
 

UNIVERSITÄTSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF 

Zentrum für Innere Medizin 

III. Medizinische Klinik und Poliklinik  

Direktor Prof. Dr. med. Rolf A. K. Stahl 

 

 

 

 

 

 

Untersuchung der CTLA-4-Polymorphismen  
A49G, CT60 und C-318T bei 

nephrotischen Glomerulonephritiden 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Dissertation 

 zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg 

 

 

 

vorgelegt von 

Clemens Spink 

aus Henstedt-Ulzburg 

 

 

 Hamburg 2012 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Angenommen von der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg am: 19.12.2013 

 

Veröffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg 

 

 

 

Prüfungsausschuss, der Vorsitzende: Prof. Dr. Sigrid Harendza 

Prüfungsausschuss 2. Gutachter: PD Dr. Jun Oh  

Prüfungsausschuss 3. Gutachter: Prof. Dr. Walter Fiedler 

Datum der mündlichen Prüfung: 19.12.2013 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

meinen Eltern gewidmet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung............................................................................................................   1 

1.1 Nephrotisch verlaufende Nierenerkrankungen und ihre Ursachen.....................   1 

1.1.1 Minimal-Change-Glomerulonephritis (MCD).......................................................   1 

1.1.2 Fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS)...................................................   3 

1.1.3 Membranöse Glomerulopathie (MGN)................................................................   4 

1.2 T-Zell-Reaktion, Kostimulation und CTLA-4.......................................................   6 

1.3 CTLA-4-Polymorphismen....................................................................................   8 

1.3.1 SNP C-318T (rs5742909)................................................................................... 10 

1.3.2 SNP A49G (rs231775)........................................................................................ 10 

1.3.3 SNP CT60 (rs3087243)...................................................................................... 11 

2 Fragestellung und Arbeitshypothese.................................................................. 13 

3 Material und Methoden....................................................................................... 14 

3.1 Material............................................................................................................... 14 

3.1.1 Verbrauchsmaterial............................................................................................. 14 

3.1.2 Geräte................................................................................................................. 15 

3.2 Methoden............................................................................................................ 16 

3.2.1 Präparation genomischer DNA bei Blutspendern............................................... 16 

3.2.2 Präparation genomischer DNA bei Biopsiematerial............................................ 16 

3.2.3 PCR-Amplifikation............................................................................................... 16 

3.2.4 RFLP (Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus)-Methode.................... 21 

3.2.5 Statistische Analyse............................................................................................ 24 

3.2.5.1 Testung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWE)........................................ 24 

3.2.5.2 Chi-Quadrat Test................................................................................................ 25 

3.2.5.3 Cochrane-Armitage-Trend-Test.......................................................................... 25 

3.2.5.4 Bonferroni-Korrektur........................................................................................... 26 

4 Ergebnisse.......................................................................................................... 27 

4.1 SNP A49G (rs231775)........................................................................................ 27 



 

 

4.1.1 Restriktionsverdau für den SNP A49G (rs231775)............................................. 27 

4.1.2 Genotyp- und Allelfrequenzen für den SNP A49G (rs231775)........................... 28 

4.1.2.1 SNP A49G: MCD-Patienten................................................................................ 29 

4.1.2.2 SNP A49G: FSGS-Patienten.............................................................................. 30 

4.1.2.3 SNP A49G: MGN-Patienten................................................................................ 31 

4.2 SNP C-318T (rs5742909)................................................................................... 32 

4.2.1 Restriktionsverdau für den SNP C-318T (rs5742909)........................................ 32 

4.2.2 Genotyp- und Allelfrequenzen für den SNP C-318T (rs5742909)...................... 33 

4.2.2.1 SNP C-318T: MCD-Patienten............................................................................. 34 

4.2.2.2 SNP C-318T: FSGS-Patienten........................................................................... 35 

4.2.2.3 SNP C-318T: MGN-Patienten............................................................................. 36 

4.3 CT60 (rs3087243)............................................................................................... 37 

4.3.1 Restriktionsverdau für den SNP CT60 (rs3087243)........................................... 37 

4.3.2 Genotyp- und Allelfrequenzen für den SNP CT60 (rs3087243)......................... 38 

4.3.2.1 SNP CT60: MCD-Patienten................................................................................ 39 

4.3.2.2 SNP CT60: FSGS-Patienten............................................................................... 40 

4.3.2.3 SNP CT60: MGN-Patienten................................................................................ 41 

4.4 Allelfrequenz- und Genotypverteilung der A49G-Patientenkohorten..................  42 

5 Diskussion........................................................................................................... 44 

6 Zusammenfassung............................................................................................. 51 

7 Literaturverzeichnis............................................................................................. 52 

A Abkürzungsverzeichnis....................................................................................... 66 

B Tabellenverzeichnis............................................................................................ 70 

C Abbildungsverzeichnis........................................................................................ 72 

D Danksagung........................................................................................................ 73 

E Eidesstattliche Versicherung............................................................................... 74 

F Lebenslauf.......................................................................................................... 75 



 

 1 

1  Einleitung 

1.1 Nephrotisch verlaufende Nierenerkrankungen und ihre Ursachen 

Unter den Glomerulonephritiden existieren Formen, die bei Patienten ein nephrotisches 

Syndrom verursachen. Dieses ist charakterisiert durch eine große Proteinurie (>3,5 g/Tag), 

eine daraus resultierende Hypalbuminämie (<30 g/l), einer Hyperlipoproteinämie mit 

erhöhten Cholesterin- und Triglyzeridwerten sowie durch periphere Ödeme.  

 

Dieser typische Symptomkomplex geht auf eine Störung der Permeabilität des glomerulären 

Filters zurück. Die glomeruläre Filtrationsbarriere wird aus drei verschiedenen Schichten 

gebildet. Auf der Innenseite der Kapillaren liegt das fenestrierte Endothel, auf dem die  

glomeruläre Basalmembran (GBM) liegt. Auf der Außenseite der GBM befinden sich die 

Podozyten, die mit ihren Primär- und Sekundärfortsätzen mit benachbarten Podozyten ein 

dichtes Netzwerk über den Kapillaren bilden. Zwischen den Sekundärfortsätzen bleiben 

Schlitze bestehen, die wiederum von speziellen Proteinen überbrückt werden. Diese bilden 

die sogenannte Schlitzmembran, welche elektronenmikroskopisch sichtbar ist (Liebau et al. 

2009). Endothelzellen, GBM und die Podozyten mit der Schlitzmembran bilden zusammen 

eine größen- und ladungsselektive Filtrationsschranke, die Plasmaproteine bis zu einer 

Größe von Albumin (66 kDa) passieren können. Auf Grund der negativen Ladung der GBM 

und der Glykokalix der Podozyten werden Kationen und ungeladene Moleküle leichter als 

Anionen filtriert. Dasselbe gilt für kleinere Proteine, zum Beispiel Myoglobin mit 17 kDa. Alle 

drei Schichten sind für eine intakte Filtration erforderlich und sind nicht als „passives Sieb“, 

sondern vielmehr als komplexes „dynamisches Organ“ zu betrachten (Huber und Benzing 

2005, Liebau et al. 2009).  

 

Ein nephrotisches Syndrom kann im Verlauf einer primären Glomerulopathie eintreten, aber 

auch die Folge einer Vielzahl von systemischen Erkrankungen sein (Liebau und Benzing 

2011). Unter den primären Ursachen finden sich dabei am häufigsten die Minimal-Change-

Glomerulonephritis (MCD), die fokal-segmental sklerosierende Glomerulonephritis (FSGS) 

und die membranöse Glomerulopathie (MGN) (Kuhlmann et al. 2008). Die relative Häufigkeit 

der einzelnen Erkrankungen hängt vom Alter und der ethnischen Zugehörigkeit der Patienten 

ab und hat sich im Laufe der letzten Jahrzehnte gewandelt (Haas et al. 1997).  

 

1.1.1   Minimal-Change-Glomerulonephritis (MCD) 

Die MCD gilt als die häufigste Ursache für ein primäres nephrotisches Syndrom im 

Kindesalter und tritt bei Erwachsenen in nur 10-15% der Fälle auf (Alpern et al. 2008). Die 

Diagnose muss elektronenmikroskopisch gestellt werden, da sich unter dem Lichtmikroskop 
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ein Normalbefund darstellt. Elektronenmikroskopisch wird jedoch ein Verlust der 

Podozytenfußfortsätze sichtbar, welcher aufgrund der Zerstörung der Schlitzmembran für die 

Protein-Permeabilität des Glomerulums verantwortlich ist. Die genaue Pathogenese, die zum 

Verlust der Podozytenfußfortsätze führt, ist noch unbekannt. Es wird allerdings eine Störung 

der T-Zellen vermutet, die zur Steigerung bzw. fehlerhaften Bildung von nephrotoxischen 

Zytokinen führen kann, welche wiederum verdächtigt werden, für die Podozytenschäden 

verantwortlich zu sein (Kuhlmann et al. 2008, Audard et al. 2008, Araya et al. 2009). Diese 

Schäden könnten eine mangelnde Expression von Schlitzmembranproteinen bedingen, was 

zu einem Fußfortsatzverlust beiträgt (Benzing 2004).  

 

Diese Schlitzmembranproteine, wie zum Beispiel Nephrin, spielen wahrscheinlich eine 

bedeutende Rolle bei der Entwicklung eines nephrotischen Syndroms. Nephrin ist ein 

Adhäsionsprotein, welches zwischen den Podozyten in der Schlitzmembran lokalisiert ist. Im 

Zusammenhang mit dem seltenen autosomal-rezessivem kongenitalen nephrotischen 

Syndrom vom finnischen Typ konnten Mutationen auf dem NPHS1 Gen nachgewiesen 

werden, welches für das Protein Nephrin kodiert (Kestilä et al. 1998, Patrakka et al. 2002). 

Neben der primären Form kommen auch sekundäre Formen der MCD bei  

Grunderkrankungen wie Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen, T-Zell-Leukämien, 

Thymomen oder bei dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) vor. Weiterhin können 

Medikamente, wie zum Beispiel Cyclooxygenase-2-Hemmer, ähnliche Läsionen an  

Podozyten hervorrufen (Almansori et al. 2005, Tang et al. 2006, Mori et al. 2011). 

   

Die MCD spricht im Allgemeinen gut auf eine Steroidtherapie an und führt bei ca. 90% der 

Patienten zu einer Remission (Kuhlmann et al. 2008). Dieses gute Ansprechen auf Steroide 

unterstützt die Theorie, dass bei MCD die T-Zellaktivierung eine Rolle spielen könnte (Alpern 

et al. 2008). Bei einer Steroidresistenz wird die Indikation zur erneuten Biopsie gestellt zum 

Ausschluss einer FSGS. Die Langzeitprognose der MCD ist für Kinder und Erwachsene gut, 

in nur 10% der Fälle kommt es bei Erwachsenen zu einer Niereninsuffizienz (Kuhlmann et al. 

2008). Rezidive sind bei Kindern häufig (80%) innerhalb eines Jahres zu beobachten, wenn 

die Therapie bereits nach vier Wochen beendet wurde. Deshalb wird von Pädiatern eine 

Therapiedauer von 12 Wochen empfohlen (Gipson et al. 2009). Erwachsene MCD-Patienten 

können auch häufig Rezidive entwickeln. Nach erneutem Therapieversagen der Steroide 

werden im nächsten Schritt Cyclophosphamid und Cyclosporin eingesetzt (Cattran et al. 

2007). Alternativ können auch chimäre monoklonale Anitkörper, wie Rituximab, verwendet 

werden (Hoxha et al. 2011a). 
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1.1.2   Fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS) 

In der primären Form der FSGS tritt bei 70-80% der Patienten ein nephrotisches Syndrom 

auf. Bei den übrigen 20-30% der Patienten beträgt die Proteinurie unter 3,5g/Tag. Die FSGS 

wird bei 15-30% aller Patienten mit nephrotischem Syndrom diagnostiziert (Kuhlmann et al. 

2008). Histologisch finden sich sowohl fokal-, als auch segmental-sklerosierende 

glomeruläre Veränderungen zusammen mit kollabierenden Kapillaren und Adhäsionen 

zwischen den einzelnen Kapillarschlingen und der Bowman-Kapsel (Alpern et al. 2008). 

Durch die Histologie lassen sich fünf verschiedene Typen der FSGS je nach Lokalisation der 

Schäden beschreiben, welche auch unterschiedliche Prognosen haben. Während zum 

Beispiel eine TIP-Läsion mit Schäden am tubulären Pol der Glomeruli besser auf die 

Steroidtherapie anspricht, hat eine kollabierende FSGS mit kollabierenden Kapillaren und 

einer Podozytenhypertrophie eine schlechtere Prognose mit schnellerer Entwicklung einer 

Niereninsuffizienz. Die Histologie ist jedoch unspezifisch, da eine Reihe von sekundären 

Faktoren ebenfalls diese Schäden verursachen können (Kuhlmann et al. 2008). 

 

Die genaue Pathogenese der primären FSGS ist noch unklar. Es wird jedoch eine 

Schädigung der Podozyten vermutet und ähnlich wie bei der MCD eine immunologische 

Ursache mit Zytokinbeteiligung diskutiert (Cybulsky und Kennedy 2011, Yang W et al. 2012). 

Es wurden für die seltenen familiären oder kongenitalen Formen der FSGS genetische 

Defekte mit Synthesestörung der Proteine Nephrin (NPH1-Gen), Podocin (NPH2-Gen) und 

alpha-Actinin-IV (ACTN4-Gen) beschrieben (Alpern et al. 2008, Kuhlmann et al. 2008, 

Liebau et al. 2009, Machuca et al. 2009). In der afroamerikanischen Bevölkerung konnten für 

die primäre Form genetische Varianten des Apolipoprotein L-1 (APOL1) als mögliche 

Risikofaktoren im Zusammenhang mit FSGS identifiziert werden (D'Agati 2012). Dieses 

Protein könnte in der entsprechenden genetischen Konfiguration bei den Trägern gleichzeitig 

einen Selektionsvorteil darstellen. Es wurde beispielsweise als protektiv gegenüber 

Trypanosoma brucei Infektionen eingestuft (Genovese et al. 2010a). APOL1-Gen Varianten 

stellen für Patienten afroamerikanischer Herkunft nicht nur ein Risiko für eine FSGS-

Erkrankung dar, sondern auch für eine HIV-assoziierte Nephropathie (Kopp et al. 2011). In 

diesem Zusammenhang wurde sowohl das APOL1-Gen auf bekannte Polymorphismen 

untersucht, als auch das ihm auf dem DNA-Strang vorgelagerte Gen für  Myosin-heavy-

chain-9 (MYH9), welches durch Mutation indirekt die APOL1-Expression beeinflussen könnte 

(Genovese et al. 2010b, Papeta et al. 2011). 

 

Sekundär kann die FSGS verursacht werden durch eine gestörte Hämodynamik bei einer 

Verminderung des Nierengewebes durch Nierendysplasie oder Einzelnieren oder bei 

extremer Adipositas oder kongenitalen Herzerkrankungen ohne Verminderung des 
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funktionalen Gewebes (Kuhlmann et al. 2008). Als weitere Ursachen kommen Vernarbungen 

von abgelaufenen Glomerulonephritiden, Medikamenten- oder Heroinabusus, 

Virusinfektionen oder maligne Erkrankungen (Lin et al. 2002, Sakai et al. 2011) in Frage. 

 

Für die Therapie ist die Unterscheidung zwischen primärer und sekundärer FSGS 

entscheidend (Kuhlmann et al. 2008). Während für die sekundären Formen der FSGS eine 

symptomatische Therapie mit  ACE-Hemmern in Frage kommt, ist bei der primären Form 

eine Therapie mit Steroiden oder Immunsuppressiva, zum Beispiel Cyclosporin, in Betracht 

zu ziehen (Korbet 2000, Cattran et al. 2007). Prognostisch wichtig für die Patienten sind das 

Ausmaß der Proteinurie und das Ansprechen der Proteinurie auf die Therapie (Rydel et al. 

1995). Eine Studie von Troyanov bei Patienten mit FSGS und nephrotischem Syndrom lässt 

auf eine günstige Langzeitprognose schließen mit einer Rate von 90% kompletten 

Remissionen im beschriebenen Kollektiv (Troyanov et al. 2005). Prädiktoren für einen 

ungünstige Langzeitverlauf sind neben einer gesteigerten Proteinurie mit über 10g/Tag, eine 

Steroidresistenz oder der histologische Nachweis einer bereits eingetretenen interstitiellen 

Fibrose (Alexopoulos et al. 2000).  

 

1.1.3   Membranöse Glomerulopathie (MGN) 

Die MGN stellt die häufigste Ursache eines nephrotischen Syndroms im Erwachsenenalter 

dar (Kuhlmann et al. 2008). Histologisch ist sie gekennzeichnet durch eine Verdickung der 

glomerulären Basalmembran mit Ablagerungen von Immunkomplexen (Alpern et al. 2008). 

Die Immunkomplexe lassen sich elektronenmikroskopisch und immunhistologisch mit 

Nachweis von IgG und Komplementfaktor C3 darstellen. Durch das Ausmaß der 

Immunkomplexablagerung lässt sich die Erkrankung in vier Stadien nach Ehrenreich und 

Churg einteilen, welche von prognostischer Bedeutung sind. Es wird vermutet, dass die 

Depots an den Basalmembranen entweder durch Ablagerung von zirkulierenden 

Immunkomplexen entstehen oder es direkt in den Kapillaren zu einer 

Immunkomplexformation kommt (Geiger et al. 2003).  

 

Für die primäre Form der MGN wurden in den letzten Jahren neue Erkenntnisse zur 

Pathogenese gewonnen. Es wurde ein IgG4 Antikörper gegen den Phopholipase-A2-

Rezeptor (PLA2R-Ak) im Serum bei 70-80% der Patienten mit primärer MGN gefunden 

(Beck et al. 2009, Qin et al. 2011), nicht aber bei sekundären Formen der MGN und nicht bei 

anderen Nierenerkrankungen. Der von Podozyten exprimierte PLA2-Rezeptor und der 

gebundene Antikörper ließen sich auch in Nierenbiopsien nachweisen. Somit ist es 

wahrscheinlich, dass der PLA2R als Autoantigen bei der primären MGN identifiziert wurde. 

Gestützt wird diese Hypothese dadurch, dass im Rahmen einer genomweiten 
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Assoziationsstudie signifikante Assoziationen einzelner SNPs aus Genen, die M-Type-

PLA(2)R1 und HLA-DQ1 kodieren, bei MGN Patienten nachweisbar waren (Stanescu et al. 

2011). Auch die Beobachtung, dass bei einem nierentransplantiertem Patienten eine MGN 

unter ansteigenden PLA2R-Ak rekurrierte und es unter einer Therapie mit Rituximab zur 

Besserung von AK-Titer und Proteinurie kam, kann als Hinweis für die pathogenetische Rolle 

der PLA2R-Ak gewertet werden (Stahl et al. 2010). Aufbauend auf diesen Erkenntnissen 

wurde ein Immunfluoreszenz-Test entwickelt, in welchem der PLA2R-Ak-Titer als Marker 

verwendet werden könnte (Hoxha et al. 2011b). Das Monitoring dieses potentiellen Markers 

könnte zu einer besseren Diagnostik und Therapie der MGN betragen (Stahl et al. 2011). Ein 

solcher Test könnte nicht nur zur Unterscheidung zwischen primärer und sekundärer MGN 

beitragen, sondern auch Hinweise darauf geben, ob bei einem Patienten mit nephrotischen 

Syndrom eine primäre MGN vorliegt (Kunzendorf 2011, Hoxha et al. 2012).  

 

In Fällen einer sekundären MGN lässt sich diese auf Infektionen (Hepatitis B und C, Malaria, 

Lues, Lepra, Schistosomiasis, HIV) und Medikamente (früher Gold- und D-Penicillin, aktuell 

meist nicht steroidale Antirheumatika) zurückführen, zusätzlich aber auch auf diverse 

Tumorerkrankungen und Autoimmunerkrankungen (SLE, Sjörgen-Syndrom, Hashimoto-

Thyreoiditis, primär biliäre Zirrhose). In seltenen Fällen ist eine sekundäre MGN auch mit 

Sarkoidose, Morbus Crohn oder Myasthenia gravis assoziiert (Alpern et al. 2008). 

 

Etwa 80% der Patienten mit MGN entwickeln ein nephrotisches Syndrom, in ca. 20% der 

Fälle liegt die Proteinurie allerdings unter 3,5g/Tag. Spontanremissionen werden bei ca. 1/3 

der Patienten beobachtet (Polanco et al. 2010, Segal und Choi 2012). Die Nierenfunktion ist 

zum Zeitpunkt der Diagnose meistens noch normal, erst nach Jahren kommt es zur 

Abnahme der GFR und 20-30% der Patienten entwickeln innerhalb von 15 Jahren eine 

terminale Niereninsuffizienz. Die MGN kann allerdings auch rapidere Verläufe annehmen 

und Patienten dialysepflichtig machen (Sprangers et al. 2012). Die Therapie der 

idiopathischen MGN gestaltet sich auf Grund des variablen Verlaufs und der erheblichen 

Nebenwirkungen der immunsuppressiven oder zytotoxischen Behandlungen schwierig 

(Kuhlmann et al. 2008, Ponticelli und Passerini 2010). Es wird derzeit zunächst eine 6-

monatige Verlaufsbeobachtung unter symptomatischer Therapie empfohlen, um danach 

Nutzen und Risiko einer zusätzlichen Medikation neu zu evaluieren. In dieser Zeit werden 

kontinuierlich das Ausmaß der Proteinurie, die GFR und das Serumkreatinin erfasst. Neben 

der symptomatischen Therapie mit u.a. ACE-Hemmern kommen bei Patienten mittleren oder 

hohem Risikos noch Steroid-Cyclophosphamid- oder Steroid-Cyclosporin-Therapien in Frage 

(Kuhlmann et al. 2008).  
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Für alle drei Glomerulonephritiden konnte die Pathogenese noch nicht vollständig geklärt 

werden. Während die MGN als eine Immunkomplexerkrankung klassifiziert wurde, laufen die 

MCD und FSGS über direkte Podozytenschäden ohne Immunkomplexe ab (Kuhlmann et al. 

2008). Die Infiltration von Entzündungszellen in das Glomerulum ist dabei charakteristisch für 

Glomerulonephritiden. Alle drei Erkrankungen könnten einen persistierenden 

Entzündungsvorgang im Glomerulum gemein haben, welcher letztlich in ein nephrotisches 

Syndrom münden kann. Dieses klinische Bild könnte aber auch durch unterschiedliche, 

bisher nicht näher charakterisierte Entzündungsmechanismen verursacht werden. Eine 

Hypothese ist, dass ein Defekt der T-Lymphozyten eine unkontrollierte Freisetzung von 

regulativen Zytokinen nach sich zieht, die schließlich zur Schädigung von Podozyten und 

Basalmembran beitragen können (Heymann et al. 2009, Mack 2009, Sahali et al. 2012).   

 

1.2   T-Zell-Reaktion, Kostimulation und CTLA-4  

Das adaptive Immunsystem hat die Fähigkeit, Antigene spezifisch zu erkennen und damit 

auf körperfremde Antigene gesondert zu reagieren. Hierbei können Antigen-präsentierende-

Zellen (APC) freie Antigene binden und den T-Zellen präsentieren. Die T-Zellrezeptoren 

(TCR) erkennen allerdings nicht das jeweilige Antigen direkt, sondern vielmehr ein Antigen-

prozessiertes Peptid in einem neu gebildeten Major Histo-compatibility-Complex (MHC) auf 

den APC. Die Peptid/MHC-Klasse-1-Komplexe werden von CD8+ T-Zellen erkannt und 

Peptid/MHC-Klasse-2-Komplexe von CD4+ T-Zellen. Durch diese Bindung können 

kostimulatorische Faktoren und Zytokine ausgeschüttet werden, die letztlich die T-Zellen 

aktivieren und damit „reifen“ lassen (Male 2005). 

 

Die Immunantwort bedingt die Bildung einer Reihe von Zytokinen, die über die 

Differenzierung naiver T-Zellen zu entweder T-Helfer-Zellen Typ 1 (Th1) oder Typ 2 (Th2) 

entscheiden. Interleukin 12 (IL-12) triggert eine Th1-Immunantwort, während IL-4 eine Th2-

Antwort auslöst. Für die Eliminierung von Pathogenen treten im Wesentlichen die Th1-Zellen 

in den Vordergrund, indem sie die Zytokine IL-2 und IFNγ produzieren (Yu et al. 2008). Eine 

Fehlregulation dieser Th1-Antwort auf zellulärer Ebene wurde bereits bei einigen 

Autoimmunerkrankungen beobachtet, z.B. dem systemischem Lupus erythematodes (SLE) 

(Li J et al. 2012), multipler Sklerose (MS) (Liu et al. 2012) und bei der rheumatoider Arthritis 

(RA) (Astry et al. 2011). Diese Fehlregulation der T-Zell-Antwort könnte analog zu anderen 

bekannten Autoimmunerkrankungen, wie z.B. M. Basedow, auch auf genetische Ursachen 

zurückzuführen sein. Bei der MGN wurde bereits im Rahmen der Hypothese, dass 

Immunkomplexe für die Schäden an der Basalmembran verantwortlich sein könnten, ein 

erhöhtes Auftreten von HLA-DR3/B8 beobachtet (Sacks et al. 1993, Reichert et al. 1998). 
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Bei der T-Zell-Antwort spielt das Protein Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4) eine 

entscheidende Rolle. CTLA-4 (CD152) ist ein Oberflächenprotein, welches von aktivierten T-

Lymphozyten exprimiert wird und durch eine Bindung an die kostimulatorischen Moleküle 

B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) auf antigenpräsentierenden Zellen (APC) den 

Aktivierungsstatus der T-Zelle herunterreguliert (McCoy und Le Gros 1999). Dieser 

Mechanismus ist unter physiologischen Bedingungen bedeutsam für die Unterbindung einer 

überschießenden Immunreaktion und trägt so zu einer Balance zwischen stimulierenden und 

inhibierenden Signalen auf die T-Zell-Antwort bei. Nachdem ein Antigen aufgenommen 

wurde, treten die APC mit T-Zellen über einen MHC-Komplex in Kontakt, um diese zu 

aktivieren. Hier spielen kostimulierende Oberflächenproteine eine Rolle, die von T-Zellen 

exprimiert werden. Zwei wichtige Vertreter sind das stimulierende Protein CD28 und sein 

Gegenspieler, das CTLA-4. Beide können ebenfalls mit den APC durch die Liganden 

CD80/CD86 in Kontakt treten und somit regulativ auf den CD3-TCR-Komplex der T-Zellen 

wirken (Abb. 1). Eine T-Zell-Aktivierung kann durch ein solches Antigen-unspezifisches 

Signal über CD28 verstärkt werden. Es ist das primäre kostimulatorische Molekül auf den T-

Zellen, welches die Proliferation durch Expression von IL-2 induziert (Linsley und Ledbetter 

1993) und wahrscheinlich die Apoptose durch BclxL-Induktion verhindert (Boise et al. 1995). 

 

 
Abb. 1: T-Zell Regulation durch CTLA-4 (Cambridge University Press 2005). CTLA-4 sorgt für eine 
Inhibierung der Signaltransduktion zwischen den APC und den T-Zellen. 
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Die Expression von CTLA-4 wird durch CD28-Signale induziert. CTLA-4 konkurriert dann im 

Sinne einer negativen Rückkopplung mit CD28 um die Bindungsstellen an CD80/CD86, um 

die T-Zell-Antwort zu limitieren. Hierbei weist CTLA-4 eine höhere Affinität auf. CTLA-4-

Signale inhibieren die Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors (Waterhouse et al. 1996).  

Zusätzlich führt CTLA-4 zu einer Expression von TGF-β, einem Immunreaktionen 

hemmenden Zytokin (Chen et al. 1998). CTLA-4 wirkt damit inhibitorisch auf die durch CD28 

unterstützte T-Zellaktivierung, IL-2 Expression und Proliferation (Brunner et al. 1999, 

Krummel und Allison 1996). Die Bedeutung von CTLA-4 in der Modulation von 

Immunreaktionen zeigte sich bei CTLA-4-defizienten Mäusen, die schon wenige Wochen 

nach der Geburt an einer übersteigerten Lymphoproliferation mit multiplen Organschäden 

sterben (Tivol et al. 1995). In anderen Mausmodellen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 

durch gezielte Blockade des CTLA-4-Proteins die Manifestation von multipler Sklerose und 

Diabetes mellitus Typ1 verstärkt und beschleunigt werden kann (Hurwitz et al. 1997, Lühder 

et al. 1998).  

 

Eine kontrollierte Verstärkung der Immunantwort kann aber auch von therapeutischem 

Nutzen sein. So wurde bereits das Potential von Antikörpern gegen CTLA-4 (Simeone und 

Ascierto 2012) als Ansatz für neue onkologische Therapien entdeckt (Sznol 2012). Die 

monoklonalen Antikörper Ipilimumab und Tremelimumab haben die Eigenschaft, das Protein 

CTLA-4 zu blockieren, um so eine überschießende T-Zellreaktion gegen Tumorzellen zu 

ermöglichen (Hoos et al. 2010). Diese neuen Antikörper kamen bereits bei Patienten mit 

Melanom (Farolfi et al. 2012, Tarhini et al. 2012) und nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom 

(Camacho 2008, Genova et al. 2012, Tomasini et al. 2012) zum Einsatz. Diese Therapien 

bergen allerdings das Risiko erheblicher Nebenwirkungen, wie Enterocolitis (Berman et al. 

2010, Hundorfean et al.  2012), Hepatitis (Kähler und Hauschildt 2011, Kleiner und Berman 

2012) oder Hypophysitis (Juszczak et al. 2012) als Konsequenz der übersteigerten 

Immunreaktion. 

 

1.3   CTLA-4-Polymorphismen  

Die kodierenden Gene für CD28 und CTLA-4 konnten beide auf dem langen q33-Arm des 

Chromosoms 2 beim Menschen lokalisiert werden. Das CTLA-4 Gen umfasst vier Exons und 

drei Introns (Dariavach et al. 1988). Auf DNA-Ebene kann es zu einer Veränderung von 

Basen kommen, einerseits im Rahmen von Mutationen (z.B. Deletion, Insertion etc.), 

andererseits durch sogenannte Single Nucleotide Polymorphismen (SNP). Bei SNPs handelt 

es sich um einen Nukleotidaustausch, der nach Definition häufiger als 1% innerhalb einer 

Population auftritt und sich somit von einer selteneren Mutation (<1%) abgrenzt (Altman 

2006).  
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Wenn ein solcher SNP auf einer codierenden Region als coding SNP (cSNP) liegt, kann dies 

Auswirkungen auf die Proteinstruktur und -funktion haben mit möglichen physiologischen 

Konsequenzen. Wird trotz des SNPs weiterhin die gleiche Aminosäure codiert, beschreibt 

dies einen „synonymen SNP“. Bei einem nicht-synonymen SNP zieht der Basenaustausch 

auch einen Aminosäureaustausch nach sich. Andere SNPs können die Genregulation 

beeinflussen, wenn sie auf regulatorischen Regionen eines Gens liegen und werden als 

regulatory SNP (rSNP) bezeichnet. Hierbei würde die Transkription und damit unter 

Umständen die Proteinkonzentration moduliert werden. Des Weiteren kann ein SNP an einer 

Spleißstelle des Gens die RNA-Prozessierung insoweit verändern, dass eine alternative 

mRNA-Variante entsteht, die ein fehlerhaftes Protein codieren würde. Man spricht hierbei 

von einem structural RNA-SNP (srSNP) (Halvorsen et al. 2010).  

 

Für das CTLA-4 Gen wurden bereits eine Reihe von SNPs identifiziert. Auf den 

Internetseiten des NCBI (National Center for Biotechnology Information) ist eine Übersicht 

der Lokalisation dieser SNPs auf dem CTLA-4 Gen zu finden (NCBI 2012). In dieser Arbeit 

sollen drei dieser Polymorphismen genauer untersucht werden. Es handelt sich hierbei um 

die SNPs C-318T (rs5742909), A49G (rs231775) und CT60 (rs3087243). Diese sind mit ihrer 

Lokalisation im Bezug zu den Exons des CTLA-4 Gens in der Abbildung (Abb. 2) dargestellt 

(NCBI 2012). 

 

 
Abb. 2: Lokalisation der SNPs C-318T, A49G und CT60 auf dem CTLA-4-Gen. (NCBI 2012) 
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1.3.1   SNP C-318T (rs5742909) 

Der C-318T Polymorphismus ist auf der Promotorregion des CTLA-4 Gens zu finden und 

durch einen Austausch von Cytosin (C) gegen Thymin (T) an der Position -318 vor dem 

ATG-Start-Codon charakterisiert (Deichmann et al. 1996). Das C-Allel wird als Wildtyp 

betrachtet, das T-Allel stellt mit einer „Minor Allel Frequency“ (MAF) von 0,074 die Mutante 

dar (dBSNP-Datenbank). Dieser SNP auf der Promotorregion könnte Einfluss auf die 

Regulation der CTLA-4-Expression haben. Ein Basenaustausch an dieser Stelle könnte 

Einfluss auf die Menge der gebildeten mRNA haben und damit auch auf das Ausmaß der 

CTLA-4-Expression. Es wurde beobachtet, dass bei Trägern des T-Allels sowohl mehr 

CTLA-4 an der Oberfläche ihrer aktivierten T-Zellen exprimiert wird als auch eine erhöhte 

Expression von CTLA-4-mRNA in noch unstimulierten T-Zellen stattfindet (Ligers et al. 

2001). Das T-Allel trägt im Vergleich zum C-Allel offenbar zu einer erhöhten 

Promotoraktivität bei (Wang et al. 2002). Genetische Assoziationsstudien für Erkrankungen, 

bei denen eine chronische Inflammation durch defekte T-Zellantwort diskutiert wird, zeigten 

allerdings heterogene Ergebnisse. Während das C-Allel als Risikoallel für Morbus Basedow 

beschrieben wurde (Park et al. 2000), konnte das T-Allel als Risikoallel mit rheumatoider 

Arthritis (Miterski et al. 2004) und COPD (Liu et al. 2010) assoziiert werden.  

 

1.3.2   SNP A49G (rs231775) 

Der A49G Polymorphismus befindet sich auf Exon1 des CTLA-Gens an der Position +49 

hinter dem ATG-Codon. Hierbei findet ein Basenaustausch von Adenin (A) gegen Guanin 

(G) statt. Das A-Allel wird hierbei als Wildtyp betrachtet und das G-Allel mit einer MAF von 

0,463 als Mutante (dBSNP-Datenbank). Dieser SNP führt auf Translationsebene zu einem 

Aminosäureaustausch von Threonin gegen Alanin an Position 17 (Harper et al. 1991). Das 

Exon1 des CTLA-4 Gens kodiert ein 37 Aminosäuren langes Leader Peptid, welches beim 

Signaling im Zusammenhang mit dem Endoplasmatischen Retikulum von Bedeutung ist 

(Valk et al. 2008). Eine Assoziation des 49G-Allels zu Autoimmunerkrankungen wie Morbus 

Basedow (Yanagawa et al. 1995, Kalantari et al. 2003), Hashimoto Thyreoiditis (Benhatchi  

et al. 2011), Diabetes mellitus Typ1 (Donner et al. 1997), MS (Ligers et al. 1999, Harbo et al. 

1999) und rheumatoider Arthritis (Seidl et al. 1998, Lei et al. 2005, Li X et al. 2012) wurde 

bereits beobachtet.  

 

Besonders bei homozygoten G-Allelträgern (GG) wurde eine verstärkte T-Zell-Proliferation 

festgestellt (Mäurer et al. 2002). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass sich bei GG-

Allelträgern nach einer T-Zell-Stimulation weniger CTLA-4 an der Oberfläche ihrer T-Zellen 

befindet (Mäurer et al. 2002, Ligers et. al 2001). Das 49G-Allel könnte also zu einer 
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verminderten Hochregulation der CTLA-4 Expression beitragen. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass unterschiedliche Genotypen des A49G SNPs mit einer jeweils anderen 

intrazellulären Verteilung des CTLA-4 einhergehen (Mäurer et al. 2002). Bisher ist noch 

unklar, ob die veränderte Aminosäuresequenz sowohl strukturelle als auch funktionelle 

Änderungen des CTLA-Proteins nach sich zieht. Es wäre möglich, dass neben einer 

Änderung in der Struktur auch der Transport des Oberflächenproteins an dessen 

Wirkungsort negativ beeinflusst wird. 

 

1.3.3   SNP CT60 (rs3087243) 

Der CT60 Polymorphismus ist an Position +6230 in der 3’-untranslatierten Region (UTR) des 

CTLA-4-Gens lokalisiert. Hierbei findet ein Basenaustausch von Guanin (G) gegen Adenin 

(A) statt. Die Bezeichnung des SNPs „CT“ geht wahrscheinlich darauf zurück, dass initial erst 

der komplementäre DNA-Strang des SNPs beschrieben wurde und somit die 

komplementären Basen C und T statt G und A für die Nomenklatur verwendet wurden. Das 

G-Allel wird als Wildtyp und das A-Allel mit einer MAF von 0,325 als Mutante betrachtet 

(dBSNP-Datenbank). Das erhöhte Auftreten des G-Allels wurde bei Patienten mit 

rheumatoider Arthritis (Lei et al. 2005, Li X et al. 2012) und Diabetes mellitus Typ1 (Jin et al. 

2009) beobachtet. In unstimulierten T-Zellen konnte bei homozygoten Trägern dieses G-

Allels im Vergleich mit homozygoten AA-Trägern ein erniedrigtes Vorkommen von CTLA-4-

mRNA festgestellt werden (Ueda et al. 2003). Das A-Allel wurde bei homozygoten Trägern 

als prognostisch wichtiger Faktor bei der akuten Graft-versus-Host-Erkrankung (aGVHD) 

identifiziert und mit einem positiven Outcome assoziiert (Orrù et al. 2012). 

 

Bisher wurden diese drei CTLA-4 SNPs noch nicht im Zusammenhang mit den drei 

Glomerulonephritiden MCD, FSGS und MGN untersucht. Es besteht die Möglichkeit, dass 

die Inflammation bei diesen drei Erkrankungen durch Fehlregulation von T-Zellen induziert 

oder aufrechterhalten wird. Die gesteigerte CD80-Expression auf Podozyten wurde mit dem 

Auftreten eines nephrotischen Syndroms und einer durch Rearangement der Actin-Struktur 

induzierten Proteinurie in Verbindung gebracht (Reiser et al. 2004). Im Urin von MCD-

Patienten konnten erhöhte CD80-Spiegel bestimmt werden (Ishimoto et al. 2011). Die CD80-

Expression wird auch von CTLA-4 moduliert. Eine Hochregulation oder eine gestörte 

Herabregulation von CTLA-4 könnte eine Inflammation begünstigen, so dass schließlich 

Podozytenschäden mit Folge einer Proteinurie entstehen können. Hierfür wurde die Theorie 

einer „two-hit podocyte immune disorder“ entwickelt. Diese bezeichnet eine vorübergehend  

gesteigerte CD80-Expression nach T-Zell-Aktivierung durch Zytokine oder virale und 

allergene Faktoren als den „first hit“, der begleitet wird von einer gering ausgeprägten 

Proteinurie. Normalerweise wird in der Folge die CD80-Expression zum Beispiel durch 
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CTLA-4 herabreguliert. Im Falle einer inadäquaten CTLA-4 Funktion bleibt die CD80-

Expression auf den Podozyten anhaltend erhöht und die Proteinurie persistiert. Die gestörte 

CD80-Autoregulation wird als „second hit“ bezeichnet (Shimada et al. 2011). Der CTLA-

4/CD28-Signalweg wurde im Tiermodell weiter untersucht. Es gelang eine gezielte Blockade 

der CD28-CD80-Bindung durch einen chimären Antikörper (CTLA4Ig). Diese „CTLA4Ig-

Therapie“ hatte ein reduziertes Auftreten von MGN, FSGS und der Entwicklung von 

Abstoßungsreaktionen zur Folge (Nishikawa et al. 1994, Azuma et al. 1996).   
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2 Fragestellung und Arbeitshypothese 

Es gibt Hinweise für eine inadäquate Reaktion des adaptiven Immunsystems mit Beteiligung 

von B- wie auch von T-Lymphozyten bei Glomerulonephritiden, die mit einem nephrotischen 

Syndrom einhergehen. CTLA-4 ist ein Protein, das zu einer Hemmung der T-Zellaktivität 

führt. Störungen der Expression oder der Funktion von CTLA-4 könnten somit zu einer 

überschießenden T-Zellaktivierung und Auslösung oder Erhaltung einer Glomerulonephritis 

beitragen. Störungen der CTLA-4 Expression und Funktion könnten eine genetische Ursache 

haben. Diese könnten im Zusammenhang mit SNPs im CTLA-4 Gen stehen.  

Mit dieser Arbeit soll daher die Fragestellung untersucht werden, ob einer oder mehrere der 

beschriebenen SNPs  mit dem Auftreten der oben genannten Glomerulonephritiden 

assoziiert sind und das CTLA-4 Gen damit  ein Risikogen für bestimmte nephrotisch 

verlaufende Glomerulonephritiden sein könnte. 

 

Zur Untersuchung der Arbeitshypothese wird daher eine genetische Assoziationsstudie in 

Form einer Fall-Kontroll-Studie durchgeführt und die Häufigkeit des Auftretens bestimmter 

SNPs des CTLA-4 Gens zwischen gesunden Kontrollen und Patienten, die an MCD, FSGS 

oder MGN erkrankt sind, verglichen.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Verbrauchsmaterial 

Hersteller Artikel 

Carl Roth (Karlsruhe) Ethidiumbromid 

Fermentas (St. Leon-Rot) DreamTaq Green DNA-Polymerase  

Invitrogen (Darmstadt) Agarose 

 Primer 

 100bp-Ladder 

 dNTPs Kit 

New England Biolabs (Frankfurt/Main) Restriktionsenzyme  

Mse I, Ape KI und HpyCH4IV  

NEB-Puffer 1  

NEB-Puffer 3 

NEB-Puffer 4 

Sarstedt (Nümbrecht) Pipettenspitzen (10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 

1000µl),  

Biosphere Filterspitzen (10µl, 20µl, 100µl, 

200µl, 1000µl),  

Reagiergefäße (0,5ml, 1,5ml) 

Schott (Wertheim/Main) Reagenzgläser 

Tab. 1: Verwendetes Verbrauchsmaterial alphabetisch geordnet nach Hersteller. 
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3.1.2  Geräte 

Hersteller Artikel 

Amersham Biosciences (Freiburg) Spannungsquellen  

EPS 200 

EPS 3500 

EPS 3501 

Biorad (München) Foto-Analyser 

 Elektrophorese-Apparaturen  

Biometra (Göttingen) 

 

T1 Thermocycler  

T3 Thermocycler, 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

 

 

5415C Zentrifuge 

5418D Zentrifuge 

Thermomixer 5436 

Heraeus (Hanau) Megafuge 1.0R (50ml tubes) 

Biofuge fresco (4°C) 

Heidolph (Schwabach) Reax Top Vortex 

Gilson (Limburg) 

 

Pipetten 10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl 

und 8-Kanalpipette Transferpette S 

GFL (Burgwedel) Wasserbad 37°C 

Liebherr (Biberach an der Riss) 

 

Profi Line Kühlschrank +4°C  

Privileg Öko Gefrierschrank -20°C 

Thermo Scientific (Bonn) Variomag Magnetrührer  

Tab. 2: Verwendete Geräte alphabetisch geordnet nach Hersteller. 
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3.2  Methoden 

3.2.1  Präparation genomischer DNA bei Blutspendern 

Als Kontrollgruppe dienten gesunde Blutspender. Aus jeweils 1ml EDTA-Blut wurde 

genomische DNA (gDNA) aufgearbeitet und mit 200µl Elutions Puffer eluliert. Die 

Arbeitsschritte erfolgten entsprechend der Anleitung des Nucleo Spin Blood Quick Pure Kits 

(Macherey und Nagel, Düren). Die präparierte DNA wurde dann in 2 Aliquots bei -20°C 

gelagert (Munkert et al. 2009). Für alle Arbeiten mit humanen Blutproben lag eine 

Genehmigung der Ethikkommission Ärztekammer Hamburg vor. 

 

3.2.2  Präparation genomischer DNA bei Biopsiematerial 

Proben der gDNA aus humanen Nierenbiopsien wurden für verschiedene Vorarbeiten 

präpariert. Dabei wurden aus Paraffinblöcken mit eingebetteten Nierenbiopsie-Zylindern 

30µm dicke Scheiben ausgeschnitten. Der jeweilige Biopsie-Zylinder wurde daraufhin mit 

Xylol aus der Paraffinscheibe herausgelöst. Die gDNA wurde mit Hilfe eines DNeasy Blood & 

Tissue Kits (Macherey und Nagel, Düren) aus dem Nierengewebe isoliert und in 2-3 Aliquots 

bei -20°C eingefroren (Munkert et al. 2009). Mit einer Kontroll-PCR wurde die Qualität der 

gewonnenen DNA vorher überprüft. Für alle Arbeiten an humanem Gewebe lag eine 

Genehmigung der Ethikkommission der Ärztekammer Hamburg vor. 

 

3.2.3 PCR-Amplifikation  

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der eine spezifische Sequenz 

eines DNA- Doppelstranges mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase exponentiell 

amplifiziert werden kann. Die verwendeten Sequenzen wurden mit Hilfe der rs-Nummern der 

drei SNPs aus der SNP-Datenbank der NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) ermittelt. 

Basierend auf diesen Sequenzen wurden für die PCRs entsprechende Primer durch das 

Programm „Primer3“ (http://frodo.wi.mit.edu/) entworfen, welches in den 

Standardeinstellungen verwendet wurde.  

 

Die drei untersuchten SNPs nehmen auf dem CTLA-4-Gen unterschiedliche Positionen ein. 

Der SNP C-318T liegt an der Position -318 im 5‘-Regulationsbereich des Gens. Der SNP 

A49G befindet sich auf dem Exon1 an Position 49, während der SNP CT60 hinter Exon4 

liegt in Position +6230. Für die Amplifikation des C-318T-Polymorphismus und des A49G-

Polymorphismus bei Blutspendermaterial konnte wegen ihrer Nähe zueinander auf dem 

Genom ein gemeinsames Primerpaar verwendet werden. Ein PCR-Ansatz für diese beiden 
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SNPs betrug daher insgesamt 30µl. In Tabelle 3 ist der Inhalt eines solchen 1fachen PCR-

Ansatzes aufgeführt.   

Tab. 3: Gemeinsamer PCR-Ansatz für die SNPs C-318T und A49G zur Amplifikation des 
Blutspendermaterials.  
  
Für die PCR der Region des CT60-Polymorphismus wurde ein anderes Primerpaar 

verwendet und ein einfacher Ansatz entsprach der Menge 20µl (Tab. 4). 

Tab. 4: PCR-Ansatz für den SNP CT60 zur Amplifikation des Blutspendermaterials.  

Reagenzien  1fach 

10x Dream-Taq-Puffer 3,00µl 

dNTPs(10mM) 0,60µl 

Primer forward (10µM) 1,50µl 

Primer reverse (10µM) 1,50µl 

H2O 21,50µl 

Dream-Taq (5U/µl) 0,40µl 

gDNA 1,50µl 

Gesamt 30,00µl 

Reagenzien  1fach 

10x Dream-Taq-Puffer   2,00µl 

dNTPs (10mM)   0,40µl 

Primer forward (10µM)   1,00µl 

Primer reverse (10µM)   1,00µl 

H2O 14,40µl 

Dream-Taq (5U/µl)   0,20µl 

gDNA   1,00µl 

Gesamt 20,00µl 
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Nach der Erstellung der Ansätze erfolgte die PCR in den charakteristischen Ablaufschritten 

(Tab. 5) für jeweils 36 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 60°C. 

PCR-Schritte Temperatur Dauer 

Initialisierung  94°C 15min 

Denaturierung 94°C 30sec 

Annealing 60°C   1min 

Elongation 72°C   1min 

Extension 72°C   10min 

Tab. 5: PCR-Programm zur Amplifikation der SNPs C-318T, A49G und CT60 am Blutspendermaterial. 
Die Annealing-Temperatur betrug für alle Primer 60°C.  
 

Die Länge der erwarteten PCR-Produkte für den C-318T- und A49G-Enzymverdau betrug 

entsprechend Primer-Sequenzen 732bp (Basenpaare). Das PCR-Produkt für den CT60-

Enzymverdau entsprach einer Länge von 765bp (Tab.6). 

SNP Name Sequenz Produkt-

Länge 

C-318T und 

A49G  

forward  

reverse  

5’-AGG GCT CAG AAA GTT AGC AGC CT-3’ 

5’-AAT ACA GAG CCA GCC AAG CCA GAT-3’ 

732bp  

CT60 forward  

reverse 

5’-AGT GCT TGA TTG CGT GG-3’ 

5’-TGC TGA GAC TAT ACA TTG GTT AAG-3’ 

765bp  

Tab.6: Primer-Sequenzen zur PCR des Blutspendermaterials.  
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Für die Analyse des Biopsiematerials mussten andere Primerpaare verwendet werden, 

wodurch deutlich kürzere PCR-Produkte in der Länge von 160bp, 163bp und 244bp 

entsprechend der neuen Primer-Sequenzen entstanden (Tab. 7).  

SNP Name Sequenz Produkt-

Länge 

C-318T forward  

reverse 

5’-GGG ATT TAG GAG GAC CCT TG-3’ 

5’-GTG CAC ACA CAG AAG GCA CT-3’ 

244bp  

A49G forward  

reverse 

5’-GGC TTG CCT TGG ATT TCA G-3’ 

5’-CCC AGG TAG GAG AAA CAC CTC-3’ 

160bp  

CT60 forward  

reverse 

5’-CTT TGC ACC AGC CAT TAC CT-3’  

5’-AGG GGA GGT GAA GAA CCT GT-3’ 

163bp  

Tab. 7: Primer-Sequenzen zur PCR des Biopsiematerials.  

 

Die optimalen Amplifikationsbedingungen für die neuen Primer wurden in Testreihen mit 

unterschiedlichen Annealing-Temperaturen etabliert. Die einzelnen PCR-Schritte konnten 

dabei verkürzt werden (Tab. 8, Tab. 9). Das PCR-Programm für die SNPs C-318T und CT60 

erforderte eine Annealing-Temperatur von 58°C (Tab. 8). Beim SNP A49G musste diese auf 

56°C verringert werden (Tab. 9).  

PCR-Schritte Temperatur Dauer 

Initialisierung  94°C 2min 

Denaturierung 94°C 30sec 

Annealing 58°C 30sec 

Elongation 72°C 1min 

Extension 72°C 5min 

Tab. 8: PCR-Programm für das Biopsiematerial zur Amplifikation der SNPs C-318T und CT60. Die 
Annealing-Temperatur betrug 58°C. 
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PCR- Schritte Temperatur Dauer 

Initialisierung  94°C 2min 

Denaturierung 94°C 30sec 

Annealing 56°C 30sec 

Elongation 72°C 1min 

Extension 72°C 5min 

Tab.9: PCR-Programm für das Biopsiematerial zur Amplifikation des SNPs A49G. Die Annealing-
Temperatur betrug 56°C. 
 

Die für die PCR des Biopsiematerials verwendete Menge an gDNA wurde schrittweise von 

1µl auf schließlich 5µl erhöht. Ein einfacher PCR-Ansatz umfasste weiterhin 20µl (Tab. 10). 

Reagenzien 1fach 

10x Dream-Taq-Puffer   2,00µl 

dNTPs (10mM)   0,40µl 

Primer forward (10µM)   1,00µl 

Primer reverse (10µM)   1,00µl 

H2O 10,40µl 

Dream- Taq (5U/µl)   0,20µl 

gDNA   5,00µl 

Gesamt 20,00µl 

Tab. 10: PCR-Ansätze zur Amplifikation der SNPs C-318T, A49G und CT60 am Biopsiematerial 
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3.2.4   RFLP (Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus)-Methode 

Restriktionsenzyme haben die Eigenschaft, bestimmte Basenabfolgen auf DNA-

Doppelsträngen zu erkennen und an den jeweiligen Orten den Doppelstrang zu schneiden, 

so dass Fragmente entstehen. Die RFLP ist eine Methode, DNA-Material zu genotypisieren. 

Dabei können indirekt Polymorphismen nachgewiesen werden, indem Restriktionsenzyme 

im Falle des Auftretens eines bestimmten Nukleotidaustausches spezifisch die DNA an 

dieser Stelle schneiden und die entstandenen DNA-Fragmente in weiteren Schritten durch 

Gel-Elektrophorese sichtbar gemacht werden.  

 

Restriktionsenzyme schneiden spezifisch, so dass für die folgenden Versuche entsprechend 

drei verschiedene Enzyme benötigt wurden. Für den C-318T Polymorphismus wurde das 

Enzym Mse I (Abb. 3) verwendet. In Abbildung 3 sind zwei DNA-Doppelstränge dargestellt. 

Liegt an Position -318 die Base Cytosin vor, bleibt das PCR-Produkt in seiner ursprünglichen 

Länge erhalten. Sobald allerdings an dieser Stelle die Base Thymin vorkommt, erkennt das 

Restriktionsenzym Mse I diese Änderung der Basensequenz und schneidet den DNA-

Doppelstrang spezifisch in der Region des SNP. Es entstehen auf diese Weise DNA-

Doppelstrang-Fragmente, die in den folgenden Schritten durch Gelelektrophorese von 

einander aufgetrennt werden. Anschließend kann anhand der unterschiedlichen 

Fragmentlängen der jeweilige Genotyp einer Probe interpretiert werden. Für den SNP A49G 

wurde analog dazu das Enzym Ape KI (Abb. 4) verwendet, während für den SNP CT60 das 

Enzym Hpy CH4IV (Abb. 5) zum Einsatz kam. 

 

Abb. 3: Wildtyp (oben) und Mutante (unten) des SNPs C-318T mit Schnittregion (rot) des 
Restriktionsenzyms Mse I in der Variante -318T. 
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 Abb. 4: Wildtyp (oben) und Mutante (unten) des SNPs A49G mit Schnittregion (rot) des 
Restriktionsenzyms Ape KI für die Variante 49G.  

 

Abb. 5: Wildtyp (oben) und Mutante (unten) des SNPs CT60 mit Schnittregion (rot) des 
Restriktionsenzyms HpyCH4IV für die Variante CT60 mit dem G-Allel.  

 

Die Restriktionsansätze wurden zusammen mit dem jeweiligen PCR-Produkt über Nacht 

inkubiert. Die Ansätze für die SNPs CT60 und C-318T konnten im Wasserbad bei 37°C 

reagieren, während für den SNP A49G ein 75°C-Heizblock verwendet wurde (Tab.11).  
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C-318T A49G CT60 

10,00µl PCR-Produkt 10,00µl PCR-Produkt 10,00µl PCR-Produkt 

0,50µl MseI 0,20µl ApeKI 0,20µl HpyCH4IV 

12,75µl H2O 14,30µl H2O 14,30µl H2O 

1,25µl NEBuffer4 10x 0,50µl NEBuffer3 10x 0,50µl NEBuffer1 10x 

0,50µl BSA 100x   

   

Inkubation über Nacht bei 
37°C 

Inkubation über Nacht bei 
75°C 

Inkubation über Nacht bei 
37°C 

Tab. 11: Restriktionsansätze für alle Blut- und Biopsiematerial-PCR-Ansätze.  
 
Nach der Inkubation im Wasserbad oder im Heizblock wurde jedem Ansatz 10% Laufpuffer 

(2,5µl) hinzugefügt und kurz anzentrifugiert bei 1000rpm. Anschließend wurden 10µl des 

Ansatzes auf ein 2%-Ethidiumbromid-Agarosegel aufgetragen und für 50min bei 100mV und 

400mA an eine Spannungsquelle angeschlossen. Danach wurden Gel-Fotos mit einem 

Biorad-Foto-Analyser erstellt. Entsprechend der erwarteten Bandengröße konnten Gel-Fotos 

je nach Enzymverdau anhand eines 100bp-Markers ausgewertet werden (Tab. 12). 

  

SNP C-318T 

Enzym Mse I 

SNP A49G 

Enzym Ape KI 

SNP CT60 

Enzym HpyCH4IV 

Genotyp Bandengröße Genotyp Bandengröße Genotyp Bandengröße 

CC 244bp 

 

AA 160bp AA 163bp 

 

TT 146bp 

98bp 

 

GG 117bp 

43bp 

GG 87bp 

76bp 

CT 244bp 

146bp 

98bp 

AG 160bp 

117bp 

43bp 

AG 163bp 

87bp 

76bp 

Tab. 12: Interpretation der Genotypen anhand der jeweiligen Bandengrößen im Agarose-Gel.  
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3.2.5 Statistische Analyse 
Für die Auswertung der Genotypisierungen wurde das Programm „Case control studies: Test 

for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium and tests for association“ benutzt. Dieses 

Programm stammt aus dem Institut für Humangenetik des Helmholtz Centers München 

(http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html). Für die Auswertung der Altersverteilung wurde der t-Test mit 

mit Programm QuickCalcs der Firma GraphPad Software (http://www.graphpad.com/ 

quickcalcs/ttest1/) durchgeführt.  

 

3.2.5.1 Testung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWE)  

Die Analyse des HWE in einer zu untersuchenden Probandengruppe liefert wichtige 

Hinweise zum Einfluss von Evolutionsfaktoren auf die Population. Die Interpretation des 

HWE ist noch dazu ein wichtiges Instrument zur Überprüfung auf systemische 

Genotypisierungfehler (Teo et al. 2007). Das HWE ist definiert als eine ideale Population, in 

der die Allel- und Genotyphäufigkeiten für einen autosomalen Genabschnitt über 

Generationen hinweg unverändert bleiben, also unbeeinflusst von Evolutionsfaktoren wie 

Selektion, Migrationen oder Umweltfaktoren. Dies stellt ein ideales theoretisches Modell dar.  

 

Wenn die Allele A und G die Häufigkeit p und q besitzen (Frequenz(A)=p; Frequenz(G)=q; 

p+q=1), dann gilt für die Genotypen AA, AG und GG: Frequenz (AA)=p2, Frequenz(AG)=2pq 

und Frequenz (GG)=q2. 

 

Wenn sich die reale Verteilung der Genotypen einer untersuchten Population von der 

erwarteten idealen Verteilung nicht signifikant unterscheidet (p>0,05), dann steht die 

untersuchte Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Um bei Genotypverteilungen die 

Abweichungen vom HWE zu überprüfen, wurde der exakte Fisher Test im oben genannten 

Online-Statistikprogramm verwendet.  

 

Für den Test lauten die Hypothesen:  

Nullhypothese (H0): Genotypfrequenzen des SNPs sind im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht. 

Alternativhypothese (HA): Genotypfrequenzen des SNPs sind nicht im Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht. 

 

Bei p>0,05 gilt die Abweichung als nicht-signifikant, die Nullhypothese wird angenommen 

und die aktuelle Verteilung entspricht dem HWE. 
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3.2.5.2 Chi-Quadrat Test  

Um die Assoziationen der SNPs zu den drei Erkrankungen zu testen, wurde der Chi-

Quadrat-Test verwendet. Dieser Test ist ein statistisches Verfahren zur Untersuchung zweier 

Merkmale auf ihre Unabhängigkeit voneinander. Im Rahmen eines Vierfelder-Testes wurden 

die Häufigkeiten eines Genotypes jeweils zwischen den Patienten- und Kontrollkohorten 

verglichen. Der Chi-Quadrat-Test wird für jeden SNP einzeln angewandt und mit zwei 

Freiheitsgraden (zweiseitig) berechnet. Es existieren verschiedene Testformen. So wurde 

der Chi-Quadrat-Test nach Pearson für den Vergleich der Genotypverteilungen bei den 

SNPs A49G und CT60 angewandt. Die Berechnungen für den SNP C-318T erfolgten mit 

Hilfe des exakten Testes nach Fisher wegen der geringen Probandenanzahl in der 

Untergruppe der homozygoten TT-Allelträger (<5 Personen). Neben dem Vergleich der 

Allelfrequenz eines Allels A vs. B wurden ebenfalls die Frequenzen der heterozygoten-

Allelträger (AA vs. AB) und der homozygoten-Allelträger (AA vs. BB) verglichen. Zusätzlich 

wurden die Untergruppen noch auf eine Allel-Positivität des jeweiligen Allels getestet (AA vs. 

AB + BB). B wird hierbei als das Risikoallel betrachtet. 

 

Für diesen Test lauten die Hypothesen:  

H0: Genotypfrequenzen des SNPs in Patienten und Kontrollgruppe unterscheiden 

sich nicht. 

HA: Genotypfrequenzen des SNPs in Patienten und Kontrollgruppe unterscheiden 

sich.  

 

Bei signifikanten p-Werten ≤0,05 wird die Nullhypothese abgelehnt und die 

Alternativhypothese angenommen. 

 

3.2.5.3 Cochrane-Armitage-Trend-Test  

Für den Test auf Assoziation aller Genotypfrequenzen von Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden eines jeweiligen SNPs wurde der zweiseitige Cochrane-Armitage-Trend-

Test verwendet. In diesem Sechs-Felder-Test werden die Häufigkeiten der drei möglichen 

Genotyp-Konfigurationen der Patienten mit denen der Kontrollgruppe verglichen. 

  

Für diesen Test lauten die Hypothesen:  

H0: Genotypfrequenzen des SNPs bei Patienten und Kontrollgruppe unterscheiden 

sich nicht. 

HA: Genotypfrequenzen des SNPs bei Patienten und Kontrollgruppe unterscheiden 

sich.  
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In der Analyse gelten p-Werte ≤0,05 als signifikant und führen zur Ablehnung der 

Nullhypothese und zur Annahme der Alternativhypothese. Für die SNPs, die sich in ihrer 

Genotypfrequenz signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% bei beiden 

Kollektiven unterscheiden, ist anzunehmen, dass eine Assoziation zu der jeweiligen 

Krankheit besteht. Das Ausmaß dieser Assoziation kann zusätzlich durch das 

Chancenverhältnis, die „odds-ratio“ (OR), beschrieben werden mit dem jeweiligen 95%-

Konfidenzintervall.  

 

Soll die Assoziation eines bestimmten Allels und einer Krankheit getestet werden, dann 

muss zunächst die Umrechnung der Genotyp- in die Allelfrequenz erfolgen. Wenn sich die 

untersuchte Population dann nicht im HWE befindet, kann die Auswertung fehlerhaft sein 

(Ziegler und König 2006).  

 

3.2.5.4 Bonferroni-Korrektur 

Typischerweise wurde in den oben genannten Testverfahren ein Signifikanzniveau von 

p=0,05 festgelegt. Dieses muss nachträglich durch die Bonferroni-Korrektur angepasst 

werden, wenn ein multiples Testen erfolgt. Die Bonferroni-Korrektur ist ein statistisches 

Verfahren, mit dessen Hilfe der Kumulierung des α-Fehlers (Fehler 1. Art) bei multiplen 

Paarvergleichen entgegengewirkt werden kann. Wenn n unabhängige Hypothesen für einen 

Datensatz getestet werden, sollte auch das statistische Signifikanzniveau entsprechend der 

Häufigkeit des Testens angepasst werden. Es resultiert eine neue Signifikanzgrenze von 

p’=p/n (Weiß 2008, Ziegler et al. 2011).  

 

In dieser Arbeit wurden für jeden der drei untersuchten SNPs C-318T, A49G und CT60 

jeweils eine Blutspender-Kontrollgruppe als Referenzgruppe in den Assoziationstests 

verwendet. Jede der drei Kontrollgruppen wurde somit dreimal als Referenzgruppe 

herangezogen. Nach Weiß 2008 muss in der Auswertung auf Grund des multiplen Testens 

die Bonferroni-Korrektur angewendet werden. Die übliche Signifikanzgrenze von p=0,05 

musste entsprechend korrigiert werden. Nachdem jede Kontrollgruppe dreimal getestet 

wurde, ergab sich für p’=0,05/3=0,017(gerundet). Die einzelnen Testergebnisse wurden in 

dieser Studie somit nur als signifikant angesehen, wenn der p-Wert kleiner als 0,017 war. Ein 

Nachteil der Bonferroni-Korrektur liegt allerdings darin, dass sie zur Erhöhung des β-Fehlers 

(Fehler 2. Art) führt und dadurch möglicherweise statistisch die Nullhypothese 

fälschlicherweise beibehalten wird, obwohl in Wirklichkeit die Alternativhypothese richtig ist. 

Das kann insbesondere in Untersuchungen mit hoher Zahl multipler Tests, wie z.B. bei 

genomweiten Assoziationsstudien, dazu führen, dass bestehende Unterschiede zwischen 

Fällen und Kontrollen statistisch nicht nachgewiesen werden können. 
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4 Ergebnisse 

4.1  SNP A49G (rs231775) 

4.1.1  Restriktionsverdau für den SNP A49G (rs231775) 

Für den SNP A49G wird das PCR Produkt mit dem Enzym Ape KI verdaut und auf einem 

Agarosegel aufgetrennt (Abb. 6). Anhand der 100bp-Ladder (L) an der linken Seite des Gels 

können jeweils die Bandenlängen interpretiert werden (Tasche 1). Eine Negativkontrolle (N) 

stellt sicher, dass die Proben nicht durch Fremd-DNA verunreinigt wurden und zeigt 

entsprechend keine Banden bis auf Primerdimere unterhalb der 100bp-Ladder-Marke 

(Tasche 2). Bei homozygoten Trägern des Wildtyp-Allels (AA) zeigt sich eine Bande der 

Länge 160bp, welche dem ungeschnittenen PCR-Produkt entspricht (Tasche 6). Im Falle der 

heterozygoten AG-Träger kommt es nur an einem DNA-Strang zum Verdau durch das 

Restriktionsenzym Ape KI. Dadurch sind drei Banden zu sehen. Zusätzlich zu der 160bp 

langen Bande des unverdauten PCR-Produktes kommen im Falle eines Enzymverdaus die 

beiden entstandenen Fragmente der Länge 117bp und 43bp zum Vorschein (Tasche 3 und 

5). Bei den homozygoten GG-Allelträgern werden durch den vollständigen Verdau der 

beiden DNA-Stränge 117bp und 43bp lange Banden auf dem Gel sichtbar (Tasche 4). Die 

43bp kurzen Fragmente des Enzymverdaus erscheinen häufig sehr schwach auf dem Gel 

und sind deswegen nicht immer auf den Gel-Fotos zu erkennen. Außerdem können im 

Bereich der Banden <100bp neben den kleinen Fragmenten auch noch Primerdimere aus 

der PCR erscheinen, die eine ähnliche Bandenlänge aufweisen.  

 
Abb. 6: Gel mit Wildtyp, heterozygoter und homozygoter Mutante des SNPs A49G nach Enzymverdau 
mit Ape KI. Tasche 1: 100bp-Ladder, Tasche 2: Negativkontrolle, Tasche 3 und 5: heterozygoter AG-
Träger (Banden bei 160bp, 117bp und 43bp), Tasche 4: homozygoter GG-Träger (Banden bei 117bp 
und 43bp), Tasche 6: homozygoter AA-Träger (eine Bande bei 160bp). 
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4.1.2  Genotyp- und Allelfrequenzen für den SNP A49G   

Die Alters- und Geschlechtsverteilung für die Kontrollgruppe und die drei 

Glomerulonephritiden ist in Tabelle 13 dargestellt. Die für den SNP A49G untersuchten 

MGN-Patienten waren signifikant älter als die Blutspender (p<0,001). Das HWE wurde für 

alle Kohorten ermittelt und nach dem Fisher-Exakt-Test befanden sich sowohl die 

Kontrollgruppe als auch die drei Patientengruppen im HWE (p>0,05).  

Tab. 13: Alters- und Geschlechterverteilung sowie p-Wert des HWE in der Kontrollgruppe der 
Blutspender und in den Patientengruppen beim SNP A49G. *Signifikant unterschiedliche 
Altersverteilung (p<0,05). 

 

Die Untersuchungen des SNPs A49G zeigten in der Genotypverteilung und der Allelfrequenz 

nach der Bonferroni-Korrektur ein signifikant häufigeres Auftreten des G-Allels in allen drei 

Patientenkohorten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tab. 14). Sowohl MCD-, als auch FSGS- 

und MGN-Patienten zeigten ein signifikant höheres Auftreten des GG-Genotypes im 

Vergleich zu den Blutspendern. Das Vorkommen des homozygoten Genotypes des Wildtyp-

Allels (AA) war in allen Patientengruppen signifikant erniedrigt.  

 
SNP A49G Kontrolle (n=156) MCD (n=142) FSGS (n=152) MGN (n=185) 

     
     

AA 50 (32,05%)  30 (21,13%)#  26 (17,01%)#  42 (22,70%)# 
AG 82 (52,57%) 63 (44,37%) 78 (51,31%) 95 (51,35%) 
GG 24 (15,38%)  49 (34,51%)*  48 (31,58%)*  48 (25,95%)* 

     
Allelfrequenz A 0,583 0,433 0,428 0,484 
Allelfrequenz G 0,417  0,567*  0,572*  0,516* 

     
Tab. 14: Übersicht der Genotyp- und Allelfrequenzen aller Kohorten für den SNP A49G. #Signifikant 
selteneres Vorkommen (p<0,017), *Signifikant häufigeres Vorkommen (p<0,017). 

 

 
SNP A49G Kontrolle (n=156) MCD (n=142) FSGS (n=152) MGN (n=185) 

     
 

Alter (Ø ±SD) 
 

37±12 
 

35±14 
 

40±19 
 

57*±15 
 

     
Männer 61% 64% 51% 67% 
Frauen 39% 36% 49% 33% 

     
HWE p=0,409 p=0,304 p=0,620 p=0,769 
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4.1.2.1 SNP A49G: MCD-Patienten 

Bei den MCD-Patienten zeigte der Cochran-Armitage Trend Test (OR=1,835) mit p<0,001 

einen signifikanten Unterschied in der gesamten Genotypverteilung zwischen der 

Patientengruppe und den Kontrollen (Tab. 15). Nach dem Pearson-Test war die G-

Allelfrequenz in der Patientenkohorte signifikant erhöht (p<0,001) bei einer OR von 1,833 

(KI: 1,324-2,537). Der heterozygote Genotyp AG war in der Patientengruppe nicht signifikant 

häufiger vertreten, als der homozygote Genotyp AA (p=0,385) bei einer OR von 1,280 (KI: 

0,732-2,240). Im Vergleich der homozygoten Genotypen AA zu GG unterschieden sich die 

Gruppen signifikant (p<0,001) mit einer OR von 3,403 (KI: 1,748-6,622). Im Hinblick auf die 

G-Allelpositivität wurden die homozygoten AA-Allelträger und die Subgruppen der 

heterozygoten AG- und homozygoten GG-Genotypen miteinbezogen. Die MCD-Patienten 

wiesen hierbei mit p=0,034 und einer OR von 1,761 (KI: 1,042-2,976) nach der Bonferroni-

Korrektur keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe auf.  

 

MCD (A49G) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

AG  

1,833 1,324-2,537 13,43 <0,001* 

Heterozygote 

AAAG 

1,280 0,732-2,240 0,75 0,385 

Homozygote 

AAGG 

3,403 1,748-6,622 13,41 <0,001* 

G-Allelpositivität 

AAAG+GG 

1,761 1,042-2,976 4,52 0,034 

Cochran-
Armitage Trend 

1,835  13,09 <0,001* 

Tab. 15: Übersicht der Assoziationstests der MCD-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP A49G. *Signifikante Ergebnisse nach Bonferroni-Korrektur (p<0,017). 
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4.1.2.2 SNP A49G: FSGS-Patienten 

Auch bei FSGS-Patienten zeigte der Cochran-Armitage Trend Test (OR= 1,960) einen 

signifikanten Unterschied (p<0,001) der Patientengruppe in der Genotypverteilung im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (Tab. 16). Das Auftreten des G-Allels war bei den Patienten im 

Vergleich der Allelfrequenzen nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson ebenfalls signifikant 

erhöht (p<0,001) bei einer OR von 1,874 (KI: 1,361-2,580). Die Patienten und Kontrollgruppe 

unterschieden sich im Vergleich der Heterozygoten nicht signifikant nach der Bonferroni-

Korrektur mit p=0,035 (OR=1,829; KI: 1,038-3,228). Im Vergleich der homozygoten 

Allelträger AA zu GG war die Verteilung der Genotypen auch signifikant unterschiedlich 

(p<0,001) bei einer OR von 3,846 (KI: 1,945-7,604). Im Test auf die G-Allel-Positivität war 

der Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe ebenfalls signifikant mit p=0,002 

und einer OR von 2,286 (KI: 1,332-3,922).  

 

FSGS (A49G) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

AG  

1,874 1,361-2,580 14,93 <0,001* 

Heterozygote 

AAAG 

1,829 1,038-3,228 4,42 0,035 

Homozygote 

AAGG 

3,846 1,945-7,604 15,58 <0,001* 

G-Allelpositivität 

AAAG+GG 

2,286 1,332-3,922 9,25 0,002* 

Cochran-
Armitage Trend 

1,960  15,54 <0,001* 

Tab. 16: Übersicht der Assoziationstests der FSGS-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP A49G. *Signifikante Ergebnisse nach Bonferroni-Korrektur (p<0,017). 
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4.1.2.3 SNP A49G: MGN-Patienten  

In der Analyse der  MGN-Patienten zeigte der Cochran-Armitage Trend Test (OR=1,536) 

einen signifikanten Unterschied der Genotypverteilung (p=0,008) im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Tab. 17). Das Auftreten des G-Allels war bei den Patienten mit MGN im 

Vergleich der Allelfrequenzen nach dem Fisher Exakt Test signifikant erhöht (p=0,009) bei 

einer OR von 1,494 (KI: 1,103-2,024). Die Verteilung der heterozygoten Genotypen ergab 

keine signifikante Assoziation (p= 0,212) mit einer OR von 1,379 (KI: 0,832-2,287). Im 

Vergleich der homozygoten Allelträger AA zu GG war die Verteilung der Genotypen 

signifikant unterschiedlich (p=0,007) mit einer OR von 2,381 (KI: 1,257-4,511). Der Test auf 

die G-Allelpositivität zeigte keine signifikanten Assoziationen (p=0,053) mit einer OR von 

1,606 (KI: 0,993-2,598). 

 

MGN (A49G) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

AG  

1,494 1,103-2,024 6,73 0,009* 

Heterozygote 

AAAG 

1,379 0,832-2,287 1,56 0,212 

Homozygote 

AAGG 

2,381 1,257-4,511 7,20 0,007* 

G-Allelpositivität 

AAAG+GG 

1,606 0,993-2,598 3,75 0,053 

Cochran-
Armitage Trend 

1,536  7,03 0,008* 

Tab. 17: Übersicht der Assoziationstests der MGN-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP A49G. *Signifikante Ergebnisse nach Bonferroni-Korrektur (p<0,017). 
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4.2 SNP C-318T (rs5742909)   

4.2.1  Restriktionsverdau für den SNP C-318T (rs5742909)  

Für die Auswertung des SNPs C-318T kommt das Restriktionsenzym Mse I zum Einsatz. 

Das PCR-Produkt in der Länge von 244bp wird bei Anwesenheit des T-Allels geschnitten 

(Abb. 7). In der Auswertung des Gels wird bei homozygoten CC-Allelträgern deutlich eine 

Bande der Länge 244bp sichtbar. Heterozygote CT-Träger zeigen sowohl 244bp als auch 

146bp und 98bp lange Banden, wenn das Enzym einen der DNA-Stränge geschnitten hat 

(Tasche 3). Homozygote TT-Allelträger zeigen 146bp und 98bp lange Banden (Tasche 4). 

Während die 98bp-Bande auf dem Gel deutlich zu erkennen ist, erscheint sie auf den Gel-

Fotos häufig nur sehr schwach (Tasche 3). Zusätzlich sind auf einigen Gel-Fotos 

Primerdimere im Bereich <100bp zu sehen. 

 

 
Abb. 7: Gel mit Wildtyp, heterozygoter und homozygoter Mutante des SNPs C-318T nach 
Enzymverdau mit Mse I. Tasche 1 und 5: 100bp-Ladder, Tasche 2: homozygoter CC-Träger (eine 
Bande bei 244bp), Tasche 3: heterozygoter CT-Träger (Banden bei 244bp, 146bp und 98bp), Tasche 
4: homozygoter TT-Träger (Banden bei 146bp und 98bp). 
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4.2.2 Genotyp- und Allelfrequenzen für den SNP C-318T (rs5742909)  

Die Alters- und Geschlechtsverteilung für die Kontrollgruppe und die drei 

Glomerulonephritiden für den SNP C-318T ist in Tabelle 18 dargestellt. Die für den SNP C-

318T untersuchten MCD-Patienten waren signifikant jünger als die Blutspender (p<0,001) 

und die MGN-Patienten signifikant älter (p<0,001). Es wurde das HWE für alle Kohorten 

ermittelt, wobei sich sowohl die Kontrollgruppe als auch alle drei Patientengruppen nach dem 

Fisher-Exakt-Test im HWE befanden (p>0,05). 

SNP C-318T Kontrolle (n=154) MCD (n=152) FSGS (n=150) MGN (n=165) 
     
 

Alter (Ø mit SD) 
 

37±11 
 

32*±13 
 

39±17 
 

57*±15 
 

     
Männer 63% 59% 53% 67% 
Frauen 37% 41% 47% 33% 

     
HWE p=0,098 p=0,625 p=0,067 p=1,000 

     
Tab. 18: Alters- und Geschlechterverteilung sowie p-Wert des HWE in der Kontrollgruppe der 
Blutspender und in den Patientengruppen beim SNP C-318T. *Signifikant unterschiedliche 
Altersverteilung (p<0,05). 

 

In den Assoziationstests fanden sich zwischen der Kontrollgruppe und den drei 

Patientenkohorten, mit Ausnahme der heterozygoten CT-Träger der MGN-Patienten, keine 

signifikanten Unterschiede in der Allelfrequenz- oder Genotypverteilung (Tab. 19).  

 
SNP C-318T Kontrolle (n=154) MCD (n=152) FSGS (n=150) MGN (n=165) 

     
     

CC 137 (88,96%) 125 (82,24%) 135 (90,00%) 132 (80,00%) 
CT 15 (9,74%)   25 (16,45%) 13 (8,67%)    32 (19,39%)* 
TT   2 (1,30%)  2 (1,32%)  2 (1,33%)   1 (0,61%) 

     
Allelfrequenz  C 0,938 0,905 0,943 0,897 
Allelfrequenz  T 0,062 0,095 0,057 0,103 

     
Tab. 19: Übersicht der Genotyp- und Allelfrequenzen des SNPs C-318T. *Signifikant häufigeres 
Vorkommen (p<0,017). 
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4.2.2.1 SNP C-318T: MCD-Patienten  

In den folgenden Assoziationstests der Genotypfrequenzen wurde der Fisher-Exakt Test 

angewendet, weil die Gruppengröße der homozygoten TT-Träger kleiner als 5 war. Es 

fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen, weder im 

Vergleich der Allelfrequenzen noch im Vergleich der Genotypverteilung (Tab. 20). Der 

Cochran-Armitage Trend Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten 

und Kontrollen (p=0,138). Im Vergleich der T-Allelfrequenz zur C-Allelfrequenz bestanden 

keine signifikanten Unterschiede (p=0,121) bei einer OR von 1,604 (KI: 0,879-2,927). 

Ebenso war der Vergleich der heterozygoten CT-Allelträger zu den CC-Trägern zwischen 

den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (p=0,081) bei einer OR von 1,827 (KI: 0,921-

3,622). Im Vergleich der homozygoten CC-Träger mit den TT-Trägern zeigten sich ebenso 

keine signifikanten Unterschiede (p=0,927; OR=1,096; KI: 0,152-7,898). Der Test auf T-

Allelpositivität lieferte ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse (p=0,094; OR=1,741; KI: 

0,906-3,346). 

 

MCD (C-318T) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

TC  

1,604 0,879-2,927 2,40 0,121 

Heterozygote 

CCCT 

1,827 0,921-3,622 3,04 0,081 

Homozygote 

CCTT 

1,096 0,152-7,898 0,01 0,927 

T-Allelpositivität 

CCCT+TT 

1,741 0,906-3,346 2,81 0,094 

Cochran-
Armitage Trend 

1,431  2,19 0,138 

Tab. 20: Übersicht der Assoziationstests der MCD-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP C-318T.  

 

 



 

 35 

4.2.2.2 SNP C-318T: FSGS-Patienten  

Der Cochran-Armitage Trend Test zeigte auch bei den FSGS-Patienten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen (p=0,809) (Tab. 21). Der Unterschied der T-

Allelfrequenz zu der C-Allelfrequenz war nicht signifikant (p=0,793) mit einer OR von 0,914 

(KI: 0,465-1,794). Auch der Vergleich der heterozygoten CT-Allelträger zu den CC-Trägern 

war nicht signifikant unterschiedlich (p=0,747) bei einer OR von 0,880 (KI: 0,403-1,918). 

Ebenso zeigten sich im Vergleich der homozygoten CC-Träger mit den TT-Trägern keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0,988; OR=1,015; KI: 0,141-7,308). 

Der Test auf T-Allelpositivität lieferte ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse (p=0,768; 

OR=0,895; KI: 0,430-1,865). 

 

FSGS (C-318T) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

TC  

0,914 0,465-1,794 0,07 0,793 

Heterozygote 

CCCT 

0,880 0,403-1,918 0,10 0,747 

Homozygote 

CCTT 

1,015 0,141-7,308 0,00 0,988 

T-Allelpositivität 

CCCT+TT 

0,895 0,430-1,865 0,09 0,768 

Cochran-
Armitage Trend 

0,943  0,06 0,809 

Tab. 21: Übersicht der Assoziationstests der FSGS-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP C-318T.  
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4.2.2.3 SNP C-318T: MGN-Patienten  

Die Ergebnisse der untersuchten MGN-Patienten zeigten im Cochran-Armitage Trend Test 

keine signifikanten Unterschiede zu denen der Kontrollgruppe (p=0,0628) (Tab. 22). Im 

Vergleich der Allelfrequenzen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden 

(p=0,058; OR=1,747; KI: 0,974-3,134). Im Vergleich der heterozygoten CT-Träger zu den 

CC-Trägern konnte allerdings ein signifikanter Unterschied in der Häufigkeit des Auftretens 

gefunden werden (p=0,016; OR=2,214; KI: 1,146-4,276). Der Vergleich der homozygoten T-

Allelträger war nicht signifikant (p=0,587; OR=0,519; KI: 0,047-5,791). Der Unterschied in der 

T-Allelpositivität zwischen Patienten und Kontrollen war nach der Bonferroni-Korrektur nicht 

signifikant (p=0,027; OR=2,015; KI: 1,071-3,791).  

 

MGN (C-318T) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

TC  

1,747 0,974-3,134 3,47 0,058 

Heterozygote 

CCCT 

2,214 1,146-4,276 5,79 0,016* 

Homozygote 

CCTT 

0,519 0,047-5,791 0,29 0,587 

T-Allelpositivität 

CCCT+TT 

2,015 1,071-3,791 4,84 0,027 

Cochran-
Armitage Trend 

1,565  3,46 0,0628 

Tab. 22: Übersicht der Assoziationstests der MGN-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP C-318T. *Signifikante Ergebnisse nach Bonferroni-Korrektur (p<0,017). 
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4.3 SNP CT60 (rs3087243)  

4.3.1  Restriktionsverdau für den SNP CT60 (rs3087243)  

Das Restriktionsenzym HpyCH4IV wird zur Analyse des SNPs CT60 verwendet (Abb. 8). 

Das PCR-Produkt in der Länge von 163bp erscheint als deutliche, nicht verdaute Bande bei 

homozygoten AA-Allelträgern (Tasche 3). Bei Vorliegen eines DNA-Stranges mit dem G-Allel 

an der Position des SNPs kann das Enzym HpyCH4IV das PCR-Produkt schneiden. Bei 

heterozygoten AG-Trägern entstehen dabei Fragmente der Länge 87bp und 76bp zusätzlich 

zu den ungeschnittenen PCR-Produkten (163bp). Auf dem Agarosegel werden dadurch 3 

Banden sichtbar. In Tasche 4 von Abb. 8 kommen allerdings nur die 163bp- und 87bp-Bande 

zum Vorschein. Das zweite Schnittfragment mit der Länge von 76bp liegt so nahe an der 

87bp-Bande, dass es in dieser Darstellung nicht eindeutig abzugrenzen ist. Homozygote 

GG-Allelträger zeigen nur deutliche Banden der Länge 87bp bzw. 76bp als Schnittstücke 

eines kompletten PCR-Produktverdaus. Unterhalb der 100bp-Ladder-Markierung sind in 

einigen Fällen, z.B. in der Tasche der Negativkontrolle (Tasche 2), noch Banden <100bp der 

Primerdimere zu sehen sein (Abb. 8, Tasche 2).  

 

 
Abb. 8: Gel mit Wildtyp, heterozygoter und homozygoter Mutante des SNPs CT60 nach Enzymverdau 
mit HypCH4IV. Tasche 1 und 6: 100bp-Ladder, Tasche 2: Negativkontrolle, Tasche 3: homozygoter 
Träger (eine Bande bei 163bp), Tasche 4: heterozygoter AG-Träger (Banden bei 163bp, 87bp und 
76bp), Tasche 5: homozygoter GG-Träger (Banden bei 87bp und 76bp). 
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4.3.2 Genotyp- und Allelfrequenzen für den SNP CT60 (rs3087243)  

Die Alters- und Geschlechtsverteilung für die Kontrollgruppe und die drei 

Glomerulonephritiden ist in Tabelle 23 dargestellt. Die für den SNP CT60 untersuchten 

MGN-Patienten waren signifikant älter als die Blutspender (p<0,001). Es wurde das HWE für 

alle Kohorten ermittelt. Es befanden sich sowohl die Kontrollgruppe als auch alle drei 

Patientengruppen im HWE nach dem Fisher-Exakt-Test (p>0,05).  

SNP CT60 Kontrolle (n=153) MCD (n=160) FSGS (n=159) MGN (n=164) 
     
 

Alter (Ø mit SD) 
 

37±12 
 

35±14 
 

40±21 
 

57*±15 
 

     
Männer 58% 59% 51% 67% 
Frauen 42% 41% 49% 33% 

     
HWE p=0,618 p=0,769 p=1,000 p=1,000 

     
Tab. 23: Alters- und Geschlechterverteilung sowie p-Wert des HWE in der Kontrollgruppe der 
Blutspender und in den Patientengruppen beim SNP CT60. *Signifikant unterschiedliche 
Altersverteilung (p<0,05). 
 
 
Die Analyse der Genotypen beim SNP CT60 ergab keine signifikanten Unterschiede weder 

in der Genotypverteilung noch in der Allelfrequenz der drei Patientenkohorten im Vergleich 

zu den Blutspendern (Tab. 24).  

SNP CT60 Kontrolle (n=153) MCD (n=160) FSGS (n=159) MGN (n=164) 
     
     

AA 29 (18,95%) 23 (14,38%) 37 (23,27%) 28 (17,07%) 
AG 71 (46,41%) 86 (53,75%) 70 (44,03%) 80 (48,78%) 
GG 53 (34,64%) 51 (31,88%) 52 (32,70%) 56 (34,15%) 

     
Allelfrequenz A 0,422 A 0,412 A 0,453 A 0,415 
Allelfrequenz G 0,578 G 0,588 G 0,547 G 0,585 

     

Tab. 24: Übersicht der Genotyp- und Allelfrequenzen des SNPs CT60.  
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4.3.2.1 SNP CT60: MCD-Patienten 

Im Cochran-Armitage Trend Test konnten für die Gruppe der MCD-Patienten keine 

signifikanten Unterschiede in der Verteilung aller Genotypen festgestellt werden (p=0,815) 

(Tab. 25). Die Allelfrequenzen waren nicht signifikant unterschiedlich (p=0,818; OR=0,963; 

KI: 0,701-1,324). Zwischen Kontrollgruppe und MCD-Patienten war die Genotypverteilung 

der heterozygoten AG-Träger im Verhältnis zu den GG-Trägern auch nicht signifikant 

unterschiedlich (p=0,363; OR=1,259; KI: 0,766-2,068). Im Vergleich der homozygoten AA-

Träger mit den GG-Trägern waren die Unterschiede in der Verteilung zwischen der 

Patientengruppe und den Kontrollen nicht signifikant (p=0,570; OR=0,824, KI: 0,422-1,609), 

ebenso wie der Vergleich der G-Allelpositivität (p=0,603; OR=1,133; KI: 0,708-1,813).  

 

MCD (CT60) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

GA  

0,963 0,701-1,324 0,05 0,818 

Heterozygote 

GGAG 

1,259 0,766-2,068 0,83 0,363 

Homozygote 

GGAA 

0,824 0,422-1,609 0,32 0,570 

G-Allelpositivität 

GGAG+GG 

1,133 0,708-1,813 0,27 0,603 

Cochran-
Armitage Trend 

0,939  0,05 0,815 

Tab. 25: Übersicht der Assoziationstests der MCD-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP CT60.  
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4.3.2.2 SNP CT60: FSGS-Patienten  

Der Cochran-Armitage Trend Test wies im Vergleich der FSGS-Patienten mit der 

Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede in der Genotypverteilung auf (p=0,332) 

(Tab. 26). Die Unterschiede in der Verteilung der Allelfrequenzen in Patienten- und 

Kontrollgruppe waren nicht signifikant (p=0,326; OR=1,168; KI: 0,857-1,592). Der Vergleich 

der heterozygoten Allelträger (p=0,363; OR=1,259; KI: 0,766-2,068) und der homozygoten 

Allelträger (p=0,371; OR=1,326; KI: 0,713-2,464) war ebenfalls nicht signifikant. Der Test der 

G-Allelpositivität war mit p=0,301 (OR=1,278; KI: 0,802-2,038) nicht signifikant. 

 

FSGS (CT60) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

GA  

1,168 0,857-1,592 0,96 0,326 

Heterozygote 

GGAG 

1,259 0,766-2,068 0,83 0,363 

Homozygote 

GGAA 

1,326 0,713-2,464 0,80 0,371 

G-Allelpositivität 

GGAG+GG 

1,278 0,802-2,038 1,07 0,301 

Cochran-
Armitage Trend 

1,157  0,94 0,332 

Tab. 26: Übersicht der Assoziationstests der FSGS-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP CT60.  
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4.3.2.3 SNP CT60: MGN-Patienten  

Die Gruppe der MGN-Patienten zeigte im Cochran-Armitage Trend Test keine signifikanten 

Unterschiede in der Genotypverteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,861) (Tab. 27). 

Die Unterschiede in den Allelfrequenzen der Patienten- und Kontrollgruppe waren nicht 

signifikant (p=0,859, OR=0,972; KI: 0,709-1,33). Der Vergleich der heterozygoten Allelträger 

(p=0,768; OR= 1,066; KI: 0,651-1,746) und der homozygoten Allelträger (p=0,782; 

OR=0,914; KI: 0,481-1,735) war ebenfalls nicht signifikant. Der Assoziationstest auf die G-

Allelpositivität zeigte ebenso wie bei den anderen MGN-Patientengruppen keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen (p=0,926; OR=1,022; KI: 0,643-1,625).  

 

MGN (CT60) OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

GA  

0,972 0,709-1,33 0,03 0,859 

Heterozygote 

GGAG 

1,066 0,651-1,746 0,07 0,798 

Homozygote 

GGAA 

0,914 0,481-1,735 0,08 0,782 

G-Allelpositivität 

GGAG+GG 

1,022 0,643-1,625 0,01 0,926 

Cochran-
Armitage Trend 

0,965  0,03 0,861 

Tab. 27: Übersicht der Assoziationstests der MGN-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe beim 
SNP CT60.  
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4.4 Allelfrequenz- und Genotypverteilung der A49G-Patientenkohorten  

In der Auswertung der Versuche zum SNP A49G fanden sich signifikante Unterschiede in 

der Allelfrequenz- und Genotypverteilung aller drei Patientenkohorten im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Tab. 14). Diese Patientenkohorten wurden daraufhin untereinander in Ihrer 

Allelfrequenz- und Genotypverteilung verglichen. Dazu wurden verschiedene Kombinationen 

gerechnet, um alle drei Erkrankungen miteinander vergleichen zu können. 

 

In den Assoziationstests in verschiedenen Kombinationen der Erkrankungen fanden sich 

keine signifikanten Unterschiede in der Allel- oder Genotypverteilung. Der Vergleich MCD vs. 

FSGS lieferte einen p-Wert von 0,895 im Cochran-Armitage Trend Test (Tab.28). Im 

Vergleich FSGS vs. MGN betrug dieser p-Wert 0,139 (Tab. 29) und im Vergleich MGN vs. 

MCD 0,204 (Tab.30).   

 

MCD vs. FSGS OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

GA  

0,978 0,705-1,356 0,02 0,894 

Heterozygote 

GGAG 

1,264 0,753-2,122 0,79 0,375 

Homozygote 

GGAA 

0,885 0,458-1,710 0,13 0,716 

G-Allelpositivität 

GGAG+GG 

1,142 0,702-1,857 0,28 0,593 

Cochran-
Armitage Trend 

0,961  0,02 0,895 

Tab. 28: Assoziationstests der MCD-Patienten im Vergleich zu FSGS-Patienten beim SNP A49G.  
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FSGS vs. MGN OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

GA  

1,254 0,924-1,702 2,12 0,145 

Heterozygote 

GGAG 

1,218 0,739-2,008 0,60 0,439 

Homozygote 

GGAA 

1,615 0,849-3,039 2,22 0,136 

G-Allelpositivität 

GGAG+GG 

1,317 0,820-2,117 1,30 0,254 

Cochran-
Armitage Trend 

1,268  2,19 0,139 

Tab. 29: Assoziationstests der FSGS-Patienten im Vergleich zu MGN-Patienten beim SNP A49G. 
 

MGN vs. MCD OR KI (95%) χ2 p 

Allelfrequenz 

GA  

0,815 0,597-1,112 1,66 0,198 

Heterozygote 

GGAG 

0,650 0,390-1,082 2,76 0,096 

Homozygote 

GGAA 

0,700 0,378-1,294 1,30 0,254 

G-Allelpositivität 

GGAG+GG 

0,665 0,413-1,072 2,82 0,093 

Cochran-
Armitage Trend 

0,827  1,62 0,204 

Tab. 30: Assoziationstests der MGN-Patienten im Vergleich zu MCD-Patienten beim SNP A49G.  
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5 Diskussion  

Die komplette Pathogenese eines Podozytenschadens, der zu einer großen Proteinurie und 

nachfolgend zu einem  nephrotischen Syndrom führen kann, ist bisher nicht aufgeklärt. Ein 

multifaktorielles Geschehen wird angenommen. Für MCD und FSGS wurde bereits eine T-

Zellbeteiligung vermutet, die eine zytokinvermittelte persistierende Podozytenschädigung zur 

Konsequenz haben könnte (Kuhlmann et al. 2008, Audard et al. 2008, Bao et al. 2009, 

Sahali et al. 2012). Die MGN als eine Immunkomplexerkrankung könnte ebenfalls durch T-

Zellinfiltration im Bereich der Immunkomplex-Depots an den Basalmembranen über ein 

sekundäres Entzündungsgeschehen mit Podozytenfunktionsverlust vermittelt sein (Brabcová 

et al. 2006). Auf diese Weise könnte bei Patienten aller drei Erkrankungen ein nephrotisches 

Syndrom resultieren. Weil CTLA-4 ein wichtiger Herabregulator der T-Zellantwort ist, wurden 

drei SNPs an unterschiedlichen Lokalisationen auf dem CTLA-4-Gen (Promoterregion, 

Exon1, untranslatierte 3’-Region) für diese Arbeit ausgewählt, da in anderen Studien für 

diese SNPs Assoziationen zu vermutlich immunologisch vermittelten Erkrankungen entdeckt 

wurden (Qu et al. 2009, Prahalad et al. 2008, Li M et al. 2012).  

 

Die Analyse des SNPs A49G lieferte für alle drei Erkrankungen signifikante Unterschiede der 

Genotypverteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Insbesondere der GG-Genotyp, der der 

homozygot mutierten Variante entspricht, ist in allen Patientenkohorten häufiger vertreten. 

Ein signifikanter Unterschied für die Genotypverteilung im Vergleich der drei Erkrankungen 

untereinander findet sich nicht. Dies könnte darauf hinweisen, dass der CTLA-4 SNP A49G 

bei der Pathogenese aller drei Erkrankungen, z.B. auf der „gemeinsamen Endstrecke“ der 

Podozytenschädigung, von Bedeutung ist. Im Sinne der „two-hit“-Hypothese bei MCD-

Patienten (Shimada et al. 2011) könnte der homozygote GG-Genotyp des SNPs A49G eine 

entzündliche „Endstrecke“ mit stärkerer T-Zell-Aktivierung durch den dabei fehlenden oder 

reduzierten hemmenden Einfluss eines veränderten CTLA-4-Proteins auch bei den beiden 

anderen nephrotisch verlaufenden Nierenerkrankungen begünstigen. 

 

Der Basenaustausch, welcher auf Translationsebene einen Aminosäureaustausch (Threonin 

gegen Alanin) zur Folge hat, könnte das CTLA-4-Protein in seiner Funktion oder in dessen 

Transport beeinträchtigen. Das von Exon1 kodierte Leader Peptid könnte durch den 

Aminosäureaustausch so verändert werden, dass das Signaling im Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) nicht mehr korrekt ablaufen und das Protein letztlich nicht mehr an seinen 

Bestimmungsort gelangen kann. Der Transport von CTLA-4 an die Zelloberfläche ist 

entscheidend für die Herabregelung der T-Zellantwort (Valk et al. 2008). Die 

Glykosylierungen eines Proteins im ER können verschiedene Funktionen haben. Sie 

erhöhen zum einen die Stabilität und schützen zum anderen vor proteolytischen 
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Abbauprozessen. Zusätzlich können sie aber auch im intrazellulären Transport eine wichtige 

Rolle spielen. So wurde in vitro in einer quantitativen konfokalen Mikroskopie ein höheres 

Oberflächen/Gesamt-CTLA-4 Verhältnis bei CTLA-4-Proteinen mit Threonin an Position 17 

festgestellt im Vergleich zu CTLA-4-Proteinen mit Alanin bei G-Allelträgern (Anjos et al. 

2002). Dies spricht dafür, dass der Aminosäureaustausch von Threonin zu Alanin auf dem 

Leader Peptid bei Trägern des G-Allels einen Einfluss auf den Transport des CTLA-4-

Proteins an die Zelloberfläche haben könnte. Es wurde in früheren Arbeiten beschrieben, 

dass das G-Allel an Position +49 mit einer gesteigerten T-Zellproliferation einhergeht 

(Mäurer et al. 2002). Besonders bei homozygoten GG-Allelträgern scheint dieser SNP in der 

FACS-Analyse einen negativen Einfluss auf die Expression von CTLA-4 zu haben (Mäurer et 

al. 2002). Nach Mäurer et al. könnte dadurch dem CTLA-4-Protein eine „alternative 

Adressierung“ widerfahren und der Weg des Proteins aus den intrazellulären Speichern an 

die Zelloberfläche beeinflusst werden.  

 

Bei verschiedenen Erkrankungen, bei denen eine immunologische Genese vermutet wird, 

wurde eine gesteigerte T-Zellproliferation bei homozygoten Trägern des G-Allels beobachtet, 

wie z.B. bei Patienten mit Morbus Basedow oder MS (Kouki et al. 2000, Ligers et al. 2001). 

Das G-Allel gilt außerdem als Risikoallel für das Auftreten von primär biliärer Zirrhose, vor 

allem für Kaukasier (Li M et al. 2012). Eine erhöhte G-Allelfrequenz geht ebenfalls mit 

erhöhten Abstoßungsreaktionen von Nierentransplantaten einher (Kim et al. 2010). Auch bei 

Patienten mit Diabetes Typ1 wurden erhöhte GG-Genotypfrequenzen festgestellt, die eine 

übersteigerte T-Zellantwort begünstigen können (Benmansour et al. 2010). Unter den 

Patienten, die an der Purpura Schönlein-Henoch (HSP) mit Nierenbeteiligung erkrankt 

waren, wurden häufiger die Genotypen GG und AG beobachtet als bei HSP-Patienten ohne 

Nierenbeteiligung (Wang et al. 2012). 

 

Der Anteil der heterozygoten AG-Träger im SNP A49G war in allen drei Patientenkollektiven 

nicht signifikant höher als in der Kontrollgruppe. In der Gruppe der MCD-Patienten traten 

AG-Träger im Trend sogar seltener auf. Es wäre möglich, dass nur der homozygote GG-

Genotyp einen ausreichenden Effekt auf Funktion oder Expression des CTLA-4-Proteins hat 

und die Entwicklung einer Glomerulonephritis fördern kann. Auch bei anderen Erkrankungen, 

bei denen eine chronische Inflammation durch defekte T-Zellantwort diskutiert wird, wie bei 

Hashimoto Thyreoiditis und Diabetes Typ1, konnten Assoziationen lediglich zum GG-

Genotyp gefunden werden, nicht jedoch zum AG-Genotyp (Benhatchi et al. 2011, Ei Wafai et 

al. 2011). Ein erhöhtes Vorliegen des heterozygoten Genotyps AG konnte mit dem Auftreten 

der Präeklampsie (Samsami Dehaghani et al. 2005) assoziiert werden, jedoch bisher nicht 

mit Glomerulonephritiden. 
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Die Häufigkeit der homozygoten AA-Allelträger des SNPs A49G war in dieser Arbeit in allen 

Patientengruppen erniedrigt. Dieses Ergebnis passt zu der These, dass das Wildtyp-Allel A 

in Patientenkohorten, für welche ein Defekt der CTLA-4-Funktion vermutet wird, 

unterrepräsentiert ist (Lee et al. 2012). Ein erhöhtes Auftreten des A-Allels wurde allerdings 

in verschiedenen Studien im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen festgestellt. Dies 

untermauert die Theorie, dass das A-Allel an der Position +49 auf dem CTLA-Gen zur 

intakten Funktion des CTLA-4 Proteins beiträgt und durch die Herabregelung der T-

Zellaktivierung eine Tumorgenese gefördert werden könnte. Chinesische Studien haben 

diesen SNP im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen untersucht. In der Studie von 

Yang et al. 2011 wurde bei Osteosarkom-Patienten ein signifikant höheres Auftreten von AA- 

und AG-Genotypen entdeckt (Yang et al. 2011). Der Anteil der AA-Genotypfrequenz war 

außerdem bei Patienten mit metastasiertem Osteosarkom höher als bei Patienten ohne 

Metastasen. Dies würde die These untermauern, dass durch die reduzierte T-Zellaktivierung 

auch die Metastasierung eines Tumors begünstigt werden könnte (Yang et al. 2011). Der 

SNP A49G wird bereits als klinischen Biomarker für eine Risikoeinschätzung zur Entwicklung 

von Gliomen vorgeschlagen (Wu et al. 2011). Hierbei würde das +49A-Allel als potentielles 

Risikoallel für Tumorerkrankungen und das G-Allel als protektiv angesehen werden (Wu et 

al. 2011). Das A-Allel wird außerdem als Risikoallel angesehen für das Pankreas- und 

Mammakarzinom sowie für das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (Yang M et al. 2012, 

Ghaderi et al. 2004, Song et al. 2011, Karabon et al. 2011).  

 

Die Ergebnisse für den SNP C-318T der Promotorregion zeigten nur für die heterozygoten 

CT-Träger der MGN-Patienten ein signifikant häufigeres Vorkommen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Das T-Allel als genetische Variante trat sowohl in den Patientengruppen als 

auch in der Kontrollgruppe sehr selten auf. Nach den MAF-Angaben der dB-SNP-Datenbank 

war dieses Ergebnis für die Kontrollgruppe zu erwarten. Das alleinige Vorliegen des T-Allels 

an der Position -318 auf dem CTLA-4 Gen scheint somit für das Auftreten der drei 

nephrotischen Nierenerkrankungen bzw. für den Pathomechanismus der 

Podozytenschädigung keine Rolle zu spielen. Für andere Erkrankungen, bei denen eine 

chronische Inflammation durch defekte T-Zellantwort vermutet wird, sind die Ergebnisse 

allerdings widersprüchlich. Das C-Allel wurde als Risikoallel mit Morbus Basedow assoziiert 

(Park et al. 2000), andererseits wurde das T-Allel als Risikoallel mit rheumatoider Arthritis 

(Miterski et al. 2004) und COPD (Liu et al. 2010) beschrieben. Auch für maligne 

Erkrankungen wurde am Beispiel von Patienten mit Cervix-Karzinomen eine erhöhte T-

Allelfrequenz festgestellt (Jiang et al. 2011).  
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Die Untersuchung des SNPs CT60 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen 

Patienten und Kontrollen in der Verteilung der Genotypen oder der Allelfrequenzen. Der SNP 

CT60 liegt auf der untranslatierten 3’-Region hinter Exon4 des CTLA-4 Gens. Ein 

Basenaustausch an dieser Stelle könnte durch veränderte Phosphorylierungen Einfluss auf 

das Signaling des CTLA-4 Proteins nehmen, wie dies bereits in vitro gezeigt wurde (Maier et 

al. 2007). Dem A-Allel als Mutante wurde bei der Untersuchung von ANCA-assoziierten 

Vaskulitiden ein protektiver Einfluss zugeschrieben (Carr et al. 2009). Das Wildtyp-Allel G gilt 

als Risikoallel bei der primär biliären Zirrhose (Li et al. 2012). Es wird mit einem schwereren 

Verlauf der MS in Verbindung gebracht (Karabon et al. 2009). Dazu wurden bei MS-

Patienten die membranöse und die zytoplasmatische Form des CTLA-4 (mCTLA-4, cCTLA-

4) durch Fluoreszenzunterschiede auf T-Zellen gemessen. Es stellte sich heraus, dass 

homozygote GG-Allelträger eine erniedrigte mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der T-Zellen 

aufweisen. Daraus schließen die Autoren, dass der Basenaustausch des SNPs CT60 einen 

direkten Einfluss auf die Expression des CTLA-4 auf der T-Zelloberfläche haben könnte. Die 

Abwesenheit von CTLA-4 oder seine eingeschränkte Funktion könnte die Herabregulation 

der T-Zellantwort bei MS stören und somit den Verlauf der Erkrankung beschleunigen. Für 

die Entstehung von Hauttumoren könnte das Wildtyp-Allel G allerdings einen protektiven 

Effekt haben, wie Studien zum Basalzellkarzinom zeigten (Welsh et al. 2009).  

 
Zur Pathogenese der drei Glomerulonephritiden gibt es genetische Assoziationsstudien, die 

andere Faktoren als CTLA-4 untersuchen. Beispielsweise wurde bei FSGS-Patienten eine 

erhöhte APOL1-Expression beobachtet (Papeta et al. 2011, D’Agati 2012). Zur Pathogenese 

der MCD und der FSGS scheint unter anderem auch ein „connective tissue growth factor“ 

(CTGF) beizutragen, welcher durch eine gestörte Regulation verstärkt gebildet und somit zu 

strukturellen Änderungen des Actin-Zytoskeletts der Podozyten führen kann (Fuchshofer et 

al. 2011). 

 

Zur MGN liegt eine genomweite Assoziationsstudie (GWA) vor. Stanescu et al. haben eine 

GWA an verschiedenen europäischen Patientenkollektiven mit idiopathischer MGN 

durchgeführt und konnten bei diesen Patienten signifikante Assoziationen mit SNPs auf den 

Genen, die für HLA-DQ1 und den M-Type-PLA2-Rezeptor kodieren, nachweisen (Stanescu 

et al. 2011). Diese Assoziationsstudie unterstreicht die Relevanz der Ergebnisse von Beck et 

al., die das Auftreten von PLA2-R-Ak mit dem Auftreten von MGN bei Patienten mit 

nephrotischem Syndrom assoziieren konnten (Beck et al. 2009). Obwohl die Anwesenheit 

des Anti-PLA2R-Antikörpers allein noch keinen Beweis für eine pathogenetische Bedeutung 

darstellt, könnte er jedoch einen wichtigen Marker in der Diagnostik darstellen (Kunzendorf 

2011).  
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In der GWA von Stanescu et al. war auf Chromosom 2 der SNP rs4664308 des PLA2R1-

Gens signifikant mit MGN assoziiert, nicht aber der SNP rs321775 (A49G) des CTLA-Gens, 

welcher sich ebenfalls auf Chromosom 2 befindet. Die Tatsache, dass in der GWA keine 

signifikanten Assoziationen für den SNP A49G des CTLA-4-Proteins gefunden wurden, muss 

nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit stehen. GWAs haben den Vorteil, 

dass sie eine sehr große Zahl von Individuen und SNPs gleichzeitig mit Microarray Technik 

analysieren können. Andererseits muss bei GWAs im Gegensatz zu gezielten Kandidaten-

Gen-Assoziationsstudien bei der Auswertung  das erforderliche Signifikanzniveau unter 

Berücksichtigung des multiplen Testens mittels Bonferroni-Korrektur erheblich stärker 

gesenkt werden. Dies erhöht den β-Fehler deutlich (Weiss 2008) und führt damit zu einer 

erhöhten Rate falsch negativer Ergebnisse. Dies könnte die diskrepanten Ergebnisse für den 

SNP rs321775 (A49G) erklären. In der Arbeit von Stanescu et al. wurden 335 britische MGN-

Patienten mit 349 Kontrollen auf 281.009 SNPs untersucht. Im Hinblick auf das multiple 

Testen wurde bei Stanescu et al. mit Anwendung der Bonferroni-Korrektur das 

Signifikanzniveau mit p=0.000000085 erheblich erniedrigt, während es in der vorliegenden 

Arbeit mit p=0,017 deutlich geringer angepasst werden musste. Darüber hinaus wird bei der 

Bonferroni-Korrektur davon ausgegangen, dass alle durchgeführten Tests unabhängig 

voneinander sind.	  Damit wird das Linkage Disäquilibrium (LD) zwischen benachbarten SNPs 

außer Acht gelassen (Scholz 2010), was zu Fehlbeurteilungen führen kann.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterliegen einigen Einschränkungen. Grundsätzlich 

können aus genetischen Assoziationsstudien zwar Hinweise für die Bedeutung des 

untersuchten SNPs für die Pathogenese einer Erkrankung gefunden werden, eine Kausalität 

kann aber durch eine Assoziationsstudie allein nicht nachgewiesen werden. Die Bestimmung 

der Genotypen und die daraus errechneten Allelfrequenzen können fehlerhaft sein. Daher 

wurde in dieser Arbeit zur Überprüfung auf systemische Genotypisierungsfehler ein Test auf 

Vorliegen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes in den Populationen durchgeführt. 

Zusätzlich wurden standardisiert Negativkontrollen für die Versuchsschritte PCR und 

Enzymverdau eingefügt. Auf sieben Proben mit Blutspender- oder Patienten-DNA folgte eine 

Negativkontrolle mit destilliertem Wasser anstelle genetischen Materials. Kontaminationen 

konnten somit schon frühzeitig nach dem PCR-Schritt entdeckt und der gesamte Testansatz 

entsprechend wiederholt werden. Nach PCR- und Enzymverdau wurden stichprobenartig 

Versuchsreihen wiederholt, um eine korrekte Gelinterpretation zu überprüfen.  

 

Das DNA-Material der untersuchten Proben unterschied sich in der Qualität und Tauglichkeit 

erheblich voneinander. Dies lässt sich am ehesten durch die lange Konservierung der 

Biopsien erklären. Konservierungsstoffe, insbesondere auch Formalin und Paraffin, können 
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dazu führen, dass gDNA im Laufe der Konservierungszeit Schaden nehmen kann (Solomon 

und Varshavsky 1985, Funabashi et al. 2012). Für das nicht-konservierte 

Blutspendermaterial konnten PCR-Primer verwendet werden, die relativ lange DNA-

Abschnitte von 765bp und 732bp amplifizierten. Der Versuch, diese Primer auch an der 

gDNA der Biopsieproben anzuwenden, scheiterte jedoch mehrmals. Erst durch mehrere 

Tests mit neu konzipierten Primern, die deutlich kürzere DNA-Abschnitte (244bp, 215bp, 

163bp) amplifizieren konnten, gelang schließlich die PCR. Während die von Blutspendern 

extrahierte gDNA eine PCR-Ausfallquote von unter 10% hatte, waren die PCR-Ausfälle des 

Biopsiematerials trotz der neuen Primer zum Teil deutlich höher. Durch die Ausfallquote der 

PCR am Biopsiematerial könnte somit eine Selektion der Patienten-DNA stattgefunden 

haben, was bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden muss. Aufgrund der 

insgesamt hohen Zahl der gescreenten Proben ist dieser Bias jedoch eher gering. 

 

In der Altersverteilung wurden signifikante Unterschiede zwischen Blutspendern und MGN-

Patienten beobachtet (p<0,001). MGN-Patienten waren in allen drei SNP-Analysen zum 

Zeitpunkt der Biopsie im Durchschnitt 57 Jahre alt und damit 20 Jahre älter als der 

durchschnittliche Blutspender. Dieser Unterschied hängt wahrscheinlich mit der späten 

Inzidenz der MGN zusammen. Ein Alter von über 50 Jahren wurde bereits als Risikofaktor im 

Zusammenhang mit dem Auftreten einer MGN beschrieben (Alpern et al. 2008).  

 

Die in dieser Arbeit untersuchten Kollektive beinhalteten ausschließlich kaukasische 

Patienten und Blutspender. Viele GWAs und andere Assoziationsstudien beschränken sich 

auf bestimmte regionale, ethnische Kollektive. Die beobachteten Assoziationen beleuchten 

damit möglicherweise nur Teile der gesamten Pathogenese verschiedener Erkrankungen. Es 

wäre interessant, nach den gewonnenen Erkenntnissen über eine Klientel von Patienten 

einer  bestimmten Region und ethnischen Zugehörigkeit diese global zu vergleichen. Die neu 

gesammelten Daten könnten dabei Aufschluss geben über Gemeinsamkeiten genetischer 

Variationen, die möglicherweise global gültige Implikationen für die Pathogenese bestimmter 

Erkrankungen haben. Regionale und ethnische Unterschiede könnten dabei auf andere für 

die Pathogenese wichtige Faktoren hinweisen. Diese Arbeit hat den Charakter einer 

Stichprobe, könnte aber vielleicht die Grundlage für entsprechende weitere systematische 

Genotypisierungsstudien werden. 

 

Für diese Arbeit wurden MCD-, FSGS- und MGN-Patienten auf Grund ihres Biopsiebefundes  

ausgewählt. Histologisch kann nicht  zwischen primärer oder sekundärer Genese der 

Glomerulonephritiden unterschieden werden. Daher kann in dieser Arbeit keine Aussage 

darüber gemacht werden, ob sich das Ausmaß der genetischen Assoziation in Abhängigkeit 
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von der Genese der Glomerulonephritiden unterscheidet. In zukünftigen Studien zur MGN 

wäre eine differenziertere Aussage möglich, wenn zusätzlich der PLA2R-Ak als potentieller 

diagnostischer Marker für eine primäre MGN (Beck et al. 2009) mituntersucht werden würde.  

 

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass Träger des homozygoten GG-

Genotyps des SNPs A49G im Vergleich zu AA-Trägern ein relativ höheres Risiko haben, an 

MCD, FSGS oder MGN zu erkranken. Die OR ist 2,3fach erhöht für MGN, 3,4fach erhöht für 

MCD und 3,8fache erhöht für FSGS. Ob der SNP A49G durch eine 

Funktionsbeeinträchtigung des CTLA-4 Proteins für die Initiation oder lediglich für die 

Aufrechterhaltung einer Inflammation der MCD, FSGS und MGN auf Podozytenebene 

bedeutsam ist, müssen weitere Studien zeigen. Weiterhin könnte es von Bedeutung sein, ob 

zukünftige Untersuchungen eine Assoziation des GG-Genotyps mit einem ungünstigen 

Verlauf der Glomerulonephritiden nachweisen können. Damit könnten möglicherweise 

Patientengruppen charakterisiert werden, die einer aggressiveren Therapie bedürfen.  
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6 Zusammenfassung 

Die Minimal-Change-Glomerulonephritis (MCD), die fokal-segmental sklerosierende 

Glomerulonephritis (FSGS) und die membranöse Glomerulopathie (MGN) gehören zu den 

häufigsten Ursachen für ein nephrotisches Syndrom. Die genaue Ätiologie dieser 

Erkrankungen ist bisher noch weitestgehend unbekannt. Untersuchungen zur Pathogenese 

der Glomerulonephritiden ergaben Hinweise für eine inadäquate Reaktion des adaptiven 

Immunsystems mit Beteiligung von T-Lymphozyten. Ein wichtiger Faktor in diesem System 

ist das Oberflächenprotein CTLA-4, welches von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird, 

den Aktivierungsstatus der T-Zelle herunterreguliert und so eine überschießende 

Immunreaktion unterbindet.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es Hinweise für genetische Ursachen gibt, 

die die Suszeptibilität gegenüber den genannten Formen der Glomerulonephritis erhöhen. 

Dazu wurden in einer Fall-Kontroll-Studie die Häufigkeiten der Single Nucleotide 

Polymorphismen C-318T (rs5742909), A49G (rs231775) und CT60 (rs3087243) auf dem 

CTLA-4 codierenden Kandidatengen in Form einer genetischen Assoziationsstudie zwischen 

gesunden kaukasischen Blutspendern und kaukasischen Patienten, die an MCD, FSGS oder 

MGN erkrankt sind, verglichen. Die Blutspender- und Patientenkohorten umfassten dabei 

n=142-185 Proben. Mittels PCR aus genomischer DNA und Verdau mit Restriktionsenzymen 

wurden die entsprechenden Genotypen der Kontrollen und Patienten identifiziert und mittels 

χ2-Tests verglichen. Es zeigte sich, dass bei allen drei Erkrankungen das G-Allel und der 

homozygote GG-Genotyp des SNPs A49G in den Patientengruppen signifikant häufiger 

vertreten waren als bei den Kontrollpersonen. Zwischen den drei Erkrankungen gab es 

untereinander keinen signifikanten Unterschied für das Auftreten des G-Allels. Für die beiden 

anderen SNPs fanden sich lediglich signifikante Unterschiede für die Verteilung des 

heterozygoten CT-Genotypes des C-318T SNPs bei MGN-Patienten. Das Vorkommen des 

homozygoten GG-Genotyps im SNP A49G des CTLA-4 Gens könnte einen Risikofaktor in 

der Pathogenese von MCD, FSGS und MGN darstellen. Da der GG-Genotyp zu einem 

vollständigen Aminosäurenaustausch von Threonin gegen Alanin führt und somit vermutlich 

eine Konformationsänderung des CTLA-4 Proteins mit einer Funktionseinschränkung 

hervorrufen könnte, wäre damit eine inadäquate T-Zellaktivierung erklärbar, die eine Rolle 

bei der Auslösung oder Aufrechterhaltung der Inflammationsprozesse bei MCD, FSGS und 

MGN an einer gemeinsamen Endstrecke der Podozytenschädigung spielen könnte. Sollte 

sich dies in weiteren funktionellen Untersuchungen bestätigen, könnte das Screening der 

Träger des homozygoten GG-Genotyps im SNP A49G für die Risikoeinschätzung und den 

Verlauf der genannten Erkrankungen eine Bedeutung erhalten.
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H0 Nullhypothese 

HA Alternativhypothese 

HIV Human Immundefizienz-Virus 

HLA Humanes Leukozyten Antigen 

HSP Purpura Schönlein-Henoch 

HWE Hardy-Weinberg-Äquilibrium 

IFN Interferon 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

kDa kilo Dalton 

KI 95%-Konfidenzintervall 

L 100bp-Ladder  

LD Linkage Disequilibrium 

MAF Minor Allel Frequency 

MCD Minimal Change Disease  

mCTLA-4 membranöses CTLA-4 

MFI mittlere Fluoreszenzintensität 

MGN Membranöse Glomerulopathie 

MHC Major Histo-compatibility-Complex 

mRNA Messenger Ribonuleinsäure 

MS multiple Sklerose 

n Probenanzahl 
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N Negativkontrolle 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NPH Nephrocystin 

Ø Durchschnitt 

OR Odds-ratio 

p Prüfgröße für statistische Signifikanz  

PCR Polymerase-Chain-Reaction 

PLA2R Phopholipase-A2-Rezeptor 

PLA2R-Ak Phopholipase-A2-Rezeptor-Antikörper 

RA rheumatoide Arthritis 

RFLP Restriktions-Fragmentlängen-Analyse 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm revolutions per minute 

rs231775 SNP A49G 

rs3087243 SNP CT60 

rs5742909 SNP C-318T 

rSNP regulatory Single Nucleotide Polymorphism 

SD Standardabweichung 

SLE systemischer Lupus erythematodes 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 

srSNP structural RNA-Single Nucleotide Polymorphism 

T Thymin 

Tab.  Tabelle 

Taq Thermus aquaticus 

TCR T-Zellrezeptoren 
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TGF Transforming growth factor 

Th T-Helfer-Zellen 

Thr Threonin 

U Unit 

χ2 Chi-Quadrat-Test 
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