTTTCATAACTGTCCTTCCC 5´ Cy5, 3´ Pho 

spp1rs4660_F TTCCAAAGTCAGCCGTG - 

spp1rs4660_R CACATTAGTTATTTCCAGACTCAAATAG - 

spp1rs4660_A TTGGGGTCTACAACCAGCATATCTTCATGGCTGG 5´ Cy5, 3´ Pho 

spp1rs4660_S AATACGAAATTTCAGGTGTTTATCTTCTTCCTTC 3´ 6-Fam 

SPP1rs1126616_F GGAGTTGAATGGTGCATAC - 

SPP1rs1126616_R GGTCTACAACCAGCATATCT - 

SPP1rs1126616_A ATTCCGATGTGATTGATAGTCAGGAACTTTCCAA 5´ Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs1126616_S AAGCCAATGATGAGAGCAATGAG 3´ 6-Fam  

SPP1rs11730582_F ACTAGTGCCATTTGTCTAAG - 

SPP1rs11730582_R CCACTCTTGCCTGTATGA - 

SPP1rs11730582_A GCTAAGCTTGAGTAGTAAAGGACAGAGGC 3´ 6-Fam  

SPP1rs11730582_S GTTCTCTGAACTCCTTGCAG 5´ Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs28357094_F AGTGGCAGAAAACCTCAT - 

SPP1rs28357094_R GGCGTTTGGCTGAGAAG - 

SPP1rs28357094_A CTGCAGACATCCTCCACCAACACAGG 3´ 6-Fam  

SPP1rs28357094_S AGGCGGCGAGATTGTG 5´ Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs2853744_F GGAACAAGGATAGGTAGGC - 

SPP1rs2853744_R GTATGCAGTAGCTTGTTACTTAG - 

SPP1rs2853744_A TGCTTGAGAGGGCTGCTTCAGGAG 5´ Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs2853744_S GTTTCTGACTGAGAGCAGGATGA 3´ 6-Fam  

SPP1rs6812524_F CATGTGGACAGCCAGGA - 

SPP1rs6812524_R AGGTCTGCGAAACTTCTT - 

SPP1rs6812524_A GACTCATCAGACTGGTGAGAATCATCAGTGTCAT 3´ 6-Fam 

SPP1rs6812524_S TACATCATCAGAGTCGTTCGAGTCAATG 5´ Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs41497449_F TGCCCATCCCGTAAATGAA - 

SPP1rs41497449_R CAACTGGCCTGAGACGA - 

SPP1rs41497449_A CTGCTGCTGACAACCAAGCCCTCCC 5´ Cy5, 3´ Pho 

SPP1rs41497449_S TGTGCTCTGCCTCCTCCT 3´ 6-Fam  

Basenabfolgen der Primer für die Genotypisierung. F: Vorwärtsprimer, R: Rückwärtsprimer, S: Sensoroligo-
nukleotid, A: Ankeroligonukleotid, 6-Fam: 6-FAM-Phosphoramidit ; Pho: Phosphat; Cy5:Cyanin. 
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Für die Genotypisierung der ausgewählten Polymorphismen wurden jeweils ein forward 

und ein reverse Primer sowie ein Sensor- und ein Anker-Primer entworfen (vgl. 2.3.10.). 

Je nach Verwendung wurden diese zum Teil mit Modifizierungen versehen. Die Primer 

wurden mit Hilfe der Software LightCycler Probe Design entworfen und bei Biomers (Ulm, 

Deutschland) synthetisiert. 

2.2.5. Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2.7.  Verwendete Verbrauchsmaterialen 

Name  Bezeichnung Hersteller 

Filterplatten Muliscreen HTS Millipore, Billerica, USA 

Filterpipettenspitzen Bioclean, 10-1000 µl RAININ, Oakland, USA 

Pipettenspitzen  für Gilsonpipetten, 200 µl Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Filterpipettenspitzen Biosphere, 10 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

PCR-Platten 96- und 384-Well  Thermo Scientific, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäße 1,5 und 2 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

96er Mikrotiterplatten Micropore Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

 

2.2.6. Geräte 

Tabelle 2.8.  Verwendete Laborgeräte 

Gerätetyp Bezeichnung  Hersteller 

Zentrifuge 5414 Centrifuge D Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 4 K 10, 3 E-1 Sigma, Osterode, Deutschland 

Sicherheitswerkbank LamininAir HB 2448 Heraeus Instr., Hanau, Deutschland 

Thermocycler, 96er Platten Primus 96 plus MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland 

Thermocycler, 384er Platten Primus 96 advanced Peqlab Biotechn., Erlangen, Deutschland  

Gradientencycler T3 Thermocycler Biometra, Göttingen, Deutschland 

Elektrophoresekammer klein Agagel Mini Biometra, Göttingen, Deutschland 

Elektrophoresekammer groß BIO PAD MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland 

Fluoreszenzkamera - Bio-Rad, Hercules, USA  

Transilluminator  - Bio-Rad, Hercules, USA 

Kapillar-Sequenziergerät 3100 Genetic Analyzer Applied Biosystems, Foster City, USA 

Pipettierroboter Genesis Workstation  Tecan, Crailsheim, Deutschland 

Pipettierroboter Freedom Evo Tecan, Crailsheim, Deutschland 

LightTyper LightTyper 1.0 Roche Diagn., Mannheim, Deutschland 

Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Volumenvariable Pipetten 2-1000 µl RAININ, Oakland, USA 
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2.2.7. Elektronische Datenbanken und Datenverarbeitungsprogramme 

Tabelle 2.9.  EDV-Programme 

Anwendung Programm Hersteller 

Sequenzanalyse SeqScape Software v2.1.1. Applied Biosystems, Foster City, 
USA 

Sequenzanalyse Sequencing Analysis Soft-
ware 

Applied Biosystems, Foster City, 
USA 

Primerdesign Primer3 frodo.wi.mit.edu/primer3/  

Primerdesign LightCycler Probe Design 
Software 2.0 

Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 

Statistische Auswertung Haploview www.broadinstitute.org/haploview/ha
ploview 

Haplotypenberechnung UNPHASED 3.0.13 www.mrc-bsu.cam.ac.uk/personal/ 
frank/software/unphased 

Statistische Auswertung STATA 9.0 StataCorp, College Station, USA 

Primer-Abgleich am   hu-
manen Genom 

BLAST blast.ncbi.nlm.nih.gov 

Textverarbeitung Microsoft Word X, Mac  Microsoft Corp., Redmond, USA 

Literaturverwaltung Endnote 6.0.1.  Thompson Research Group, Nash-
ville, USA 

Powerberechnung Genetic Power Calculator  pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/
cc2.html  

 

Tabelle 2.10.  Datenbanken 

Anwendung Datenbank Quelle 

Genetische Informationen National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI) 

www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Datenbank (Publikationen) PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/  

Datenbank (SNPs) DbSNP www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ 

Datenbank (SNPs) Chip Bioinformatics snpper.chip.org/ 

Gendatenbank HapMap  hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Datenbank Mykobakterien MIRU-VNTRplus www.miru-vntrplus.org 
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2.3. Methoden 

Im Folgenden werden die in den experimentellen Untersuchungen angewendeten Metho-

den beschrieben. Die genomische DNA der meisten Blutproben der Studienpopulation lag 

zu Beginn der Arbeit bereits in ausreichender Menge isoliert vor, musste jedoch von ein-

zelnen Proben neu isoliert werden. 

Für die initiale Re-Sequenzierung des Gens SPP1 wurden 69 Proben ausgewählt. Um 

einen Überblick über die Verteilung der Polymorphismen in den verschiedenen Versuchs-

gruppen zu erhalten, wurden je 23 Patienten, 23 Kontrollen mit positiven PPD-Test und 23 

Kontrollen mit negativem PPD-Test ausgewählt. Diese Anzahl wurde definiert, um eine 

ausreichend große statistische Power zu gewährleisten. Polymorphismen, die in dieser 

Gruppe gefunden werden, haben statistisch eine Frequenz von mindestens 2%. 

Die 69 DNA-Isolate wurden mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert und sequenziert, 

um bisher unbekannte Mutationen zu identifizieren. Danach wurden nach definierten Kri-

terien (Lokalisation im Promotor oder in den Exons, Häufigkeitsunterschiede in Fall- und 

Kontrollgruppe, beschriebene Assoziationen) ausgewählte Polymorphismen mittels Geno-

typisierung in der gesamten Studienpopulation untersucht. Die Auswertung erfolgte mit 

Methoden der genetisch-epidemiologischen Statistik. 

2.3.1. DNA-Isolierung 

Die DNA-Extraktion aus dem mit Harnstoff versetzten Citrat- oder EDTA-Blut erfolgte mit 

dem AGOWA mag Maxi DNA Isolation Kit. Dieses Reaktionssystem ermöglicht eine Ab-

trennung der DNA aus dem Vollblut durch Bindung an magnetische Partikel.  

Initial werden die Zellen durch Zugabe von Proteasen lysiert, wodurch die DNA freigesetzt 

wird. Diese bindet an die zugefügten magnetischen Partikel. Durch magnetische Separa-

tion bildet sich ein Pellet der DNA-beladenen Partikel am Boden des Reaktionsgefäßes 

und der Überstand kann verworfen werden. Die an Magnetpartikel gebundene DNA wird 

gewaschen und abschließend mit einem Elutionspuffer von diesen gelöst. Die Ausbeute 

der DNA ist abhängig von der Anzahl der Leukozyten im Blut. 

2.3.2. Phi-Amplifizierung 

Die Phi-Amplifizierung ist eine Methode zur Vervielfältigung des gesamten Genoms aus 

kleinen DNA-Mengen (whole genome amplification, WGA). Das auf PCR (s. 2.3.4.) basie-

rende Verfahren wurde mit dem GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit durchgeführt. Es 

wurden hexamere Oligonukleotide (random primer) eingesetzt, die durch ihre kurze Se-

quenz bereits bei einer Temperatur von 30°C unspezifisch an verschiedene DNA-

Abschnitte binden. So wird die Kettenverlängerung gleichzeitig an unterschiedlichen DNA-
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Abschnitten initiiert und das gesamte Genom vervielfältigt. Mit der Phi-Amplifizierung 

lassen sich aus der primären genomischen DNA Amplifikate von über 10 kb Länge erzeu-

gen (Kumar et al., 2007). Im Folgenden sind Reaktionsansatz und Reaktionsablauf der 

Phi-Amplifizierung dargestellt. Aus 10 ng eingesetzter genomischer DNA erhält man etwa 

4-7 µg amplifizierte DNA. 

Tabelle 2.11.  Reaktionsansatz und Temperaturzyklen für die Phi-Amplifizierung 

Schritt    Ansatz  Temperatur Dauer  

1. Denaturierung   1 µl (10 ng DNA in TE-Puffer) 

  9 µl Probenpuffer 

    95°C   3 min 

2. Amplifizierung 10 µl Denaturierungsansatz (s.o.) 

  9 µl Reaktionspuffer 

  1 µl Enzym-Mix 

    30°C 90 min 

3. Enzyminaktivierung      65°C 10 min 

 

2.3.3. Primerdesign für die Sequenzierung  

Die Oligonukleotide (Primer) für PCR und Sequenzierung wurden mit Hilfe des Pro-

gramms Primer3 entworfen. Aus der bekannten genomischen Sequenz (http://snpper. 

chip.org/bio/show-sequence/?TYPE=U&GENE=17620) wurden Abschnitte ausgewählt, 

die für die beabsichtigten Untersuchungen von Interesse waren. Diese beinhalteten den 

Promotorbereich (bis 750 bp in 5´-Richtung vom Startkodon), die sieben Exons und die 

untranslatierte Region am 3´-Ende des DNA-Strangs (3´-UTR). 

Verschiedene Gesichtspunkte wurden für die Anfertigung der Primer berücksichtigt. Für 

jeden zu amplifizierenden Abschnitt wurden jeweils ein Primer komplementär zum 3´-

Ende (forward primer) und einer komplementär zum 5´-Ende (reverse primer) der DNA-

Stränge angefertigt. Die Oligonukleotide sollten für ein spezifisches Bindungsverhalten 

eine Länge von ca. 17 bis 30 Nukleotiden haben und die Basen Adenin (A) und Thymin 

(T) in etwa gleicher Verteilung enthalten wie Cytosin (C) und Guanin (G). Eine ausrei-

chende Spezifität der Primer sowie der Ausschluss von Primer-Dimeren wurde durch die 

Software Primer3 garantiert. Mit Hilfe des Programms BLAST wurden die Primersequen-

zen mit der humanen Gensequenz abgeglichen. 

Die bei MWG Biotech angefertigten Oligonukleotide wurden in gefriergetrockneter (lyophi-

lisierter) Form geliefert. Für die Reaktionen wurden sie in Lösung mit einer Konzentration 

von 10 pmol/µl gebracht. Um die optimalen Reaktionsbedingungen für die Primer zu er-

mitteln, wurden mit bekannten DNA-Proben verschiedene Reaktionsansätze (MgCl2–

Konzentration, Pufferzusätze) und Temperaturen getestet. 
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2.3.4. Polymerasekettenreaktion  

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur 

Vervielfältigung von definierten DNA-Abschnitten (Mullis et al., 1986). Der Reaktions-

ansatz beinhaltet neben einem Aliquot genomischer DNA und für den Abschnitt spezifi-

schen Primern das Enzym Taq-Polymerase, die DNA-Bausteine Desoxynukleotid-

triphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) sowie Reaktionspuffer und Magnesiumchlorid. 

Nach initialer Trennung der DNA-Doppelstränge (Denaturierung) durch Erhitzen auf 95°C, 

können die Primer bei einer für sie spezifischen Bindungs (annealing)-Temperatur an die 

komplementären Einzelstränge der DNA-Matrix binden. Durch das hitzestabile Enzym 

Taq-Polymerase wird der neue Strang ausgehend von den Primern in 3’-Richtung verlän-

gert (Elongation). Dabei werden die Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) komplementär 

zur DNA-Einzelstrang-Matrize angefügt. Durch Wiederholen der Temperaturzyklen wer-

den die einzelnen Schritte mehrfach durchlaufen und die DNA-Sequenz wird exponentiell 

vervielfältigt. Folgend sind beispielhaft für die Promotorregion Reaktionsansatz und Tem-

peraturzyklen aufgeführt. 

Tabelle 2.12.  PCR-Ansatz  

Komponente  Konzentration Volumen pro Ansatz Finale Konzentration  

Taq-Polymerase        5 U/µl         0,2 µl             1 U 

Reaktionspuffer BD      10 x            2 µl             1 x 

MgCl2      25 mM            2 µl          2,5 mM 

dNTP Mix      10 mM         0,4 µl         200 µM 

Forward primer      10 pmol/µl            1 µl          0,5 µM 

Reverse primer      10 pmol/µl            1 µl          0,5 µM 

DNA Probe      ca. 5 ng/µl             2 µl           10 ng/rxn 

H2O         ad 20 µl  

Inhaltsstoffe sowie deren Konzentration und Menge für den Reaktionsansatz der PCR-Reaktion. m: milli, p: 
piko, µ: Mikro, M: molare Masse, rxn: reaction, Reaktion, U: Units, g: Gramm, l: Liter 
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Tabelle 2.13.  PCR-Programm 

Schritt Temperatur (°C) Dauer Zyklen 

1. Initiale Denaturierung         94   3 min     1 

2. Denaturierung         94 30 s 

3. annealing         60   1 min 

4. Elongation         72   1 min 

⎫  

⎬  35 

⎭ 

5. Finale Elongation         72 10 min     1 

Reaktionsschritte der PCR. Die Schritte 2.-4. wurden insgesamt 35 Mal wiederholt, Schritt 1. und 5. stehen 
nur am Anfang bzw. am Ende der PCR-Reaktion  

Die auf Magnesiumchlorid (MgCl2)–Konzentration und annealing-Temperatur der Primer 

optimierten Reaktionsbedingungen für die PCR der verschiedenen amplifizierten Gen-

abschnitte sind in der folgenden Tabelle dargestellt.  

Tabelle 2.14.  Optimierte Reaktionsbedingungen 

Amplifizierter Bereich Tannealing (°C) [MgCl2] 

SPP1-pro1000         60    2 mM 

SPP1-pro+ex1         60 1,5 mM 

SPP1-exon2+3         60    2 mM 

SPP1-exon         60 1,5 mM 

SPP1-exon5         55 1,5 mM 

SPP1-exon6          60    2 mM 

SPP1-3'UTR         60    2 mM 

Optimale Temperatur und MgCl2-Konzentration für die PCR der zu amplifizierenden Bereiche. 

2.3.5. Agarose-Gelelektrophorese 

Amplifizierte PCR-Produkte werden zur Kontrolle und Größenbestimmung mittels Gel-

elektrophorese aufgetrennt. Dazu werden sie mit einem Ladepuffer, der Glycerol und die 

Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol enthält, auf ein 1,5% Agarosegel aufgetra-

gen. Die Elektrophorese erfolgt bei einer angelegten Spannung von 100 V für 25 min. Da 

sich kürzere DNA-Fragmente schneller im elektrischen Feld zum Pluspol bewegen, tren-

nen sich die PCR-Produkte so ihrer Länge nach auf. Zur Kontrolle werden zusätzlich eine 

Negativkontrolle und ein DNA-Längenstandard mit DNA-Fragmenten bekannter Größe 

aufgetragen. Das Agarosegel ist mit Ethidiumbromid (0,2 µg/ml) versetzt. Dieses interka-

liert mit der DNA und macht die entstehenden Komplexe unter UV-Licht sichtbar. Das 

Ergebnis wird fotografisch dokumentiert. 
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2.3.6. Aufreinigung der PCR-Produkte 

Die PCR-Produkte wurden für die folgende Sequenzierreaktion mit dem Sepha-

dex/Micropore-System gereinigt. Dazu werden spezielle 96-Well Filterplatten mit in den 

Boden eingelassener Membran mit Sephadex-Pulver (Sephadex G50 superfine) befüllt. 

Dieses quillt nach Zugabe von HPCL-Wasser auf und bildet so einen Gelfilter. Aufzureini-

gende Produkte werden auf das Gel gegeben und durch Zentrifugieren durch diesen Filter 

gepresst. Überschüssige Primer und dNTPs werden von dem Gel zurückgehalten, wäh-

rend die Sequenzierungsprodukte als Filtrat aufgefangen werden.  

2.3.7. Sequenzierreaktion mittels Kettenabbruchverfahren 

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

durchgeführt. Der Ablauf der Reaktion entspricht grundsätzlich dem der PCR, allerdings 

enthält der Ansatz zusätzlich fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosidtriphosphate 

(ddNTPs). Werden diese zufällig in den neu synthetisierten Strang eingebaut, kann keine 

weitere Base binden und es kommt zum Kettenabbruch (Sanger et al., 1977). So entste-

hen unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die je nach terminalem ddNTP mit unter-

schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die Sequenzierreaktion wird mit nur 

einem Primer durchgeführt; für einige Abschnitte wurde jedoch sowohl eine Reaktion mit 

dem forward als auch eine Reaktion mit dem reverse primer durchgeführt, um den zu 

sequenzierenden Bereich optimal aufzulösen. In den folgenden Tabellen werden der 

Reaktionsansatz und die Temperaturzyklen für die Sequenzierreaktion aufgeführt. 

Tabelle 2.15.  PCR-Ansatz 

Komponente  Volumen/Ansatz 

BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix      1 µl 

BigDye Reaktionspuffer      3 µl 

Primer (5 pmol/µl)      1 µl 

PCR-Produkt       1 µl 

H2O      4 µl 

Reaktionsansatz der PCR für die Sequenzierreaktionen mit dem BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix. 
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Tabelle 2.16.  PCR-Temperaturzyklen 

Schritt Temperatur (°C) Dauer Zyklen 

1. Initiale Denaturierung         96   5 min    1 

2. Denaturierung         96 30 s ⎫ 

3. Annealing         50 15 s ⎬  24 

4. Elongation         60   4 min ⎭ 

Reaktionsschritte der PCR. Der erste Schritt steht nur am Beginn der Reaktion, danach werden die Schritte 
2.-4. insgesamt 24 Mal wiederholt. 

2.3.8. Aufreinigung der Produkte der Sequenzierreaktion 

Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden für die folgende Sequenzanalyse erneut mit 

dem Sephadex/Micropore-System gereinigt. Die gereinigten Produkte werden für die 

nachfolgende Analyse im Kapillarsequenzer mit HiDi Formamid gemischt (5 µl Produkt auf 

12 µl HiDi Formamid). Durch den Zusatz des Formamids werden die Produkte denaturiert, 

so dass sie zur Analyse einsträngig vorliegen. 

2.3.9. Sequenzanalyse  

Die Analyse der gereinigten Proben erfolgt automatisch im Kapillarsequenzer. Die Auf-

trennung erfolgt elektrophoretisch anhand der Länge der Fragmente. Die fluoreszenzmar-

kierten Didesoxynukleotide zeigen nach Anregung mit Laserstahlen einer definierten Wel-

lenlänge für jede der Basen eine spezifische Farbe, die vom Gerät detektiert wird. Da-

durch kann die genaue Basenabfolge der Probe bestimmt werden.  

Die ermittelten Sequenzen der Proben wurden mit Hilfe des Programms SeqScape mit 

der Referenzsequenz aus der Datenbank des NCBI (contig accession number: 

NT_016354.18) verglichen, um bisher unbekannte Polymorphismen zu detektieren. 

Die folgende Abbildung 2.1. zeigt die Ergebnisse der Analyse, wie sie durch das Pro-

gamm SeqScape dargestellt werden. 
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Abbildung 2.1. Darstellung der Basenabfolge am Beispiel der Variante rs2853744 
Ergebnis der Analyse mit dem Kapillarsequenzer. Darstellung mit dem Programm SeqScape. Die y-Achse 
stellt die Intensität der Fluoreszenz dar, die x-Achse zeigt die elektrophoretisch aufgetrennten fluoreszenz-
markierten ddNTPs. A: homozygote Mutation TT, B: heterozygote Mutation (K [internationale Nomenklatur]: 
Austausch T zu G), C: Wildtyp GG. 

2.3.10. Primerdesign für die Genotypisierung 

Aus den detektierten Polymorphismen wurden einzelne Einzelnukleotidaustausche (single 

nucleotid polymorphisms, SNPs) ausgewählt, die in der gesamten Studienpopulation 

analysiert wurden. Für diese Genotypisierung wurden mit dem Programm Roche Light-

Cycler Probe Design Software 2.0 für jeden SNP jeweils erneut ein forward und reverse 

primer entworfen, die ebenfalls die bereits unter 2.3.3. beschriebenen Bedingungen erfül-

len sollten. Das Amplifikat sollte eine Größe von etwa 300 bp haben. 

Zusätzlich wurden für jede Mutation jeweils zwei fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide 

entworfen. Diese wurden komplementär zu der Sequenz im Bereich der Mutation (Sensor) 

und zu der direkt angrenzenden Sequenz (Anker) hergestellt. Für das Sensor-

Oligonukleotid wurde eine Schmelztemperatur von etwa 65°C angesetzt. Das Anker-

Oligonukleotid sollte eine etwa 5°C höhere Schmelztemperatur haben, um einen sicheren 

Energietransfer (FRET, siehe 2.3.11.) über den gesamten Temperaturbereich der 

Schmelzanalyse zu ermöglichen.  

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers synthetisiert, in lyophilisiertem Zu-

stand geliefert und für die Reaktionen in Lösung gebracht. Die Konzentration der Arbeits-

lösung betrug für die forward und reverse primer je 10 pmol/µl und für die fluoreszenz-

markierten Anker- und Sensorprimer 5 pmol/µl. 
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2.3.11. Genotypisierung mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (fluorescence resonance energy transfer, FRET) 

ist ein Verfahren, das auf der Basis von Energieübertragung den Abstand zweier Moleküle 

zueinander anzeigt. Dabei wird aufgenommene Energie von einem angeregten Molekül 

(Donor) direkt auf ein Empfängermolekül (Akzeptor) übertragen, wenn dieses sich in un-

mittelbarer Umgebung befindet. Der Abstand der Moleküle beträgt dabei typischerweise 

weniger als 10 nm. Der Mechanismus dieses nichtstrahlenden Energietransfers („virtuel-

les Photon“) wird als Förster-Energietransfer bezeichnet (Förster, 1948). Nur wenn es sich 

bei den Donor- und Akzeptormolekülen um fluoreszierende Stoffe handelt, spricht man 

von FRET. 

In dissoziiertem Zustand emittiert der Donor aufgenommene Energie, während bei geeig-

neter räumlicher Nähe der beiden Stoffe die Energie vom Donor auf den Akzeptor über-

tragen wird und daher dieser die Energie emittiert. Diese veränderte Emission kann durch 

Messung der Fluoreszenz quantifiziert werden. 

Zur Analyse von Punktmutationen (Genotypisierung) mit dieser Methode werden in einem 

speziellen PCR-Verfahren zwei Oligonukleotide als Sensor und Anker (als Donor bzw. 

Akzeptor) an den DNA-Strang im Bereich der zu untersuchenden Mutation hybridisiert 

(siehe 2.3.10.). Beide sind an der sich zugewandten Seite mit fluoreszierenden Molekülen 

(Fluorophoren) markiert (5-Cyanin und 6-FAM-phosphoramid). Bei Anregung durch 

Bestrahlung mit Licht im Absorptionsbereich des Donors führt die direkte Nachbarschaft 

der Fluorophoren hauptsächlich zur Energieemission durch den Akzeptor. Aufgrund der 

niedrigeren Schmelztemperatur des Sensors dissoziiert dieser bei kontinuierlichem 

Erhitzen des Reaktionsgemisches (0.05°C/s, Temperaturbereich 35-75°C) zuerst vom 

DNA-Strang. Die räumliche Trennung der Fluorophoren führt zur Zunahme der 

Energieemission des Ankers. Bei höheren Temperaturen löst sich auch der Anker vom 

DNA-Strang.  
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Abbildung 2.2. Schematische Darstellung der Detektion von Punktmutationen mit 
der FRET-Methode.  
Bei langsamer Temperaturerhöhung löst sich der Sensor im Fall der Mutation (A) aufgrund der nicht optimalen 
Bindung schneller von der DNA-Matrize als im Fall des Wildtyps (B). Die dadurch hervorgerufene räumliche 
Trennung von Anker (gebunden an der DNA-Matrize) und Sensor führt zu einer Veränderung der Fluores-
zenz-Emission. 

Der Sensor wird in der Regel komplementär zum Wildtyp angefertigt. Bei einer Mutation 

führt die nicht-komplementäre Basenpaarung zu einer weniger festen Bindung und daher 

bereits bei niedrigerer Temperatur zur Dissoziation des Sensors vom DNA-Strang. Durch 

die spezifischen Schmelzkurven lassen sich Wildtyp und Mutation unterscheiden. Die 

Abnahme der Fluoreszenz während des Temperaturanstiegs wird durch die Analysen-

software des LightTypers graphisch dargestellt und kann so ausgewertet werden. Abbil-

dung 2.3. zeigt ein Bildschirmfoto der Software mit den Schmelzkurvenanalysen. 
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Wildtyp Mutante

A

B

 

Abbildung 2.3. Schmelzkurven am Beispiel der Variante rs2853744 
A: Graphische Darstellung der Intensität der Fluoreszenz (y-Achse) gegen die Temperatur (x-Achse). B: Erste 
Ableitung der Intensität der Fluoreszenz gegen die Temperatur. Der Sensor ist in diesem Fall an die Mutante 
angepasst. Bei Temperaturerhöhung kommt es daher zunächst zu einer Änderung der Fluoreszenz bei Pro-
ben, die den Wildtyp enthalten (hier etwa bei 51°C), während die DNA-Proben, welche die Mutation enthalten, 
erst bei ca. 59°C eine Fluoreszenzänderung aufweisen. Die Abbildung stammt aus dem Programm Sequen-
cing Analysis Software. 

Die folgenden Tabellen 2.17. und 2.18. zeigen beispielhaft Reaktionsansatz und Tempe-

raturzyklen für die Genotypisierung der OPN-Variante rs2853744 G/T. 
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Tabelle 2.17.  Reaktionsansatz für die Genotypisierung  

Komponente Konzentration Volumen (µl) Finale Konzentration 

Puffer   10 x   1,00      1 x 

MgCl2   25 mM   0,80      2 mM 

forward primer   10 pmol/µl   0,50   0,5 µM 

reverse primer   10 pmol/µl   0,10   0,1 µM 

Sensor     5 pmol/µl   0,50 0,25 µM 

Anchor     5 pmol/µl   0,50 0,25 µM 

Solution S   10 x   1,00      1 x 

DNTPs   10 mM   0,20 200 µM 

BSA   20 mg/ml   0,25  0,5 µg/µl 

DMSO 100 %   0,50     5 % 

Taq-Polymerase     5 U/µl   0,20     1 U/rxn 

DNA     5 ng/µl   2,00   10 ng/rxn 

H20    2,45  

Gesamt-Volumen (µl)  10,00  

Inhaltsstoffe sowie deren Konzentration und Menge für den Reaktionsansatz der Genotypisierung. m: milli, p: 
piko, µ: Mikro, M: molare Masse, rxn: reaction, Reaktion, U: Units, g: Gramm, l: Liter 

Tabelle 2.18.  PCR-Temperaturzyklen für die Genotypisierung 

 Schritt Temperatur (°C) Dauer Zyklen 

1. Initiale Denaturierung         94   3 min     1 

2. Denaturierung         94 30 s ⎫  

3. Annealing         60   1 min ⎬  45 

4. Elongation         72   1 min ⎭ 

5. Finale Elongation         72 10 min     1 

Reaktionsschritte der PCR für die Genotypisierung. Der erste Schritt steht nur am Beginn der Reaktion, da-
nach werden die Schritte 2.-4. insgesamt 45 Mal wiederholt. Am Ende der Reaktion steht eine finale Elongati-
on. 

2.3.12. Statistische Verfahren 

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurden die Methoden der genetischen 

Epidemiologie angewendet. Die aus der Schmelzkurvenanalyse erhaltenen Daten für die 

neun ausgewählten Polymorphismen (vgl. 3.2.1.) wurden initial daraufhin untersucht, ob 

sie sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden. Die Assoziationsanalyse wurde unter 

Einbeziehung der verschiedenen beeinflussenden Variablen durchgeführt. Alle statisti-

schen Auswertungen wurden, wenn nicht anders aufgeführt, mit dem Programm STATA 

(Version 9) durchgeführt. 
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2.3.12.1. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) beschreibt die Genotypenverteilung für bialle-

lische Mutationen. Es gilt für eine ideale Population, die durch eine sehr große Individuen-

zahl gekennzeichnet ist, in der eine gleichmäßige und unbeeinflusste Durchmischung des 

Erbguts (Panmixie) herrscht und keine Migration der Individuen stattfindet. Selektion oder 

spontane Mutationen treten unter diesen angenommenen Verhältnissen nicht auf. In na-

türlichen Populationen sind diese Bedingungen meist nicht gegeben; trotzdem wird das 

HWG zur Beschreibung der Genotypenverteilung angewendet. 

Für zwei angenommene Allele P und Q mit ihren Häufigkeiten p und q gilt p+q=1 und 

(p+q)2=p2+2pq+q2, wobei p2 und q2 die Homozygotenhäufigkeiten und 2pq die Heterozy-

gotenhäufigkeit beschreibt. Starkes Ungleichgewicht im HWG bei Kontrollpopulationen ist 

entweder ein Indikator für Genotypisierungsfehler oder deutet auf unterschiedliche Popu-

lationssubstrukturen (Ethnien) hin (Gillespie, 1998). Eine signifikante Abweichung vom 

HWG im Patientenkollektiv deutet möglicherweise auf eine kausale Assoziation mit der 

Erkrankung hin. 

2.3.12.2. Powerberechnung 

Die statistische Power (Teststärke) bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, mit der ein tatsäch-

lich existierender Effekt in einer Studie gefunden wird (Cohen, 1969). Die Power hängt 

von mehreren Faktoren ab. Einerseits beeinflussen die Art und Verteilung der Daten und 

die Art des statistischen Tests die Power. Auch die anzunehmende Größe des nachzu-

weisenden Effekts und das Signifikanzniveau gehen in die Powerberechnungen ein. Der 

Effekt bezeichnet in diesem Fall die Tuberkulose-Inzidenz und wird für Ghana auf 0,003 

geschätzt, das Signifikanzniveau wird auf p=0,05 festgelegt. Für die gesamte Auswertung 

wurde die Häufigkeit des mit Krankheit assoziierten Allels auf durchschnittlich 0,1 ge-

schätzt und das relative Risiko auf 1,4. Weiterhin hängt die Power von der Größe der 

Studienpopulation ab. Es wurde ein multiplikatives Modell angenommen. 

Die Power der einzelnen Analysen wurde mit der öffentlich zugänglichen Software Gene-

tic Power Calculator (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/cc2.html) errechnet. Um 

aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, sollte die Power mindestens 80% betragen. 

2.3.12.3. Assoziationsanalyse 

Die Zusammenhänge zwischen genetischen Polymorphismen und phänotypischen Merk-

malen einer Erkrankung können mit verschiedenen statistischen Testverfahren untersucht 

werden. Zur multivariaten Analyse abhängiger Variablen werden logistische Regressionen 

angewendet, die den statistischen Zusammenhang zwischen einer nominalskalierten, 
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dichotomen, abhängigen Variablen und mindestens einer unabhängigen Variablen beur-

teilen. In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie ist die abhängige Variable der jeweilige 

Phänotyp der mykobakteriellen Infektion. Die unterschiedlichen Phänotypen werden im 

Rahmen der Ergebnisse dargestellt. Als unabhängige Variable werden die analysierten 

genetischen Polymorphismen untersucht. Da in Fall-Kontroll-Studien die Bestimmung des 

relativen Risikos nicht möglich ist, wird das Wahrscheinlichkeitsverhältnis als Odds Ratio 

ermittelt. Odds bezeichnet das Quotenverhältnis einer Gruppe. Sie wird für jeden Poly-

morphismus durch den Quotienten der Wahrscheinlichkeiten (probability, P) P (krank)/ P 

(gesund) angegeben. Die Odds Ratio vergleicht die Odds zweier Gruppen miteinander. 

Als Hypothese wird das Vorhandensein einer Assoziation angenommen. Die Fehlerwahr-

scheinlichkeit p bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete Effekt durch 

Zufall entstanden ist (sog. Fehler der 1. Art). Um statistisch belastbare Ergebnisse zu 

erhalten, wird p für die Auswertungen in der Regel auf maximal 0,05 festgelegt (Signifi-

kanzniveau α = 5 %). Das Konfidenzintervall entspricht also 95 %. 

Durch die logistische Regression können die Einflüsse verschiedener Parameter (Ethnie, 

Alter, Geschlecht) auf die Erkrankungsmanifestation getestet werden. Diese Faktoren 

können das Ergebnis in Richtung eines kausalen Zusammenhangs zwischen Variablen 

und Phänotyp verfälschen. Daher müssen sie soweit wie möglich identifiziert und die 

Analyse entsprechend korrigiert werden. 

2.3.12.4. Haplotypenberechnung 

Genetische Varianten können gemeinsam vererbt werden. Eine solche Kombination von 

Polymorphismen wird als Haplotyp bezeichnet. Man spricht von einem Kopplungs-

ungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD). Je größer der Wert des LD ist, desto stärker 

ist die gemeinsame Vererbung. Haplotypen wurden auf der Basis der Genotypen mit dem 

frei zugänglichen Programm Haploview abgeschätzt. 

2.3.12.5. Bonferroni-Korrektur 

Bei multiplem Testen kommt es zwangsläufig zu einer Zunahme der Fehlerwahrschein-

lichkeit p. Um dieser Tatsache zu begegnen, wird die Bonferroni-Korrektur angewendet 

und der für einen SNP erhaltene p-Wert mit der Anzahl der Testungen multipliziert. Da in 

dieser Studie neun SNPs untersucht wurden, war der generelle Korrekturfaktor 9. Zusätz-

lich wurde nach verschiedenen Untergruppen stratifiziert. So musste zum Beispiel ein p-

Wert, der nur für einen mykobakteriellen Genotyp signifikant war, zusätzlich mit 6 multipli-

ziert werden, da für insgesamt sechs mykobakterielle Genotypen getestet wurde. Auch 

bei Stratifizierungen für Geschlecht oder Ethnien musste der p-Wert entsprechend korri-

giert werden. 
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3. ERGEBNISSE 

Im Folgenden sollen zunächst demographische Variablen der Studienpopulation darge-

stellt werden. Danach werden die Ergebnisse der Sequenzierung der SPP1-Abschnitte 

und die Resultate aus den Genotypisierungen der ausgewählten Varianten beschrieben. 

3.1. Allgemeine Beobachtungen in der Studiengruppe  

Die Studienpopulation bestand aus 2010 Fällen und 2346 Kontrollen. Es fand sich eine 

leicht differierende Verteilung innerhalb der Fälle und Kontrollen in Bezug auf Alter und 

Geschlecht, die in Tabelle 3.1. beschrieben wird. Insgesamt nahmen mehr Männer als 

Frauen an der Studie teil (2759 Männer und 1597 Frauen). Die männlichen Probanden 

waren über Fall- und Kontrollgruppe etwa gleich häufig verteilt. In der Fallgruppe fanden 

sich signifikant weniger Frauen als Männer.  

Tabelle 3.1.  Demographische Verteilung der Studienpopulation 

 Alter Frauen (%) Männer (%) Gesamt 

Fälle 34,1 (9-60) 640 (31,8) 1370 (68,2) 2010 

Kontrollen 32,5 (6-66)  957 (40,8) 1389 (59,2) 2346 

Gesamt 33,2 1597 2759 4356 

Alter und Geschlecht der Studienteilnehmer, sowie deren Verteilung über Fall- und Kontrollgruppe. Das 
Durchschnittsalter ist in Jahren angegeben, in den Klammern findet sich die Altersspanne. 

Das Alter der Patienten der Studienpopulation betrug im Gesamtduchschnitt 33,2 Jahre, 

in der Fallgruppe 34,1 Jahre. Es fand sich ein Erkrankungsgipfel um das 30. Lebensjahr. 

In Abb. 3.1. ist die Altersverteilung von Fällen und Kontrollen graphisch dargestellt. 
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Abbildung 3.1. Altersverteilung für Fälle und Kontrollen (in Prozent) 
Verteilung der Probanden (Fälle/Kontrollen) über die verschiedenen Altersklassen. In der Klasse der 66-70 
jährigen sind keine Fälle enthalten, da diese anhand des Studiendesigns ausgeschlossen wurden. 

Neben dem Phänotyp „Erkrankung“ wurden weitere Phänotypen definiert, um der variab-

len Manifestation der Tuberkulose gerecht zu werden. Als Maß für die Etablierung einer 

Immunantwort wurde die Größe der Reaktion im PPD-Test untersucht. Dieser wurde nur 

in den Kontrollen durchgeführt, da für die Fallgruppe ein positives Ergebnis anzunehmen 

war. Der Test wurde entsprechend den Herstellerangaben ab einem Durchmesser der 

Hautinduration von 1 mm als positiv gewertet. Die Kontrollgruppe bestand aus 2219 PPD-

positiven und 127 PPD-negativen Personen. 

Tabelle 3.2.  Ergebnisse des PPD-Test bei den Kontrollpatienten 

PPD-Test Kontrollpatienten (%) 

Positiv 2219 (94,6) 

Negativ 127 (5,4) 

Gesamt  2346  

 

Als Maß für die Schwere der Tuberkuloseerkrankung wurde die Ausprägung von Infiltra-

ten sowie Kavernenbildung in der Thorax-Röntgenaufnahme der Patienten bestimmt. Die 

radiologischen Befunde wurden von Radiologen ausgewertet und entsprechend ihrer 

Ausprägung in einer Skala von 0 (keine Läsionen) bis 3 (schwere Läsionen) eingeordnet. 

Insgesamt wurden bei 1825 der 2010 erkrankten Personen die radiologischen Befunde 

dokumentiert. 
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Tabelle 3.3.  Radiologische Befunde in der Fallgruppe 

Schweregrad Infiltrate (%) Kavernen (%) 

0 17 (0,9) 108 (5,9) 

1 354 (19,4) 821 (45,0) 

2 1087 (59,6) 665 (36,4) 

3 367 (20,1) 231 (12,7) 

Anzahl (Prozent) der Patienten mit keinen (Schweregrad 0) bis schweren (Schweregrad 3) Infiltraten oder 
Kavernen in der Thorax-Röntgenaufnahme. 

3.1.1. Ethnische Zugehörigkeiten der Studienpopulation 

Die Rekrutierung der Studienpopulation erfolgte aus verschiedenen in Ghana ansässigen 

ethnischen Gruppen. 61,2% waren Akan (dazu zählen die Ashanti, Fante und Akuapem), 

17,4% Ga-Adangbe und 8,3% Ewe. 11,6% gehörten einer ethnisch inhomogenen Gruppe 

aus dem Norden Ghanas an, hierzu gehörten Dagomba, Sissala, Gonja und Kusasi. Die-

se werden im Folgenden als Northerners bezeichnet. Für insgesamt 68 Probanden, also 

1,6% aller Studienteilnehmer, konnte die ethnische Zugehörigkeit nicht ausreichend sicher 

bestimmt werden. 

Die proportionale Verteilung der Ethnien zwischen Fällen und Kontrollen zeigte keine 

signifikanten Abweichungen. In Tabelle 3.4. sind die Ethnien und ihr Vorkommen in Fall- 

und Kontrollgruppe aufgeführt. 

Tabelle 3.4.  Ethnische Gruppen in der Studienpopulation 

Ethnie Fälle (%)   Kontrollen  Gesamt 

  Gesamt (%) PPD-positiv (%) PPD-negativ (%)  

Akan 1279 (63,6) 1387 (59,1) 1292 (58,2) 95 (74,8) 2666 

Ewe 142 (7,1) 219 (9,3) 214 (9,6) 5 (3,9) 361 

Ga-Adangbe 292 (14,5) 465 (19,8) 456 (20,6) 9 (7,1) 757 

Northerners 259 (12,9) 245 (10,4) 229 (10,3) 16 (12,6) 504 

Unbekannt 38 (1,9) 30 (1,3) 28 (1,3) 2 (1,6) 68 

Gesamt 2010 2346 2219 127 4356 

 

3.1.2. Verteilung der mykobakteriellen Genotypen 

Für die Klassifizierung der mykobakteriellen Genotypen wurden die Isolate auf Löwen-

stein-Jensen-Agar kultiviert und an das Nationale Referenzzentrum für Mykobakterien am 

Forschungszentrum Borstel versandt (Leitung: Frau Dr. Rüsch-Gerdes). Dort erfolgte die 
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Differenzierung auf Grundlage von biochemischen Nachweisen, Wachstumsverhalten und 

molekulargenetischen Methoden. Die eingesetzten Verfahren waren Spoligotyping, 

IS6110 Fingerprinting und Genotypisierung der für M. tuberculosis spezifischen pks1/15 

Deletion. Für die Stratifizierungen wurden die Mykobakterien nach phylogenetischen Ge-

sichtspunkten eingeteilt.  

Die modernen M. tuberculosis sensu stricto Stämme unterscheiden sich von den M. afri-

canum-Stämmen durch die vorhandene RD (region of difference) 9 und die Deletion von 

Tb (tuberculosis) D1 (Brosch et al., 2002). Die modernen M. tuberculosis sensu stricto 

Stämme können durch verschiedene Deletionen weiter differenziert werden. Die Deletion 

pks15/1 definiert die große Gruppe M. tuberculosis Euro-American (Gagneux et al., 2006). 

Weiterhin zählen nach der Nomenklatur von Gagneux et al. (2007) zu den M. tuberculosis 

sensu stricto Stämmen die Gruppe M. tuberculosis East-Asian, die durch die Deletion von  

RD105 gekennzeichnet wird, und M. tuberculosis Indo-Oceanic, für die die Deletion von 

RD239 spezifisch ist. Die M. africanum-Stämme können in die Gruppen West African 1, 

definiert durch die Deletion von RD 711, und West African 2, die durch das Fehlen von 

RD 702 gekennzeichnet ist, unterteilt werden (Gagneux et al., 2006). Unter der Betrach-

tung von weiteren Deletionsregionen werden immer feinere Unterteilungen der mykobak-

teriellen Genotypen möglich. Eine neuere Studie von Wirth et al. (2008) differenziert so 

die M. tuberculosis Euro-American (EUAM)-Stämme weiter in die Stämme LAM, Came-

roun, S, Uganda I, Uganda II, Ghana, X und Haarlem.  

Auch für die hier vorliegende Studie wurde durch das Referenzzentrum Borstel eine spe-

zifischere Unterteilung der mykobakteriellen Genotypen durchgeführt. Die Bestimmung 

erfolgte auf der Grundlage der Nomenklatur der MIRU-VNTRplus Datenbank (www.miru-

vntrplus.org) (Allix-Beguec et al., 2008). Zwischen dieser und der einiger anderer Studien 

bestehen teilweise Abweichungen. Vollständigkeitshalber wurden daher die in der Studie 

von Wirth et al. (2008) verwendeten Namen im Folgenden in Klammern dazugefügt. 

Insgesamt konnten bei 1567 Patienten die mykobakteriellen Isolate genotypisiert werden. 

In 304 Fällen war eine eindeutige Identifizierung der mykobakteriellen Spezies nicht mög-

lich. Tabelle 3.5. zeigt die Verteilung der typisierten Mykobakterien des MTBK. 
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Tabelle 3.5.  Verteilung der Erreger des MTBK 

Gruppe Gagneux et al.  Wirth et al.   Fälle (%) 

M. tuberculosis Euro-American TB 2 (Cameroun, Uganda I, II)  475 30,3 

(sensu stricto)  TB1 (Ghana) 138 8,8 

  LAM 1 0,1 

  Haarlem 111 7,1 

 East-Afican-Indian Dehli 13 0,8 

  CAS/Dehli 8 0,5 

 East-Asian Beijing 11 0,7 

 Indo-Oceanic EAI 24 1,5 

M. africanum Afri 1  136 8,7 

 Afri 2  336 21,4 

M. bovis Bov  10 0,6 

Nicht klassifizierbar   304 19,4 

Insgesamt   1567 100,0 

Einteilung der Mykobakterien in Untergruppen, Spalte 1, und Differenzierung mykobakteriellen Genotypen 
durch Gagneux et al. (2007), Spalte 2, und Wirth et al. (2008), Spalte 3. Die Differenzierung erfolgte nach 
spezifischen genetischen Markern. Weiterhin ist der nummerische und prozentuale Anteil der Genotypen in 
dem hier untersuchten Kollektiv angegeben. 

3.2. Re-Sequenzierung relevanter Abschnitte von SPP1  

Die genetische Sequenz von Abschnitten des SPP1-Gens wurde bei 69 Personen der 

Studienpopulation analysiert. Die ausgewählte Gruppe setzte sich aus 23 an Lungen-

tuberkulose erkrankten Personen und je 23 PPD-positiven und 23 PPD-negativen Kontrol-

len zusammen. Die Sequenzierung umfasste 756 bp der 5’-UTR, alle sieben Exons und 

deren angrenzende, intronische Bereiche sowie 304 bp der nichttranslatierten 3’-UTR. Es 

wurden insgesamt sieben Abschnitte ausgewählt, die diese Bereiche beinhalteten.  

Die Sequenzierung erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren nach Sanger (vgl. 2.3.7.) 

mit dem BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. In den ausgewählten Bereichen 

konnten insgesamt 31 Polymorphismen detektiert werden. 16 SNPs waren exonisch loka-

lisiert. Vier davon kodierten für einen nicht-synonymen Aminosäureaustausch und fünf für 

einen synonymen Austausch. Drei Einzelnukleotidaustausche fanden sich in Exon 1 und 

vier Austausche in dem untranslatierten Bereich von Exon 7, welche beide nicht für das 

Protein kodieren. Sieben der SNPs lagen im Promotorbereich. 
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12 SNPs waren zuvor nicht in der Polymorphismen-Datenbank (dbSNP) des NCBI (Natio-

nal Center for Biotechnology Information) beschrieben. Diese wurden an das NCBI über-

mittelt und erhielten eine ss-Nummer (ss: submitted SNP, übermittelter SNP). Die bekann-

ten SNPs wurden zur einfacheren Identifizierung nach Abgleich mit der Datenbank mit 

ihrer rs-Nummer (rs: reference SNP, Referenz-SNP) benannt. 

Da das Protein OPN in verschiedenen Spleißvarianten vorliegt, ist die auf der Grundlage 

der mRNA erstellte Nomenklatur in der Datenbank nicht einheitlich. Die häufigste Variante 

ist OPN b mit fehlendem Exon 4 und somit insgesamt sechs Exons. Vollständigkeitshalber 

wurde jedoch bei der hier angewendeten Nomenklatur die Spleißvariante gewählt, die alle 

sieben Exons beinhaltet. Die Nomenkatur ist daher im Vergleich zu anderen Studien nicht 

zwingend kohärent. Anhand der rs-Nummern sind die Nukleotidaustausche dennoch 

eindeutig zu identifizieren. 

Die folgende Tabelle 3.6. gibt eine Übersicht über die Lokalisation und Art der Mutationen. 

Außerdem wird für jede untersuchte genetische Variante die Häufigkeit des selteneren 

Allels (minor allele frequency, MAF) angegeben. Die MAF wurden mit dem Programm 

Haploview sowohl für die gesamte sequenzierte Studiengruppe von 69 Personen, als 

auch jeweils für die Fall- und die Kontrollgruppen errechnet. Es zeigte sich keine signifi-

kant unterschiedliche Verteilung der Mutationen über Fälle, PPD-positive und PPD-

negative Kontrollen. 
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Tabelle 3.6.  Polymorphismen im SPP1-Gen 

Lokalisation  Position Name N-Austausch AS-Austausch  MAF  

Promotor -554 rs2853744 G/T - 0,309 

 -396* ss120250324 G/A - 0,007 

 -381 rs11730582 T/C - 0,051 

 -368 rs41351345 G/T - 0,14 

 -220* ss120250325 C/T - 0,023 

 -94 rs17524488 Ins (G) - 0,493 

 -5 rs28357094 T/G - 0,044 

Exon 1 79 rs41497449 G/A - 0,044 

 114* ss120250326 A/G - 0,015 

 144* ss120250327 C/T - 0,007 

Intron 1 Ex1+130* ss120250328 C/T - 0,007 

 Ex1+156 rs34295489 ins (TG) - 0,493 

 Ex2-220 rs2853749 C/T - 0,493 

 Ex2-99 rs12331948 A/G - 0,015 

Exon 4 291* ss120250329 A/G T42T 0,007 

Intron 4 Ex4+221* ss120250330 G/C - 0,007 

Intron 5 Ex6-222 rs6811536 C/T - 0,485 

  Ex6-84* ss120250331 A/G - 0,007 

Exon 6 460 rs4754 T/C D94D 0,147 

 493 rs6812524 G/A S105S 0,257 

 701* ss120250332 C/A R175S 0,015 

Exon 7  c.817* ss120250333 G/A A213 A 0,007 

 c.849 rs7435825 G/A S224W 0,132 

 c.928 rs1126616 C/T A250A 0,147 

Exon 7  c.1002* rs120250334 G/A S275N 0,007 

 c.1080 rs4660 G/A R301H 0,118 

Exon7 UTR 138 rs1126772 A/G - 0,029 

 294 rs9138 A/C - 0,147 

 405* ss120250334 G/A - 0,015 

 498 rs41482345 A/T - 0,119 

3´-UTR 71 rs41472944 G/A - 0,119 

N: Nukleotid; AS: Aminosäure; UTR: untranslatierte Region; A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin; 
Abkürzung der AS nach internationaler Nomenklatur: A: Alanin, D: Aspartat, H: Histidin, N: Asparagin, R: 
Arginin. Positionsangaben beziehen sich auf die Position der Mutation in der Referenz-mRNA, bei introni-
schen Varianten auf den Abstand vom nächstgelegenen Exon, bei Varianten in der UTR von Exon 7 auf den 
Abstand zum translatierten Abschnitt von Exon 7 und bei der Variante in der 3’-UTR auf den Abstand vom 
gesamten Exon 7. Für die Genotypisierung ausgewählte SNPs sind fettgedruckt. 



3. Ergebnisse 

48 

3.2.1. Auswahl der SNPs für die Genotypisierung 

Um eine ausreichende statistische Power zu gewährleisten, wurden für die weiteren Un-

tersuchungen initial nur SNPs ausgewählt, bei denen die Allelfrequenz der selteneren 

Variante mindestens 0,05 betrug (minor allel frequency, MAF). Um eine größere Auswahl 

an genetischen Varianten zu erhalten, wurden im Verlauf zwei weitere Polymorphismen, 

die jeweils eine MAF von 0,05 nur knapp nicht erreichten, in die Auswahl mit aufgenom-

men. Sie wurden bereits in verschiedenen Studien zu genetischen Assoziationen von 

Osteopontin mit Erkrankungsmanifestationen untersucht und wurden daher als relevant 

für die vorliegende Untersuchung eingeschätzt. 

Für diese insgesamt 17 Polymorphismen wurden mit Hilfe der Software Haploview die 

paarweisen Kopplungsungleichgewichte (linkage disequilibria, LDs) errechnet, um auf 

eine mögliche gemeinsame Vererbung zu prüfen. Das LD zweier Polymorphismen wird 

als Quadrat des Korrelationsquotienten nach Pearson (r) angegeben. Wenn r2 sich dem 

Wert 1 bzw. 100% nähert, ist davon auszugehen, dass die SNPs relativ nahe beieinander 

liegen und gemeinsam vererbt werden. Als Grenzwert für die Annahme einer gemeinsa-

men Vererbung wurde hier r2 = 0,8 gesetzt. Das folgende Schema in Abbildung 3.2. zeigt 

alle ermittelten paarweisen LD.  

 

Abbildung 3.2.  LD der 17 ausgewählten Polymorphismen 
Die paarweisen LD für die untersuchten 17 SNPs sind als r2 dargestellt. Die farbige Unterlegung korreliert mit 
der Stärke der Assoziation. Darstellung mit der Haploview 4.1 Software. 



3. Ergebnisse 

49 

Es zeigte sich in der Haploview-Analyse, dass einige SNPs gemeinsam vererbt werden. 

Eine Genotypisierung aller Varianten ist daher nicht zwingend notwendig, da die geneti-

sche Information sich wiederholen würde. Die Analyse mit dem Programm Haploview 

ergab, dass durch die Genotypisierung von insgesamt 11 SNPs die Informationen aller 17 

SNPs erfasst werden kann. Die SNPs rs1126616 - rs4754 - rs9138, rs17524488 - 

rs34295489 - rs2853749 und rs4660 - rs41482345 - rs41472944 fanden sich jeweils in 

einem Kopplungsgleichgewicht größer 0,8 und werden dementsprechend gemeinsam 

vererbt. Es wurde sich daher auf die Typisierung der Varianten rs1126616, rs17524488 

und rs4660 beschränkt. 

Die Variante rs6811536 wurde nachträglich aufgrund ihrer Lokalisation im Intron (Intron 5) 

aus der Auswahl ausgeschlossen. Die Variante rs41351345 wurde ebenfalls ausge-

schlossen, da bisher keine Studie eine Assoziation dieser Variante mit Krankheitsbildern 

finden konnte. Es blieben neun SNPs in SPP1 für die weitere Untersuchung durch Geno-

typisierung. 

3.3. Genotypisierung der ausgewählten SPP1-Varianten 

Für die Genotypisierung wurden anhand der Kriterien Häufigkeit der Mutation (MAF> 

0,05), Lokalisation (Promotorregion, sieben Exons, 3’UTR) und unabhängige Vererbung 

der Varianten insgesamt neun Polymorphismen ausgewählt. 

Diese wurden in den DNA-Proben der 4356 Studienteilnehmer mit der Fluoreszenz-

Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Methode im LightTyper-Gerät analysiert. Die Ergeb-

nisse wurden mit den Programmen STATA und Haploview untersucht.  

Exon 1    2   3                                    4   5                 6                          7
 

Abbildung 3.3. Schematische Darstellung der für die Typisierung ausgewählten 
Varianten in SPP1 
Die roten und grünen Kästen stellen die Exons dar, wobei die kodierenden Bereiche der Exons rot und die 
nicht-kodierenden exonischen Bereiche grün markiert sind. Die gelben Felder geben die sequenzierten Ab-
schnitte wieder.  

Um die Unabhängigkeit der typisierten Varianten zu bestätigen, wurden in dem gesamten 

Studienkollektiv mit Hilfe der Software Haploview erneut die paarweisen LDs zwischen 
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den einzelnen Varianten errechnet. Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 3.4. 

dargestellt. Es zeigte sich, wie erwartet, ausschließlich ein hohes Kopplungsgleichgewicht 

von r2= 0,67 zwischen den SNPs rs6812524 und rs7435825. Der gesetzte Grenzwert von 

r2> 0,8 wird jedoch nicht erreicht. Von einer unabhängigen Vererbung ist also auszuge-

hen. 

                      

Abbildung 3.4. Paarweise LD der genotypisierten SPP1-Varianten 
Die paarweisen LD der genotypisierten SNPs sind als r2 dargestellt, die farbige Unterlegung korreliert mit der 
Stärke der Assoziation. Haploview 4.1 Software.  

Im Folgenden werden die typisierten SPP1-Varianten beschrieben. Die Ergebnisse der 

Genotypisierung wurden für alle untersuchten SNPs zuerst auf das Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht getestet, um mögliche methodische Fehler (z.B. Genotypisierungsfehler) 

aufzudecken.  

Weiterhin wurden für die neun getesteten Polymorphismen mittels der Software Haplo-

view Berechnungen möglicher Haplotypen durchgeführt. Diese ergaben allerdings keine 

abweichenden Verteilungen zwischen Fällen und Kontrollen. 

Für alle Varianten wurden Fall- und Kontrollgruppe mit der Odds Ratio (OR) in Bezug auf 

die unterschiedlichen Phänotypen verglichen. Durch multivariate logistische Regression 

und ordinal logistische Regression wurde die Berechnung der Odds Ratio für eventuelle 

Einflussfaktoren korrigiert. Da Effekte möglicherweise nur in einzelnen Subpopulationen 

sichtbar werden, wurden Stratifizierungen nach Geschlecht, Ethnie und mykobakteriellen 

Genotypen durchgeführt. Um den verschiedenen Vererbungsmodellen gerecht zu werden, 
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wurden neben dem additiven auch dominante und rezessive Vererbungsmodelle berech-

net. Dabei ergaben sich jedoch keine abweichenden Ergebnisse. 

In der folgenden Auflistung der Ergebnisse werden neben den grundlegenden Informatio-

nen über die Mutation nur auffällige Zusammenhänge dargestellt. Der p-Wert wird im 

Folgenden unkorrigiert als nominaler p-Wert (pnom.) und nach Bonferroni-Korrektur als 

korrigierter p-Wert (pkorr.) bezeichnet. 

3.3.1. Variante rs2853744 

Dieser Einzelnukleotidaustausch liegt im Promotorbereich, 554 Basenpaare vom 

Transkriptionsstartpunkt des ersten Exons entfernt. Die Referenzbase Guanin (G) wird 

dabei durch Thymin (T) ersetzt. In unserem Studienkollektiv konnte insgesamt für 2001 

Fälle und 2334 Kontrollen der Genotyp bestimmt werden. 17 Proben konnten aufgrund 

von nicht differenzierbaren Schmelzkurven nicht eindeutig einem Genotyp zugeordnet 

werden. Die Heterozygotenhäufigkeit betrug in der Gesamtpopulation 43,5%. 

Tabelle 3.7.  Verteilung der Variante rs2853744 

Phänotyp  P (HWG) GG (%) GT (%) TT (%) Gesamt 

Erkrankung Gesamt  2010 (46,3) 1889 (43,5) 440 (10,1) 4339 

 Fälle    0,81 948 (47,4) 862 (43,1) 191 (9,6) 2001 

 Kontrollen    0,98 1062 (45,4) 1027 (43,9) 249 (10,7) 2338 

Radiol. Infiltrate Gesamt  894 (47,1) 824 (43,4) 182 (9,6) 1900 

 0  10 (52,6) 8 (42,1) 1 (5,3) 19 

 1  170 (44,1) 182 (47,2) 34 (8,8) 386 

 2  530 (47,2) 478 (42,6) 114 (10,2) 1122 

 3  184 (49,3) 156 (41,8) 33 (8,9) 373 

PPD-Test  positiv  1006 (45,5) 969 (43,8) 237 (10,7) 2212 

 Negativ  56 (44,4) 58 (46,0) 12 (9,5) 126 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. 

Abbildung 3.5. stellt graphisch die Häufigkeiten der Genotypen bei Fällen und Kontrollen 

dar. Im weiteren Verlauf wird auf diese Darstellung für alle nicht-signifikanten Ergebnisse 

verzichtet, da sich daraus keine neuen Erkenntnisse ergeben. 
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Abbildung 3.5. Verteilung der Variante rs2853744 in der Fall- und Kontrollgruppe 
Die y-Achse beschreibt die Anzahl der Individuen bei Fällen und Kontrollen, auf der x-Achse sind die drei 
möglichen Genotypen aufgeführt. 

3.3.2. Variante rs11730582 

Diese Variante liegt im Promotorbereich, 381 Basenpaare von dem Beginn von Exon 1 

entfernt. Die Base Thymin wird durch Cytosin ersetzt. Die Heterozygotenhäufigkeit betrug 

in der Gesamtpopulation 7,9%. 

Tabelle 3.8.  Variante rs11730582 

Phänotyp  p (HWG)        TT          CT      CC Gesamt 

Erkrankung Gesamt 0,65 3995 (91,9) 344 (7,9) 9 (0,2) 4348   

 Fälle  0,21 1840 (91,7) 162 (8,1) 4 (0,2) 2006   

 Kontrollen  0,09 2155 (92,0) 182 (7,8) 5 (0,2) 2342   

Radiol. Infiltrate Gesamt  1741 (91,4) 159 (8,4) 4 (0,2) 1904 

 0  17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0) 19 

 1  351 (91,2) 34 (8,8) 0 (0,0) 385 

 2  1024 (91,0) 98 (8,7) 3 (0,3) 1125 

 3  349 (93,1) 25 (6,7) 1 (0,3) 375 

PPD-Test  Positiv  2034 (91,8) 177 (8,0) 4 (0,2) 2215 

 Negativ  121 (95,3) 5 (3,9) 1 (0,8) 127 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
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Für diese Variante zeigt sich eine stark differierende Verteilung der Genotypen zwischen 

Frauen und Männern in Bezug auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit. So findet sich bei 

der logistischen Regression für Frauen ein annähernd signifikanter p-Wert für einen Zu-

sammenhang der TT-Variante mit einem selteneren Auftreten von Tuberkulose (OR 0,69, 

pnom.=0,06). 

3.3.3. Variante rs17524488 

Der Austausch liegt im Promotorbereich, 154 Basenpaare von dem Beginn des Exon 1 

entfernt. Es handelt sich um eine Insertion von G. Ein Basenpaar weiter in Richtung des 

3´-Endes findet sich eine weitere bei NCBI registrierte Insertion von G (rs11439060). Auch 

ein Austausch von G zu T, ein Basenpaar weiter in Richtung des 5´-Endes, ist dokumen-

tiert (rs3841116). Es ist anzunehmen, dass es sich bei allen beschriebenen Varianten um 

die gleiche Mutation handelt, da jeweils ein Guanin vor oder nach einem weiteren Guanin 

eingefügt wird.  

Bei Typisierung mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse wird die Insertion durch die Strang-

verschiebung durch einen Austausch der komplementären Base von T zum eingefügten G 

registriert. Ein möglicherweise tatsächlicher Austausch von T zu G kann nicht differenziert 

werden. Insgesamt konnte für 4 Patienten und 6 Kontrollen kein eindeutiger Genotyp 

bestimmt werden. 

Tabelle 3.9.  Variante rs17524488 

Phänotyp  p (HWG) GG (ins) GT TT (WT) Gesamt 

Erkrankung Gesamt 0,950 1020 (23,5) 2161 (49,7) 1165 (26,8) 4346 

  Fälle  0,959 450 (22,4) 999 (49,8) 557 (27,8) 2006 

 Kontrollen  0,750 570 (24,4) 1162 (49,7) 608 (26,0) 2340 

Radiol. Infiltrate Gesamt  452 (27,9) 791 (48,9) 375 (23,2) 1618 

 0  7 (43,8) 9 (56,3) 0 (0,0) 16 

 1  74 (23,9) 171 (55,2) 65 (21,0) 310 

 2  270 (28,0) 465 (48,3) 228 (23,7) 963 

 3  101 (30,7) 146 (44,9) 82 (24,9) 329 

PPD-Test  Positiv  513 (25,7) 1000 (50,0) 487 (24,4) 2000 

 Negativ  26 (31,3) 35 (42,17) 22 (26,5) 83 

 Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
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3.3.4. Variante rs28357094  

Die Variante findet sich fünf Basenpaare vom Transkriptionsstartpunkt entfernt im Promo-

torbereich. Die Mutation führt zu einem Austausch von Thymin (T) zu Guanin (G). Auf-

grund von uneindeutiger Zuordnung zu Genotypen konnten vier Fälle und zwei Kontrollen 

nicht identifiziert werden. Die Heterozygotenhäufigkeit in der hier untersuchten Studien-

population beträgt 13,5%. 

Tabelle 3.10.  Verteilung der Variante rs28357094 

Phänotyp  p (HWG)      TT (%)         GT (%)          GG (%)   Gesamt 

Erkrankung Gesamt 0,880 3739 (86,0) 589 (13,5) 22 (0,51) 4350 

 Fälle     0,117 1718 (85,6) 282 (14,1) 6 (0,3) 2006 

 Kontrollen  0,249 2021 (86,2) 307 (13,1) 16 (0,68) 2344 

Radiol. Infiltrate Gesamt  1633 (85,7)       265 (13,9) 6 (0,3) 1904  

 0  17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0) 19 

 1  331 (86,0)  52 (13,5) 2 (0,5) 385 

 2  964 (85,5) 160 (14,2) 3 (0,3) 1127 

 3  321 (86,1) 51 (13,7) 1 (0,3) 373 

PPD-Test  Positiv  1914(86,3) 287 (13,0) 16 (0,7) 2217 

 Negativ  107 (84,3) 20 (15,8) 0 (0,0) 127 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

3.3.5. Variante rs41497449 

Die Variante findet sich an Position 79 in Exon 1. Exon 1 wird nicht translatiert. Die Refe-

renzvariante Guanin (G) wird durch Adenin (A) ersetzt. 

Es zeigte sich ein leicht abweichendes HWG in der Gesamtpopulation, welches allerdings 

nur in den Kontrollen, nicht aber in den Fällen, tatsächlich vorhanden war. Die Stratifizie-

rung für die einzelnen Ethnien zeigt, dass innerhalb der einzelnen Gruppen das HWG 

jeweils erfüllt ist. Es handelt sich daher höchstwahrscheinlich um ein Artefakt durch die 

Durchmischung verschiedener Subpopulationen. 
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Tabelle 3.11.  Verteilung der Variante rs41497449  

Phänotyp    HWG     GG (%)        AG (%)         AA (%)    Gesamt 

Erkrankung Gesamt 0,02 3967 (91,7) 365 (8,4) 15 (0,4) 4347 

 Fälle  0,56 1833 (91,4) 167 (8,3)  5 (0,3) 2005 

 Kontrollen 0,0071 2134 (91,1) 198 (8,5)  10 (0,4) 2342 

Radiol. Infiltrate Gesamt  1741 (91,5) 156 (8,2) 5 (0,3) 1902   

 0  16 (84,2) 3 (15,8) 0 (0,0) 19 

 1  359 (93,3) 26 (6,8) 0 (0,0) 385 

 2  1,025 (91,3) 96 (8,6) 2 (0,2) 1123 

 3  341 (90,9) 31 (8,3) 3 (0,8) 375 

PPD-Test  Positiv  2021 (91,2) 185 (8,3) 9 (0,4) 2215 

 Negativ  113 (89,0) 13 (10,2) 1 (0,8) 127 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

3.3.6. Variante rs6812524 

Diese Mutation ist an Position 493 in Exon 6 gelegen. Der Austausch der Base Guanin 

(G) zu Adenin (A) führt zu einem synonymen Aminosäureaustausch, bei dem die Amino-

säure Serin bestehen bleibt. Aufgrund von uneindeutigen Ergebnissen konnte 6 Fällen 

und 14 Kontrollen kein eindeutiger Genotyp zugeordnet werden. 

Tabelle 3.12.  Verteilung der Variante rs6812524 

Phänotyp  p(HWG) GG (%) AG (%) AA (%) Gesamt 

Erkrankung Gesamt  0,6127 2559 (59,0) 1536 (35,4) 241 (5,6) 4336 

 Fälle  0,7109 1159 (57,8) 734 (36,6) 111 (5,5) 2004 

 Kontrollen  0,2844 1400 (60,0) 802 (34,4) 130 (5,6) 2332 

Radiol. Infiltrate Gesamt  1107 (58,3)       694 (36,5) 99 (5,2) 1900   

 0  10 (52,6) 7 (36,8) 2 (10,5) 19 

 1  244 (63,71) 126 (32,9) 13 (3,4) 383 

 2  646 (57,3) 413 (36,7) 68 (6,0) 1127 

 3  207 (55,8) 148 (39,9) 16 (4,3) 371 

PPD-Test  Positiv  1319 (59,8) 761 (34,5) 125 (5,7) 2205 

 Negativ  81 (63,8) 41 (32,3) 5 (3,9) 127 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
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Abbildung 3.6. Variante rs6812524 
Verteilung der möglichen Genotypen GG, AG und AA der Variante rs6812524 in SPP1 bei Fällen und Kontrol-
len. 

Für die Ethnie der Ewe zeigt sich ein leicht signifikanter p-Wert, der aber der erforder-

lichen Bonferroni-Korrektur nicht standhält. 

Tabelle 3.13.  Logistische Regression für Ethnie der Ewe 

Genotyp Fälle (%) Kontrollen (%) OR (95% CI) pnom. pkorr. 

GG 69 (49,29) 145 (66,51) 1   

AG 62 (44,29) 63 (28,90) 0,50 (0,32-0,79) 0,003 0,108 

AA 9 (6,43) 10 (4,59) 0,52 (0,20-1,35) 0,181 n.s. 

Nummerische und prozentuale Verteilung von erkrankten Personen und gesunden Kontrollen über die drei 
möglichen Genotypen. Die Odds Ratio (OR) ist mit zugehörigem Konfidenzintervall (confidence interval, CI) 
angegeben. Die letzten beiden Spalten führen den nominalen (pnom.) und den nach Bonferroni korrigierten 
(pkorr.) p-Wert auf. Die Korrektur wurde mit den Faktoren 9 für die Anzahl der getesteten SNPs und 4 für die 
Anzahl der unterschiedlichen Ethnien durchgeführt. 

In der logistischen Regression zeigt sich in der mit M. tuberculosis infizierten Subgruppe 

der Fallpopulation ein Trend für eine Assoziation mit einer erniedrigten Erkrankungswahr-

scheinlichkeit (p=0,02), welcher aber nach Bonferroni-Korrektur nicht signifikant bleibt. Es 

ist anzunehmen, dass der auffällige p-Wert allein durch den mykobakteriellen Genotyp 

TB1 hervorgerufen wird, da für den Genotyp TB2 keine Assoziation besteht. 
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Tabelle 3.14.  Logistische Regression der Variante rs6812524 zwischen Fällen und 

Kontrollen 

 GT Fälle (%) Kontrollen (%) OR (95% CI) Pnom. Pkorr. 

M. tuberculosis GG 605 (56,02) - 1   

 AG 415 (38,43) - 0,84 (0,72-0,97) 0,02 n.s. 

 AA 60 (5,56) - 0,94 (0,68-1,29) 0,687 n.s. 

EUAM GG 583 (56,27) - 1   

 AG 396 (38,22) - 0,84 (0,72-0,98) 0,031  

 AA 57 (5,5) - 0,95 (0,69-1,32) 0,757  

TB1 GG 64 (46,38) 1400 (60,03) 1   

 AG 68 (49,28) 802 (34,39) 0,55 (0,39- 0,79) 0,00097 0,058 

 AA 6 (4,35) 130 (5,57) 1,03 (0,44- 2,42) 0,948 n.s. 

Die Regression beinhaltet eine Stratifizierung nach Alter, Geschlecht und Ethnie, diese nimmt nur geringen 
Einfluss auf die p-Werte. GT: Genotyp. 

Tabelle 3.15.  Logistische Regression der Variante rs6812524 in Bezug auf die Un-

tergruppen der mykobakteriellen Genotypen 

 GT Fälle (%) Kontrollen (%) OR (95% CI) pnom. pkorr. 

Stamm 1 GG 421 (56,1) - 1   

(751 Fälle) AG 287 (38,2) - 0,84 (0,71-1,00) 0,049 n.s. 

 AA 43 (5,7) - 0,91 (0,63-1,31) 0,61 n.s. 

Stämme RD100 GG 136 (50,8) - 1   

(266 Fälle) AG 114 (42,5) - 0,68 (0,53-0,89) 0,005  

 AA 16 (6,0) - 0,79 (0,46-1,37) 0,40  

TB1 (Ghana) GG 64 (46,4) 1400 (60,0) 1   

(138 Fälle) AG 68 (49,3) 802 (34,4) 0,55 (0,39- 0,79) 0,00097 0,044 

 AA 6 (4,4) 130 (5,6) 1,03 (0,44- 2,42) 0,948 n.s. 

Die Korrektur für den Genotyp TB1 wurde mit den Faktoren 9 für die Anzahl der getesteten SNPs und 5 für die 
Anzahl der mykobakteriellen Genotypen durchgeführt. Die Verteilungen der Genotypen in den Gruppen 
Stamm1, Stämme RD100 und TB1 werden jeweils mit der Gesamtzahl der gesunden Kontrollen (vierte 
Spalte) verglichen. Diese ist nur im Abschnitt TB1 detailliert aufgeführt. GT: Genotyp. 

3.3.7. Variante rs7435825  

Dieser SNP liegt in Exon 7 und führt durch Austausch von Guanin (G) zu Adenin (A) zum 

Austausch der Aminosäure Serin (S) zu Asparagin (N). Insgesamt konnten sechs Proben 

nicht genotypisiert werden (3 Fälle und 3 Kontrollen). 
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Tabelle 3.16.  Verteilung der Variante rs7435825  

Phänotyp  HWG GG (%) AG (%) AA (%) Gesamt 

Erkrankung Gesamt   2991 (68,8) 1241 (28,5) 118 (2,7) 4350 

 Fälle  0,48 1356 (67,6) 593 (29,6) 58 (2,9) 2007 

 Kontrollen  0,66 1635 (69,8) 648 (27,7) 60 (2,6) 2343 

Radiol. Infiltrate Gesamt  1298 (68,1) 557 (29,2) 50 (2,6) 1905 

 0  12 (63,2) 6 (31,6) 1 (5,3) 19 

 1  271 (70,2) 108 (28,0) 7 (1,81) 386 

 2  762 (67,7) 329 (29,2) 34 (3,0) 1125 

 3  253 (67,5) 114 (30,4) 8 (2,13) 375 

PPD-Test  Positiv  1545 (69,7) 614 (27,7) 57 (2,6) 2216 

 Negativ  90 (70,9) 34 (26,8) 3 (2,4) 127 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

Die Stratifizierung nach Ethnien zeigt für die Gruppe der Ewe eine Assoziation mit einer 

verminderten Erkrankungswahrscheinlichkeit bei der heterozygoten Variante. Nach Kor-

rektur ist diese jedoch nicht signifikant. 

Tabelle 3.17.  Logistische Regression für die Ethnie der Ewe 

Genotyp Fälle (%) Kontrollen (%) OR (95% CI) pnom. pkorr. 

GG 87 (61,27) 163 (74,43) 1   

AG  53 (37,32) 52 (23,74) 0,48 (0,31-0,76) 0,002 0,072 

AA 2 (1,41) 4 (1,83) 0,53 (0,21-1,36) 0,941 n.s. 

Die Korrektur wurde mit den Faktoren 9 für die Anzahl der getesteten SNPs und 4 für die Anzahl der unter-
schiedlichen Ethnien durchgeführt. 

Auch die logistische Regression der einzelnen mykobakteriellen Genotypen zeigt auffälli-

ge Ergebnisse. In der Gruppe der mit dem Genotyp TB 1 infizierten Erkrankten zeigt sich 

eine Assoziation der heterozygoten Variante mit einer verminderten Empfänglichkeit für 

Lungentuberkulose. Diese hält aber der Bonferroni-Korrektur nicht stand. 
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Tabelle 3.18. Logistische Regression der diversen Genotypen 

  Fälle (%) Kontrollen (%) OR (95% CI) pnom. pkorr. 

M. tuberculosis GG  - 1   

 AG  -  0,85 (0,73-1,00) 0,044  

 AA  - 0,89 (0,56-1,37) 0,0569  

EUAM GG 689 (66,31) - 1   

 AG 322 (30,99) -  0,85 (0,72-1,00) 0,044 n.s. 

 AA 28 (2,69) - 0,90 (0,57-1,43) 0,662 n.s. 

TB 1 GG 84 (61,31) 1.635 (69,78) 1   

 AG  50 (36,50) 648 (27,66) 0,67 (0,46-0,96) 0,028 1,26 

 AA 3 (2,19) 60 (2,56) 1,03 (0,32-3,34) 0,964 n.s. 

Die Korrektur für den Genotyp TB1 wurde mit den Faktoren 9 für die Anzahl der getesteten SNPs und 5 für die 
Anzahl der mykobakteriellen Genotypen durchgeführt. Die Werte beinhalten keine Korrektur auf Geschlecht, 
Ethnie oder Alter. 

3.3.8.  Variante rs1126616  

Diese Variante liegt in Exon 7 an Position 928. Die Mutation von Cytosin (C) zu Thymin 

(T) führt zu einem synonymen Aminosäureaustausch der Aminosäure Alanin (A). Bei der 

Auswertung der Genotypisierung konnten 10 Fälle und 14 Kontrollen nicht eindeutig ei-

nem Genotyp zugordnet werden. Die Heterozygotenhäufigkeit in der Studienpopulation 

beträgt 24,3%. 

Tabelle 3.19.  Verteilung der Variante rs11266616 

Phänotyp  HWG CC (%) CT (%) TT (%) Gesamt 

Erkrankung Gesamt   3193 (73,7) 1052 (24,3) 87 (2,0) 4332 

 Fälle  0,65 1451 (72,6) 502 (25,1) 47 (2,4) 2000 

 Kontrollen  0,65 1742 (74,7) 550 (23,6) 40 (1,7) 2332 

Radiol. Infiltrate Gesamt  1360 (71,7) 489 (25,8) 47 (2,5) 1896 

 0  15 (79,0) 3 (15,8) 1 (5,3) 19 

 1  259 (67,5) 118 (30,7) 7 (1,8) 384 

 2  809 (72,2) 286 (25,5) 25 (2,2) 1120 

 3  277 (74,3) 82 (22,0) 14 (3,8) 373 

PPD-Test  Positiv  1639 (74,3) 529 (24,0) 37 (1,7) 2205 

 Negativ  103 (81,1) 21 (16,5) 3 (2,4) 127 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
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Diese Variante zeigt eine stark differierende Verteilung der Genotypen zwischen Frauen 

und Männern in Bezug auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit. So findet sich bei der logis-

tischen Regression für die Frauen ein annähernd signifikanter p-Wert für einen Zusam-

menhang der CC-Variante (Wildtyp) mit einem selteneren Auftreten von Tuberkulose (OR 

0,8, pnom.=0,057). 

3.3.9.  Variante rs4660  

Diese Variante führt durch eine Mutation von Guanin (G) zu Adenosin (A) an Position 

1080 in Exon 7 zu einem Aminosäureaustausch von Arginin (R) zu Histidin (H). Aufgrund 

von uneindeutiger Genotypisierung konnten 54 Fälle und 73 Kontrollen nicht analysiert 

werden. 

Tabelle 3.20.  Verteilung der Variante rs4660 

Phänotyp  HWG GG (%) AG (%) AA (%) Gesamt 

Erkrankung Gesamt   3337 (79,1) 827 (19,6) 56 (1,3) 4220 

 Fälle  0,98 1544 (79,1) 384 (19,7) 24 (1,2) 1952 

 Kontrollen  0,44 1793 (79,1) 443 (19,5) 32 (1,4) 2268 

Radiol. Infiltrate Gesamt  1460 (78,8) 369 (19,9) 25 (1,4) 1854 

 0  15 (83,3) 3 (16,7) 0 (0,0) 18 

 1  290 (77,1) 78 (20,7) 8 (2,1) 376 

 2  876 (79,6) 212 (19,3) 13 (1,2) 1101 

 3  279 (77,7) 76 (21,2) 4 (1,1) 359 

PPD-Test  Positiv  1695 (79,0) 420 (19,6) 30 (1,4) 2145 

 Negativ  98 (79,7) 23 (18,7) 2 (1,6) 123 

Nummerische Verteilung von Fällen und Kontrollen für die jeweiligen Phänotypen. Die prozentuale Verteilung 
wurde zusätzlich in Klammern aufgeführt. In der dritten Spalte findet sich das nur für den Phänotyp Erkran-
kung berechnete Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
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4. DISKUSSION 

Im Folgenden solllen zunächst die Gründe der Auswahl von Osteopontin für eine Assozia-

tionsanalyse mit dem Risiko für die Erkrankung an Tuberkulose erläutert werden. Weiter-

hin sollen die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen in die aktuelle wissen-

schaftliche Dabatte eingeordnet werden. 

4.1. Osteopontin und Immunität gegenüber Mykobakterien  

Die Infektion mit Mykobakterien des Mycobacterium tuberculosis-Komplexes (MTBK) führt 

in etwa 5-10% der Fälle zu einer manifesten Tuberkulose (WHO, 2008). In den meisten 

Fällen verhindern angeborene und erworbene Abwehrmechanismen des humanen Wirts-

organismus die Vermehrung und Ausbreitung der Erreger. Die Etablierung einer spezifi-

schen Immunantwort hat für die Kontrolle der Infektion eine entscheidende Bedeutung. 

Ein zentraler Schritt der immunologischen Abwehr der Mykobakterien ist die initiale Pro-

duktion von Interleukin (IL)-12 durch infizierte Makrophagen (North et al., 2004). Dieses 

Zytokin führt zur Akkumulation von Entzündungszellen am Ort der Infektion und zur Diffe-

renzierung von T-Lymphozyten zu spezifischen, für die Abwehr intrazellulärer Pathogene 

ausgebildeten Th1-Zellen. Diese spezialisierten Zellen sezernieren Interferon-γ (IFNγ) und 

andere Zytokine, die die Ausbreitung der Erreger verhindern und zur Bildung von Granu-

lomen führen. Eine solche Weichenstellung in Richtung einer Th1-Antwort ist für die effi-

ziente Kontrolle der Mykobakterien unerlässlich. Wichtige Schritte der Regulation dieser 

entscheidenden Aufgabe sind nicht vollständig aufgeklärt. 

Osteopontin (OPN) beeinflußt Inflammation, Gewebsregeneration und Apoptose 

(Denhardt et al., 1993; Denhardt et al., 2001; Scatena et al., 2007). Als chemotaktischer 

Faktor wirkt es auf T-Zellen, Makrophagen und Neutrophile und beeinflusst die Funktion 

und Differenzierung dieser Zellen (Denhardt et al., 2001; Koh et al., 2007; Nystrom et al., 

2007). Vieles deutet darauf hin, dass OPN die Th1-Antwort beeinflusst. In murinen 

Makrophagen induziert es über die Interaktion mit Integrin αvβ3 die Produktion von IL-12, 

das die Immunantwort in Richtung einer Th1-Antwort lenkt, und inhibiert über den CD44-

Rezeptor die Produktion des Th1-supprimierenden Zytokins IL-10 (Ashkar et al., 2000). 

Auch humanes OPN aus mononukleären Zellen kann die T-Zell-abhängige IL-12-

Produktion fördern (O'Regan et al., 2000). Ergebnisse aus in vivo Studien unterstützen die 

Rolle von OPN in der Th1-Antwort. In verschiedenen Th1-Modellen, wie z.B. experimen-

teller Autoimmun-Enzephalitis, Injektion von Polyvinylpyrrolidon (PVP) und der Infektion 

mit Herpes simplex Virus-1 (HSV1), fanden sich bei OPN-defizienten Mäusen verminderte 

IL-12- und IFNγ-Spiegel und erhöhte IL-10-Spiegel im Vergleich zu OPN-kompetenten 

Mäusen (Ashkar et al., 2000; Chabas et al., 2001). Auch bei granulomatösen Entzündun-
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gen spielt OPN eine Rolle. Bei OPN-defizienten Mäusen induzierten Schistosoma manso-

ni-Eier wesentlich kleinere Granulome mit weniger OPN-haltigen Makrophagen im Ver-

gleich zu OPN-kompetenten Mäusen (O'Regan et al., 2001). Bei der Abwehr mykobakte-

rieller Infektionen scheint OPN wichtige Funktionen zu erfüllen. Nach Infektion mit Erre-

gern des MTBK produzieren Makrophagen verstärkt OPN (Nau et al., 1997; Khajoee et 

al., 2006). Ein Vergleich der Gen-Expression humaner Makrophagen nach Infektion mit M. 

bovis BCG zeigte, dass besonders solche Makrophagen, die eine Resistenz gegen myko-

bakterielle Infektionen aufweisen, OPN produzieren, nicht aber sensible (Khajoee et al., 

2006). In vivo zeigte sich bei OPN-defizienten Mäusen eine eingeschränkte Immunabwehr 

nach einer Infektion mit M. bovis BCG sowie eine starke Granulombildung (Nau et al., 

1999). Bei Patienten mit MSMD (mendelian susceptibility to mycobacterial diseases)-

Immundefizienz und disseminierter Infektion mit M. bovis korrelierte die Produktion von 

OPN umgekehrt mit der Schwere der Erkrankung und mit Tod (Nau et al., 2000). Auch 

Tuberkulosepatienten zeigten signifikant erhöhte OPN-Spiegel im Plasma, die mit der 

Schwere der Erkrankung korrelierten (Koguchi et al., 2003; Inomata et al., 2005).  

In Zusammenschau dieser Befunde ergab sich notwendigerweise die Auswahl von SPP1, 

dem für OPN kodierenden Gen, als Kandidatengen für eine Assoziationsstudie in dem 

vorhandenen Studienkollektiv von ghanaischen Tuberkulose-Patienten und gesunden 

Kontrollpersonen. 

Die SPP1-Varianten für die Genotypisierung wurden auf der Basis verschiedener Kriterien 

ausgesucht. Prinzipielle Kriterien waren die Häufigkeit der Einzelnukleotidaustausche 

(single nucleotide polymorphisms, SNPs) in der Re-Sequenzierung, die im Rahmen dieser 

Untersuchung durchgeführt wurde sowie eine Lokalisation im Promotorbereich, den  E-

xons oder der untranslatierten Region des 3’-Endes (3’-UTR). Für Varianten in der Promo-

torregion wurde zusätzlich als Entscheidungskriterium mit einbezogen, ob für diese Vari-

anten bereits in der Literatur Assoziationen mit anderen Erkrankungen beschrieben wor-

den waren. 

Neben der Empfänglichkeit für eine Lungentuberkulose wurden auch andere phänotypi-

sche Merkmale der Erkrankung, radiologische Befunde und Reaktivität im PPD-Test auf 

Assoziationen mit SPP1-Polymorphismen untersucht (siehe 4.2.2 und 4.2.3). 

4.2. Assoziation von Polymorphismen des SPP1-Gens mit der 

Empfänglichkeit für Lungentuberkulose 

1949 wurde erstmals die Theorie geäußert, dass Infektionskrankheiten entscheidend zu 

natürlicher Selektion beitragen (Haldane, 1949). Krankheiten, die die Fortpflanzungsfähig-

keit beeinträchtigen, üben einen Selektionsdruck auf den Genpool einer Population aus. 
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Genetische Polymorphismen, die vor einer solchen Erkrankung schützen und damit das 

Überleben der Art sichern, werden bevorzugt weitervererbt (positive Selektion). Die 

Verbreitung von Infektionskrankheiten kann somit das Auftreten von solchen schützenden 

genetischen Varianten beeinflussen (Hill, 1998).  

Diese Theorie wurde erstmals anhand des Zusammenhangs der genetisch bedingten 

Thalassämien mit der Empfänglichkeit für Malaria beschrieben (Haldane, 1949). Homozy-

gotie einer der verursachenden genetischen Varianten führt bei Mutationsträgern zu 

schweren Erkrankungen und Tod meist vor dem Reproduktionsalter. Es wäre daher zu 

erwarten, dass die Mutationen im Laufe der Zeit aus einer Population verloren gehen. Die 

genetische Variante führt jedoch durch ein verändertes Verhalten der Erythrozyten zu 

einem erschwerten Überleben der Malariaerreger in den Blutzellen. Die Mutationsträger 

sind daher vor schwerer Malaria tropica geschützt. Heterozygote Mutationsträger haben 

zwar leichte klinische Symptome der Anämie, aber gleichzeitig einen Überlebensvorteil 

gegenüber Individuen, die nicht diesen genetischen Schutz vor Malaria tropica haben. Die 

Mutation tritt besonders in Regionen auf, in denen Malaria tropica endemisch ist oder war 

(Wong et al., 1986; Serjeant, 1994). 

Für eine Selektion von Genvarianten, die einen relativen Schutz vor Infektionskrankheiten 

vermitteln, müssen gewisse Voraussetzungen erfüllt sein. Es muss eine dauerhafte Erre-

gerexposition in der Population bestehen und die Erkrankung muss mit einer hohen Mor-

talitätsrate einhergehen (Stead, 1997), da schützende Varianten erst nach mehreren 

Generationen ihre Frequenz in einer gegebenen Population erhöhen (Dean et al., 2002). 

Bei Tuberkulose handelt es sich, so wie bei der Malaria, um eine komplexe (polygene) 

Erkrankung. Im Gegensatz zu monogenen Erkrankungen existiert nicht ein einzelnes 

Gen, welches die Entstehung der Krankheit bedingt. An der Ätiologie der Tuberkulose wie 

auch der Malaria ist offenbar eine Vielzahl von Genen beteiligt. Solche komplexen geneti-

schen Erkrankungen, deren Vererbungsmuster nicht allein durch die Mendelschen Geset-

ze erklärbar sind, kommen in der Allgemeinbevölkerung häufig vor. Klassische Beispiele 

sind Adipositas, Diabetes mellitus, Mammakarzinom, Morbus Crohn und Schizophrenie. 

In Assoziationsstudien sind die genetischen Grundlagen solcher Erkrankungen immer 

schwer zu identifizieren. Der zu erwartende Effekt einer einzelnen genetischen Mutation 

ist meist gering und kann durch eine große Anzahl an Störfaktoren leicht beeinflusst wer-

den. Daher finden sich in Studien, die zu einzelnen Mutationen in Bezug auf die Empfäng-

lichkeit für eine bestimmte Krankheit durchgeführt wurden, häufig widersprüchliche Er-

gebnisse. Zur Tuberkulose wurde bereits eine Vielzahl von Assoziationsstudien durchge-

führt und es konnten einige genetische Varianten identifiziert werden, die zu einer verän-

derten Empfänglichkeit für Tuberkulose beitragen (siehe 1.1.8.). Allerdings sind auch hier 
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die Ergebnisse häufig wenig eindeutig oder gar widersprüchlich (Berrington et al., 2007; 

Takiff, 2007). 

Genetische Varianten des SPP1-Gens wurden bisher noch nicht hinsichtlich der Emp-

fänglichkeit für Tuberkulose untersucht. Ergebnisse aus Assoziationsstudien zu verschie-

denen anderen Infektions- oder Autoimmunerkrankungen können möglicherweise 

Hinweise auf Polymorphismen geben, die auch für Tuberkulose eine Rolle spielen könn-

ten. Für Multiple Sklerose (Niino et al., 2003; Chiocchetti et al., 2005) und Systemischen 

Lupus Erythematodes (Forton et al., 2002; D'Alfonso et al., 2005) ergab sich ein Zusam-

menhang von einzelnen genetischen Polymorphismen im SPP1-Gen mit einer erhöhten 

Erkrankungswahrscheinlichkeit. Bei Patienten mit juveniler Oligoarthritis zeigte sich eine 

Assoziation einer OPN-Variante mit besonders schwerem Verlauf der Erkrankung 

(Marciano et al., 2006). Auch eine Assoziation zwischen einem Polymorphismus im Pro-

motorbereich von OPN und einem verbesserten Ansprechen auf Interferon-Therapie bei 

Patienten mit Hepatitis C konnte nachgewiesen werden (Naito et al., 2005).  

Aufgrund der aufgeführten Studienergebnisse scheint ein Einfluss des Proteins OPN auf 

die Ausprägung Th1-gesteuerter Immunreaktionen vorstellbar und damit auch ein Einfluss 

von Varianten im Gen SPP1 auf die Ausprägung der Tuberkulose. 

4.2.1. Verteilung der genotypisierten SPP1-Varianten 

Es ist bekannt, dass verschiedene demographische Faktoren wie Alter, Geschlecht und 

ethnische Zugehörigkeit mit der Empfänglichkeit für Tuberkulose korrelieren. In der vorge-

legten Untersuchung wurden diese Merkmale daher als beeinflussende Faktoren in die 

Auswertungen mit einbezogen und die Verteilung der SPP1-Genotypen in Bezug auf 

diese Faktoren betrachtet. In der nachfolgenden Assoziationsanalyse wurden diese Fak-

toren als Korrekturfaktoren berücksichtigt. 

In der Fallgruppe der Studienpopulation betrug das Verhältnis von Frauen zu Männern 

etwa 1:2. Da die Patienten in den ghanaischen Krankenhäusern konsekutiv gesammelt 

wurden, ist anzunehmen, dass die Verteilung repräsentativ ist. Tatsächlich ist bekannt, 

dass Männer eine erhöhte Empfänglichkeit für Tuberkulose haben (Jimenez-Corona et al., 

2006). Die Ursachen dafür sind unklar; neben sozioökonomischen Faktoren wurden auch 

genetische Einflüsse verantwortlich gemacht (Bellamy et al., 2000). Da die Rekrutierung 

der Individuen der Kontrollgruppe aus den Haushalten und der Nachbarschaft der Patien-

ten erfolgte, sind keine Rückschlüsse auf die tatsächliche Verteilung möglich. 

Über die Altersverteilung der Lungentuberkulose ist in der vorliegenden Studie aufgrund 

des Designs keine Aussage zu treffen. Es wurden Individuen mit einem Alter von 6 bis 60 

bzw. bei Kontrollpatienten bis 66 Jahren in die Studie aufgenommen. Diese Einschrän-
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kung wurde gewählt, da Kinder möglicherweise anders auf eine Tuberkuloseinfektion 

reagieren als Erwachsene und somit die Studienergebnisse beeinflussen können. Es ist 

bekannt, dass Kinder statistisch häufiger eine disseminierte Form der Tuberkulose entwi-

ckeln und häufiger extrapulmonale Manifestationen zeigen (Cailhol et al., 2005). Diese 

Manifestationen waren durch das Studiendesign ausgeschlossen.  

Durch Ausschluss von Patienten unter sechs Jahren wurden allerdings möglicherweise 

interessante Erkenntnisse vernachlässigt. Es ist denkbar, dass eine genetische Prädispo-

sition für eine gesteigerte Anfälligkeit gegenüber mykobakteriellen Infektionen sich eben in 

dieser Altersgruppe manifestiert. Wie bereits für die Erkrankungen des MSMD (mendelian 

susceptibility to mycobacterial diseases)-Formenkreises angenommen wurde (vgl. 1.1.8.), 

werden prädisponierte Personen möglicherweise aufgrund hoher Durchseuchungsraten in 

hochendemischen Regionen früh infiziert und versterben bereits im Kindesalter an einer 

fulminanten Tuberkulose (Ottenhoff et al., 2005). Dem entgegen steht jedoch, dass be-

reits in einigen Studien, u.a. zu dem für NRAMP1 kodierenden Gen SLC11A1, welches 

das am längsten bekannte und am besten untersuchte mit Tuberkulose assozierte Gen 

ist, sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern eine Assoziation mit einem signifikant 

häufigeren Auftreten von Tuberkulose festgestellt werden konnte (Malik et al., 2005; Jin et 

al., 2009). 

In Bezug auf die ebenfalls untersuchte Kovariable der Ethnie zeigten in der vorgelegten 

Studie einige der untersuchten SPP1-Polymorphismen unterschiedliche Verteilungen 

zwischen den untersuchten, in Ghana ansässigen ethnischen Gruppen (Akan, Ewe, Ga-

Adangbe, Northeners). So waren in der gesamten Studienpopulation für die Variante 

rs11730582 91,9 % homozygot für den Wildtyp T; bei alleiniger Betrachtung der Ethnie 

der Ewe zeigten sogar 94,7 % diesen Genotyp. Variante rs1126616 in Exon 7 fand sich 

im Gesamtkollektiv in 73,7 %, während sie bei der Ethnie Ga-Adangbe nur in 70,0 % 

vorhanden war. 

Das Vorkommen der Polymorphismen wurde auch mit Daten anderer ethnischer Grup-

pen, wie sie im Rahmen des internationalen HapMap Projekts (http://www.hapmap.org) 

verfügbar sind, verglichen. Für die Variante rs2853744 im Promotorbereich von SPP1 

fand sich der seltenere Genotyp TT bei 10,1% aller Probanden. Im Rahmen des HapMap 

Projekts wurde eine ebenfalls westafrikanische Studiengruppe aus der Ethnie der Yoruba 

(Nigeria) dokumentiert. Diese zeigte mit 8,5% eine ähnlich hohe Häufigkeit des TT-

Genotyps. Die in der vorliegenden Studie untersuchte Gruppe aus mehr als 4000 Perso-

nen erscheint also, obwohl sie etwa zur Hälfte aus Tuberkulosepatienten besteht, reprä-

sentativ. Bei Europäern (Datenbank des Centre d’Étude du Polymorphisme Humain, 

CEPH) findet sich im Gegensatz dazu in den HapMap-Daten kein Individuum mit dieser 
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Mutation. Auch bei den in Exon 6 und 7 gelegenen Polymorphismen rs6812524 und 

rs7435825 kamen die homozygoten Genotypen rs6812524 AA und rs7435825 AA bei 

Kaukasiern und Han-Chinesen nicht vor. Bei den Yoruba fand sich der Genotyp 

rs6812524 AA dagegen mit einer Häufigkeit von 3,1% und in unserem Studienkollektiv 

von 5,6%. Der homozygote Genotyp rs7435825 AA war in der vorliegenden Untersuchung 

bei 2,7% der Probanden vorhanden, in einer Studie an einer Population aus dem südli-

chen Afrika dagegen bei 33,3%. 

Auch bei den Varianten rs11730582 und rs1126616 fanden sich spezifische Verteilungen 

in den unterschiedlichen ethnischen Gruppen. So fand sich der Genotyp rs11730582 TT 

in unserem Probandenkollektiv bei 91,9 % der Personen, während kaum Individuen ho-

mozygot für die Mutation C waren (0,2%). Die Daten der HapMap-Datenbank geben bei 

Afroamerikanern Allelhäufigkeiten von 86% T und 14% C an, was den Häufigkeiten in der 

vorgelegten Untersuchung etwa entspricht. Bei Kaukasiern fanden sich dagegen das Allel 

T bei nur 56% und C bei 44%. Das Allel T der Variante rs1126616 kommt in dieser Unter-

suchung (Genotyp TT 2,0%) bei Menschen aus dem westlichen Afrika ebenso wie bei 

Kaukasiern (T-Allel 26%) eher selten vor. Die Inzidenz bei Han-Chinesen ist mit 65% 

wesentlich höher. 

Eine unterschiedliche Häufigkeit des Vorkommens genetischer Varianten in Populationen 

aus unterschiedlichen geographischen Regionen kann einen Hinweis auf die Adaptation 

des genetischen Materials an eine lokal auftretende selektionsbedingende Ursache ge-

ben, wie zum Beispiel eine Infektionskrankheit mit spezifischen Erregern (Hill, 1998). 

Diese Möglichkeit besteht auch für die hier beschriebenen Varianten von SPP1. Dabei 

darf jedoch nicht außer Acht gelassen werden, dass die unterschiedliche Verteilung 

bestimmter Varianten zwischen den Ethnien auch durch Selektion durch andere Faktoren 

beeinflusst werden kann. Andere häufig tödlich verlaufende Infektionskrankheiten, wie 

z.B. HIV-Infektion oder Malaria, sind ebenfalls in der Lage, die Selektion von genetischen 

Polymorphismen zu beeinflussen. Über den Zusammenhang von diesen Krankheiten mit 

genetischen Varianten in SPP1 sind bisher nur wenige Studien durchgeführt worden 

(Naito et al., 2005; Maeno et al., 2006). 

Um die dargestellten Variablen der Studienpopulation Alter, Geschlecht und Ethnie als 

mögliche beeinflussende Parameter in die folgende Assoziationsanalyse mit einzubezie-

hen, wurden diese in der logistischen Regression als Stratifizierungsfaktoren verwendet. 

Die Zusammensetzung der Studiengruppe aus verschiedenen Subpopulationen, die mög-

licherweise durch ein unterschiedliches genetisches Profil charakterisiert sind, kann eine 

tatsächlich existierende Assoziation einer genetischen Variante mit Tuberkuloseempfäng-

lichkeit statistisch verschleiern. 
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4.2.2. Assoziation von SPP1-Varianten mit Empfänglichkeit für Lungen-
tuberkulose 

In der vorgelegten Studie zeigte der Vergleich aller Tuberkulose-Fälle mit den gesunden 

Kontrollen bezüglich der neun genotypisierten SPP1-Varianten keine signifikanten Häufig-

keitsunterschiede. Um eine Assoziation annehmen zu können, wäre zu erwarten gewe-

sen, dass ein SPP1-Polymorphismus, der vor Lungentuberkulose schützt, vermehrt in der 

Kontrollpopulation zu finden wäre. Ein Einfluss der untersuchten genetischen Faktoren auf 

die Empfänglichkeit für Lungentuberkulose kann daher nicht bestätigt werden. 

Die Ergebnisse widersprechen der für die vorliegende Arbeit aufgestellten Hypothese, 

dass ein Zusammenhang von SPP1-Polymorphismen mit einer veränderten Empfänglich-

keit für Tuberkulose besteht.  

Personen mit Tuberkulose-Infektion haben signifikant höhere OPN-Spiegel im Plasma als 

gesunde Kontrollindividuen (Koguchi et al., 2003). Da die Expression von OPN zur Bil-

dung der Th1-Zytokine IL-12 und IFNγ führt (Ashkar et al., 2000), kann somit die gegen 

Mykobakterien schützende Immunantwort unterstützt werden. Folglich kann ein möglicher 

Zusammenhang zwischen der Höhe der OPN-Expression und der Ausprägung der Im-

munantwort angenommen werden. Patienten mit einer genetisch bedingten verminderten 

Produktion von OPN durch die Variante rs28357094 G zeigen somit möglicherweise auf-

grund einer schwächeren Immunabwehr eine erhöhte Anfälligkeit für Tuberkulose. Die 

hier durchgeführte Untersuchung konnte diese Annahme nicht bestätigen. 

Es konnte bereits eine Assoziation eines OPN-Haplotypen mit reduzierter Expression 

eines OPN-Reportergens gezeigt werden (Giacopelli et al., 2004). Der Haplotyp setzt sich 

aus verschiedenen Polymorphismen im Promotorbereich zusammen, die auch in der 

vorliegenden Studie untersucht wurden (rs28357094, rs17524488, rs11730582). Für die 

Promotor-Variante rs28357094 G ist weiterhin eine Assoziation mit einer verminderten 

OPN-Produktion beschrieben (Giacopelli et al., 2004), die auf eine Bindungsstelle für den 

Transkriptionsfaktor SP1 in diesem Bereich zurückgeführt wird (Wang et al., 2000). Durch 

die Mutation würde eine schwächere Bindung von SP1 und dadurch eine geringere Pro-

motoraktivität von SPP1 hervorgerufen (Giacopelli et al., 2004). In der vorliegenden Un-

tersuchung war keine dieser Varianten mit Empfänglichkeit für bzw. Schutz vor Tuberku-

lose assoziiert. 

Eine weitere Studie untersuchte einen OPN-Haplotyp, der sich aus verschiedenen Poly-

morphismen im Bereich der Exone 6 und 7 sowie der 3´-UTR zusammensetzt. Dieser war 

mit erhöhten OPN-Spiegeln assoziiert (Chiocchetti et al., 2004). Er war außerdem mit 

einem erhöhten Auftreten bei Autoimmun-Lymphoproliferativen Syndromen (ALPS) 

(Chiocchetti et al., 2004) und Multipler Sklerose (MS) (Chiocchetti et al., 2005) assoziiert. 
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Die Autoren stellten aufgrund ihrer Ergebnisse die Hypothese auf, dass hohe OPN-

Spiegel für bestimmte Autoimmunerkrankungen prädisponieren (Chiocchetti et al., 2004). 

In zellbiologischen Untersuchungen führte die OPN-Applikation zu einer Produktion von 

IL-12 und IFNγ (Ashkar et al., 2000). Dadurch könnte es eine Hyperreagibilität des Im-

munsystems bedingen. Bei bestimmten Infektionen durch intrazelluläre Erreger oder Viren 

wie z.B. Schistosoma mansoni oder Mycobacterium bovis konnte allerdings in Tierversu-

chen nachgewiesen werden, dass umgekehrt ein OPN-Mangel zu einem Phänotyp 

schwerer Erkrankung führt (Nau et al., 1999; O'Regan et al., 2001). Dies scheint zunächst 

im Widerspruch zu den zuvor beschriebenen Befunden zu stehen. Der Gegensatz erklärt 

sich möglicherweise durch die Überlegung, dass ein hoher OPN-Spiegel durch ein rea-

gibleres Immunsystem zu einer effektiveren Abwehr führen könnte, da die Th1-Antwort 

der erworbenen Immunität schneller etabliert werden kann (Ashkar et al., 2000). Was sich 

bei Autoimmunerkrankungen als Nachteil äußert, könnte bei der Bekämpfung von intrazel-

lulären Pathogenen für den Wirt von Vorteil sein. 

In zellbiologischen Untersuchungen konnte auch eine Hochregulation der Genexpression 

von OPN in humanen Monozyten bei Infektion mit M. tuberculosis nachgewiesen werden 

(Ragno et al., 2001). Verschiedene Studien zeigten einen Zusammenhang der Expression 

von OPN mit der Ausbildung einer adäquaten Th1-Reaktion (Ashkar et al., 2000; O'Regan 

et al., 2000; Maeno et al., 2006), die für die protektive Immunantwort auf die Infektion mit 

Mykobakterien essentiell ist (Flynn et al., 2001). Die Tatsache, dass OPN-defiziente Mäu-

se nach einer Infektion mit M. bovis BCG eine verminderte Fähigkeit der Bakterienbeseiti-

gung und eine verstärkte Granulombildung gezeigt haben (Nau et al., 1999), ist ebenfalls 

Hinweis auf die funktionelle Bedeutung von OPN in der Immunantwort auf eine entspre-

chende Infektion. 

In einer aktuellen Studie an OPN-defizienten Mäusen zeigte sich zwar eine Hochregulati-

on der OPN-Produktion in Makrophagen nach Infektion mit Mykobakterien, es fand sich 

jedoch kein Zusammenhang mit Bakterienwachstum, Zytokinproduktion oder der Rekru-

tierung von inflammatorischen Zellen in der frühen Entzündungsreaktion (van der Windt et 

al., 2009). Im Vergleich von OPN-defizienten zu Wildtyp-Mäusen zeigte sich kein Unter-

schied im Ausmaß der pulmonalen Inflammation, Granulomgröße und der Anzahl oder 

zellulären Zusammensetzung der Lungeninfiltrate.  

Ebenfalls im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Studienergebnissen konnte in eini-

gen Studien keine eingeschränkte Immunabwehr bei OPN-Mangel in Th1-Modelle nach-

gewiesen werden. So führten Infektionen mit dem intrazellulären Bakterium Listeria mo-

nocytogenes (Abel et al., 2005) oder auch Vaccinia-Virus, Influenzaviren oder Borrelia 

burgdorferi bei OPN-defizienten Mäusen zu einer normalen Immunreaktion (Potter et al., 
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2002; Abel et al., 2005; Craig-Mylius et al., 2005). Eine weitere tierexperimentelle Studie 

zur Entstehung von Autoimmunkrankheiten (experimentelle Autoimmun-Enzephalitis 

[EAE], anti-c2 AK-induzierte Arthritis [CAIA] oder Kollagen-induzierter Arthritis [CIA]) 

konnte ebenfalls, im Gegensatz zu vorherigen Studien (Chabas et al., 2001), keinen Ein-

fluss von OPN auf diese Erkrankungen nachweisen (Blom et al., 2003). Aufgrund dieser 

Widersprüche stellten die Autoren der oben genannten Studie die Hypothese auf, dass 

die durch eine stark eingeschränkte Th1-Immunantwort gekennzeichneten Phänotypen 

bei OPN-defizienten Mäusen durch Gene ausgelöst werden, die in unmittelbarer Umge-

bung von SPP1 auf Chromosom 4 liegen und an den SPP1-Locus gekoppelt sind. Die 

Autoren gehen davon aus, dass bei der Züchtung OPN-defizienter Mäuse diese Gene 

(z.B. verschiedene Chemokine und NOS) versehentlich ebenfalls deletiert wurden (Blom 

et al., 2003).  

Als weitere Ursachen für die gegensätzlichen Ergebnisse der Studien werden systemati-

sche Verfälschungen der älteren Studien durch Verunreinigungen der OPN-Lösungen mit 

Endotoxinen angeführt (Abel et al., 2005; van der Windt et al., 2009). Solche Verunreini-

gungen könnten die dem OPN zugeschriebenen Effekte, wie Migration und Zytokininduk-

tion, erklären (Konno et al., 2005). Endotoxine sind als Bestandteile von Bakterien starke 

Makrophagenaktivatoren; sie wirken chemotaktisch und können eine Immunreaktion her-

vorrufen.  

Die genannten Erklärungsversuche scheinen jedoch aufgrund der Vielzahl repräsentativer 

Studien mit zum Teil unterschiedlichstem Design, die einen Einfluss von OPN auf die 

Immunreaktion der murinen und humanen Tuberkulose nahe legen, nicht ausreichend zu 

sein. Es wäre allerdings denkbar, dass die unterschiedlichen Reaktionen, die in den ver-

schiedenen Versuchsanordnungen dokumentiert werden konnten, jeweils von der Art des 

spezifischen Stimulus abhängig sind. Möglicherweise zeigt sich dabei der Einfluss unter-

schiedlicher mykobakterieller Genotypen auf die Aktivierung der Immunantwort. Es ist 

denkbar, dass OPN nur für die Abwehr einiger mykobakterieller Genotypen ein wichtiger 

Stimulus ist, für andere jedoch nicht entscheidend zur Abwehr beiträgt. So ergab eine 

Studie von Nau et al. (1999), dass OPN-defiziente Mäuse nach Infektion mit M. bovis 

BCG vermehrt schwerere Erkrankungen entwickeln und statistisch häufiger versterben als 

OPN-kompetente Mäuse. In einer aktuellen Studie von van der Windt et al. (2009) wurden 

Mäuse dagegen mit einem virulentem M. tuberculosis-Stamm infiziert. Dabei zeigten sich 

bei den OPN-defizienten Mäusen eine geringere pulmonale Inflammation und eine erhöh-

te Sterblichkeit der OPN-kompetenten Mäuse. In einer weiteren Studie konnte eine erhöh-

te Expression von OPN bei mit M. tuberculosis infizierten Makrophagen, wie sie in einer 

vorherigen Studie beschrieben worden war (Ragno et al., 2001), nicht nachgewiesen 

werden (Thuong et al., 2008). 
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Einschränkend ist jedoch zu erwähnen, dass Ergebnisse aus Tierexperimenten nicht 

immer direkt auf den Menschen zu übertragen sind. Speziell das Mausmodell stellt kein 

adäquates Modell für die menschliche Tuberkulose dar. Die Pathogenese variiert be-

trächtlich zwischen tierexperimenteller und natürlich vorkommender humaner Tuberkulose 

(Basaraba, 2008), denn Mäuse entwickeln eine primär chronische Infektion und bilden 

keine verkäsenden Granulome (Berrington et al., 2007). Weiterhin werden in Tierexperi-

menten häufig hohe Infektionsdosen attenuierter mykobakterieller Laborstämme verwen-

det und die Infektion erfolgt meist nicht auf physiologischem Weg. Daher sind solche 

Versuche nur eingeschränkt auf humane Situationen zu übertragen. Trotzdem werden 

Mausmodelle genutzt, da die Möglichkeit der Ausschaltung (knock out) einzelner Gene 

besteht (Orme et al., 2001). 

4.2.3. Assoziation von SPP1-Varianten mit Reaktivität im PPD-Test 

OPN scheint bei der primären Immunantwort auf Mykobakterien ein wichtiger Faktor zu 

sein, da es zur Differenzierung der T-Zellen in Richtung der für die Abwehr von Tuberku-

loseerregern essentiellen Th1-Antwort führt. Um die Immunkompetenz der infizierten 

Individuen in der Studienpopulation zu objektivieren, wurde ein PPD-Test durchgeführt. 

Dieser zeigt die Ausbildung spezifischer T-Zellen und damit die Etablierung einer adäqua-

ten Immunantwort an. Der PPD-Test wurde nur in der Kontrollgruppe der Studienpopulati-

on durchgeführt, da bei den erkrankten Personen von einer positiven Reaktion des Tests 

auszugehen ist. Innerhalb dieser Gruppe wurde das Vorkommen der genotypisierten 

SPP1-Polymorphismen bei PPD-positiven und PPD-negativen Individuen untersucht. Der 

Vergleich der beiden Gruppen zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung 

der untersuchten SPP1-Varianten. 

In der Studienregion Ghana betrug die Inzidenz der Tuberkulose zur Zeit der Datenerhe-

bung 2001 bis 2004 281/100.000 Personen (National Tuberculosis Control Program, 

2003). Aktuellere Zahlen aus dem Jahr 2006 geben die Inzidenz mit 218/100.000 Perso-

nen an (WHO, 2008). Ghana gilt damit als Hochendemiegebiet für Tuberkulose. Es ist 

davon auszugehen, dass die gesamte Bevölkerung Kontakt mit Tuberkulosebakterien hat 

oder hatte. 

Epidemiologische Studien in der ebenfalls hochendemischen Elfenbeinküste ergaben, 

dass etwa 20% der Individuen trotz wiederholter Exposition einen negativen PPD-Test 

beibehalten (Kassim et al., 2000). In der vorgelegten Untersuchung hatten nur 127 von 

2346 Kontrollpersonen (5,4%) einen negativen PPD-Test. Interessanterweise stammte ein 

Großteil dieser Personen aus Haushaltsgemeinschaften von Tuberkulosefällen (Thye et 

al., 2009a). Es scheint folglich eine Personengruppe zu geben, die trotz entsprechender 
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Infektionsexposition keine Sensibilisierung gegen die Pathogene zeigt. Möglicherweise 

sind auch hier genetische Faktoren von Bedeutung (Thye et al., 2009a). 

Die Sensitivität des PPD-Tests wird mit nur 77% angegeben (Pai et al., 2008b). Daher ist 

eine Verfälschung der Untersuchungsergebnisse durch ungenaue Testmethoden möglich. 

Die neueren Interferon-Gamma-Release-Assay (IGRA)-Verfahren sind mit 78-90% sensi-

tiver (Pai et al., 2008b). Allerdings konnte auch in Untersuchungen mit diesen Testsyste-

men nicht eindeutig geklärt werden, wie hoch die Infektionsrate der Tuberkulose tatsäch-

lich ist. Exponierte Personen aus dem Umfeld von Patienten mit aktiver Lungentuberkulo-

se zeigten nur zum Teil einen positiven IGRA (Martineau et al., 2007). Auch bei diesem 

Testsystem bleibt es daher zweifelhaft, ob ein negativer Test Ausdruck einer fehlenden 

immunologischen Antwort auf die Erreger ist, oder ob tatsächlich keine Infektion stattge-

funden hat. Nicht zuletzt sind IGRA-Studien in Afrika noch nicht in großem Umfang durch-

geführt worden. 

Allerdings konnte an dem hier untersuchten Probandenkollektiv bereits gezeigt werden, 

dass ein Haplotyp im IL-10-Gen, der sich durch eine geringere IL-10-Produktion aus-

zeichnet (low-producer), bei Individuen mit einem negativen PPD-Test signifikant seltener 

auftritt als bei PPD-positiven Kontrollen und Fällen (Thye et al., 2009a). Der Nachweis 

über den PPD-Test scheint also theoretisch sensitiv genug, um signifikante Unterschiede 

in der Immunreaktion nachzuweisen. 

4.2.4. Assoziation von SPP1-Varianten mit radiologischen Befunden in der 
Fallgruppe 

Um neben dem Erkrankungsrisiko auch die Ausprägung und den Schweregrad der Er-

krankung quantifizieren zu können, wurde der radiologische Befund der Tuberkulosepati-

enten als weiterer Phänotyp definiert. Die Erhebung im Rahmen der Studie beinhaltete die 

Durchführung einer posterior-anterioren Röntgenuntersuchung des Thorax und die ano-

nymisierte Auswertung der Bilder. Dabei wurden die Merkmale Infiltrate, Kavernenbildung, 

knotige Läsionen, pulmonale Restriktionen, Kalzifizierungen, Pleuraergüsse und Pleuradi-

cke nach Schweregraden eingeteilt. Da pulmonale Infiltrate und Kavernenbildung als 

Zeichen für zelluläre Infiltration und Nekrose die häufigsten radiologischen Zeichen einer 

Lungentuberkulose sind (Lee et al., 2000), wurden diese beiden phänotypischen Parame-

ter für die Assoziationsanalysen verwendet. Für die weiteren Merkmale ergaben sich 

keine ausreichend großen Gruppen, für die statistische Assoziationsuntersuchungen 

sinnvoll gewesen wären. 

Die Annahme, dass eine SPP1-Variante zwar nicht vor dem Ausbruch der Tuberkulose-

Erkrankung schützt, aber im Verlauf der Erkrankung die Ausprägung des Lungenbefalls, 
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gemessen an der Ausprägung der radiologisch verifizierbaren Läsionen, beeinflusst, 

konnte durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestätigt werden. Verschiedene Studien 

hatten Hinweise auf eine Assoziation der pulmonalen Inflammation bei Tuberkulose mit 

der Produktion von OPN ergeben. OPN führt zur Etablierung einer T-Zell-vermittelten 

Antwort gegen mykobakterielle Antigene und zur Akkumulation von Entzündungszellen in 

infizierten Bereichen (Singh et al., 1990; Weber et al., 1996b; Crawford et al., 1998). In 

Lungenbiopsaten von Tuberkulosepatienten fand sich nach differentiellen Färbeverfahren 

in Entzündungsbereichen mehr OPN als bei gesunden Kontrollpersonen (Nau et al., 

1997). Es wurde in tierexperimentellen Studien gezeigt, dass OPN-defiziente Mäuse nach 

einer Infektion mit M. bovis einen im Vergleich zu OPN-intakten Mäusen stärkeren Lun-

genbefall aufwiesen (Nau et al., 1999). Auch an dem in dieser Studie untersuchten Pro-

bandenkollektiv konnte eine CTLA4-Variante mit dem Auftreten einer schweren 

Lungentuberkulose assoziiert werden (Thye et al., 2009c).  

Letztendlich gibt es keine eindeutigen Belege, inwiefern der radiologisch sichtbare Lun-

genbefall tatsächlich ein Maß für die Schwere der Tuberkulose ist. Die oben beschriebe-

nen Studien legen allerdings nahe, dass ein direkter Zusammenhang besteht und daher 

eine Beeinflussung durch genetische Polymorphismen möglich ist. 

Die exakte Definition des Phänotyps ist ein entscheidendes Maß für die klinische Validität 

einer Studie (Silverman et al., 2000; Bottema et al., 2005). Da Tuberkulose sehr unter-

schiedliche Manifestationsformen aufweist (Lungentuberkulose, extrapulmonale Tuberku-

lose) kommt dieser Definition eine besondere Relevanz zu. In der vorliegenden Studie 

wurde als primärer Phänotyp der Erkrankung der Nachweis von Mykobakterien im Spu-

tum oder Kultur definiert. Patienten mit radiologisch erkennbaren Lungeninfiltraten und 

den klinischen Zeichen einer manifesten Lungentuberkulose, jedoch ohne mikroskopisch-

mikrobiologischen Nachweis, wurden, dem primären Studiendesign entsprechend, aus 

der Studie ausgeschlossen. Als weitere Subphänotypen wurden die Ausprägung der ra-

diologischen Auffälligkeiten und in der Kontrollgruppe die Reaktion auf den PPD-Test 

definiert. Durch diese Einschränkung können möglicherweise systematische Fehler ent-

standen oder vorhandene Assoziationen mit SPP1 nicht erkannt worden sein. 

Eine offene Lungentuberkulose, so wie im Design der Untersuchung als Phänotyp be-

schrieben, ist nicht die einzige Manifestationsform einer Infektion mit Mykobakterien des 

MTB-Komplexes. Organ- oder Lymphknotentuberkulosen kommen in Hochinzidenz-

ländern wesentlich häufiger als in Europa vor (Golden et al., 2005). Dies mag einerseits 

epidemiologische und soziale Ursachen haben, andererseits gibt es eindeutige Hinweise 

auch für genetische Faktoren. So zeigte eine auf nationaler Ebene durchgeführte Unter-

suchung in Großbritannien, dass Tuberkulosepatienten, die vom Indischen Subkontinent 
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stammten, über die Hälfte der extrapulmonalen Tuberkulose-Fälle ausmachten; 54% 

hatten eine Lymphknotentuberkulose. Kaukasische Patienten entwickelten dagegen we-

sentlich häufiger eine urogenitale Tuberkulose (Kumar et al., 1997). Eine andere Studie 

kam zu dem Ergebnis, dass die perikardiale Tuberkulose, die in Industrieländern so gut 

wie nicht vorkommt, häufige Ursache kardialen Versagens in Südafrika ist (Strang, 1984).  

Zwischen Infektion und Ausbruch der Tuberkulose liegt eine sehr variable Zeitspanne. 

Diese Latenzzeit wäre ein Surrogatparameter, um Aufschluss über die Kompetenz des 

Immunsystems zu erhalten. Zusammenfassend zeigt sich, dass durch die Definition des 

Phänotyps der Lungentuberkulose möglicherweise ein Teil der Patienten nicht als solche 

identifiziert werden konnten. Das Vorliegen von Sputum-negativen, extrapulmonalen oder 

disseminierten Tuberkulosefällen wäre möglicherweise als besondere Verlaufsform und 

somit als ein gesonderter Phänotyp zu differenzieren. 

4.3. Differenzierung der mykobakteriellen Genotypen  

In der vorliegenden Studie wurde erstmalig in einer Assoziationsstudie zu Tuberkulose 

eine Differenzierung der mykobakteriellen Genotypen und entsprechende statistische 

Stratifizierungen vorgenommen. Die Relevanz dieser Differenzierung soll im Folgenden 

erläutert werden. 

Lange Zeit wurde angenommen, dass Mykobakterien eine nur geringe genetische Variabi-

lität aufweisen. Die Sequenzhomologie der unterschiedlichen Stämme wurde noch bis vor 

wenigen Jahren mit 99,97-99,99 % angegeben (Sreevatsan et al., 1997; Fleischmann et 

al., 2002; Gutacker et al., 2002; Garnier et al., 2003). Der Einfluss mykobakterieller gene-

tischer Faktoren auf phänotypische Charakteristika einer klinisch manifesten Tuberkulose 

wurde daher als gering und nicht relevant eingeschätzt. Mittlerweile ist jedoch bekannt, 

dass im mykobakteriellen Genom eine Vielzahl von Mutationen vorkommt, die 

entscheidend zur Ausprägung der phänotypischen Merkmale der Erkrankung durch ver-

schiedene mykobakterielle Stämme beiträgt (Gagneux et al., 2006; Hershberg et al., 

2008). 

Mykobakterien vermehren sich hauptsächlich klonal (Wirth et al., 2008). Differenzierungen 

der Stämme, und somit genotypische Varianten, entstehen durch Deletionen und Duplika-

tionen. Ein Austausch des genetischen Materials zwischen genotypischen Varianten fin-

det in der Regel nicht statt. Folglich ist eine spezifische Anpassung der unterschiedlichen 

Stämme an die Eigenschaften des jeweiligen Wirts, mit der Folge der Ausprägung ver-

schiedenster Charakteristika, vorstellbar. 

Es ist bekannt, dass Mykobakterien eine charakteristische geographische Verbreitung der 

Genotypen aufweisen (Hirsh et al., 2004; Malik et al., 2005; Gagneux et al., 2007). Dazu 
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tragen einerseits maßgeblich äußere Einflüsse wie die Verbreitung bzw. Migration des 

menschlichen Wirts bei, andererseits nehmen auch Wirtsfaktoren auf die geographische 

Verteilung der Mykobakterien Einfluss (Gagneux et al., 2007; Meyer et al., 2008). So 

zeigte sich bei amerikanischen Tuberkulosepatienten aus verschiedenen Herkunftslän-

dern überproportional häufig eine Übereinstimmung von mykobakteriellem Genotyp und 

Herkunftsregion des jeweiligen Patienten (Hirsh et al., 2004). Sicherlich ist diese Tatsache 

teilweise durch soziale Kontakte zu erklären, sie ist aber auch ein starkes Indiz für eine 

spezifische Interaktion von Wirtsfaktoren und mykobakteriellem Genotyp.  

Im Vergleich ethnischer Gruppen wurde schon früh eine unterschiedliche Empfänglichkeit 

für Tuberkulose beschrieben. Im Rahmen eines Tuberkuloseausbruchs in einem Pflege-

heim in den USA zeigte sich bei Kontaktpersonen afrikanischer Abstammung eine höhere 

Konversionsrate des PPD-Tests als bei anderen Kontaktpersonen (Stead et al., 1990). 

Studien in Gefängnissen und an Soldaten, für die etwa gleiche sozioökonomische Um-

stände angenommen wurden, zeigten ebenfalls eine unterschiedliche Empfänglichkeit für 

Tuberkulose (Cummins, 1908; Borrel, 1920). Die genannten Studien sind umstritten, da 

soziale und umweltbedingte Einflussfaktoren bei der Auswertung der Ergebnisse nicht 

außer Acht gelassen werden können. Weiterhin können solche Studien als Grundlage 

rassistischer Ideologien genutzt werden. Die Unterschiede zwischen ethnischen Gruppen 

bieten jedoch auch Hinweise auf eine Adaptation des genetischen Materials an die jeweils 

lokal auftretenden Tuberkuloseerreger. 

Auch eine variierende phänotypische Ausprägung der Erkrankung durch unterschiedliche 

mykobakterielle Stämme kann Anhaltspunkt für einen Einfluss genetischer Faktoren des 

Erregers auf die Ausprägung der Erkrankung sein. So zeigte der Vergleich von zwölf 

MTBK-Isolaten in Bezug auf ihre Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf der Tuberkulo-

se bei Mäusen entscheidende Unterschiede in Virulenz, Zytokininduktion und Immunpa-

thologie (Lopez et al., 2003). In anderen Untersuchungen zeigte sich bei Infektion mit dem 

M. tuberculosis Beijing-Isolat eine signifikant höhere Bakterienlast, vermehrte Disseminie-

rung der Infektion (Tsenova et al., 2005) und eine deutlich erhöhte Letalität (Manca et al., 

2001) als bei anderen Stämmen. In einer neueren Studie konnten jedoch klinisch und 

radiologisch keine Unterschiede zwischen den Phänotypen von M. tuberculosis und M. 

africanum beim Menschen gefunden werden (Meyer et al., 2008). 

Auch die weltweite Verteilung der Errger deutet auf eine spezifische Anpassung an die 

Wirtsbedingungen hin. Nach derzeitigem Wissensstand traten Vorläufer der heutigen 

Mykobakterien (M. protuberculosis) bereits vor etwa drei Millionen Jahren bei Vorfahren 

des modernen Menschen in Ostafrika auf (Brosch et al., 2002; Gutierrez et al., 2005). 

Diese verbreiteten sich entsprechend der Migrationsroute der Menschen nach Norden 
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und auf die arabische Halbinsel. Dort spalteten sich möglicherweise die Erreger des 

MTBK vor etwa 40 000 Jahren von M. protuberculosis ab (Hershberg et al., 2008; Wirth et 

al., 2008). Die Trennung der ältesten Stämme EAI (East Asian-Indian) und LAM (Latin 

American-Mediterranean) trat vor etwa 13 000 Jahren auf (Wirth et al., 2008). Die von M. 

tuberculosis sensu stricto abstammenden Stämme folgten vor etwa 5 000-8 000 Jahren 

den Menschen in die verschiedenen geographischen Regionen. Drei differenzierte Zweige 

wanderten nach Afrika (M. tuberculosis African lineage), Asien (M. tuberculosis Asian 

lineage) und Europa ein (M. tuberculosis European lineage) (Wirth et al., 2008). Dort 

erfolgte offenbar die weitere Diversifizierung in unterschiedliche Genotypen. Es wird in-

zwischen angenommen, dass diese frühe geographische Trennung zu einer Stamm-

spezifischen Adaptation an die verschiedenen humanen Wirte geführt hat (Gagneux et al., 

2006; Hershberg et al., 2008). Die Forschung hierzu ist jedoch weiterhin im Wandel 

(Smith et al., 2009). 

Die Einordnung der Mykobakterien in phylogenetische Linien war in der vorliegenden 

Studie bei Isolaten von 1567 infizierten Personen möglich. Die mykobakteriellen Isolate 

von 443 Patienten konnten nicht eindeutig differenziert werden und wurden daher in die 

Stratifizierungen nicht mit einbezogen. Die Inzidenzen der einzelnen Genotypen zeigten 

geringe Abweichungen zu zuvor beschriebenen Studien. So fand sich M. africanum in nur 

etwa 30% aller Patienten, während in einer anderen Studie die Häufigkeit von M. africa-

num in Westafrika mit 40% angegeben wird (Gagneux et al., 2007). 

4.3.1. Assoziation von SPP1-Varianten mit Erkrankung durch unterschied-
liche mykobakterielle Genotypen 

Die in dieser Studie vorgenommene Unterteilung der Mykobakterien in die untergeordne-

ten Spezies (M. tuberculosis und M. africanum) und die daraus ableitbaren Genotypen 

ermöglicht eine detailiertere Betrachtung spezifischer Interaktionen genetischer Wirts- und 

Erregerfaktoren. Die Differenzierung der mykobakteriellen Genotypen erfolgte anhand von 

Spoligotyping, IS6110 Fingerprinting sowie der Genotypisierung der für M. tuberculosis 

EUAM spezifischen Deletion pks15/1 (siehe auch 1.1.5.3). 

Innerhalb der Fallgruppe der Studienpopulation konnten so je nach verursachendem Ge-

notyp entsprechende Untergruppen gebildet werden. Die hier untersuchten SPP1-

Genotypen wurden auf ihre Verteilung in den verschiedenen Gruppen hin analysiert. Da-

bei zeigte sich für den SPP1-Polymorphismus rs6812524 ein deutlicher Trend zu einer 

unterschiedlichen Verteilung zwischen Fall- und Kontrollgruppe. Während in der gesam-

ten Studienpopulation die homozygote Wildtyp-Variante rs6812524 GG bei 60% aller 

Kontrollpersonen und bei 57,8% aller Infizierten auftrat, war dieser Genotyp in der Un-

tergruppe der mit dem mykobakteriellen Genotyp TB1 Infizierten nur zu 46,4% vorhanden. 
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Die heterozygote Variante AG trat dagegen in der TB1-Gruppe zu 49,3% auf, im Vergleich 

zu 34,4% bei den Kontrollpersonen der Gesamtpopulation. 

Es ist also vorstellbar, dass die homozygote Wildtyp-Variante rs6812524 GG tendenziell 

vor einer Erkrankung mit Mykobakterien des Genotyps TB1 schützt, während die hetero-

zygote Variante häufiger mit Erkrankung assoziiert ist. Nach Bonferroni-Korrektur auf 

multiples Testen erreichten diese Werte jedoch keine Signifikanz (pnom.=0,00097; 

pkorr.=0,058, OR=0,55, CI 0,39-0,79). Obwohl die OR einen deutlichen Schutz vor einer 

Erkrankung durch den Genotyp TB1 nahe legt, erreicht der Effekt dieser Variante die 

Signifikanzgrenze nicht. Ihr scheint jedoch eine besondere Bedeutung zuzukommen. Dies 

soll im Folgenden näher betrachtet werden. 

Der Genotyp TB 1, in der Publikation von Wirth et al. (2008) synonym auch „Ghana“ ge-

nannt, lässt sich in die Gruppe der M. tuberculosis Euro-American (EUAM) einordnen 

(Wirth et al., 2008). Er zeigt gemeinsam mit den Stämmen Haarlem und Stamm X die 

Deletion RD (region of difference) 100 und scheint daher eine gemeinsame geographi-

sche Herkunft mit diesen zu haben. Während jedoch der Genotyp TB1 vor allem in Ghana 

gefunden wurde, finden sich die anderen beiden Stämme vorwiegend in Europa (Allix-

Beguec et al., 2008; Weniger et al., 2010). Der Stamm Haarlem findet sich besonders in 

Osteuropa und Russland, während der X-Stamm in Großbritannien, den USA und ehema-

ligen britischen Kolonien gefunden wird. Aufgrund der gemeinsamen phylogenetischen 

Information von TB1 mit diesen Stämmen ist anzunehmen, dass es sich um einen Geno-

typ handelt, der sich ebenfalls in Europa entwickelt und angepasst hat. Ein Import nach 

Westafrika hat möglicherweise erst vor kurzer Zeit stattgefunden. 

In Europa ist der SPP1-Genotyp GG des Polymorphismus rs6812524 wesentlich häufiger 

als in Westafrika. Da in der vorliegenden Studie der Genotyp mit relativem Schutz vor 

einer Infektion mit M. tuberculosis TB1 assoziiert war, ist vorstellbar, dass die in Europa 

häufigeren Tuberkuloseinfektionen mit dem mykobakteriellen Genotyp TB1 zu einer Se-

lektion des schützenden SPP1-Allels rs6812524 G geführt haben. Durch das über lange 

Zeiträume bestehende endemische Vorkommen der Infektion und der hohen Mortalität 

der Tuberkulose erscheint eine Selektion möglich. Diese Annahme wurde allerdings bis-

her nicht in Studien überprüft. Da der mykobakterielle Genotyp TB1 in Westafrika seltener 

vorkommt, ist die Selektion der G-Variante dort möglicherweise weniger stark ausgeprägt. 
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Abbildung 4.1.  Mykobakterielle Genotypen in Ghana und Deutschland 
Die Diffenzierung der mykobaktieriellen Genotypen erfolgte anhand spezifischer genetischer Marker. Die 
Daten stammen aus der MIRU-VNTRplus Datenbank (www.miru-vntrplus.org ; Allix-Beguec et al., 2008). 

TB1 ist durch die Deletion RD724 gekennzeichnet, die bei allen anderen Genotypen nicht 

vorhanden ist (Gagneux et al., 2006). Eine spezifische Funktion dieser Deletion ist bisher 

nicht bekannt. Es ist vorstellbar, dass die Deletion mit einer Änderung von Funktion oder 

Aktivität im Stoffwechsel der Tuberkulosebakterien und somit mit einem veränderten my-

kobakteriellen oder Krankheitsphänotyp assoziiert ist. So gibt es zum Beispiel Hinweise 

darauf, dass Gene, die in der RD1-Region liegen, möglicherweise gemeinsam für ein 

spezialisiertes sekretorisches System kodieren (Guinn et al., 2004). Die RD1-Region 

unterscheidet die Erreger des MTBK von den anderen Mykobakterien. Die Deletion könn-

te so zu einem veränderten Phänotyp der Mykobakterien führen. Auch für die Region pks 

15/1, die die EUAM-Stämme von anderen M. tubercuosis sensu stricto-Stämmen unter-

scheidet, konnte eine vermehrte Produktion von phenolischen Glykolipiden nachgewiesen 

werden. Dies könnte möglicherweise eine Modulation der Zytokinantwort zur Folge haben 

(Sinsimer et al., 2008). 

Auch für die weiteren Deletions-Regionen werden funktionelle Implikationen angenom-

men, wobei Deletionen nicht zwangsläufig Pathogenitätsfaktoren entsprechen. Die phylo-

genetische Differenzierung der Mykobakterien mit Hilfe der Bestimmung von RDs wird 

nicht unter funktionellen, sondern unter rein genetischen Aspekten durchgeführt, wobei 

die funktionelle Relevanz der deletierten Regionen häufig nicht endgültig geklärt ist. Viele 

weitere Polymorphismen (SNPs, Deletionen, andere Mutationen) sind für spezifische 
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Genotypen charakteristisch. Umgekehrt ist nicht jede Mutation mit einem in vitro oder in 

vivo veränderten Phänotyp assoziiert. Das zeigt sich beispielhaft bei zwei SNPs, die so-

wohl bei dem hochvirulenten Genotyp Beijing als auch bei TB1 identifiziert wurden 

(Homolka et al., 2009). Bisher liess sich kein funktionelles Korrelat dieser Varianten identi-

fizieren.  

Es ist jedoch grundsätzliches Ziel solcher Untersuchungen, die Implikationen der myko-

bakteriellen Genotypen im Zusammenhang mit variablen humanen Faktoren und Phäno-

typen zu beschreiben. Mykobakterien haben möglicherweise in der langen Zeit, in der sie 

im humanen Wirt persistierten, eine Anpassung durchlaufen, die sie gegen bestimmte 

Wirtseigenschaften resistent gemacht haben. So korrelieren mykobakterielle Poly-

morphismen, z.B. solche, die für Medikamentenresistenz verantwortlich sind, möglicher-

weise mit Mutationen verschiedener humaner Wirtsgene, die für Antigenpräsentation oder 

andere Funktionen zuständig sind (Gutierrez et al., 2005). Da der SPP1-Genotyp 

rs6812524 GG tendenziell Schutz vor einer Infektion mit TB1 bietet, stellt er einen mögli-

chen Wirtsfaktor dar, an den der mykobakterielle Genotyp TB1 nicht ausreichend adap-

tiert ist. 

Auch laborchemisch lassen sich unterschiedliche Reaktionen der mykobakteriellen Geno-

typen nachweisen. Der Stamm CDC1551 führte im Mausmodell im Vergleich zu dem 

Laborstamm Erdman zu einer höheren Ausschüttung von Zytokinen durch infizierte Mo-

nozyten, unter anderem von TNFα (Manca et al., 1999; van Crevel et al., 2001). Insge-

samt zeigte sich bei Infektionen mit dem Stamm CDC1551 eine frühere und stärker aus-

geprägte Immunantwort, die mit einer erhöhten Tuberkulin-Konversionsrate einherging 

(Malik et al., 2005). Weitere Untersuchungen ergaben, dass Oberflächenlipide eines spe-

zifischen M. tuberculosis-Genotyps eine Th1-spezifische Immunantwort induzierten, wäh-

rend diese bei einem anderen Genotyp sogar unterdrückt wurde (Manca et al., 2004). 

OPN greift in die Regulation der Th1-Antwort im Rahmen der frühen Reaktion auf die 

Infektion durch Mykobakterien des MTB-Komplexes ein. Es wäre vorstellbar, dass die 

SPP1-Variante rs6812524 A möglicherweise bei Infektionen durch den Stamm TB1 zu 

einer verstärkten Immunabwehr durch OPN führt. 

Der SNP rs6812524, der als starker Trend mit Schutz vor Erkrankungen durch den Geno-

typ TB1 assoziiert war, führt durch die Substitution der Base Guanin zu Adenin an Positi-

on 493 in Exon 6 zu einem synonymen Austausch der Aminosäure Serin. Dieser verur-

sacht keine strukturelle Modifikation des Proteins. Allerdings ist bekannt, dass durch 

Nukleotidsubstitutionen an der dritten Position eines Kodons möglicherweise Veränderun-

gen der Translationseffizienz durch unterschiedlich eingesetzte tRNA (Transfer-RNA) 

hervorgerufen werden (Grantham et al., 1980; Robinson et al., 1984; Bulmer, 1988). Mög-
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licherweise trifft eine solche Genregulation auf Translationsebene auch auf die hier unter-

suchte Variante zu. Weiterhin ist denkbar, dass die Variante im Kopplungsgleichgewicht 

mit einem Austausch liegt, der ursächlich für die Assoziation verantwortlich ist. Der Poly-

morphismus rs6812524 liegt in einem starken Kopplungsgleichgewicht mit dem ebenfalls 

typisierten Polymorphismus rs7435825 (r2=0,68). Der üblicherweise gesetzte Grenzwert 

von r2=0,80 wird allerdings nicht erreicht. Die Variante rs7435825 führt durch die Mutation 

von Guanin zu Adenin zu einem Aminosäureaustausch von Serin zu Asparagin und kann 

somit einen Einfluss auf die Proteinfunktion haben. Entsprechend der Variante rs6812524 

zeigt sich eine leicht abweichende Verteilung der Genotypen innerhalb der Subgruppe der 

mit dem Genotyp TB1 infizierten Probanden im Vergleich mit denjenigen Fällen, die mit 

anderen Genotypen infiziert sind. Diese Verteilung ist allerdings nach Bonferroni-Korrektur 

nicht signifikant (p=0,08). Es ist also unwahrscheinlich, dass die Häufung des Genotyps 

rs6812524 GG durch den Polymorphismus rs7435825 verursacht wird. 

TB1 fand sich in der untersuchten Studienpopulation nur in 138 Fällen (8,8% der Infizier-

ten). Die Folge einer entsprechenden Stratifizierung ist, dass die Fallzahlen je nach Aus-

maß der Stratifizierungen und der Bildung von Untergruppen abnehmen und damit die 

statistische Aussagekraft, insbesondere bei den geringen zu erwartenden Effekten, 

eingeschränkt wird. Um diesem Problem Rechenschaft zu tragen, wurde für alle Berech-

nungen die statistische Power wie beschrieben berechnet (vgl. 2.3.12.2.).  

4.4. Schlussfolgerung 

Interaktionen genetischer Varianten des Wirts mit genetischen Charakteristika der Erreger 

des MTB-Komplexes scheinen maßgeblich zu der Empfänglichkeit für Tuberkulose sowie 

deren klinischer Ausprägung beizutragen (Lopez et al., 2003; Caws et al., 2008). Nach 

den bisher vorliegenden Befunden zur Wirtsgenetik ist Tuberkulose als polygene, komple-

xe Erkrankung durch eine Vielzahl unterschiedlicher Gene beeinflusst. Neben Th1-

Zytokinen wie IFNγ, IL-12 oder TNFα (Lopez-Maderuelo et al., 2003; Fitness et al., 2004; 

Tso et al., 2005; Cooke et al., 2006; Kumar et al., 2008) sind weitere immunologische 

Systeme in die antimykobakterielle Immunantwort involviert. Die einzelnen beeinflussen-

den genetischen Faktoren zeigen jeweils nur vergleichsweise schwache Assoziationen 

(Bellamy, 2005). Somit wäre auch der zu erwartende Effekt von genetischen Poly-

morphismen in SPP1 gering.  

Assoziationen werden in aller Regel erst in großen Studienpopulationen sichtbar, da im 

anderen Fall die statistische Power nicht groß genug wäre. Die in der vorliegenden Arbeit 

untersuchte Studienpopulation besteht aus insgesamt 4356 Individuen, einer im Vergleich 

zu anderen Assoziationsstudien sehr großen Population. Ein Trend für eine Assoziation 

wurde in der Gruppe der Infizierten (n = 138) mit dem mykobakteriellen Genotyp TB1 
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gefunden. Der schützende Effekt, der für die Variante rs6812524 GG bei mit diesem 

Genotyp infizierten Studienteilnehmern sichtbar wird, erreicht allerdings nach der er-

forderlichen Bonferroni-Korrektur keine Signifikanz. An der hier untersuchten Studien-

population konnten jedoch bereits solche differentiellen Effekte einzelner Gene gezeigt 

werden (Herb et al., 2008; Intemann et al., 2009; Thye et al., 2010). 

Aktuell konnte durch die Zusammenführung der hier beschriebenen, in Ghana durchge-

führten Erhebung mit einer weiteren genomweiten Assoziationsanalyse aus Gambia, eine 

Studiengruppe mit insgesamt mehr als 11 000 Individuen untersucht werden. Dabei wurde 

bestätigt, dass erst in einer Population in der beschriebenen Größe bestimmte Assoziati-

onen sichtbar werden können (Thye et al., 2010). 

Es ist somit nicht auszuschliessen, dass der in der vorgelegten Untersuchung als Trend 

beschriebene Effekt des SPP1-Genotyps rs6812524 GG erst in einer noch größeren Stu-

dienpopulation, in der der mykobakterielle Genotyp TB1 dann häufiger vorkäme, zu einem 

signifikanten Assoziationsbefund führen würde.  
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an einem ghanaischen Probandenkollektiv von 2010 

Patienten mit Lungentuberkulose und 2346 gesunden Kontrollindividuen, den Einfluss von 

genetischen Polymorphismen in SPP1 auf die Empfänglichkeit und Ausprägung der Lun-

gentuberkulose zu untersuchen. SPP1 kodiert für das Protein Osteopontin (OPN), das in 

der Th1-Immunantwort und damit in der Abwehr gegen Mykobakterien eine Rolle spielt.  

Zunächst wurden in DNA-Proben von 69 Studienprobanden relevante Abschnitte der 

genetischen Sequenz von SPP1 analysiert. Insgesamt fanden sich in diesen Bereichen 31 

Polymorphismen. Durch die Auswahl der DNA-Proben von je 23 infizierten, 23 PPD-

positiven und 23 PPD-negativen Individuen konnte eine Einschätzung über die Verteilung 

der Genotypen in den verschiedenen Gruppen erfolgen. Anhand definierter Kriterien er-

folgte die Auswahl von 9 Polymorphismen zur weiteren Genotypisierung in dem gesamten 

Studienkollektiv. Bei dem Vergleich der untersuchten Polymorphismen in der Patienten- 

und der Kontrollgruppe zeigte sich keine unterschiedliche Verteilung der einzelnen Varian-

ten. Nach Stratifizierung in die verschiedenen mykobakteriellen Genotypen zeigte sich 

jedoch ein häufigeres Auftreten des SPP1-Genotyp rs6812524 GG in der Gruppe der 

Patienten, die mit dem mykobakteriellen Genotyp TB1 infiziert waren. Dieser Trend war 

nach Bonferroni-Korrektur jedoch nicht mehr signifikant. 

Zusammenfassend ergibt sich ein starker Anhalt für einen Einfluss des SPP1-

Polymorphismus rs6812524 auf die Abwehr einer Infektion mit dem mykobakteriellen 

Genotyp TB1.  
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6. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  

µ Mikro 

A Adenin 

APC Antigen-präsentierende Zellen  

ATP  Adenosintriphosphat 

BCG Bacille-Calmette-Guérin 

bp Basenpaare  

BSA bovines Serumalbumin 

C Cytosin 

CD cluster of differentiation 

ddH2O doppelt destilliertes Wasser 

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 

DOTS directly observed treatment, short course 

EDTA Ethlendiamintetraessigsäure 

EUAM European-American 

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

G Guanin 

HCL Wasserstoffchlorid 

HIV Humanes Immundefizienz Virus 

HLA human leukocyte antigens  

HPLC high pressure liquid chromatography 

HWG Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

IFN Interferon 

IFNGR Interferon-Gamma-Rezeptor  

IL Interleukin 

KI Konfidenzintervall 

l Liter 

LD linkage disequilibrium 

M. Mycobacterium 

MAF minor allel frequency 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

min  Minute 

Mio Millionen 

ml Milliliter 

mM Millimol 

MSMD mendelian susceptibility to mycobacterial diseases 
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MTBK M. tuberculosis-Komplex 

n Nano 

NEEO Niedrige Elektroendosmose 

NO Stickstoffmonoxid 

NTM nicht tuberkulöse Mykobakterien 

OPN  Osteopontin 

OR odds ratio 

PCR polymerase chain reaction 

PPD purified portein derivate 

RD region of difference 

RKI Robert-Koch-Institut 

SNP single nucleotid polymorphism 

SPP1 secrected phosphoprotein 1 

STAT signal transducer and activator of transcription 

T Thymin 

TbD1 M. tuberculosis Deletion 1 

TCR T-Zell-Rezeptor  

TH T-Helfer-Zellen 

TNF Tumornekrosefaktor 

U Units 

UTR untranslatierte Region 

UV Ultraviolett 

WHO World Health Organisation 
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