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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hepatische Cytochrom P450 Monooxygenasen

Fur die hepatische Biotransformation von Pharmaka und Xenobiotika kommt den
Phase-I-Reaktionen eine zentrale Bedeutung zu. Hierbei handelt es sich um
Funktionalisierungsreaktionen, bei denen durch Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse
funktionelle Gruppen freigelegt bzw. in die unpolare Ausgangssubstanz eingeflgt
werden. Die grofite Bedeutung fur die oxidative Biotransformation von Arzneistoffen
besitzen die Hamproteine vom Typ des Cytochrom P-450. Das Enzymsystem der
Cytochrom P-450-Monooxygenasen besteht aus einer Vielzahl von Isoenzymen (CYP).
Beim Menschen werden die Isoenzyme anhand ihrer Aminosauresequenz in 18
verschiedene Genfamilien (gekennzeichnet durch die erste Ziffer, z.B. CYP1 oder
CYP2) und 43 Subfamilien (gekennzeichnet durch den Buchstaben nach der Ziffer,
z.B. CYP2A oder CYP2D) unterteilt (Nelson 2003; Nelson et al. 2004). In der
menschlichen Leber wird die Subfamilie CYP3A am starksten exprimiert und eliminiert
etwa 50% der Arzneistoffe. Weitere fur den Arneistoffmetabolismus wichtige
Subfamilien sind CYP1A2, CYP2C und CYP2D6 (Ring ,Wrighton 2000). Mehr als 65
Arzneimittel werden von der Subfamilie CYP2D6 metabolisiert (Wilkinson 2001). Zu
diesen Pharmaka gehoren z.B. Betablocker, Antidepressiva, Neuroleptika, Opioide und
einige Antiarrhythmika. Da es sich bei diesen Arzneistoffen um haufig verordnete
Pharmaka handelt, kommt CYP2D6 eine wesentliche Rolle in der Biotransformation
von Arzneimitteln zu. Zwei der von CYP2D6 metabolisierten Arzneistoffe sind das
Antihypertensivum Debrisoquin und das Antiarrhythmikum Spartein. Schon vor fast 30
Jahren stellten Arzte fest, dass bei einigen Menschen unerwartet starke unerwinschte
Nebenwirkungen (UAW) unter der Therapie mit Debrisoquin bzw. Spartein auftraten
(Mahgoub et al. 1977; Eichelbaum et al. 1979). Die Tatsache, dass einige Menschen
unter Anwendung der Standarddosierung dieser Medikamente starkere UAW
entwickelten als andere, war zunachst nicht erklarbar. Erst im Laufe der kommenden
Jahre stellte sich heraus, dass diese unterschiedlich starken Nebenwirkungen auf den

ausgepragten Genpolymorphismus von CYP2D6 zurtickzufiihren sind.

1.2 CYP2D6-Genpolymorphismus und Phanotyp

Das kodierende Gen von CYP2D6 liegt auf dem langen Arm von Chromosom 22
(22913.1) downstream von zwei Pseudogenen, die als CYP2D7 und CYP2DS8
bezeichnet werden. Diese sind zu CYP2D6 hoch homolog (Gonzalez et al. 1988;
Kimura et al. 1989; Gough et al. 1993) . Das funktionelle Gen des CYP2D6 besteht aus
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9 Exons und 8 Introns, die zusammen 4378 Basenpaare (bp) umspannen (Kimura et
al. 1989).

Es sind bislang Uber 50 verschiedene CYP2D6-Allele beschrieben worden (Human
Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee 2006). Wenn man alle
Untergruppen des Allels bericksichtigt, kommt man auf eine Zahl von (ber 90
verschiedenen Allelen. Bei vielen dieser Allele zeigt sich eine Kombination aus
verschiedenen Polymorphismen. Diese kdnnen mit einer Anderung der enzymatischen
Aktivitat von CYP2D6 verbunden sein. Meist lasst sich feststellen, welche der
genetischen Verdnderungen sich am starksten auf die Aktivitdt von CYP2D6 auswirkt
und somit diagnostisch fir ein bestimmtes Allel ist. Die Enzymaktivitat wird mit dem
Phanotyp beschrieben. Der CYP2D6-Phéanotyp eines Individuums lasst sich nach der
Einnahme eines Testsubstrates (z.B. Debrisoquin oder Spartein) mit Hilfe des
metabolischen Quotienten (MR) bestimmen. Der metabolische Quotient beschreibt das

Verhaltnis der Plasmakonzentrationen von Muttersubstanz zu Metabolit.

Allele, die zu keiner messbharen Enzymaktivitat von CYP2D6 fihren, bezeichnet man
als Null-Allele. Zur Zeit sind etwa 15 verschiedene Null-Allele beschrieben. Sie sind
bedingt durch veranderte splicing-Stellen (z.B. CYP2D6*4, *11), frameshift-Mutationen
(z.B. CYP2D6*3, *6, *13, *15), Deletion des kompletten Gens (CYP2D6*5), vorzeitige
Stopcodons (CYP2D6*8) oder missense-Mutationen (CYP2D6*7). Wenn alle vererbten
Allele eines Individuums Null-Allele sind, so resultiert daraus der Phanotyp des poor
metabolizers (PM). Ein PM ist entweder homozygot bezlglich des betroffenen Null-
Allels oder besitzt zwei verschiedene Null-Allele. Beides fihrt zu einem vollstandigen
Fehlen der metabolischen Funktion von CYP2D6 und behindert somit den oxidativen
Abbau von CYP2D6-abhangig metabolisierten Arzneistoffen erheblich. Bei Kaukasiern

kommt der PM-Phéanotyp mit einer Haufigkeit von 7% vor.

Im Gegensatz zu den Null-Allelen, die zu einer fehlenden Enzymaktivitat fihren, gibt es
auch Allele, die mit einer normalen metabolischen Aktivitat von CYP2D6 verbunden
sind. Zu diesen Allelen gehéren das Wildtyp-Allel CYP2D6*1 und CYP2D6*2, welches
eine Variante des Wildtyp-Allels mit zwei Verdnderungen in der Aminosauresequenz
(R296C und S486T) ist. Wenn im Genom eines Individuums eines dieser Allele
vorkommt und keine Duplikationen oder Amplifikationen der CYP2D6-Allele vorliegen,
resultiert daraus in der Regel der Phanotyp des extensive metabolizer (EM). Dies ist
unabhangig vom zweiten vererbten Allel. Der EM-Phanotyp kommt mit etwa 72% in der

kaukasischen Bevdlkerung am haufigsten vor (Griese et al. 1998).

Etwa 9% der kaukasischen Bevolkerung (Dahl et al. 1995; Griese et al. 1998) weisen
eine Uber das normale Mal3 erhdhte metabolische Aktivitat von CYP2D6 auf. Dies wird

mit dem Phénotyp ultrarapid metabolizer (UM) beschrieben. In 10-30% der Falle findet
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sich die Ursache des UM-Phanotyps in vererblichen Duplikationen oder Amplifikationen
eines funktionellen Allels (z.B. CYP2D6*1 oder *2). Das CYP2D6-Gen ist bislang das
einzige Cyp-Gen, fir das Duplikationen und Amplifikationen beschrieben worden sind.
Ob neben diesen Veranderungen weitere genetische Faktoren eine sehr schnelle
katalytische Aktivitat des CYP2D6 bedingen konnen, ist unklar. Es werden
Punktmutationen bzw. Kombinationen von bestimmten Punktmutationen (Haplotypen)
diskutiert (Lovlie et al. 2001).

Neben den PM, EM und UM gibt es noch einen weiteren wichtigen CYP2D6-Phé&notyp,
der bei etwa 11% der kaukasischen Bevolkerung auftritt. Dabei handelt es sich um den
Phanotyp des intermediate metabolizer (IM). Dieser beschreibt Individuen, bei denen
die enzymatische Aktivitdt von CYP2D6 deutlich reduziert, jedoch vorhanden ist. Dies
ist darauf zurtckzufuhren, dass IM zwar funktionelle Allele besitzen, diese aber mit
einer stark reduzierten Aktivitat von CYP2D6 assoziiert sind. Zu diesen Allelen gehdren
CYP2D6*9, *10 und *41. Lange Zeit wurden die IM als homogene Gruppe angesehen,
in der die MR zwischen der von PM und EM liegt. Wenn aber der fur die untersuchten
Individuen ermittelte Genotyp in Bezug zum vorliegenden Phanotyp gesetzt wird, zeigt
sich ein anderes Bild. Zwischen der Gruppe der EM mit zwei funktionellen Allelen und
den PM mit zwei Null-Allelen, gibt es bezogen auf die enzymatische Aktivitdt von
CYP2D6 zwei weitere Gruppen mit unterschiedlicher Enzymaktivitat. Die erste Gruppe
besteht aus Individuen, die heterozygot fur voll funktionelle Allele (CYP2D6*1 und
CYP2D6*2) sind. Diese Allele kénnen sowohl mit Null-Allelen, als auch mit Allelen mit
eingeschrankter Funktion (CYP2D6*9,*10 und *41) kombiniert sein. Die ermittelte
CYP2D6-Aktivitat ist der, die sich bei Individuen mit zwei funktionellen Allelen (EM)
zeigt, sehr &hnlich. Die zweite Gruppe wird von Individuen gebildet, die homozygot
beziglich Allelen mit eingeschrankter Funktion sind oder bei denen eines dieser Allele
mit einem Null-Allel kombiniert ist. Die gemessene enzymatische Aktivitat ist
vergleichbar mit der, die bei PM-Phanotypen vorliegt. Bezogen auf die Enzymaktivitat
ist es unerheblich, ob ein Individuum homozygot beziiglich eines mit IM assoziierten

Allels ist oder ob ein IM-Allel gemeinsam mit einem Null-Allel auftritt (Rau et al. 2002).

Allelhaufigkeiten, die Sachse et al. 1997 in einer Population von 589 Kaukasiern
gefunden haben, sowie die unterschiedlichen Effekte auf die Aktivitat von CYP2D6 in
vivo sind in Tabelle 1 aufgeflhrt (Sachse et al. 1997). Tabelle 2 zeigt die Null-Allele

und Mutationen, die sich am starksten auf die Enzymaktivitat auswirken.
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Allel Enzymaktivitat in vivo Frequenz
CYP2D6*1 Normal 36,4%
CYP2D6*1x2 Erhoht 0,51%
CYP2D6*2 Normal 32,4%
CYP2D6*2x2 Erhoht 1,34%
CYP2D6*3 Keine 2,04%
CYP2D6*4 Keine 20,7%
CYP2D6*4x2 Keine 0,08%
CYP2D6*5 Keine 1,95%
CYP2D6*6 Keine 0,93%
CYP2D6*7 Keine 0,08%
CYP2D6*8 Keine 0%
CYP2D6*9 Reduziert 1,78%
CYP2D6*10 Reduziert 1,53%
CYP2D6*11 Keine 0%
CYP2D6*12 Keine 0%
CYP2D6*13 Keine 0%
CYP2D6*14 Keine 0%
CYP2D6*15 Keine 0,08%
CYP2D6*16 Keine 0,08%

Tabelle 1: CYP2D6-Allele und deren Auswirkungen auf die Aktivitdt des CYP2D6-
Enzyms (modifiziert nach der Homepage des Nomenklatur-Komitees 2002,
Haufigkeiten nach (Sachse et al. 1997).

Null-Allel Diagnostische Mutation Veranderung der Proteinsequenz
CYP2D6*3 2549A>del Verschiebung des Leserasters
CYP2D6*4 1846G>A Verschiebung des Splicesignals
CYP2D6*5 Komplette Sequenz deletiert | Deletion des kompletten Gens
CYP2D6*6 1707T>del Verschiebung des Leserasters
CYP2D6*7 2935A>C H324P

CYP2D6*8 1758G>T Vorzeitiges Stopcodon
CYP2D6*11 883G>C Verschiebung des Splicesignals
CYP2D6*12 124G>A G42R, R296C, S486T
CYP2D6*13 CYP2D7P/CYP2D6-Hybrid Verschiebung des Leserasters
CYP2D6*14 1758G>A P34S, G169R, R296C, S486T
CYP2D6*15 138insT Verschiebung des Leserasters
CYP2D6*16 CYP2D7P/CYP2D6-Hybrid Verschiebung des Leserasters

Tabelle 2: Auswahl von Null-Allelen mit den aktivitatsbestimmenden Mutationen und
den Veréanderungen der Proteinsequenz (modifiziert nach (Eichelbaum et al. 1997) und
der Homepage des Nomenklatur-Komitees 2002).
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Allen Phanotypen gemein ist, dass sich die unterschiedliche Aktivitat von CYP2D6 auf
die oxidative Elimination von Arzneistoffen auswirkt, die auf diesen metabolischen
Abbauprozess angewiesen sind. Das bedeutet, dass bei PMs und IMs die
Plasmakonzentrationen dieser Arzneistoffe hoher sind als die Konzentrationen bei UMs
und EMs. Diese Tatsache konnte sich auf die Sicherheit und die Effizienz der
Arzneimitteltherapie auswirken. Es wird davon ausgegangen, dass PM und IM unter
Standarddosierung ein  hoheres Risiko fir das Auftreten unerwinschter
Arzneimittelwirkungen haben als EM. Bei UM besteht die Gefahr, dass eine Therapie
mit Standarddosierung versagen koénnte, wenn keine therapeutisch wirksamen
Plasmakonzentrationen erreicht werden konnten (Eichelbaum et al. 1997). Deshalb ist
es von groflem Interesse, die unterschiedlichen Phanotypen mit Hilfe von
Genotypisierungen sicher zu identifizieren und die genetischen Ursachen fur die

unterschiedlichen Enzymaktivitdten zu ermitteln.

1.3 CYP2D6*41-Allel

Das CYP2D6*41-Allel ist bei Kaukasiern, die einen IM-Phanotyp aufweisen, das am
haufigsten vorkommende Allel. Die beiden anderen Allele, CYP2D6*9 und *10, welche
auch mit dem IM-Phanotyp assoziiert werden, treten in der kaukasischen Bevdlkerung
selten auf und kdnnen deshalb nur bei 10-20% der IM nachgewiesen werden. Wahrend
z.B. bei PM durch den Nachweis von Null-Allelen mit einer Sicherheit von 99% vom
Genotyp auf den Phanotyp geschlossen werden kann (Stuven et al. 1996; Griese et al.
1998; Sachse et al. 1998), war dies lange Zeit bei den IM-Phanotypen nicht mdglich.
Das lag einerseits daran, dass das am haufigsten vorkommende Allel *41 erst vor
kurzem entdeckt wurde, andererseits aber auch daran, dass kein eindeutiger
genetischer Marker fur CYP2D6*41 bekannt war.

Die erste diagnostisch wichtige Mutation fur *41 fand man, als der komplette
kodierende Abschnitt und die Promotorregion des Allels untersucht wurden.
CYP2D6*41 und *2 sind in der kodierenden Sequenz identisch und weisen zahlreiche
weitere gemeinsame genetische Variationen im Vergleich zum *1-Allel auf. Sie
unterscheiden sich aber im Promotorbereich durch einen Polymorphismus
(-1584C>G). Bei der betroffenen Region handelt es sich um eine potentielle
Bindungsstelle des Transskriptionsfaktors kB. Hier stimmt *41 mit der
Nukleotidsequenz des Wildtyps (CYP2D6*1) —1584C uberein, wahrend *2 die mutierte
Form —-1584G aufweist. Es ist interessant, dass *2 trotz dieses Unterschiedes zum
Wildtyp das Allel mit der h6heren enzymatischen Aktivitat ist. Ein praktisches Problem
bei der genetischen ldentifikation von *41 war, dass es nur indirekt diagnostiziert
werden konnte. Zunéchst musste das Vorliegen einer *2-Konfiguration in der

kodierenden Region nachgewiesen werden, z.B. durch den Nachweis eines T-Allels an
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der Position 2850. In einem zweiten Schritt musste dann das Fehlen der Mutation im
Promotor (-1584C>G) aufgezeigt werden. Auch stellte sich heraus, dass trotz dieser
Diagnostik bei einigen Individuen der ermittelte Genotyp nicht mit dem Phéanotyp

Uubereinstimmte.

2004 wurde die zweite diagnostisch wichtige Mutation des CYP2D6*41 Allels
gefunden. Es wurde die Sequenz vom Promotor, der kodierenden Region und der
Introns von CYP2D6 bei 308 Individuen untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass
sich *41 und *2 nicht nur in dem schon bekannten Polymorphismus der Promotorregion
unterscheiden, sondern auch durch eine weitere Mutation, die im Intron 6 (2988G>A)
lokalisiert ist (Raimundo et al. 2004). An dieser Stelle weist *2 die Wildtypsequenz
(2988G) und *41 einen Nukleotidaustausch (2988A) auf. Es konnte gezeigt werden,
dass der Nachweis dieses Nukleotidpolymorphismus (SNP) in einem hoheren Mald mit
dem IM-Phénotyp korreliert, als der bereits bekannte Promotorpolymorphismus. 31 der
308 untersuchten Individuen zeigten einen IM-Phanotyp. Dies entspricht einer
Haufigkeit von 10% und stimmt mit der Reprasentation von IM in der kaukasischen
Bevolkerung Uberein. Der am haufigsten bestimmte Genotyp unter IMs war *41/*0
(n=17; 55%). Weitere Genotypen waren *9/*41 (n=1), *10/*0 (n=3), *9/*0 (n=2), *10/*10
(n=1) und sechs Sonderfélle, bei denen die genotypische Zuordnung nicht mit dem IM-
Phanotyp dbereinstimmte (*1/*1 (n=3), *1/*2 (n=1), *1/*4 (n=1), *1/*41 (n=1)). Zum
Nachweis des *41-Allels wurden sowohl der Promotorpolymorphismus als auch der
neu entdeckte Intronpolymorphismus herangezogen, um Uber einen direkten Vergleich
die diagnostische Zuverlassigkeit zu prifen. Durch den alleinigen Nachweis des
Fehlens der Mutation in der Promotorregion konnten 56 der untersuchten 308
Individuen als heterozygote Tréager des *41-Allels identifiziert werden. Bei funf dieser
56 war der zweite fiur *41 charakteristische Polymorphismus, der SNP im Intron 6
(2988G>A), nicht vorhanden. Um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, welcher der
beiden Polymorphismen die Enzymaktivitat von CYP2D6 am sichersten vorhersagt,
wurde der ermittelte Phanotyp dieser finf Individuen herangezogen. Es zeigte sich,
dass zwei Individuen EM waren, obwohl bei alleiniger Bestimmung des
Promotorpolymorphismus ein Genotyp von *4/*41 ermittelt worden war. Dieser hatte,
aufgrund der Kombination von *41 mit einem Null-Allel, sicher zu einem IM-Phanotyp
fihren  missen. Ein  weiteres Individuum  zeigte bei  vorliegendem
Promotorpolymorphismus aber fehlendem Intronpolymorphismus sogar einen UM-
Phanotyp. Bei alleiniger Bestimmung des Promotorpolymorphismus war der Genotyp
*4[*41x2 vermutet worden, welcher zum phéanotypischen Bild eines IM héatte fihren

maussen.
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Dies zeigte, dass der Nachweis des SNPs im Intron 6 eine hdhere Sensitivitat und
Spezifitat fur die Identifikation eines *41-Allels und fir die Vorhersage eines IM-
Phanotyps bot als der bis zu diesem Zeitpunkt daflir eingesetzte Polymorphismus in
der Promotorregion. Dariiber hinaus kann der Promotorpolymorphismus auch mit dem

Null-Allel *4 gekoppelt vorkommen, was die Diagnostik erschwert.

Zusammenfassend lasst sich Folgendes festhalten. Wahrend CYP2D6*2 ein Allel mit
normaler enzymatischer Funktion ist, ist das *41-Allel mit einer stark eingeschrénkten
metabolischen Funktion von CYP2D6 assoziiert. Auf molekularbiologischer Ebene sind
CYP2D6*2 und CYP2D6*41 sowohl in ihrer kodierenden Region als auch in ihrer
Aminosauresequenz identisch. Sie unterscheiden sich nur durch zwei SNPs, von
denen einer in der Promotorregion (-1584C>G) und einer im Intron 6 (2988G>A)
lokalisiert ist. Raimundo et al. konnten 2004 zeigen, dass der Nachweis des
Intronpolymorphismus sensitiver und spezifischer flr das Vorliegen des *41-Allels und
den IM-Phéanotyps ist, als die bis zu diesem Zeitpunkt verwendete Mutation im Bereich
des Promotors. Welche genauen funktionellen Auswirkungen der SNP im Intron 6 hat,

ist bislang noch nicht geklart.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Studie Uberprifte, ob durch den Intronpolymorphismus im Intron 6
(2988G>A) des Gens von CYP2D6 das RNA-Splicing, welches als letzter Schritt im
Rahmen der Transkription auftritt, verandert wird. Es wurde untersucht, ob durch den
SNP andere, von den regularen Splicestelle abweichende, Splicedonor- oder

Spliceakzeptorstellen entstehen und diese in der Splicereaktion verwendet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 COS7-Zellen

Bei den verwendeten COS7-Zellen handelt es sich um einen Zelltyp, der aus
Nierengewebe der afrikanischen griinen Meerkatze stammt. Die Zellen wurden
abgeleitet aus einer Affenzelllinie (CV-1) durch Transformation mit einer Mutante des
SV-40-Virus. Die SV-40-Viren vermehren sich in den COS7-Zellen und unterstitzen
die Expression von Inserts in SV-40-getriebenen Vektoren. COS7-Zellen &hneln
Fibroblasten, wachsen im Monolayer und erreichen eine Verdopplung der Zellzahl
nach ca. 35-48 Stunden (bei 37 C und 5% CO,). Die Zellen zeigen einen hypo-
diploiden Karyotyp mit 25% polyploiden Zellen.

2.1.2 Top 10 F-Zellen
Bei den Top 10 F'-Zellen handelt es sich um einen E.coli-Stamm, der aufgrund seines
Genotyps (P80lacZAM15) die Darstellung von erfolgreich  transformierten

Bakterienkolonien mit Hilfe des blue-white-screenings erméglicht.

2.1.3 Vektoren

pCRII-Vektor

Der pCRII-Vektor hat eine Grof3e von 3971 Nukleotiden. In der multiple cloning site
(MCS) befinden sich 16 Restriktionsschnittstellen. Dazu gehdren z.B. Schnittstellen fur
EcoR [, Hind lll, EcoR V, Not I, Xho | und Xba I.

Der Vektor weist sieben funktionell wichtige Regionen auf. Bei zwei dieser Regionen

handelt es sich um Antibiotikaresistenzgene fir Ampicillin und Kanamycin.

Zwei weitere Sequenzen kodieren fir den lac-Promotor und das lacZa-Fragment Sie
ermoglichen eine Selektion der mit dem Vektor transformierten Zellen durch das blue-
white-screening. Innerhalb des lacZa-Fragments liegt die MCS des Vektors, in die das
zu vermehrende PCR-Produkt hineinkloniert wird. Das lacZa-Fragment kodiert fir das
N-terminale a-Fragment der B-Galactosidase. Es kann nur dann exprimiert werden,
wenn kein Insert in der MCS vorliegt. Nur wenn das a-Fragment gemeinsam mit dem
C-terminalen w-Fragment der p-Galactosidase exprimiert wird, besitzt es
B-Galactosidase-Aktivitat. Das w-Fragment wird von den, zusammen mit dem Vektor
verwendeten, ToplOF-Zellen gebildet. Die physiologische Funktion der
B-Galactosidase liegt in der Spaltung von Galaktose in Laktose und Glukose. Das

Enzym kann aber auch andere Substrate metabolisieren, wie z.B. den Farbstoff X-Gal
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(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-[beta]-D-galactopyranoside). Wenn das a-Fragment und
das w-Fragment gemeinsam exprimiert werden, ergibt sich ein funktionsfahiges
Enzym, welches X-Gal spaltet und die Bakterienkolonie dadurch blau farbt. Dies
bedeutet, dass in der MCS kein Insert vorliegen kann, da sonst das a-Fragment der 3-
Galactosidase nicht gebildet werden kénnte. Um ein blue-white-screening durchfiihren
zu kdnnen, bendtigt man neben dem lac-Promotor (zur Transkriptionsinitiation), dem
lacZa-Fragment und X-Gal auch IPTG (Isopropyl-[Beta]-D-Thiogalactopyranosid). IPTG

induziert sowohl die lacZa-Genexpression als auch die Aktivitat der B-Galactosidase.

Das pUC origin ist verantwortlich fir die Replikation, Aufrechterhaltung und hohe Zahl
der Plasmidkopien in E.coli. Das f1 origin erlaubt die Mutagenese des sense-Stranges

und die Sequenzierung eines Einzelstranges.

Die Primerbindungsstellen M13 Forward und M13 Reverse konnen fur die Sequenzie-

rung des Inserts genutzt werden.

pTracer-CMV2-Vektor

Der pTracer-CMV2-Vektor ist ein Expressionsvektor, der fir die visuelle Erkennung
transfizierter Saugetierzellen genutzt werden kann. Er hat eine Grolie von 6210
Nukleotiden. Zu den zehn Restriktionsschnittstellen, die in der MCS liegen, gehéren
unter anderem EcoR I, Kpn I, EcoR V, Not | und Xba I. Der Vektor besitzt zehn
funktionell wichtige Regionen, von denen acht in 5’-3’-Richtung auf dem sense-Strang

und zwei auf dem anti-sense-Strang (in 3'-5’-Richtung) liegen.

Die folgenden Regionen sind in der Reihenfolge ihres Auftretens in 5’-3'-Richtung auf

dem sense-Strang beschrieben.

Zwischen den Basen 209 bis 863 liegt der Human cytomegalovirus (CMV) immediate-
early promotor/enhancer (PCMV). Dieser erlaubt eine hohe Expression des Plasmids.
Noch innerhalb des PCMV befindet sich eine Primerbindungsstelle, CMV Forward, die
fur eine Sequenzierung des Inserts genutzt werden kann. An die CMV Forward-
Bindungsstelle schlief3t sich die MCS des Vektors an. Auf die MCS folgt die zweite
Primerbindungsstelle, BGH Reverse, die fur die Sequenzierung des Inserts bendtigt
wird. Schon innerhalb der BGH Reverse-Sequenz beginnt ein Polyadenylierungssignal,
welches vom bovine growth hormone (BGHPA) vermittelt wird. Dies sorgt fir eine

effiziente Transkriptionstermination und Polyadenylierung der mRNA.

Auf das BGHPA folgen drei weitere wichtige Regionen des Vektors. Bei zwei dieser
Strukturen handelt es sich um Promotoren. Einer der Promotoren, Human EF-la

Promotor, sorgt fUr eine starke Expression des Cycle 3-GFP-Zeocin-Resistenzgens in
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Saugetierzellen. Da der pTracer-CMV2 nicht nur in Saugetierzellen, sondern auch in
E.coli verwendet werden kann, wird noch ein zweiter Promotor bengétigt, der in E.coli
flr eine hohe Expressionsrate dieses Gens sorgt. Der hierflir verantwortliche Promotor
ist der EM-7 Promotor. Als dritte Struktur findet sich in diesem Abschnitt des Vektors
das Cycle 3-GFP-Zeocin-Resistenzgen. Mit Hilfe des Zeocinresistenzgens ist eine
Selektion von stabil-transfizierten S&augetierzellen mdoglich. Durch den GFP-Anteil
dieser Gensequenz kann der pTracer-CMV2-Vektor fir die visuelle Detektion von
transformierten E.coli bzw. transfizierten Saugetierzellen verwendet werden. Bei dem
GFP (green flourescence protein) handelt es sich um ein kleines Protein, welches aus
der Qualle Aequorea victoria stammt. Durch die Bestrahlung mit ultraviolettem oder
blauem Licht unter dem Fluoreszenzmikroskop kommt es zur Ubertragung von Energie
auf das GFP. Dadurch wird das Protein aktiviert und strahlt griines Licht aus. Durch
dieses Farbsignal sind die Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben, leicht zu

erkennen.

Auf das Cycle 3-GFP-Zeocin-Resistenzgen folgt ein weiteres Polyadenylierungssignal,
welches dem SV40-Virus (SV40PA) entstammt.

Auf dem gegenlaufigen Strang des Vektors sind zwei Regionen lokalisiert. Das pUC
origin sorgt fir eine hohe Replikationsrate des Plasmids in E.coli. Zusatzlich zum pUC
origin befindet sich auf dem anti-sense-Strang des Vektors ein weiteres
Antibiotikaresistenzgen. Dieses kodiert fur eine Ampicillinresistenz und kann fur die

Selektion des Vektors in E.coli genutzt werden.

pSPL3-Vektor
Der 6031 bp grol3e Exontrapping-Vektor pSPL3 wurde urspringlich entwickelt, um in

genomischen Sequenzen Exons identifizieren zu konnen. Er enthdlt einen
Replikationsursprung und eine Ampicillinresistenz fur die Selektion des Vektors in
E.coli. Ein weiteres wichtiges Element des Vektors ist das SV-40-Segment, welches
aus einem SV-40-Orign und einem Promotor besteht und fir eine effektive Replikation,
Transkription und hohe Kopienanzahl des Vektors in eukaryotischen COS7-Zellen

sorgt.

Die Besonderheit des Vektors liegt in dem HIV-tat-Genfragment Dieses besteht aus
einem Intron und zwei flankierenden Globin-Exonsequenzen, welche am 3'- bzw. 5'-
Ende ein Splicedonorsignal bzw. -akzeptorsignal besitzen. Die Splicestellen sind mit
denen anderer, nicht verwandter Gene kompatibel. Das Splicing weist an diesen
Stellen eine, im Vergleich zu anderen Splicesignalen, langsame Kinetik auf. Dies soll
die Verbindung mit den Splicestellen des klonierten Exons verbessern. Innerhalb der

HIV-tat-Intronsequenz befindet sich die MCS des Vektors, in die das klonierte Exon
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mittels Restriktionsendonukleasen eingebracht wird. In der MCS finden sich acht
Restriktionsschnittstellen, unter anderem fur EcoR |, Xho I, Not |, Pst I, EcoR V und
BstX |. Die BstX |-Schnittstelle kann daflir genutzt werden, das Vektor-Vektor-Splicing

und das Entstehen kryptischer Spliceprodukte zu reduzieren.

AuBBer den Splicesignalen befinden sich in jedem einzelnen Exon des HIV-tat-
Genfragments jeweils zwei Primerbindungsstellen, die fir zwei unterschiedliche PCR-
Reaktionen verwendet werden kdnnen. In einem der Exons liegen die Bindungsstellen
SD6 und dUSD2 und in dem anderen Exon befinden sich die Primerbindungsstellen
SA2 und dUSA4. Die Primerbindungsstellen sind in einem definierten Abstand zu den
Splicestellen gelegen, was fur die GrofRenbestimmung des Spliceproduktes des

untersuchten Exons von entscheidender Bedeutung ist.
2.1.4 DNA und RNA

RNA-Proben

Die verwendete RNA wurden mit Hilfe des RNeasy Mini Kits aus tumorfreiem

Randgewebe von Leberbiopsaten isoliert.

DNA-Proben

Bei der verwendeten genomischen DNA handelt es sich um bereits vorliegende,
genotypisierte Proben, bei denen auch der dazugehérige Phéanotyp ermittelt worden
war. Sowohl Genotypisierung als auch Phanotypisierung erfolgte im Rahmen einer
Studie, die den Effekt des CYP2D6-Genotyps auf den Metoprololmetabolismus
wahrend einer Langzeitbehandlung mit Metoprolol untersuchte (Rau et al. 2002). Aus
diesem Probenkollektiv wurden die drei folgenden DNA-Proben verwendet. Die Proben
8L (*1/*1) und 20L (*2/*2), welche erwartungsgemald phanotypisch das Bild des
extensive metabolizers zeigten. Des weitern wurde die Probe 91L (*41/*41) mit dem

phanotypischen Bild eines intermediate metabolizers verwendet.

2.2 Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Transformation chemisch kompetenter Zellen

Das Prinzip der Transformation chemisch kompetenter Zellen wird im folgenden
beschrieben. Die kompetenten Zellen werden zunéchst auf Eis gelagert, so dass sich
die rekombinanten Plasmidkonstrukte an die Zellwand anlagern kénnen. Durch den

nachfolgenden Hitzeschock, der bei 42 T fur 30 s ausgefuhrt wird, werden die
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Plasmide in die Zellen aufgenommen. Die Transformation der chemisch kompetenten

Topl0F'-Zellen erfolgte mit Hilfe des TA-Cloning Kits nach Angaben des Herstellers.

Versuchsbedingungen: Der Ligationsansatz wurde kurz zentrifugiert und auf Eis
gestellt. Die bei -80 C° gelagerten Top 10 F'-Zelle n wurden auf Eis aufgetaut. Dann
wurden 25 pl Bakteriensuspension in einem sterilen Eppendorfgefal mit 2 pl
Ligationsansatz versetzt und vorsichtig mit einer sterilen Pipettenspitze durchgerthrt.
Die Suspension wurde fur 30 min auf Eis inkubiert und nachfolgend fir 30 s bei 42 C
im Heizblock einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach dem Hitzeschock wurde das
Eppendorfgefald wieder auf Eis gestellt. Es wurden 300 pl vorgewarmtes SOC.-Medium
in das Eppendorfgefald gegeben und durch auf- und abpipettieren mit dem
Transformationsansatz vermischt. Danach wurde das Eppendorfgefal? im Heizblock bei
37 T fur 1 Stunde bei 300 rpm inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurden die Agarplatten vorbereitet. Die Kanamycinplatten
wurden im Kuihlschrank bei 4 T gelagert. Etwa eine Stunde bevor die Platten
verwendet wurden, wurden sie aus dem Kuhlschrank genommen und bei 37 T in den
Brutschrank gestellt. Nach etwa einer Stunde wurden auf jeder Platte 60 ul X-Gal und
60 pl IPTG mit einem Drigalski-Spatel so lange verteilt, bis die FlUssigkeiten in den
Nahrboden eingezogen waren. Danach wurden die Platten im Brutschrank aufbewahrt
bis die Transformation der Bakterien erfolgt war und diese mit einem Drigalski-Spatel
auf den Platten verteilt werden konnten. Auf einer Halfte der Platte wurden 50 pl
Bakteriensuspension und auf der anderen Halfte 250 ul Suspension ausgestrichen. Vor
und nach der Benutzung des Drigalski-Spatels wurde dieser in 70% Ethanol gespult
und nachfolgend durch Abflammen sterilisiert. Die beimpften Kanamycinplatten wurden
Uber Nacht bei 37 T im Brutschrank inkubiert.

Elektroporation

Die Elektroporation ist ein Verfahren durch das eine Transformation elektrisch
kompetenter Zellen erreicht werden kann. Bei der Elektroporation werden
Zellmembranen durch das Anlegen einer elektrischen Spannung reversibel

permeabilisiert, so dass die DNA in die Zelle eindringen kann.

Versuchsbedingungen: Das Plasmid wurde 1:1000 mit Aai verdinnt Die
elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis gestellt und in einem sterilen
Eppendorfgefal? wurden 1 ul des verdiinnten Plasmids und 30 ul Bakteriensuspension
durch vorsichtiges zweimaliges auf-und abpipettieren gemischt. Die Suspension wurde
zwischen die beiden Elektroden einer sterilen Elektroporationskiivette pipettiert und
diese in den Schlitten des Elektroporationsgerétes gestellt. Der Schlitten wurde in das

Gerat eingesetzt und das Elektroporationsgerat auf 200 Ohm und 2,5 kV eingestellt.
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Der Kondensator wurde Uber die Losung in der Elektroporationskivette entladen.
Wenn ein Lichtblitz zu sehen war, wurde in einem neuen Ansatz die Leitfahigkeit der
Suspension durch Verdiinnung der Suspension mit 200 pl Aai weiter verringert und der
Vorgang wiederholt. Nach Elektroporation wurden zu der Bakteriensuspension in der
Kivette 300 pl SOC.- Medium gegeben und dieses durch auf- und abpipettieren mit
der Suspension gemischt. Die Suspension wurde aus der Kuvette in ein steriles
Eppendorfgefald Gberfihrt und in einem Schuttelmischer fur 45 min bei 300 rpm und
37 T inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 pl bzw. 200 pl der
Suspension auf Ampicillin- oder Kanamycinplatten ausplattiert. Die Auswahl der

Antibiotikaplatten richtete sich nach dem verwendeten Plasmid.

Bakterienkolonien picken und Ubernachtkulturen anlegen

Um eine mdglichst groRe Menge an rekombinanten Plasmiden zu erhalten, wurden
nach durchgefuhrter  Transformation und Inkubationszeit monoklonale
Bakterienkulturen von den beimpften Agarplatten gepickt und in einer Ubernachtkultur

angelegt.

Versuchsbedingungen: Nach einer Inkubationszeit von etwa 12 Stunden wurden die
beimpften Agarplatten aus dem Brutschrank genommen. Um ausschlie3lich
monoklonale Kolonien zu picken, wurden nur diejenigen verwendet, die klar begrenzt
waren, eine runde Form aufwiesen und keine anderen Kolonien auf der Platte
beruhrten. Falls durch das verwendete Plasmid ein blue-white-screening moglich war,
wurden nur die weien Kolonien gepickt. Mit einer autoklavierten Pipettenspitze
wurden die Kolonien vorsichtig von der Platte abgetragen. Fir jede neue Kolonie

wurde eine neue Pipettenspitze verwendet.

Zur Vermehrung der Bakterien wurden Ubernachtkulturen angelegt. Hierfir wurde
jeweils eine gepickte Kolonie in 10 ml LB-Medium gegeben. Dieses wurde, je nach
verwendetem Plasmid, mit 100 pl Ampicillin oder 10 pl Kanamycin versetzt. Die so
angelegte Ubernachtkultur wurde fiir mindestens 12 Stunden bei 37 T und 100 rpm im

Schittelmischer inkubiert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Agarosegele

Um DNA-Fragmente ihrer GrolRe nach durch Elektrophorese auftrennen zu kdnnen,
wurden Agarosegele hergestellt. Es wurden 0,6%ige, 1%ige und 1,5%ige Gele
hergestellt. Fir ein 1%iges Agarosegel wurde 1 g Agarose in 100 ml 1x TBE durch
Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Es wurden 5 pl Ethidiumbromidlésung je 100 ml

hinzugegeben, gemischt und die Losung in einen Gelschlitten gegossen. Nachfolgend
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wurde ein Kamm in die Losung gehangt, der wahrend des Aushartens des Gels die
Taschen im Gel bildete. Nach dem Ausharten des Gels wurde der Kamm gezogen, der
Gelschlitten in die Elektrophoresekammer gesetzt und die Taschen mit den DNA-
Proben bestiickt. Neben der normalen Agarose wurde bei kleineren DNA-Fragmenten
(<300 bp) Small-DNA-Agarose verwendet.

Gelelektrophorese

Molekile mit einer Nettoladung, wie z.B. DNA, wandern im elektrischen Feld. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist abhangig von der elektrischen Feldstarke, der
Nettoladung des Molekiils und dem Reibungskoeffizienten. Als Tragermedium werden
in der Elektrophorese z.B. Agarosegele verwendet. Kleinere Molekille wandern im
elektrischen Feld schneller durch das Gel als grof3e Molekiile, weshalb mit Hilfe der

Elektrophorese eine Auftrennung der DNA-Fragmente ihrer Gré3e nach maoglich ist.

Versuchsbedingungen: Es wurde eine Elektrophoresekammer mit 1x TBE-Puffer
geflllt, ein Agarosegel in die Kammer eingelegt und die Taschen des Gels mit der
aufzutrennenden DNA-LAsung beflllt. Die DNA-L6sung wurde vorher in Abhangigkeit
vom Ldsungsvolumen mit der jeweils bendtigten Menge 6x loading dye (LD) versetzt.
Wenn nur ein geringes Volumen DNA-L6sung eingesetzt wurde (z.B. nach
Durchfuihrung einer PCR), wurde dies mit Aai versetzt um ein gré3eres Endvolumen zu
erzielen. Bei einer PCR sah der verwendete Ansatz im wesentlichen folgendermaf3en
aus. Es wurden 5 pl PCR-Produkt, 5 pl Aai und 2 pl LD durch vortexen gemischt und
danach in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Als GroRenstandard wurden je nach
Bedarf eine 100 bp-Leiter oder eine 1 kb-Leiter verwendet. Nachdem alle Proben in
das Gel geladen worden waren, wurde eine Spannungsquelle angeschlossen und die

Proben fur ca. 1 Stunde bei 80-200 V (je nach GroRe der Kammer) aufgetrennt.

Methoden die auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhen

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR handelt es sich um eine Methode mit deren Hilfe DNA-Fragmente
exponentiell vervielfaltigt werden koénnen. Der erstellte Reaktionsansatz durchlauft
wahrend des Cyclings mehrfach das gleiche Syntheseprogramm, welches den
Denaturierungs-, Annealing und Elongationsschritt umfasst. Bei der Denaturierung
kommt es zur Auftrennung des DNA-Doppelstrangs. Beim anschlieRenden Annealing
lagern sich die Primer an die Einzelstrdnge an. In der nachfolgenden Elongation
synthetisiert die DNA-Polymerase anhand des Templatestranges den komplementaren
DNA-Strang.
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Versuchsbedingungen: Der verwendete PCR-Ansatz sah im Wesentlichen
folgendermafen aus. Das Gesamtvolumen eines einfachen Reaktionsansatzes betrug
25 ul. Es wurden 16,5 ul Aai, 2,5 ul 10x Puffer, 2,5 ul dNTPs (2,5 mM), 1 ul forward
primer (10 pM), 1 pl reverse primer (10 pM), 1 pl DNA und 0,5 pl Polymerase
eingesetzt. Alle Reagenzien, die eingefroren waren wurden nach dem Auftauen

gevortext, ebenso wie der fertig gestellte Reaktionsansatz. Danach erfolgte das

Cycling.
Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
94 C 2min |1
94 C 20s
56 C 20s 35
72 <C 40 s
72<C 4 min
4<C o0 !

Tabelle 3: Temperaturbedingungen des Cycling-Programms

In Abhangigkeit von DNA-Konzentration und verwendeter Polymerase wurde der
dargestellte Reaktionsansatz gegebenenfalls modifiziert. Gleiches galt fir das PCR-

Programm, welches an die Fragmentgré3e der verwendeten DNA angepasst wurde.

Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR ist es mdglich aus einer RNA-Sequenz cDNA bzw. DNA zu
synthetisieren. Bei der cDNA (complementary DNA) handelt es sich um ein
einzelstrangiges Molekil deren Basensequenz komplementar zu der zugrunde
liegenden MRNA ist. Eine Amplifikation der RNA ist nur mit einer RNA-abhangigen
Polymerase moglich. Die verwendeten DNA-Polymerasen sind rekombinant erstellte,
urspringlich aus Retroviren stammende reverse Transkriptasen. Diese erzeugen
wahrend der RT-PCR ein RNA-DNA-Hybrid und ermdéglicht so die Synthese einer
komplementaren cDNA bzw. DNA.

Versuchsbedingungen: Fir die RT-PCR wurden zwei verschiedene Verfahren
verwendet. Das erste Verfahren, das mit Hilfe des SuperScript. Il First-Strand
Synthesis System durchgefiihrt wurde, umfasste zwei Syntheseschritte. Im ersten
Schritt wurde cDNA hergestellt, die dann mit spezifischen Primern in DNA
umgeschrieben wurde. Dieses Verfahren umfasste drei Reaktionsschritte. Im ersten
Ansatz wurden 3 pl RNA, 1 pl Oligo dT, 1 pl dNTPs und 5 pl RNAse-freies Wasser
gemischt und fur 5 min bei 65 T inkubiert, um eine Denaturierung der RNA-Strénge zu

erzielen. Es folgte eine Inkubation auf Eis fur mindestens 1 min, um den Vorgang der
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Denaturierung zu unterbrechen. Dieser Ansatz wurde vorsichtig mit einem zweiten
Ansatz, der aus 2 ul 10x RT-Puffer, 4 ul 25mm MgCI2, 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul RNAse out
und 1 pl Superscript bestand, gemischt. Danach erfolgte die Synthese fur 50 Minuten
bei 50 T. Durch funfminitige Inkubation bei 85 T wurde die RT inaktiviert.

Temperatur | Zeit
50 C 50 min
85T 5 min

Tabelle 4: Temperaturbedingungen des Cyclings

Die so entstandene cDNA wurde dann in einem reguldren PCR-Ansatz mit
spezifischen Primern in das gewlnschte doppelstrangige DNA-Fragment

umgeschrieben.

Beim zweiten verwendeten Verfahren wurde aus der RNA direkt DNA synthetisiert.
Hierfir wurde das QIAGEN OneStep RT-PCR Kit hach Herstellerangaben eingesetzt.

Reagenzien (Konzentrationen) | Menge
RNAse freies Wasser 10,5 pl
5x QIAGEN OneStep Buffer 5ul
dNTP Mix (2,5 mM) 1l
Forward primer (10 uM) 3ul
Reverse primer (10 pM) 3ul
QIAGEN Enzym Mix 1pl
RNAse Inhibitor 0,5 ul
RNA 1l
Endvolumen 25 ul

Tabelle 5: Reaktionsansatz der OneStep RT-PCR

Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
50 C 32min |1

95 C 15 min |1

94 C 20 s

56 C 20s 35

72 C 1 min

72 C 5 min 1

4T o0

Tabelle 6: Temperaturbedingungen der OneStep RT-PCR

Die beiden beschriebenen Ansatze wurden im Wechsel verwendet. Die OneStep RT-
PCR erfolgte mit genspezifischen Primern, so dass dieses Verfahren auch aus

geringeren RNA-Mengen die spezifischen Produkte generieren kann.
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Zielgerichtete Mutagenese (Site directed mutagenesis) von DNA

Bei der gezielten Mutagenese werden einzelne Nukleotide an einer definierten Stelle
einer bereits existierenden DNA ausgetauscht, um die erwiinschten Eigenschaften zu

erzeugen.

Versuchsbedingungen: Es wurde das Quick Change Site directed mutagenesis Kit von
Stratagene den Herstellerangaben folgend verwendet. Es wurden zwei
entgegengesetzt gerichtete reverse-komplementare Primer verwendet, die beide die
gewunschte Mutation in der Mitte ihrer Sequenz enthalten. Mit Hilfe einer proofreading-
Polymerase, der die 5-3'-Exonukleaseaktivitat fehlt, wurde das komplette Plasmid,
welches das Insert enthielt, im Rahmen einer PCR amplifiziert. AnschlieRend wurde
das PCR-Produkt mit Dpn |, ein Restriktionsenzym welches spezifisch methylierte und
hemimethylierte DNA schneidet, verdaut. Durch den Dpn I|-Verdau werden
ausschlie3lich die aus den Bakterien stammenden Template-Strange verdaut. Die
durch die Polymerase in vitro neu synthetisierte DNA weist keinerlei Methylierung auf

und wird deshalb auch nicht abgebaut. Es wurde folgender Ansatz verwendet:

Reagenzien (Konzentrationen) | Menge
10x Puffer 5ul
DNA 1yl
Primer 1(~125 ng) 10 pl
Primer 2 (~125 ng) 10 pl
DNTPs (2,5 mM) 1ul
Quick-Solution 3ul
Aqua iniectabila 20 pl
Endvolumen 50 pl

Tabelle 7: Reaktionsansatz der Mutagenese-PCR

Danach folgte das Cycling unter folgenden Bedingungen.

Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
95 C 1 min 1

95 50 s

60 C 50 s 18

68 C 1 min/ kb des Plasmids

68 C 7 min 1

Tabelle 8: Temperaturbedingungen des Cyclings bei zielgerichteter Mutagenese

Nach beendeter PCR folgte der Dpn I-Verdau mit 1 pl Dpn | pro PCR-Ansatz bei 37 C
und einstindiger Inkubationszeit. AnschlieRend wurde eine Transformation der XL10-

Gold Ultracompetent Cells mit dem erzeugten PCR-Produkt durchgefiihrt.
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Sequenzierung

Mit Hilfe dieser Methode des enzymatischen Kettenabbruchs ist es mdglich die genaue
Basenabfolge kurzer DNA-Fragmente zu bestimmen. Zusatzlich zu den
Desoxyribonukleotiden  (dNTPs)  werden, mit  jeweils einem  anderen
Fluoreszenzfarbstoff markierte, Didesoxyribonukleotide (ddATP, ddCTP, ddTTP und
ddGTP) eingesetzt. Wenn ein solches Didesoxyribonukleotid beim Cycle sequencing in
die DNA eingebaut wird, kommt es zu einem basenspezifischen Kettenabbruch. Die
dabei entstehenden Produkte werden mit Hilfe der Gelelektrophorese nach ihrer Gré3e
aufgetrennt, die Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Laser angeregt und nachfolgend

detektiert. So lasst sich die genaue Basensequenz eines DNA-Abschnitts bestimmen.

Versuchsbedingungen: Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurde immer der gleiche
Reaktionsansatz verwendet. Fir einen einfachen Ansatz wurden 8 pl Aai, 5,5 pl 2,5x
Puffer und 2,5 ul Sequenziermix (enthalt die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten
Didesoxynukleotide) gevortext. Danach wurden 1,5 pl Forward primer (10 puM) und
2,5 ul der zu sequenzierenden DNA in den Ansatz gegeben und dieser gevortext. Die
Sequenzierung erfolgte in beiden Orientierungen durch Verwendung unterschiedlicher
Primer. Dies diente dazu, die Leseweite zu erhdéhen. Danach folgte das Cycle

sequencing.

Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen

94 C 10 s
50 C 10s 30
60 € 4 min

Tabelle 2: Temperaturbedingungen des Cycle sequencing

Nach Abschluss des Cycle sequencing wurde die DNA ausgefallt. Es wurden 80 ul
0,3 M Natriumacetat (NaAc) und 300 pl Ethanol p.a. hinzugefligt, der Ansatz gevortext
und fir mindestens 30 min bei —20 T inkubiert. Nac h Ablauf der Inkubationszeit wurde
der Ansatz 10 min bei 4 € und 13.200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgesaugt und das Pellet bei 37 € im Schuttelmisch er getrocknet.

Die gelelektrophoretische Auftrennung, Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe und die
computergestitzte Ubersetzung der Signale in die Basensequenz wurden im Institut fiir

experimentelle Pathologie durchgefihrt.
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Methoden zur Isolation und Reinigung der DNA

DNA-—Extraktion aus Agarosegelen

Das Prinzip der DNA-Extraktion aus Agarosegelen beruht auf dem Einsatz

verschiedener Puffer mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen.

Durch Zugabe des Bindungspuffers, der eine hohe Salzkonzentration und GIT enthielt,
wird die Agarose aufgelost und die DNA an die Silica-Membran der Tragersaule
gebunden. Da die Bindung der DNA an die Silica-Membran pH-Wert abhangig ist
(optimale Bindung bei pH <7.5), enthalt der Bindungspuffer einen pH-Wert-Indikator,
der Uber eine gelbe Farbgebung anzeigt, wenn optimale Bindungsbedingungen
bestehen. Durch die nun folgenden Waschschritte, wird die DNA von Kontaminationen
wie z.B. Agarose, Salzen und Primern gereinigt. Die Elution der an die Silica-Membran
gebundenen DNA erfolgt pH-Wert-abhangig mit Hilfe eines leicht alkalischen Puffers
(pH 8.5).

Die DNA-Extraktion aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAquick Extraction Kits

nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Versuchsbedingungen: Die DNA-Probe wurde ausgewogen, indem zunachst das
Gewicht eines leeren Eppendorfgefalles bestimmt wurde und dieses dann von dem mit
der Probe befiliten Eppendorfgefal3e subtrahiert wurde. Zu einem Volumen Gel
wurden drei Volumen QG-Puffer gegeben. Dies bedeutet, dass bei einem ermittelten
Gelgewicht von 200 mg nachfolgend 600 pl QG-Puffer hinzugefiigt wurden. Danach
wurde die Probe fur 10 min bei 50 T und 550 rpm im Heizblock inkubiert. Nachdem
sich das Gel durch die Inkubation vollstdndig geldst hatte, wurde die Probe gevortext.
Um die pH-Wert-Verhéltnsse und damit die Bindungsbedingungen der DNA an die
Silica-Membran zu dberprifen, wurde darauf geachtet, dass die entstandene
Suspension eine gelbe Farbe hatte. Dann wurde zum Ansatz ein Gelvolumen
Isopropanol hinzugefiigt. Die Lésung wurde gevortext, 750 ul auf die QIAquick spin
Saule pipettiert und bei 14.0000 rpm und Raumtemperatur fir 1 min zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Zentrifugats wurde mit dem Rest der Losung analog verfahren. Es
wurden dann 400 pl QG-Puffer auf die Saule gegeben und diese bei 14.000 rpm und
Raumtemperatur fir 1 min zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen und 750 pl
PE-Puffer auf die Saule gegeben. Nach dreimindtiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Séaule bei 14.000 rpm und Raumtemperatur fir 1 min zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Zentrifugats wurde eine erneute Zentrifugation fur 30 s bei 14.000 rpm
und Raumtemperatur durchgefuihrt. Die Saule wurde in ein steriles 1,5 ml

Eppendorfgefa? tberfihrt und 50 ul EB-Puffer direkt auf die Membran der Saule
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pipettiert. Nach einer Inkubation von 1 min bei Raumtemperatur wurde die DNA durch

eine einmindtige Zentrifugation bei 12.000 rpm und Raumtemperatur eluiert.

Aufreinigung mit E.Z.N.A Cycle Pure Kit

Die Aufreinigung der PCR-Proben wurde mit Hilfe des E.Z.N.A Cycle Pure Kits nach
Angaben der Herstellerfirma Peglab durchgefiihrt. Das Funktionsprinzip entspricht dem

bereits bei der Beschreibung des QlAquick Extraction Kits geschilderten Prinzip.

Versuchsbedingungen: Die DNA-Probe wurde mit 4-5 Volumen CP-Puffer versetzt und
durch auf- und abpipettieren gemischt. Die Lésung wurde auf die Sdule des E.Z.N.A
Cycle Pure Kit pipettiert und diese 1 min bei 10.000 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Zentrifugats wurden 750 pl Waschpuffer auf die
Sdule gegeben und diese erneut 1 min bei 10.000 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Waschschritt wiederholt. Zum
Trocknen der Saulen wurden diese 1 min bei 10.000 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Es wurde Uberprift, ob die AuRenwand der Saulen trocken war, bevor
diese in neue sterile 1,5 ml Eppendorfgefale tberfihrt wurden. Zur Elution wurden
50 ul Wasser direkt auf den weil3en Filter der Saulen pipettiert und diese 1 min bei

10.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.

Plasmid-DNA-Praparation

Das Prinzip der Plasmidpraparation lasst sich folgendermaf3en beschreiben. Das durch
Zentrifugation erhaltene Bakterienpellet wird in einem Puffer resuspendiert und durch
Hinzufligen eines alkalischen Puffers wird eine Zelllyse ausgelost. Das Lysat wird
durch einen stark salzhaltigen Puffer neutralisiert, um optimale Bedingungen fir eine
Bindung der DNA an die Silica-Membran einer Trégerséule zu schaffen. In den
folgenden Waschschritten wird die DNA von Kontaminationen durch Salze und
makromolare Zellkomponenten befreit und dann mit Hilfe eines leicht alkalischen
Puffers (pH 8.5) eluiert.

Die Praparation der Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Kits der

Firma Macherey-Nagel nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Versuchsbedingungen: Die Zellsuspension, die aus einer Ubernachtkultur mit 10 ml
Medium gewonnen wurde, wurde in 50 ml Falconréhrchen 10 min bei 4.000 rpm und
4 T zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Bakterienpellet in 250 pl
Puffer Al resuspendiert, so dass keine Zellklumpen mehr vorlagen. Die Suspension
wurde aus den 50 ml Falconréhrchen in sterile 1,5 ml Eppendorfgefal3e Uberfihrt. Um
die Bakterien zu lysieren wurden 250 ul Puffer A2 hinzugefigt und durch 5-6 maliges

Umwenden der Eppendorfgefalie mit der Probe gemischt. Es folgte eine Inkubation
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von max. 5 min bei Raumtemperatur. Um das Lysat zu neutralisieren wurden 300 pl
Puffer A3 in die Eppendorfgefalie pipettiert. Die GefaRe wurden zum Mischen 6-8 Mal
vorsichtig umgewendet. Der Reaktionsansatz wurde dann 10 min bei 13.200 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert, um die aufgebrochenen Zelltrimmer von der im Puffer
gelosten DNA zu trennen. Der entstandene Uberstand wurde mit einer Pipette
vorsichtig vom weil3lich-gelben Pellet abgenommen, auf eine Séule des NucleoSpin
Kits dberfihrt und 1 min bei 13.200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und es wurden 500 pl vorgewarmter Puffer AW auf die
Sdule des NucleoSpin Kits gegeben. Diese wurde 1 min bei 13.200 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Verwerfen des Zentrifugats wurden 600 pl Puffer
A4 auf die Saule pipettiert. Dann folgte eine weitere einmindtige Zentrifugation bei
13.200 rpm. Nach erneutem Verwerfen des Zentrifugats wurde die S&ule zum
Trocknen 2 min bei 13.200 rpm zentrifugiert. Die Saule wurde in ein neues, steriles 1,5
ml Eppendorfgefald tberfuhrt und es wurden 50 ul Puffer AE direkt auf die weil3e
Membran der Saule pipettiert. Nach einminitiger Inkubation bei Raumtemperatur

wurde die DNA durch einminitige Zentrifugation bei 13.200 rpm eluiert.

Maxi-Plasmidpraparation

Die Plasmid-Praparation wurde mit dem Qiagen HiSpeed Plasmid Purification Kit nach
Anweisung des Herstellers durchgefuhrt. Das Prinzip der Maxi-Plasmidpréaparation
entspricht dem der schon geschilderten Mini-Plasmidpraparation, mit dem Unterschied,

dass mehr Plasmid-DNA gewonnen wird.

Versuchsbedingungen: Es wurde eine Ubernachtkultur in 200 ml LB-Medium angelegt.
Nach einer Inkubation von 15 Stunden bei 37 € und 100 rpm wurde die
Bakteriensuspension aus den sterilen Erlenmeyer Kolben in 50 ml blue caps tberfuhrt.
Diese wurden 15 min bei 5.000 rpm und 4 T zentrifu giert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Bakterienpellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Es wurden 10 ml
Puffer P2 zu der Bakteriensuspension hinzufiigt und durch 4-6 maliges Umwenden der
blue caps vorsichtig gemischt. Durch die Zelllyse wurde die Losung klar und viskds. Es
folgte eine Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur. Wahrend der Inkubation wurde
der QIAfilter Maxi Cartridge vorbereitet, indem die Verschlusskappe auf die kleine
Offnung des QIAfilter Maxi Cartridge gedreht und dieser dann in ein Becherglas gestellt
wurde. Es wurden 10 ml des vorgekihlten Puffer P3 auf das Lysat gegeben und durch
4-6 maliges Umwenden der Bluecaps gemischt. Dabei triibte sich das Lysat durch
Ausfallung von Kalium-SDS-Salz und Proteinen. Das Lysat wurde in die QIAfilter Maxi
Cartridges gegossen und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der
Inkubation wurde die Matrix eines HiSpeed Maxi Tip mit 10 ml Puffer QBT equilibriert.
Dazu wurde die Saule Uber ein AuffanggefaR gehéngt und 10 ml Puffer QBT darauf
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gegeben. Nach Ablauf der 10 minutigen Inkubationszeit wurde die Verschlusskappe
des QIAfilter Maxi Cartridge abgeschraubt, der Kolben in den QIAfilter Maxi Cartridge
eingefiihrt und das Zelllysat durch den Filter hindurch in die equilibrierten HiSpeed
Maxi Tips Uberfihrt. Das Lysat durchlief aufgrund der Schwerkraft die Matrix der
HiSpeed Maxi Tips. Der Durchfluss wurde in einem Abfallgefald aufgefangen. Es
wurden 60 ml Puffer QC (Waschpuffer) auf die HiSpeed Maxi Tip pipettiert. Zur
Eluation der DNA wurden 15 ml Puffer QF auf die Séulen pipettiert. Der Durchfluf3
wurde in einem sterilen 50 ml Falcon aufgefangen. Zu dem Eluat wurden 10,5 ml
Isopropanol hinzugefugt und mit diesem vermischt. Wahrend der Inkubation wurde der
Kolben aus einer 30 ml Spritze des Kits gezogen und ein QlAprecipitator Maxi Module
auf die kleine Offnung der Spritze geschraubt. Es wurde darauf geachtet, dass immer
zuerst das QIlAprecipitator Maxi Module von der Spritze abgedreht wurde, bevor der
Kolben aus der Spritze gezogen wurde. Die Spritze mit dem aufgeschraubten
QlAprecipitator Maxi Module wurde Uber ein Abfallgefal? gehalten und das
Eluat/Isopropanol-Gemisch mit konstantem Druck durch das QIAprecipitator Maxi
Module hindurch in das Abfallgefaf3 filtriert. Das QIlAprecipitator Maxi Module wurde
von der Spritze abgedreht und der Kolben aus der Spritze gezogen. Zum Trocknen des
QIlAprecipitator Maxi Module wurde der Kolben wieder in die Spritze eingefiihrt und Luft
durch die Membran des QIlAprecipitator Maxi Modules hindurchgedriickt. Dieser
Vorgang wurde 3-4 mal wiederholt. Die kleine Offnung des Filters wurde mit einem
Tuch abgewischt, um eine Ubertragung von Isopropanol in das Eluat zu verhindern.
Der Kolben wurde aus einer neuen Spritze herausgezogen und das QIlAprecipitator
Maxi Module auf die Spritze geschraubt. Die Spritze wurde Uber ein steriles 1,5 ml
Eppendorfgefal? gehalten und 1 ml Puffer TE in die Spritze pipettiert. Der Kolben wurde
in die Spritze eingefuhrt und mit konstantem Druck wurde die DNA vom Filter in das
Eppendorfgefall eluiert. Das QIAprecipitator Maxi Module wurde von der Spritze
abgeschraubt, der Kolben aus der Spritze herausgezogen und das QIlAprecipitator
Maxi Module erneut auf die Spritze geschraubt. Das Eluat wurde nochmals in die
Spritze pipettiert und erneut durch das QIAprecipitator Maxi Module hindurch filtriert.
Es wurden 10 pl des Eluats in 140 pl AAI geldst und fotometriert. Das restliche Eluat
wurde bei 4C gelagert.

Methoden zur Isolation von RNA

RNA-Préaparation aus Lebergewebe

Das bei —80 € im Falcon gelagerte Lebergewebe wurde aus der Tiefkihltruhe
genommen und das Falcon in flissigen Stickstoff gestellt. Ein kleines Stiick des

Lebergewebes wurde in einen, mit flissigem Stickstoff vorgekuhlten, Morser gegeben
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und vorsichtig zerkleinert. Das pulverisierte Lebergewebe wurde in ein vorgekuihltes
Falcon hineingefullt und das Gewicht bestimmt. Nachfolgend wurde die Leber-RNA mit

Hilfe des QIAgen RNeasy Mini Kit von Qiagen isoliert.

Extraktion von RNA aus Zellen mit dem RNeasy Mini Kit

Zum Nachweis und Quantifizierung der RNA-Expression der erstellten Genkonstrukte
wurde die RNA aus COS7-Zellen und humanem Lebergewebe mit Hilfe des RNeasy

Mini Kits nach Herstellerangaben isoliert.

Da bei der RNA-Extraktion immer die Gefahr des RNA-Abbaus durch RNAsen besteht,
muss das Gewebe moglichst schnell lysiert und die ubiquitdr vorkommenden RNAsen
inhibiert werden. Zu diesem Zweck wird der Lysis-Puffer verwendet, der das stark
denaturierende Guanidinium-Isothiocyanat (GIT) und B-Mercaptoethanol enthalt,
wodurch RNAsen inaktiviert werden und eine Isolation intakter RNA moglich wird. Der
Puffer enthalt auRerdem Ethanol, um die nachfolgende Bindung der RNA an die
Silikagel-Membran einer Tragersaule zu optimieren. AnschlieRend werden mehrere
Waschschritte durchgefihrt, um die RNA von Kontaminationen (z.B. Proteine oder
DNA aus den Zellen) zu reinigen. Im letzten Schritt wird die RNA durch Zugabe von

Wasser von der Silikagel-Membran eluiert.

Versuchsbedingungen: Das Nahrmedium wurde aus den wells des 6-well-plates
abgesaugt. Hierbei wurde immer zuerst die Negativkontrolle bearbeitet. Es wurden
600 ul RLT-Puffer mit Filtertip-Pipettenspitzen auf jedes well geben und mit dem Puffer
die Zellen von der Oberflache des wells geldst. Das Lysat wurde auf eine Shredder
Saule uberfihrt und diese wurde 2 min bei 13.200 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Dieser Schritt dient der Verringerung der Viskositat und der
Homogenisierung des Lysates, um so die Ausbeute an RNA zu erh6hen und eine
Verstopfung des Filters der nachfolgend eingesetzten RNeasy mini column (Mini-
Saule) zu verhindern. Die Shredder Saule wurde verworfen. Es wurde 1 Volumen
(600 pl) 70% Ethanol zu dem Zentrifugat gegeben und beides durch auf- und
abpipettieren gemischt. 700 pl der Losung wurden auf eine RNeasy (Mini-Saule)
gegeben und diese 15 s bei 13.200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Zentrifugats wurde mit dem Rest der Losung analog verfahren. Es
wurden 700 ul RW1-Puffer auf die RNeasy Mini-Saule gegeben und diese 15 s bei
13.200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der dabei entstehende Durchflul? wurde
verworfen. Die RNeasy Mini-Saule wurde in ein neues 2 ml Auffanggefafd tberfuhrt. Es
wurden 500 pl RPE-Puffer auf die RNeasy Mini-Saule gegeben und diese 15 s bei
13.200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der dabei entstehende Durchflul? wurde

verworfen. Es wurden erneut 500 pl RPE-Puffer auf die RNeasy Mini-Saule gegeben.
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Diese wurde dann 2 min bei 13.200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Es wurde
kontrolliert, ob die AuRenwand der RNeasy Mini-Saule trocken war, um eine
Ubertragung des RPE-Puffers zu verhindern. Die RNeasy Mini-Saule wurde in ein
neues 1,5 ml Auffanggefal® tberfihrt und 50 pl RNase freies Wasser wurden direkt auf
die weile Membran der RNeasy Mini-Saule pipettiert. Diese wurde 1 min bei
13.200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Um die eluierte RNA vor Abbau durch
RNAsen zu schitzen, wurden die nachsten Schritte auf Eis durchgefuhrt. 10 pl des
Eluats wurden fur die Fotometrie abgenommen und mit 140 pl Aai versetzen, so dass
ein Verdiunnungsfaktor von 15 bestand. Die restlichen 40 pl des Eluats wurden mit 1 pl

RNasin versetzt und bei —20 € eingefroren.

Ligation

Unter einer Ligation versteht man das Verkniipfen von DNA-Fragmenten mit Hilfe des
Enzyms DNA-Ligase. Es kdnnen sowohl einzelne PCR-Produkte miteinander verknupft
werden, als auch PCR-Produkte mit Plasmiden. Die Ligation wurde mit dem

TA-Cloning Kit nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Versuchsbedingungen: Im Wesentlichen wurde die Ligation wie folgt ausgefihrt.
Zunachst wurde der Thermoblock auf 14 T vorgekihlt. In jedes Gefall wurden 6 pl
PCR-Produkt, 1 pl 10x ligation buffer, 2 ul pCR Il Vektor (25 ng/pl) und 1 pl T4 DNA
Ligase (4.0 Weiss units) gegeben. Somit betrug das Gesamtvolumen des Ansatzes
10 pl. Alle aufgetauten Reagenzien, mit Ausnahme der Ligase, wurden vor ihrer
Zugabe zum Reaktionsansatz gevortext. Die Ligase wurde dem Ansatz als letztes
zugefugt. Nach Zugabe der Ligase wurde der Reaktionsansatz durch 5-maliges auf-

und abpipettieren gemischt und fiir mindestes 4 Stunden bei 14 < inkubiert.

Restriktionsendonukleaseverdau

Restriktionsendonukleasen, die Ende der sechziger Jahre von Werner Arber, Hamilton
Smith und Daniel Nathans entdeckt wurden, sind prokaryotische Enzyme, die
spezifische Basensequenzen in einer DNA-Doppelhelix erkennen und in beiden
Strangen der Helix an spezifischen Stellen die Phosphodiesterbindung spalten. Bei den
Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen Typ Il handelt es sich um Palindrome, die
innerhalb der Erkennungssequenz des Enzyms liegen. Restriktionsendonukleasen,
werden dazu genutzt DNA-Molekile in spezifische Fragmente zu zerlegen bzw.
spezifische Enden (,sticky ends” oder ,blunt ends") zu erzeugen, um verschiede DNA-

Fragmente durch Ligation miteinander verbinden zu kénnen.

Versuchsbedingungen: Im  Wesentlichen sah der Reaktionsansatz eines

Restriktionsendonukleasenverdaus folgendermafien aus. Es wurden 11 pl Aai, 4 pl 10x
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Reaktionspuffer, 1 pl Restriktionsenzym, 4 ul BSA (10 pg/ml) und 20 ul DNA durch
vortexen gemischt und 1 Stunde bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur
inkubiert. Das Endvolumen des Ansatzes variierte je nach Verwendungszweck. Wenn
ein DNA-Fragment mit zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen geschnitten
werden sollte, wurde in Abh&ngigkeit von der Enzymaktivitdt beider Enzyme im
verwendeten Reaktionspuffer ein Doppelverdau (bei einer Enzymaktivitdt >50%) oder

bei zu geringer Aktivitat (<50%) ein sequenzieller Verdau durchgefiihrt.
2.2.3 Zellbiologische Methoden

Zellkulturflaschen mit Kollagen beschichten

Um eine bessere Haftung der Zellen auf dem Boden der Zellkulturflasche zu

ermdglichen, wurden die Flaschenbdden mit Kollagen beschichtet.

Vorgehen: Die auf Eis gehaltene Kollagenldsung (4mg/ml) wurde mit einer gekihlten,
steril filtrierten 1x PBS-L6sung 1:100 verdinnt Es wurden 45,5 ml 1x PBS mit 500 pl
Kollagen versetzt und griindlich gemischt. Es wurden 5 ml der Kollagen/PBS-Lésung in
eine kleine Zellkulturflasche gegeben und deren Boden durch Schwenken der Flasche
benetzt. Die bendtigte Menge ist abhangig von der GroRRe der Zellkulturflasche. Mit
Hilfe einer Pipette wurde die restliche Losung aus der Flasche entfernt und in die
nachste Flasche Uuberfuhrt. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis alle
KulturgefaRe mit der Kollagen/PBS-Ldsung behandelt waren. Die restliche Lésung

wurde zuriick in das Aufbewahrungsgefald gefullt.

Zellen aussaen

Um optimale Wachtumsbedingungen fiir die Zellkulturzellen zu schaffen wurden die
Zellen, je nach Bedarf der nachfolgenden Experimente, auf unterschiedlichen

Kulturschalen ausgesat.

Vorgehen: Das Nahrmedium wurde aus den Zellkulturschalen abgesaugt und es
wurden 5 ml Trypsin auf eine Schale gegeben. Um das Trypsin gleichmafig zu
verteilen, wurde die Schale leicht geschwenkt. Das Trypsin wurde sofort danach wieder
abgesaugt, da es nur dem Zweck der Neutralisierung und Entfernung des im
Nahrmedium enthaltenen a;-Antitrypsins dient Danach wurden erneut 5 ml Trypsin auf
jede Zellkulturschale gegeben. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurde das Trypsin
einige  Minuten auf den Platten belassen. Nachfolgend wurde der
Trypsinierungsvorgang durch die Zugabe von 5 ml Nahrmedium gestoppt. Mit einer
Pipette wurde die Suspension in ein 50 ml Falcon tberfuhrt und durch vorsichtiges auf-
und abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt. Danach folgte ein 5 mindtiger

Zentrifugationsschritt bei ~100 g. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet
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wurde in 6 ml Medium resuspendiert. Danach wurde das zusatzlich bendétigte Medium
hinzugefiigt und mit der Suspension durchmischt. In jede Schale des 6-well-plates
wurden 3 ml Zellsuspension gegeben und die 6-well-plates wurden leicht geschwenkt,

um die Zellen mdglichst gleichméRig auf dem Boden der Schalen zu verteilen.

Transfektionsmethoden

Transfektion der COS-7-Zellen

Als Transfektion bezeichnet man die Einfihrung fremder DNA in eine eukaryontische
Zelle. Es gibt sehr viele verschiedene Transfektionsmethoden. Bei dem verwendeten
Fugene Transfektionsreagenz der Firma Roche Diagnostics GmbH handelt es sich um
eine Kombination verschiedener Lipide, die keine Liposomen aushilden. Diese bilden
Mizellen mit positiv geladener Oberflache, wodurch negativ geladene Nukleinsauren fir
die Einschleusung in Zellkulturzellen gebunden werden kénnen. Diese Technik kann
sowohl fur Zelllinien als auch fir Primarzellen eingesetzt werden und weist eine
geringe Zelltoxizitat auf. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde der Track CMV-
Vektor eingesetzt, welcher einen GFP-Anteil besitzt. Bei gelungener Transfektion lasst

sich unter dem Fluoreszenzmikroskop der grine Farbstoff nachweisen.

Versuchsbedingungen: Fur die Transfektion der COS-7-Zellen wurden 9 Proben und

drei zusatzliche Kontrollen angefertigt.

Die erste der Kontrollproben enthielt 48,5 pl Serum- und antibiotikafreies Medium
(SAFM), 1,5 ul Fugene Reagenz und 4 pl Track CMV. Die zweite Probe bestand aus
48,5 ul SAFM und 1,5 ul Fugene Reagenz. Die dritte Kontrollprobe enthielt nur 50 pl
SAFM.

In die Eppendorfgefalle, die spater die Proben enthalten sollten, wurden 48,5 pul SAFM
pipettiert. Es wurden 1,5 pl Fugene-Reagenz hinzugefiigt und beides durch
vorsichtiges vortexen miteinander gemischt. Die Lésung wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Fir jede Genkonfiguration (*1, *2, *41) wurden
unterschiedliche Ansatze erstellt, die sich in der zugefiigte Menge des Exontrapping-
Vektors unterschieden. Danach wurden 4 ul Track-CMV dazugeben, gemischt und die
L6sung 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde das
Nahrmedium aus den 12-well-plates absaugt und durch 1 ml frisches Vollmedium pro
plate ersetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Lésung zweimal auf- und
abpipettiert und vorsichtig Gber die jeweilige Schale des 12-well-plates verteilt auftropft.
Nach drei auf das 12-well-Plate aufgebrachten Proben, wurde das Plate vorsichtig

geschwenkt, so dass die Proben grundlich im Medium verteilt wurden. Nach dem
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Auftragen aller Proben wurde das Plate fiir 24 h bei 37 T und 5% CO2 im Brutschrank

inkubiert.

2.3 Substanzen, Reagentien, Hilfsmittel und Geréate

2.3.1 Substanzen

Agar: Bacto Agar, Becton, Dickinson and Company, Sparks USA
Agarose Electrophoresis Grade, invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Agarose: Small DNA Agarose, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Ampicillin: SERVA, Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Aqua ad iniectabilia: Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3heim,
Deutschland

Borsaure: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DNA-Langenstandard: 100 bp und 1 kb, Fermentas Life siences
dNTP-Mix, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Dual Promotor TA Kloning-Kit, invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol: J.T. Baker, 7400 AA Deventer, Netherlands

Ethidiumbromid: Fluka Biochemica, Buchs, Schweiz

E.Z.N.A. Cycle Pure Kit, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Kanamycin: Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
6x loading dye (Ladepuffer), Fermentas Life siences
2-Mercaptoethanol, Sigma, Steinheim, Deutschland

NaCl: J.T. Baker, 7400 AA Deventer, Netherlands

NucleoSpin Plasmid: MACHEREY-NAGEL GmbH & CO. KG, Diren,
Deutschland

Oligonukleotide (Primer): MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
One Step RT-PCR Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

PCR-Kits: Gene Amp XL PCR Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

pCRII-Vektor, invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

pSPL3-Vektor, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
pTracer-CMV2-Vektor, invittogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen HiSpeed Plasmid Purification Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, La Jolla, Kalifornien,
USA
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Restriktionsendonukleasen: New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

RNAse-Inhibitor (RNAsin): Promega, Madison, WI, USA
Rneasy Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Super Script lll First strand synthesis system for RT-PCR, invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Tag-Gold: Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Tag-Polymerase, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Transfektion: Fugene Transfection, Roche Applied Science, Indianapolis, USA
und PolyFect, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Tris Base: Trisma base, Sigma, Steinheim, Deutschland

Trypsin: Trypsin-EDTA 0,5%, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

Trypton: Bacto Tryptone, Becton, Dickinson and Company, Sparks USA

Yeast Extract: Bacto Yeast Extract, Becton, Dickinson and Company, Sparks
USA

2.3.2 Primer

Standard-PCR #2 (CYP2D6-Genotypisierung)

2F und 2R

Primer | Sequenz Position
2F GGACTC TGT ACCTCC TAT CCACGTC 2224/2248
2R CCT CAA CGT ACC CCT GTC TCA AAT 4408/4385

Sequenzierung

2d6mini_F/R

Primer Sequenz

2d6émini_F AAA AGG TTG GAC CAG TGC AT
2d6émini_R GAG ATG CAG GGT GAG AGT GG

Mutagenese

2D6miMutSteplF und 2D6miMutSteplR

Primer

Sequenz

2D6miMutSteplF

GTG GCT GAC CTG TTC TCT GCC GGG ATG

2D6miMutSteplR

CAT CCC GGC AGA GAA CAG GTC AGC CAC
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2d6mini_Int1l und 2d6émini_Int2

Primer Sequenz Position
2d6mini_Intl TCC TAC ATC CGG ATG TGC A 2929/2947
2d6mini_Int2 CTC ACATGC CCT ACACCACT 3223/3242

2D6miMut2988A>G_F und 2D6miMut2988A>G_R

Primer

Sequenz

2D6mMiMut2988A>G_F

GGG CCG AGG GAG GAA GGG TACAGG C

2D6miMut2988A>G_R

GCCTGT ACCCTT CCT CCCTCG GCCC

2d6Uhu_exWT_F und 2d6Uhu_exWT_R

Primer

Sequenz

2d6Uhu_exWT_F

GGG AAA CAG TGC AGG GGC CGA GGG AG

2d6Uhu_exWT_R

CTC CCT CGG CCCCTG CACTGTTTC CC

Uberprufung Insert in pSPL3

pSPL3 _SD6 und pSPL3_SA2

Primer Sequenz Position (in Vektorsequenz)
pSPL3_SD6 |TCT GAG TCA CCT GGA CAACC |607/626
pSPL3_SA2 |ATCTCAGTG GTATTT GTG AGC |3245/3265

Spezifische Primer fir nested-PCR

SpNestEtrap_F und SpNestEtrap_R

Primer

Sequenz

SpNestEtrap_F

ACC CTG AGA GCA GCT TCA AT

SpNestEtrap_R

GAT GCG GAAGCCCTGTACT

2.3.3 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Schnittmuster

EcoR | G AATTC Uberhangende Enden (sticky-end)
Tsp509 | AATT Uberhangende Enden (sticky-end)
EcoRV GAT ATC Glatte Enden (blunt-end)

Pvu lI CAG CTG Glatte Enden (blunt-end)
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2.3.4 Losungen
Ldsungen Ansatz Endkonzentration
Agarnahrboden | 7,5 g Agar suspendiert in 500 ml LB-Medium,
nachfolgend autoklaviert
Ampicillin 40 mg Ampicillin in 8 ml Aai gel6st 50 pg/ml
Ethidiumbromid | 10 mg in 1 ml Aai geldst, zum Gebrauch 1:10 1 mg/mi
mit Aai verdinnt
EDTA 18,6 g Na,EDTAx2H,0, 70 ml Aai und mit 10
M NaOH auf pH 8 eingestellt, mit Aai auf 100
ml aufgefullt
IPTG 125 mg IPTG in 5 ml destillierten H,O geldst 100 mM
und steril filtriert
Kanamycin 120 mg Kanamycin in 4 ml Aai gelost 30 pg/ml
LB-Medium 10 gTrypton, 5 gYeast Extrakt, 5 g NaCl mit
(low salt) demineralisiertem Wasser auf 1 | aufgefillt und
autoklaviert, pH 7,4
Loading dye 18,9 gGlycerin, 25 mg Bromphenolblau und 30 | 6x
mg Xylencyanol mit Aai auf 50 ml aufgefullt
SOC-Medium 20 gTrypton, 5 gYeast Extrakt, 0,5 g NaCl, 10
ml 250 mM KCI auf 900 ml mit
demineralisiertem Wasser aufgefllt, pH 7
eingestellt, autoklaviert, abkuhlen lassen und
10 ml sterile 1M MgCl, Lésung und 20 ml
sterile 1 M Glukoselésung dazugegeben
TBE-Puffer 108 gTris Base, 55 g Borsaure und 40 ml 0,5 M | 1x
EDTA, pH 8,0 mit demineralisiertem Wasser
auf 1 | aufgefuillt
zum Gebrauch 1:10 verdinnt
X-Gal 20 mg X-Gal gelost in 1 ml 20 mg/ml

N,N-Dimethylformamid

2.3.5 Hilfsmittel und Geréate

» CERTOMAT MV, B.Braun,

Biotech International,

Deutschland

Osterode am Harz,

* CHEMI Genius?, Bio Imaging System, Syngene, Cambridge, United Kingdom

» Elektrophorese-Kammern und Zubehor
0 Sub-Cell GT, Biorad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

0 Maxi Cell Primo und Mini Cell Primo Electrophoresis Gel System, E-C
Apparatus Corporation, Holbrook, N.Y., USA

o0 Power Pac basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

e 15 ml und 50 ml Falcons, SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
e Inkubator: Heraeus B5050E

» Kuvetten: Prazisionskiivetten aus Quarzglas, Hellma
*  Multiply-PCR-Ketten, SARSTEDT AG & Co., Numbrecht, Deutschland

« Photometer:

Deutschland

* Pipetten: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Smart Spec 3000, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
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» Pipettenspitzen: Biosphere Filter Tips, 10ul, 1004 und 1000ul, SARSTEDT AG
& Co., Niumbrecht, Deutschland

* Reinstwassersystem: Milli-Q Plus, Ultra Pure Water System, Millipore GmbH,
Eschborn, Deutschland

» Sterilwerkbank: Sterilwerkbank Klasse 2, Hera Safe, Typ HS 12, Kendro
Laboratory Products

e Schittlel-Inkubator: Scientific C25 Incubator Shaker, New Brunswick, Edison
New York, USA

» Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
» Zellkultur-Medium: Dulbecco’s MEM 1x, Biochrom AG, Berlin, Deutschland
» Zentrifugen:

0 Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

o0 Beckman J-63, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

0 Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

0 Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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3 Ergebnisse

3.1 In-Silico-Analyse der Splice-Site und Versuchs-  Strategie

Es sollte der Einfluss des Polymorphismus im Intron 6 (2988G>A) des humanen
CYP2D6 Gens auf das Splicing und die dabei entstehenden Spliceprodukte untersucht

werden.

Die Arbeitshypothese war, dass durch diesen Polymorphismus, der sich in der *41-
Variante findet, das Splicing und die dabei entstehenden Produkte verédndert werden.
Fur die Vorhersage von Splicedonor- und -akzeptorsignalen, wurden die Sequenzen
des interessierenden Genabschnittes (Intron 5 bis Intron 7) der einzelnen CYP2D6-
Varianten (*1, *2 und *41) in ein Programm (NetGene2 v. 2.4) eingegeben, das die
Wahrscheinlichkeit fur die Aktivierung einzelner Donor- und akzeptorsignale in diesem

Genabschnitt berechnete.

Far die *1 und *2-Variante, die den SNP im Intron 6 nicht aufweisen (2988G), ergaben
sich in der Vorhersage der Splicestellen jeweils ein Akzeptorsignal und ein
Donorsignal, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit aktiviert werden. Das
Akzeptorsignal, fur das eine Wahrscheinlichkeit von 0.77 angegeben wurde, erstreckt
sich Gber den Bereich von Base 3161 bis Base 3180 im CYP2D6-Gen. Die ersten 10

Basen dieses Abschnittes werden durch das Splicing entfernt.

Bei dem einzigen Splicedonorsignal, das eine ausreichend hohe Wahrscheinlichkeit
(0.8) aufweist, handelt es sich um den Genabschnitt von Base 2940 bis Base 2959. Die
ersten 10 Basen dieses Abschnittes befinden sich am Ende von Exon 6 und die letzten
10 Basen am Beginn des Intron 6. Das Splicing findet zwischen einer Cytosin- und
einer Guanin-Base statt. Wenn das Splicing zwischen diesen beiden Donor- und
Akzeptorsignalen auftritt, ergibt sich ein Spliceprodukt, bestehend aus Exon 6 und
Exon 7, mit der GroRe von 316 Basenpaaren, wie es in der cDNA von CYP2D6

gefunden wird.

In der Vorhersage der Splicestellen fir die *1 und *2-Variante wird ein weiteres
Splicedonorsignal angeben, welches jedoch nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 0.55
aktiviert wird. Dieses liegt im Intron 6 und soll im Folgenden bei der *41-Variante

genauer beschrieben werden.

Wenn man die Sequenz der *41-Variante in das Programm flur die Vorhersage der
Splicestellen eingibt, errechnet sich dieselbe Wahrscheinlichkeit fur das
Spliceakzeptorsignal. Die Splicedonorstellen, die fur das *41-Allel angegeben werden,
stimmen mit denen des *1 und *2-Allels Uberein. Wahrend die Wahrscheinlichkeit fur

das Vorliegen der ersten Donorsite bei 0.8 bleibt, wird durch das Vorliegen der 2988A—
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Variante die Wahrscheinlichkeit, dass der zweite Genabschnitt als Donorsite fungiert
von 0.55 auf 0.71 erhoht.

Das zweite Donorsignal liegt im Intron 6, umfasst 20 Basenpaare von Base 2983 bis
Base 3002 und schlief3t den Polymorphismus mit ein. Die ersten 10 Basenpaare des
Signals liegen nach abgeschlossenem Splicing in einem verlangerten Exon 6, wahrend
die letzten 10 Basenpaare durch das Splicing der RNA entfernt werden. Wenn ein
Splicing zwischen diesem Donorsignal und dem bekannten Akzeptorsignal eintritt,
entsteht ein grofReres Spliceprodukt aus Exon 6 und 7, als es bei dem regularen
Splicing der Fall ist, da dieses zweite Donorsignal 33 Basenpaare weiter upstream im
Intron 6 gelegen ist und somit Teile der sonst intronischen Sequenz im Exon 6 zu

liegen kommen. Die dabei entstehende Produktgrof3e betragt 359 Basenpaare.

Um den Einfluss des Polymorphismus im Intron 6 (2988G>A) des humanen CYP2D6-
Gens auf das Splicing und die dabei entstehenden Produkte untersuchen zu kénnen,
wurde ein Konstrukt aus dem Exontrapping-Vektor pSPL3 und der jeweiligen
Genvariante des CYP2D6 (*1, *2, *41) erstellt. Das Ziel dieses Experimentes war es,
die Zelllinie COS7 mit diesen Konstrukten zu transfizieren, um so die entstandenen
Spliceprodukte mit Hilfe der PCR nachzuweisen und die Sequenz dieser Produkte zu

identifizieren.

Der Exontrapping-Vektor pSPL3 wurde urspriinglich entwickelt, um genomische
Sequenzen auf das Vorhandensein von Exons zu untersuchen. Er kann aber auch
dafur verwendet werden, um das Splicing in intronischen Sequenzen aufzuzeigen. Dies
ist moglich, da der Vektor im HIV-tat-Genfragment auf3er einem Splicedonor- und
einem Spliceakzeptorsignal, die die multiple-cloning-site (MCS) flankieren, auch noch
zwei in einem definierten Abstand zu den Splicesignalen liegenden
Primerbindungsstellen besitzt. Der forward-primer wird bezeichnet mit SD6 und bindet
92 Basenpaare entfernt vom Splicedonorsignal des Vektors, wahrend die
Bindungsstelle des reverse-primers (SA2) 171 Basenpaare vom Spliceakzeptorsignal
des Vektors entfernt liegt. Wenn in der MCS des Vektors kein Insert vorliegt oder der
Vektor mit sich selber spleil3t, ergibt sich bei der mit den spezifischen Primern SD6 und
SA2 durchgefiihrten PCR ein Produkt mit der Grof3e von 263 bp. Wenn jedoch in der
MCS ein Insert vorliegt, welches Splicesignale aufweist, wird das jeweilige
Splicedonorsignal des Vektors bzw. des Inserts mit dem dazugehdrigen
Spliceakzeptorsignal des Inserts bzw. Vektors verbunden. Dadurch ergibt sich bei einer
nachfolgenden PCR mit den spezifischen Primern ein Produkt, welches aus den 263
bp des Vektors und der GrofRe des Inserts besteht. Wenn ein Insert ein Intron mit

mehreren aktiven Splicesignalen besitzt, die an unterschiedlichen Stellen im Intron
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liegen, so ist dies Uber die variierende GroRRe der Spliceprodukte in der PCR

nachweisbar.

Es wurden drei Varianten eines Genabschnittes des CYP2D6-Gens mit einer Lange
von jeweils 954 bp erstellt. Alle drei Varianten beginnen im Intron 5 bei Base 2747 und
enden im Intron 7 mit der Base 3700. Die erste Variante stellte der Wildtyp CYP2D6*1
(2850C, 2988G, 3384A und 3584G) dar. Die zweite Variante entsprach CYP2D6*2,
welches in der Sequenz von Intron 6 mit der des Wildtyps tbereinstimmt (2988G), sich
aber durch einen Polymorphismus im Exon 6 (2850C>T) und zwei weitere im Intron 7
(3384A>C und 3584G>A) von *1 unterscheidet. Die dritte erstellte Variante war
CYP2D6*41, welches zusatzlich zu den schon in *2 vorkommenden noch einen
weiteren Polymorphismus im Intron 6 (2988G>A) aufweist. Abbildung 1 zeigt die
Minigen-Konstrukte der einzelnen Genvarianten mit den enthaltenen Polymorphismen,

Restriktionsschnittstellen und den verwendeten Primerbindungsstellen.
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Abbildung 1: Darstellung der Minigen-Konstrukte bestehend aus pSPL3-Vektor und
dem Genabschnitt der vom Intron 5 bis Intron 7 des CYP2D6-Gens reicht. Dargestellt
sind die verwendetet Konstrukte der unterschiedlichen Genotypen *1/*1, *2/*2 und
*41/*41. Die Inserts sind schraffiert dargestellt. Vermerkt sind die Restriktionsenzyme,
die zur Verbindung zwischen Insert und Vektor verwendet wurden (EcoRI, Tsp509l,
EcoRV und Pwull). Die im Minigen vorkommenden Polymorphismen sind durch
senkrechte Pfeile markiert. Die Primer, die fur die Einschritt-RT-PCR verwendet
wurden, sind mit 1F und 1R abgekirzt. Die Primer 2F und 2R stellen die fur die nested-

PCR verwendeten dar.



Ergebnisse 36

3.2 Klonierung der genomischen DNA-Abschnitte

Mit genomischer DNA der Genotypen CYP2D6*1/*1, *2/*2 und *41/*41 wurde eine
Standard-PCR mit den Primern 2F und 2R durchgefiihrt, die normalerweise fir die
Genotypisierung des CYP2D6-Gens verwendet wird. Bei dieser PCR-Reaktion wird ein
Produkt erzeugt, das eine GrtRe von 2162 bp hat und Base 2224 bis Base 4385 des
CYP2D6-Gens umfasst. Nachdem die erwartete Produktgrofle in der
Gelelektrophorese nachgewiesen worden war (Abb. 2), wurden die Produkte mit dem
E.Z.N.A Cycle Pure Kit aufgereinigt, mit 1 pl Glycogen und 120 pl absolutem Ethanol

ausgefallt, mit dem pCRII-Vektor ligiert und in E.coli transformiert.
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Abbildung 2: PCR-Produkte generiert aus genomischer DNA der Genotypen
CYP2D6*1/*1, *2/*2 und *41/*41. Verwendet wurden die Primer 2F und 2R. Die
erwartete Produktgréf3e betragt 2162 bp. Fir alle Varianten konnte ein PCR-Produkt
dieser GrolRe nachgewiesen werden. Spur 1 *1-Allel, Spur 2 *41-Variante, Spur 3 *2-
Variante und Spur 4 NTC (no template control). Verwendeter DNA-Langenstandard
1 kb.

Nach der Inkubation im Brutschrank zeigte sich eine zu geringe Ausbeute von Klonen
auf den Platten, so dass keine Klone gepickt werden konnten. Um die Ausbeute zu
erhdhen, wurde eine erneute Transfektion mit 4 ul Ligationsansatz anstatt der vorher
verwendeten 2 ul durchgefihrt. Auch bei diesem Versuch zeigte sich eine sehr geringe
Ausbeute. Es lieRen sich dennoch Klone der Varianten *1 und *41 von den Platten
gewinnen. Es war jedoch nicht méglich, Klone der *2-Variante von den Platten zu
picken. Da sich die Sequenz von *41 und *2 in dem zu untersuchenden Abschnitt des
Gens nur durch den Polymorphismus im Intron 6 an der Stelle 2988G>A unterscheidet,
wurde beschlossen, durch gezielte Mutagenese mit Hilfe des Quick Change Site
directed mutagenesis Kit von Stratagene den Genotyp der *2-Variante aus der

Sequenz der *41-Variante zu generieren. Bevor dies geschehen konnte, mussten aber
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geeignete Klone herausgesucht und deren Sequenz, ebenso wie die der Klone von *1,

gesichert werden.

Es wurden Uber-Nacht-Kulturen (UNK) der gepickten Klone angelegt und nach
erfolgter Inkubation bei 37 C eine Plasmidpraparation der Klone mit dem NucleoSpin
Kit durchgefuhrt. Es folgte ein Endonukleaseverdau der Produkte mit dem
Restriktionsenzym EcoR1. Da in der MCS des Vektors zwei EcoRI-Schnittstellen
flankierend neben der Klonierungsschnittstelle am Insert gelegen sind, wurden in der
nachfolgenden Gelelektrophorese bei aufgenommenem Insert zwei Produkte erwartet.
Ein Produkt, welches der Gré3e des klonierten PCR-Produktes (ca. 2,2 kb) entsprach
und eines mit der Grol3e des pCRII-Vektors (4.0 kb). So erfolgte die Identifizierung der

Plasmide, die ein Insert der erwarteten Gréf3e aufgenommen hatten (Abb. 3).
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Abbildung 3: EcoRI-Verdau des pCRII-Vektors zum Nachweis der klonierten Inserts
der *1-Variante (Spur 1-4) und der *41-Variante (Spur 5-9), verwendeter DNA-
Langenstandard 1 kb (in den nicht nummerierten Spuren). Bei in den Vektor
aufgenommenem Insert wurden zwei Banden mit den Fragmentgréf3en 4.0 kb (Vektor)
und 2,2 kb (Insert) erwartet. Bei fehlendem Insert wurde nur eine Bande der Grofe
4.0 kb erwartet. Positive Klone sind in den Spuren 1, 3, 6, 7 und 9 zu sehen. Alle
anderen Klone wiesen falsche FragmentgroRen auf. Fir die folgenden Experimente
wurden die Klone in Spur 1 und 6 verwendet.

Um die genaue Sequenz der enthaltenen Introns nachzuweisen, wurden aus den in
Frage kommenden Klonen jeweils zwei der *1-Variante (8L1 und 8L2) und der *41-
Variante (91L1 und 91L2) herausgesucht und sequenziert. Fir die Sequenzierung

wurden die Primer 2d6mini_F und 2d6mini_R verwendet.

Die Ergebnisse der Sequenzierung zeigten, dass sich in jedem der Klone ein
Missmatch befand. Es bestand jetzt die Mdglichkeit, entweder die Missmatches mit
Hilfe der zielgerichteten Mutagenese zu entfernen oder eine erneute Klonierung und
nachfolgende Sequenzierung durchzufihren. Da mit der zielgerichteten Mutagenese
auRerst zuverlassige Ergebnisse erreicht werden kdénnen und durch die erneute

Durchfuihrung einer Klonierung nicht sicher hatte gewahrleistet werden kénnen, dass



Ergebnisse 38

ein fehlerfreier Klon entsteht, wurde beschlossen, je einen sequenzierten Klon pro
Variante herauszusuchen und mit Hilfe der zielgerichteten Mutagenese den jeweiligen
Missmatch zu entfernen. Es wurden die Klone 8L1 (*1-Variante) und 91L2 (*41-

Variante) fur die Mutagenese ausgewahlt (Abb. 3 Spur 1 und 6).

3.3 Mutagenese um PCR-Fehler zu korrigieren

Es mussten drei Mutagenese-Reaktionen mit drei unterschiedlichen Primer-Paaren
durchgefuhrt werden. In der ersten Reaktion wurde der Missmatch an der Stelle 167 in
der Sequenz der *41-Variante korrigiert. Daftir wurden die Primer 2D6miMutSteplF
und 2D6miMutSteplR verwendet. Nach Durchfihrung der Mutagenese wurden E.coli
mit dem Produkt transformiert, eine UNK angelegt und nach erfolgter Inkubation eine
Plasmidpraparation durchgefuhrt. Um die Sequenz des Inserts zu Uberprifen, wurde
eine erneute Sequenzierung zweier praparierter Klone (91mutA und 91mutB) mit den
Primern 2démini_F und 2d6émini_Int2 durchgefiihrt. Es wurde der Primer 2d6mini_Int2
anstelle des Primers 2d6émini_R verwendet, da dieser naher an der durch Mutagenese
verénderten Stelle bindet und damit eine optimale Lesbarkeit in diesem Bereich
ermdglicht. Die Ergebnisse der Sequenzierung zeigen, dass die Sequenz des Klons
91mutA fehlerfrei war. Somit konnte die fertige *41-Variante in den pSPL3-Vektor
kloniert werden und auch dafir verwendet werden durch Mutagenese die *2-Variante

zu entwickeln.

Der zweite Mutagenese-Schritt diente der Generierung der *2-Konfiguration aus der
fertigen *41-Variante. Fur diese Mutagenese-Reaktion wurden die Primer
2D6miMut2988A>G_F und 2D6miMut2988A>G_R verwendet. Das weitere Vorgehen
war analog zum ersten Mutagenese-Schritt. Die Ergebnisse der sequenzierten Klone
20mutA und 20mutB zeigten eine fehlerfreie Sequenz des Klons 20mutB, weshalb

dieser fir die Weiterarbeit verwendet wurde.

In der dritten und letzten Mutagenese-Reaktion wurde der Missmatch in der *1-
Variante korrigiert. Da sich die Sequenz des Wildtyps in dem zu untersuchenden
Genabschnitt durch zwei Polymorphismen im Intron 7 (3384A>C und 3584G>A) von
der *2-Variante bzw. durch drei SNPs von der *41-Variante unterscheidet, war es
einfacher den einzelnen Missmatch aus dem Klon der *1-Variante zu korrigieren, als
diesen aus einem der schon fertigen *41- oder *2-Variante aufzubauen. Um den
Missmatch aus dem Klon 8L1 (*1-Variante) zu korrigieren, wurde fir die Mutagenese-
Reaktion das Primerpaar 2d6Uhu_exWT_F und 2d6Uhu_exWT_R verwendet. Das
weitere Vorgehen war analog zu dem oben geschilderten. Die Ergebnisse der
Sequenzierung ergaben, dass der Klon 8mutA eine fehlerfreie Sequenz aufwies und

fur die Weiterarbeit verwendet werden konnte.
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3.4 Unklonierung in den pSL3-Exontrapping-Vektor

Nach der Fertigstellung der einzelnen Genkonstrukte mussten diese in den Zielvektor
pSPL3 kloniert werden. Dies wurde mit Hilfe von vier Restriktionsendonukleasen
ermdglicht, von denen zwei blunt-end-cutter (Pvull und EcoRV) und zwei sticky-end-

cutter (EcoRI und Tsp509Il) mit jeweils kompatiblen Enden waren.

Der Exontrapping-Vektor pSPL3 wurde mit EcCORV Uber Nacht bei 37C geschnitten,
mit 300 pl absolutem Ethanol ausgefallt, resuspendiert, danach mit EcoRI 1 h bei 37 €
geschnitten, erneut ausgefallt und in 50 pl AAI resuspendiert. Die sequenzierten, im
pCRII-Vektor vorliegenden, CYP2D6-Varianten wurden mit EcoRI 2 h bei 37T aus
dem Vektor ausgeschnitten. Danach wurde der Verdau in einem 0,6% Agarosegel 90
min bei 80 V elektrophoretisch aufgetrennt, die Bande bei 2,16 kb, die das Insert
reprasentierte, ausgeschnitten und mit dem QIAquick Extraction Kit aus dem Gel

extrahiert (Abb. 4 stellt dies exemplarisch anhand der *41-Variante dar).
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Abbildung 4: EcoRI-Verdau des pCRII-Vektors, um das Insert mit *41-Konfiguration
aus dem Vektor auszuschneiden. Beide Spuren (1 und 2) enthalten denselben durch
Mutagenese generierten und durch nachfolgende Sequenzierung bestatigten Klon.
Dieser Verdau diente der Vorbereitung der Umklonierung in den Zielvektor pSPL3. Die
Banden der Grof3e 2,2 kb stellen das Insert da (markiert mit —).

Danach erfolgten die Schnitte mit den Endonukleasen Pvull und Tsp509I, die Enden fir
die Verbindung mit dem pSPL3-Vektor schaffen sollten. Da Pvull zu Staraktivitat neigt,
wurde dieser Verdau fir 90 min bei 37 € durchgefihrt und direkt danach ein
Hitzeinaktivierungsschritt fir 20 min bei 80 T ang eschlossen. Der Tsp509I-Verdau
wurde durchgefiihrt, indem 2 pl der Endonuklease direkt mit dem inaktivierten Pvull-
Verdau vermischt und dieser fur 2 h bei 65 € im Cy cler inkubiert wurde. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde der Verdau in einem 0,6% Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt (Abb. 5).
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Abbildung 5: Pwvull und Tsp509I-Verdau der vorher mit EcoRIl aus dem pCRII-Vektor
ausgeschnittenen *41-DNA. Durch diesen Verdau wurden ein blunt-end (Pvull) und ein
sticky-end (Tsp509I) erzeugt, Uber die die Ligation mit dem geschnittenen Zielvektor
pSPL3 erfolgte. Alle Spuren (1, 2 und 3) enthalten denselben Klon.

Die erwartete Grol3e der geschnittenen Produkte betrug 954 bp. Die im Gel sichtbare
Bande dieser Grofe wurde ausgeschnitten und mit dem QIAquick Extraction Kit
extrahiert. Es folgte die Ligation der geschnittenen Genvarianten mit dem
geschnittenen pSPL3-Vektor. Nach Transformation und Praparation der Klone wurde
zunachst ein 1 stindiger Verdau mit Pvull durchgefuhrt. Bei in den Vektor
aufgenommenem Insert sollten zwei Fragmente der Grof3en 4230 bp und 2717 bp und
bei nicht aufgenommenem Insert zwei Fragmente der GréRen 4230 bp und 1801 bp
entstehen. Da sich in der nachfolgenden Gelelektrophorese zusatzliche, nicht
erwartete Banden zeigten, wurden zwei weitere Verdaus mit den Endonukleasen Xbal
und Hindlll durchgefihrt, um die Klone mit aufgenommenem Insert identifizieren zu
kénnen (Abb. 6, 7 und 8). Bei dem Xbal-Verdau wurde bei nicht aufgenommenem
Insert eine Bande bei 6031 bp erwartet und bei vorliegendem Insert eine Bande bei
6947 bp Bei dem Hindlll-Verdau sollten sich bei Klonen ohne Insert zwei Banden mit
den GrofRen 3514 bp und 2571 bp zeigen und bei aufgenommenem Insert zwei
Banden der GroRen 3514 bp und 3433 bp. Von den als positiv identifizierten Klonen

wurden von jeder CYP2D6-Variante zwei sequenziert.
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Abbildung 6: Xbal-Verdau und Hindlll-Verdau des pSPL3-Vektors zum Nachweis des
aufgenommenen Inserts mit *41-Konfiguration. Im Hindlll-Verdau sind in den Spuren
mit den positiven Klonen aufgrund der kurzen Laufzeit der Elektrophorese noch keine
Doppelbanden zu sehen (die Spuren sind mit * gekennzeichnet). Spur 7 zeigt den nativ
eingesetzten, geschnittenen pSPL3-Vektor. Verwendeter DNA-Langenstandard 1 kb.
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Abbildung 7: Pvull-Verdau, Xbal-Verdau und Hindlll-Verdau des pSPL3-Vektors zum
Nachweis des aufgenommenen Inserts mit *1- und *2-Konfiguration. Im Pwvull-Verdau
wurden bei vorliegendem Insert zwei 4230 kb und 2717 kb groRe Banden erwartet. Bei
fehlendem Insert entstand eine 4230 kb und eine 1801 kb grof3e Bande. Die
FragmentgroRen des Xbal- und Hindlll-Verdaus entsprachen den bereits bei Abb. 5
geschilderten. Fir die *1-Konfiguration konnte kein Klon mit Banden der richtigen
Grolke nachgewiesen werden. Fur die *2-Konfiguration zeigte der Klon in Spur 3 die
richtigen FragmentgréRen. Verwendeter DNA-Langenstandard 1 kb.
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Pvull-Verdau (Spur 1-12) des pSPL3-Vektors zum Nachweis des

aufgenommenen Inserts mit *1-Konfiguration. Die erwarteten Fragmentgrofen des
Pvull-Verdaus entsprachen den bei Abb. 6 geschilderten. Der Klon in Spur 2 weist die
richtigen Fragmentgré3en auf. Verwendeter DNA-Langenstandard 1 kb.

Die Klone 91mutA in pSPL3#2 (*41-Variante), 20mutB in pSPL3#1 (*2-Variante) und
8mutA in pSPL3#14 (*1-Variante) zeigten fehlerfreie Sequenzen (entsprechen den
Klonen in Abb. 6 Spur 2, Abb. 7 Spur 3 und Abb. 8 Spur 2). Das Alignment und die

wesentlichen Sequenzabschnitte sind in Abbildung 9 und 10 dargestellt.
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GAATTGGAGGTCATTTGGEEEECTACCCCGT TCTGTCCCGAGTATGCTCTCGECCCTCLCTC
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GAATTGGAGGT CATTTGGGEECTACCCCGT TCTGI CCCGAGTATGCTCTCGECCCTGCTC
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AGGCCAAGGGGAACCCT GAGAGCAGCT TCAATGAT GAGAACCT GCGCATAGT GGTGCECTG
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Gaed AGGAAGGGTACAGGCGEEEGECCCATGAACT TTGCT GGGACACCCGGEGEGCTCCAAGCACAG 300
*1 AGGAAGGEGTACAGGCGEGEECCCATGAACT TTGCT GGGACACCCGEGEECT CCAAGCACAG 300
*2 AGGAAGGEGT ACAGGCGEGEECCCATGAACT TTGCT GGGACACCCGEGEECT CCAAGCACAG 300

*41  AGAAAGGGT ACAGGCGGGGEGECCCATGAACT TTGCT GGGACACCCGGEGEGECT CCAAGCACAG 300
!

Gaed GCTTGACCAGGATCCTGTAAGCCTGACCTCCTCCAACATAGGAGGECAAGAAGGAGTGTCA 360
*1 GCTTGACCAGGATCCTGTAAGCCT GACCT CCTCCAACATAGGAGGECAAGAAGGAGTGTCA 360
*2 GCTTGACCAGGATCCTGTAAGCCT GACCT CCTCCAACATAGGAGGECAAGAAGGAGTGTCA 360
*41  GCTTGACCAGGATCCTGIAAGCCT GACCTCCTCCAACATAGGAGGCAAGAAGGAGTGICA 360

Gaed GGGCCGGACCCCCTGGGTGCTGACCCATTGT GGGGACGCATGTCTGTCCAGGCCGTGTCC 420
*1 GGGCCCGACCCCCT GEGT GCTGACCCAT TGT GGGGACGCATGT CTGT CCAGECCGIGICC 420
*2 GGGCCGGACCCCCT GEGT GCTGACCCAT TGT GGGGACGCATGT CTGT CCAGECCGTGICC 420
*41  GGGCCGGACCCCCTGEGT GCTGACCCAT TGTGGCGACCCATGTCTGTCCAGECCGTGICC 420

Gaed AACAGGAGATCGACGACGT GATAGGGECAGGT GCGECGACCAGAGAT GGGTGACCAGECTC 480
*1 AACAGGAGAT CGACGACGT GATAGGGCAGGT GCGECGACCAGAGAT GGGTGACCAGECTC 480
*2 AACAGGAGAT CGACGACGT GATAGGGCAGGT GCGECGACCAGAGATGGGTGACCAGECTC 480
*41  AACAGGAGATCGACGACGT GATAGGGCAGGT GCGECGACCAGAGAT GGGT GACCAGGECTC 480

Gaed ACATGCCCTACACCACTGCCGTGATTCATGAGGT GCAGCGCTTTGEEGACATCGTCCCCC 540
*1 ACATGCCCTACACCACT GCCGT GATTCAT GAGGT GCAGCGCT TTGGEGACATCGTCCCCC 540
*2 ACATGCCCTACACCACT GCCGT GATTCAT GAGGT GCAGCGCT TTGGEGACATCGTCCCCC 540
*41  ACATGCCCTACACCACT GCCGTGATTCATGAGGT GCAGCGCT TTGGGGACATCGTCCCCC 540

Gaed TGGGTGIGACCCATATGACATCCCGT GACATCGAAGTACAGGEGECTTCCGCATCCCTAAGG 600
*1 TGGGTGT GACCCATATGACATCCCGT GACAT CGAAGT ACAGGEGECTTCCGCATCCCTAAGG 600
*2 TGGGTGT GACCCATATGACATCCCGT GACAT CGAAGT ACAGGEGECTTCCGCATCCCTAAGG 600
*41  TGGGTGIGACCCATATGACAT CCCGT GACATCGAAGTACAGGGCT TCCGCATCCCTAAGG 600

Gaed TAGGCCTGGECGCCCTCCTCACCCCAGCT CAGCACCAGCACCTGGTGATAGCCCCAGCATG 660

*1 TAGGCCTGECGCCCT CCTCACCCCAGCT CAGCACCAGCACCTGGTGATAGCCCCAGCATG 660

*2 TAGGCCTGECGCCCT CCTCACCCCAGCT CAGCACCAGCCCCTGGTGATAGCCCCAGCATG 660

*41  TAGGCCTGGECGCCCTCCTCACCCCAGCT CAGCACCAGCCCCTGGTGATAGCCCCAGCATG 660
*

Gaed GCTACTGCCAGGTGGGCCCACT CTAGGAACCCTGECCACCTAGTCCTCAATGCCACCACA 720
*1 GCTACTGCCAGGT GEECCCACT CTAGGAACCCT GGCCACCTAGI CCTCAATGCCACCACA 720
*2 GCTACTGCCAGGT GEGECCCACT CTAGGAACCCT GGCCACCTAGI CCTCAATGCCACCACA 720
*41  GCTACTGCCAGGTGGGECCCACT CTAGGAACCCT GGCCACCTAGT CCTCAATGCCACCACA 720

Gaed CTGACTGICCCCACTTGGEGTGEGEEEGT 747
*1 CTGACTGICCCCACTTGGGTGEEEEGT 747
*2 CTGACTGICCCCACTTGGGTGEEEEGT 747
*41  CTGACTGTCCCCACTTGGGTGEEEEGET 747

Abbildung 9: Alignment der Klone (*1, *2 und *41-Konfiguration) im pSPL3-Vektor. Die
verwendete Referenzsequenz ist AY545216 von Gaedigk (abgekiirzt Gaed). Exon 6
und Exon 7 sind grau unterlegt. Die in der Sequenz vorkommenden Polymorphismen
(2850C>T und 3384A>C) sind fett gedruckt und mit einem * markiert. Der untersuchte
Polymorphismus 2988G>A ist fett gedruckt und mit einem Ausrufungszeichen markiert.
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2850C>T 2988G>A

AAC CTALC GCATAG AGGGAGGAAGGGT

*1

AACCTGTGCAT&G AGGGAGGAAGGGT

52

*41

Abbildung 10: Sequenzausschnitte der generierten Klone (*1, *2 und *41) im pSPL3-
Vektor. Die dargestellten Abschnitte zeigen die wesentlichen Polymorphismen
2850C>T (linke Spalte) und 2988G>A (rechte Spalte). Die Polymorphismen sind gelb
unterlegt.

Die Klone wurden mit je finf Mini-Plasmidpréparationen vervielfacht. Es wurde erneut
ein Pvull-Verdau durchgefuhrt, um das Vorliegen der intakten Minigen-Konstrukte im

Vektor nachzuweisen (Abb. 11).
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Abbildung 11: Pvull-Verdau des pSPL3-Vektors zum Nachweis des durch
Sequenzierung bestatigten Inserts der *1-, *2- und *41-Konfiguration. Die erwarteten
FragmentgroéfRen entsprechen den bereits bei Abb. 6 geschilderten.

Nachfolgend wurde das gewonnene Eluat photometriert. Die Stamml6sung der *1-
Variante wies eine DNA-Konzentration von 672 ug/ml auf. Die Stammldsung der *2-

Variante zeigte eine Konzentration von 693 pg/ml und die der *41-Variante eine
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Konzentration von 785 pg/ml. Um Stammldsungen mit identischer Konzentration zu

erhalten, wurden alle Lésungen auf 100 ng/ml verdinnt

3.5 Transfektion von COS7-Zellen und Analyse der Sp  liceprodukte

COS7-Zellen wurden auf einem 12-well-cluster ausgeséat und sobald sie konfluent
waren mit den drei verschiedenen Genkonstrukten transfiziert. Es folgte eine
Inkubation im Brutschrank fir 23,5 h bei 37 T und 5% CO,. Die Transfektion erfolgte
fir jede Variante mit drei unterschiedlichen Konzentrationen. Pro Genvariante wurden
je 10 pl, 5 plund 2,5 ul der Stammldésungen (entspricht 1000 ng, 500 ng, 250 ng DNA)
verwendet. Es wurden drei verschiedene Negativkontrollen mitgefiihrt. Die erste
Kontrolle enthielt das Transfektionsreagenz Fugene, Nacktmedium und den Track
CMV-Vektor, die zweite Kontrolle Fugene und Nacktmedium und die dritte
Negativkontrolle nur noch das Nacktmedium. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
die Zellen geerntet, die RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits extrahiert und die eluierte
RNA photometriert. Die ermittelte RNA-Konzentration der einzelnen Proben lag
zwischen 368 pg/ml und 429 pg/ml. Die RNA-Proben wurden unverdinnt in eine One-
Step-RT-PCR eingesetzt, bei der die Primer SD6 und SA2 verwendet wurden. Die
PCR-Produkte wurden auf ein 1,5% Small-DNA-Agarosegel gegeben und 40 min bei
140 V elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 12). Es zeigte sich wie erwartet ein klar
dominantes Signal, welches von dem Spliceprodukt der Globinanteile des pSPL3-

Vektors erzeugt wurde. Die Grof3e dieses Produktes betrug 260 bp.
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Abbildung 12: Einschritt-RT-PCR-Produkte generiert nach Transfektion von COS7-
Zellen mit den einzelnen Genvarianten (*1-Variante, *2-Variante und *41-Variante). Es
wurden die Primer SD6 und SA2 verwendet. Pro Variante wurden 1000 ng, 500 ng und
250 ng DNA fur die Transfektion eingesetzt (die verwendete DNA-Menge ist an den
einzelnen Spuren angegeben). Spur *-*** Negativkontrollen: Spur * (Fugene,
Nacktmedium und Track-CMV), Spur ** (Fugene und Nacktmedium) und Spur ***
(Nacktmedium), verwendeter DNA-Langenstandard 1 kb und 100 bp.
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AnschlieBend wurde eine nested-PCR mit den spezifischen Primern SpNestEtrap F
und SpNestEtrap_R durchgefihrt. Bei dieser PCR ergaben sich nur Produkte, die Exon
6 und Exon 7 enthielten. Die entstandenen Produkte wurden auf ein 1,5% Small-DNA-

Agarosegel gegeben und 40 min bei 140 V elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 13).
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Abbildung 13: Nested-PCR-Produkte generiert aus den Einschritt-RT-PCR-Produkten
mit den Primern SpNestEtrap_F und SpNestEtrap_R. Spur 1-3 *1-Variante, Spur 4-6
*2-Variante und Spur 7-9 *41-Variante (eingesetzte DNA-Menge in ng ist an den
Spuren angegeben), Spur *-*** Negativkontrollen: wie in Abb. 11, verwendeter DNA-
Langenstandard 1 kb.

Bei allen drei Konstrukten zeigte sich ein Produkt der Grof3e von ca. 310 bp. Diese
ProduktgréfRe wurde bei korrektem Splicing erwartet. In der 9. Spur, welche die
geringste bei der Transfektion verwendete Konzentration der *41-Konfiguration zeigte,
fanden sich auRer der Bande bei 310 bp noch zwei weitere etwas schwachere Banden
bei ca. 360 bp und ca. 510 bp. Die Bande bei 510 bp kodnnte bei vollstandigem

Ausbleiben des Splicings auftreten.

Da diese zwei zuséatzlichen Signale nur bei der *41-Variante mit der niedrigsten
Konzentration nachzuweisen waren, ergab sich die Frage, ob das Splicing und die
dabei entstehenden Produkte nicht nur von dem SNP im Intron 6 abh&ngig waren,
sondern auch noch in Abh&ngigkeit von der eingesetzten DNA-Konzentration
variierten. Um dieser Frage nachzugehen, wurde der Versuch mit niedrigeren DNA-

Konzentrationen wiederholt.

Die eingesetzten Stammldsungen der einzelnen Genvarianten wurden 1:10 verdinnt.
Bei der Transfektion wurden fir jede Variante 2,5 pl unverdiinnte Stammlésung und

10yl bzw. 2,5 pl verdinnte Stammldsung eingesetzt. Dies entspricht einer
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eingesetzten DNA-Menge von 250 ng, 100 ng, 25 ng. Das weitere Vorgehen war
analog zu dem vorangegangenen Versuch. Bei der Photometrie zur Bestimmung der
RNA-Konzentration ergaben sich Werte zwischen 344 pg/ml und 421 pg/ml. Die
Proben wurden unverdinnt in eine One-Step-RT-PCR mit den Primer SD6 und SA2
eingesetzt. In der nachfolgenden gelelektrophoretischen Auftrennung zeigte sich das

gleiche Bild wie bei dem vorangegangenen Versuch (Abb. 14).
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Abbildung 14: Einschritt-RT-PCR-Produkte generiert nach Transfektion von COS7-
Zellen mit den einzelnen Genvarianten (*1-Variante, *2-Variante und *41-Variante). Es
wurden die Primer SD6 und SA2 verwendet. Pro Variante wurden 250 ng, 100 ng und
25 ng DNA fir die Transfektion eingesetzt (die verwendete DNA-Menge ist an den
einzelnen Spuren angegeben). Spur *-*** Negativkontrollen: Spur * (Fugene,
Nacktmedium und Track-CMV), Spur ** (Fugene und Nacktmedium) und Spur ***
(Nacktmedium), verwendeter DNA-Langenstandard 100 bp.

Die RT-PCR-Produkte wurden 1:10 verdinnt und eine nested-PCR mit den
spezifischen Primern SpNestEtrap F und SpNestEtrap_R durchgefuhrt. In der
nachfolgend durchgefiihrten Elektrophorese zeigte sich in dem verwendeten 1,5%
Small-DNA-Agarosegel in den sechs Spuren, die mit den unterschiedlichen
Verdinnungen der *1 und *2-Variante belegt waren, nur ein Produkt der Grdl3e von ca.
310 bp (Abb. 15).

In den Spuren der *41-Variante zeigte sich ein anderes Bild. In der ersten Spur zeigten
sich zwei PCR-Produkte, &hnlich wie in der Spur 9 im vorangegangenen Versuch.
Dabei konnte ein kleines Produkt (ca. 310 bp) und ein grof3eres Produkt (ca. 360 bp)
nachgewiesen werden. Das kleinere Produkt entsprach in seiner Grol3e den nach
Transfektion von *1 bzw. *2 Konstrukten erhaltenen Produkten. Demgegentiber wurde
das groRRere PCR-Produkt ausschliel3lich nach Transfektion des *41-Konstruktes

gefunden. Nach weiterer Erniedrigung der DNA-Konzentration im Transfektionsansatz,
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konnte die Bildung des kleineren Produktes nicht mehr nachgewiesen werden. Es war
nur noch das grélRere Produkt nachweisbar. Wurde die zur Transfektion eingesetzte
DNA-Menge noch weiter verringert, konnte unter Verwendung der CYP2DG6-
spezifischen Primer gar kein Produkt mehr nachgewiesen werden, obwohl ein

regulares Splicing der Globin-Exons gezeigt werden konnte (Abb. 14 und 15).
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Abbildung 15: Nested-PCR-Produkte generiert aus den Einschritt-RT-PCR-Produkten
mit den Primern SpNestEtrap_F und SpNestEtrap_R. Spur 1-7 zeigen das erwartete
regulare Spliceprodukt der Grofe 316 bp. Spur 7 zeigt zudem ein alternatives
Spliceprodukt der GroRRe 359 bp. Spur 8 zeigt nur das aberrante Spliceprodukt (359
bp). In Spur 9 zeigte sich kein Produkt, obwohl durch das klar dominante Signal in der
vorangegangenen Einschritt-RT-PCR nachgewiesenen worden war (siehe Abb. 9),
dass die Transfektion der COS7-Zellen gelungen und das Vektor-Minigen-Konstrukt
intakt war. Spur 1-3 *1-Variante, Spur 4-6 *2-Variante und Spur 7-9 *41-Variante
(eingesetzte DNA-Menge in ng ist an den Spuren angegeben), verwendeter DNA-
Langenstandard 100 bp.

Um nachweisen zu kénnen, dass es sich bei dem Produkt der Gro3e 316 bp um das
regulare Spliceprodukt und bei dem Produkt der GroRRe 359 bp tatsachlich um das

Spliceprodukt des aberranten Splicings handelt, wurden die Produkte sequenziert.

Die PCR-Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und sequenziert.
Dabei wurde fir *1 und *2 jeweils eine Bande analysiert. Flr die *41-Variante wurden
die beiden Produkte (316 bp und 359 bp), welche sich in der Spur 7 zeigten und das
Produkt der GroRBe 359 bp, das sich in der Spur 8 zeigte, fur die Sequenzierung
verwendet. Vor der Sequenzierung der Produkte wurde eine Reinheitskontrolle mit
Hilfe einer Gelelektrophorese durchgefiihrt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Reinheitskontrolle der ausgeschnittenen und aufgereinigten nested-
PCR-Produkte der Spuren 3 (*1-Variante), 6 (*2-Variante), 7 und 8 (*41-Variante) aus
der vorangegangenen nested-PCR (siehe Abb. 15). Die Banden wurden aus dem 2 %
Agarosegel ausgeschnitten und mit dem QIAquick Extraction Kit aus dem Gel
extrahiert. Die isolierten Produkte wurden nachfolgend sequenziert. Spur 1 *1-Variante,
Spur 2 *2-Variante, Spur 3 316 bp groRes Produkt der *41-Variante, Spur 4 359 bp
grofR3es Produkt der *41-Variante und Spur 5 359 bp grofRes Produkt der *41-Variante
(aus Spur 8 der nested-PCR, Abb. 15), verwendeter DNA-Langenstandard 100 bp.

Es folgte eine Sequenzierung mit den Primern SpNestEtrap F und SpNestEtrap R.
Um die geringe Konzentration der eingesetzten DNA auszugleichen, wurden statt der

Ublicherweise verwendeten 2,5 pl template-DNA 7,5 ul eingesetzt.

Die ermittelten Sequenzen wurden mit der Referenzsequenz der humanen CYP2D6
cDNA und der kompletten kodierenden Referenzsequenz des *1-Allels von CYP2D6
(Gaedigk AY545216) abgeglichen. Der Vergleich mit zwei verschiedenen

Referenzsequenzen war aus zwei Griinden notwendig.

Zum einen zeigte sich beim Abgleich der Sequenzen der *1-Variante mit der humanen
CYP2D6 mRNA (NM33388) ein vermeintlicher Missmatch. Dieser zeigte sich jedoch
nicht bei Abgleich mit der Referenzsequenz des *1-Allels von CYP2D6 (AY545216).
Dies bedeutete, dass die Sequenz der *1-Variante fehlerfrei sein musste. Es stellte
sich durch diesen Vergleich heraus, dass die Referenzsequenz der humanen CYP2D6
MRNA in *2-Konfiguration vorliegt und es sich bei dem nachgewiesenen
Polymorphismus nicht um einen Missmatch, sondern um den fur *2 charakteristischen

SNP 2850C>T handelte. Durch diesen Vergleich mit beiden Referenzsequenzen wurde
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nachgewiesen, dass die sequenzierten Produkte der *1 und *2- Variante fehlerfrei
waren. Dies konnte auch fir das 316 bp grof3e Produkt der *41-Variante nachgewiesen

werden, welches in der Sequenz der Basenabfolge des *2 entsprach.

Zum anderen zeigte sich bei alleinigem Vergleich der Sequenz des grof3eren
Fragmentes (359 bp) der *41-Variante mit der Referenzsequenz der humanen
CYP2D6 mRNA eine Sequenz, die an einer Stelle unterbrochen war und dann
fehlerfrei weiterlief. Um die zuséatzlichen Basen identifizieren zu kdénnen, wurde die
Sequenz mit der genetischen Sequenz des *1-Allels von CYP2D6 verglichen. So
konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den im Spliceprodukt nachweisbaren
zusatzlichen Basen um einen intronischen Abschnitt handelte. Abbildung 17 zeigt
exemplarisch den Abgleich mit der Referenzsequenz des *1-Allels von CYP2D6
(AY545216).
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AY545216
1

*2

*41k
*41g

ACCCTGAGAG
ACCCTGAGAG
ACCCTGAGAG
ACCCTGAGAG
ACCCTGAGAG

CTGITCTICTG
CTGITCTICTG
CTGITCICTG
CTGITCICTG
CTGITCICTG

CACCTTCAAT
CAGCTTCAAT
CAGCTTCAAT
CACCTTCAAT
CACCTTCAAT

CCGGGATGGT
CCGGGATGGT
CCGGGATGGT
CCGGGATGGT
CCGGGATGGT

GATGAGAACC TGCGCATAGT
GATGAGAACC TGCGCCATAGT
GATGAGAACC TGTGCATAGT
GATGAGAACC TGIGCATAGT
GATGAGAACC TGIGCATAGT

GACCACCTCG ACCACCCTGG
GACCACCTCG ACCACCCTGG
GACCACCTCG ACCACGCTGG
GACCACCTCG ACCACGCTGG
GACCACCTCG ACCACGCTGG

CCTGCTCATG ATCCTACATC
CCTGCTCATG ATCCTACATC
CCTGCTCATG ATCCTACATC
CCTGCTCATG ATCCTACATC
CCTGCTCATG ATCCTACATC

CGGATGTGCA
CGGATGIGCA
CGGATGIGCA
CGGATGIGCA
CGGATGTGCA

GGTGGCTGAC
GGTGGCTGAC
GGTGGCTGAC
GGTGGCTGAC
GGTGGCTGAC

AY545216
*1

*2

*41k
*419g

CAGGAGATCG ACGACGTGAT AGGGCAGGTG
CAGGAGATCG ACGACGTGAT AGGGCAGGTG
CAGGAGATCG ACGACGTGAT AGGGCAGGTG
CAGGAGATCG ACGACGTGAT AGGGCAGGTG
CAGGAGATCG ACGACGTGAT AGGGCAGGTG

CGGCGACCAG AGATGGGTGA
CGGCGACCAG AGATGGGTGA
CGGCGACCAG AGATGGGTGA
CGGCGACCAG AGATGGGTGA
CGGCGACCAG AGATGGGTGA

Abbildung 17: Alignment der sequenzierten nested-PCR-Produkte. Die zum Abgleich
verwendete Sequenz ist die *1-Sequenz AY545216. *41k bezeichnet das Produkt des
*41-Allels mit niedrigeren und *41g das Produkt mit héheren Molekulargewicht. Die
erste Base des Alignments ist Base 7019 in der AY545216-Sequenz. Dies entspricht
Base 2818 in der konventionell genutzten Referenzsequenz NM33388. Die in den
einzelnen Variante vorkommenden Polymorphismen (2850C>T und 2988G>A) sind fett
dargestellt. Der intronische Anteil, der in der cDNA der *41g-Variante vorliegt, ist kursiv
dargestellt.

Bezug nehmend auf die Arbeitshypothese wurde die Sequenz dieses Produktes

verglichen mit der Sequenz des aberranten Spliceproduktes der *41-Variante, welches
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durch das Vorliegen des SNP im Intron 6 (2988G>A) und das daraus resultierende
zweite Donorsignal entstehen kodnnte. Es zeigte sich, dass die Sequenz des
entstandenen Produktes und die des aberranten Spliceproduktes exakt

Uubereinstimmten.

2850C>T

GAACCTGCGCATA

Splicesite

GGATGTGCAGCGCCGTGTCCAA

*1
i /\ o / ‘\ \
AATAY ‘u"ﬂf_ VUV JJ_J\M J,L..n \J\ -ALJN WAL
GAACCTGTGCATA GGATGTGCAGCGCCGTGTCCAA
*2
f\/\ “ H’ j\ :
‘
/‘X__...L\_A_JJL__‘ [L.\LJLA,J ‘}‘L..o.lu_.u
GAACCTGTGCATA GGATGTGCAGCGCCGTGTCCAA
* ‘1
41k oy - f\ o
. \ | N AR
\/ MU A
ITMRARAN RNV TAANATAIATA
GAACCTGTGCATA GGATGTGCAGCGTGAGCCCATCTGGGAAACAGTGCAGGGGCCGAGGGAGAAAGGGCCGTGTCCAA
*41g

DAMANAN WY

Abbildung 18: Dargestellt sind Abschnitte aus den Spliceprodukt-Sequenzen der
Minigen-Konstrukte. Die linke Spalte zeigt den Polymorphismus 2850C>T. Die rechte
Spalte stellt den Ubergang zwischen Exon 6 und Exon 7 dar. Die letzte Base von Exon
6 und die erste Base von Exon 7 sind durch Striche markiert. Die zusatzlichen Basen
des groRBeren Sliceproduktes der *41-Variante (*41g) sind gelb unterlegt. Der
Polymorphismus 2988G>A ist blau unterlegt. In den Ubrigen Spliceprodukten markiert
der gelbe Streifen die Stelle, an der bei der *41g-Variante die zusatzlichen Basen zu
finden sind. Das kleinere Spliceprodukt des *41-Minigen-Konstruktes wurde *41k
genannt.

Um die mdglichen Auswirkungen des verdnderten Spliceproduktes auf die
Aminosauresequenz des CYP2D6-Proteins feststellen zu konnen, wurden die
Sequenzen des aberranten Spliceproduktes und die des reguléaren Spliceproduktes
von *41 ebenso wie die Sequenzen von *1 und *2 in das Programm ,DNA—Protein®
des ,ExXPASYy (Expert Protein Analysis System) proteomics server” eingegeben. Dieses
Programm ist in der Lage, DNA- und RNA-Sequenzen in die daraus resultierenden

Proteinsequenzen zu translatieren.

Es zeigte sich, dass das aus der *1 bzw. *2-Variante und das aus dem reguldren
Spliceprodukt der *41-Variante entstehende Protein 497 Aminosduren umfasst,
wahrend das aus dem aberranten Spliceprodukt entstehende Protein nur eine Lange

von 362 Aminosauren aufweisen wirde. Dies resultiert daraus, dass durch die
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zusatzlichen, sonst intronisch liegenden Basen das Spliceprodukt so verandert wird,

dass friher in der Basensequenz ein aberrantes Stopcodon entsteht.

Die Proteinsequenz der *1- und *2-Variante stimmen, bis auf die fur *2
charakteristischen Aminoséureaustausche (R296C und S486T), miteinander Uberein.
Die aus dem regularen Spliceprodukt der *41-Variante entstehende Proteinsequenz
stimmt mit der von *2 Uberein. Die aus dem aberranten Spliceprodukt der *41-Variante
resultierende Sequenz ist bis zur Aminosaure an Stelle 330 mit der Sequenz von *2
identisch. Danach weist das aus der *41-Variante entstehende Protein eine stark
abweichende Aminosauresequenz auf, die nach weiteren 32 Aminosauren an der
Position 362 abbricht (Abb. 19).
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Gae MGLEALVPLAVI VAI FLLLVDLMARRQRWAARYPPCPLPLPG.CGNLLHVDFONTPYCFDQ 60
*1 MGLEALVPLAVI VAl FLLLVDL MHRROQRWAARYPPGPLPLPGLGNLLHVDFONTPYCFDQ 60
*2/*41k MGELEALVPLAVI VAl FLLLVDLMHRRQRWAARYPPGPLPLPGLGNLLHVDFQNTPYCFDQ 60
*419g MGLEALVPLAVI VAI FLLLVDLMARRQRWAARYPPCGPLPLPGLGNLLHVDFONTPYCFDQ 60

Gae L RRRFGDVFSL QLAWT PVWWLNGLAAVREALVTHGEDTADRPPVPI TQ LGFGPRSQGVF 120
*1 L RRRFGDVFSLQLAWT PVWLNGLAAVREALVTHGEDTADRPPVPI TQ LGFGPRSQGVF 120
*2/ *41k LRRRFGDVFSLQLAWPVVWLNGLAAVREALVTHGEDTADRPPVPI TQ LGFGPRSQGVF 120
*419g L RRRFGDVFSL QLAWT PVWWLNGLAAVREALVTHGEDTADRPPVPI TQ LGFGPRSQGVF 120

Gae LARYGPAVREQRRFSVSTL RNL GL GKKSL EQW/TEEAACL CAAFANHSGRPFRPNGLLDK 180
*1 LARYCGPAVREQRRFSVSTL RNL GL GKKSL EQW/TEEAACL CAAFANHSGRPFRPNGLLDK 180
*2/ *41k LARYGPAVREQRRFSVSTLRNLGLCKKSLEQAWTEEAACL CAAFANHSCRPFRPNGLLDK 180
*419g LARYGPAVREQRRFSVSTL RNL GL GKKSL EQW/TEEAACL CAAFANHSGRPFRPNGLLDK 180

Gae AVSNVI ASL TCGRRFEYDDPRFLRLLDLAQEGLKEESGFLREVLNAVPVLLH PALAGKV 240
*1 AVSNVI ASLTCGRRFEYDDPRFLRLLDLAQEGLKEESGFLREVLNAVPVLLHI PALAGKV 240
*2/ *41k AVSNVI ASLTCGRRFEYDDPRFLRLLDLAQEGLKEESGFLREVLNAVPVLLH PALAGKV 240
*419g AVSNVI ASL TCGRRFEYDDPRFLRLLDLAQEGLKEESGFLREVLNAVPVLLH PALAGKV 240

Gae L RFQKAFL TQL DELL TEHRMIM'MDPAQPPRDL TEAFLAEMEKAKGNPESSFNDENLRI VWA 300

*1 L RFQKAFL TQLDEL L TEHRMIM' DPAQPPRDL TEAFL AEMEKAKGNPESSFNDENLRI VWA 300

*2/ *41k LRFQKAFLTQLDELLTEHRMIM'DPAQPPRDL TEAFLAEMEKAKGNPESSFNDENLE! VWA 300

*419g L RFQKAFL TQLDELL TEHRMIM'MDPAQPPRDL TEAFLAEMEKAKGNPESSFNDENLEI VWA 300
*

Gae DLFSAGWTTSTTLAWGLLLM LHPDVQRRVQQEI DDVI GQVRRPEMGEDQAHMPYTTAVI 360
*1 DLFSAGWTTSTTLAWGLLLM LHPDVQRRVQQEI DDVI GQVRRPEMGEDQAHMPYTTAVI 360
*2/*41k DLFSAGWTTSTTLAWGLLLM LHPDVORRVQQEI DDVI GQVRRPEMGDQAHMPYTTAVI 360
*419g DLFSAGWTTSTTLAWGLLLM LHPDVOQREPI VETVQGPREKGPCPTCGDRRRDRAGAATR 360

Gae HEVQRFGDI VPLGVTHMISRDI EVQGFRI PKGTTLI TNL SSVLKDEAVWEKPFRFHPEHF 420
*1 HEVQRFGDI VPLGVTHMISRDI EVQGFRI PKGTTLI TNL SSVLKDEAVWEKPFRFHPEHF 420
*2/* 41k HEVQRFGDI VPLGVTHMTSRDI EVQGFRI PKGTTLI TNLSSVLKDEAVEKPFRFHPEHF 420
7 e R o' 362
Gae L DAQGHFVKPEAFL PFSAGRRACL GEPL ARVEL FLFFTSLL QHFSFSVPTGQPRPSHHGY 480
*1 L DAQGHFVKPEAFL PFSAGRRACL GEPL ARVEL FLFFTSLL QHFSFSVPTGQPRPSHHGY 480

*2/*41k LDAQGHFVKPEAFLPFSAGRRACL GEPL ARVEL FLFFTSLLQHFSFSVPTGQPRPSHHGY 480
7 T

Gae FAFLVSPSPYELCAVPR 497
*1 FAFLVSPSPYELCAVPR 497
*2/*41k FAFLVPSPYELCAVPR 497
¥41g e

Abbildung 19: Alignment der vorhergesagten Aminosduresequenz der einzelnen
Spliceprodukte. Es wurde das Programm ,DNA—Protein“ des ,ExPASy (Expert Protein
Analysis System) proteomics server” fir die Vorhersage verwendet. Die verwendete
Referenzsequenz ist die *1-Sequenz AY545216. Die Beschriftung der einzelnen
Varianten ist analog zu der in Abb. 18. Die fur die Allele charakteristischen
Aminosaureveranderungen sind rosa unterlegt und mit einem Stern markiert. Die von
den anderen Produkten abweichende Aminosauresequenz von *41g ist unterstrichen
und kursiv dargestellt. X = Stopcodon

Die Ergebnisse der Sequenzierung bestatigten die urspringlich aufgestellte

Hypothese, dass durch den SNP im Intron 6 der *41-Variante neben dem regular
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entstehenden Spliceprodukt ein alternatives Spliceprodukt entstehen kénnte. Mit dem
Translationsprogramm ,DNA—Protein“ des ExPASy-Severs konnte gezeigt werden,
dass die Aminosauresequenz, die aus dem aberranten Spliceprodukt entsteht, stark
von der des reguldren Spliceproduktes abweicht und ein irreguldares Stopcodon

aufweist.
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4 Diskussion

Die kaukasische Bevolkerung unterscheidet sich deutlich hinsichtlich der
enzymatischen Aktivitdt des CYP2D6. Der haufigste Phanotyp in dieser ethnischen
Gruppe ist der des extensive metabolizers (EM), der einen Anteil von ca. 72%
ausmacht. EMs weisen eine normale katalytische Aktivitat des CYP2D6 auf. Die
beiden haufigsten Allele, die diesen Phanotyp bedingen, sind CYP2D6*1 und *2.
Wahrend die Allelfrequenz von *1 bei Kaukasiern etwa 40% betragt, liegt die Haufigkeit
von *2 bei ca. 17% (Rau et al. 2002).

Zusatzlich zu den etwa 7-8% der Kaukasier, die ein vollstandiges Fehlen der CYP2D6-
Aktivitdt aufweisen (poor metabolizer), besitzen etwa 11% der kaukasischen
Bevolkerung eine eingeschrankte enzymatische Aktivitdt des CYP2D6. Man bezeichnet
diese Gruppe phanotypisch als intermediate metabolizer (IM). Die Gruppe wird vor
allem von heterozygoten Merkmalstragern gebildet, die ein Null-Allel (z.B. CYP2D6*4)

und ein Allel besitzen, das mit reduzierter Aktivitat verbunden ist.

Allele, die mit reduzierter enzymatischer Aktivitat assoziiert sind, kommen in
verschiedenen ethnischen Gruppen mit unterschiedlicher Haufigkeit vor. In der
kaukasischen Bevdlkerung ist das am héaufigsten vorkommende Allel bei IM das *41-
Allel. Die Allelfrequenz des *41-Allels ist bei Kaukasiern ca. 14% (Rau et al. 2002).
Unter den kaukasischen Individuen, die phéanotypisch IM sind, liegt die Haufigkeit des
*41-Allels bei Uber 60% (Raimundo et al. 2000). Damit ist das *41-Allel das haufigste
Allel kaukasischer IM. In vielen afrikanischen und asiatischen Bevolkerungsgruppen
werden die vermindert aktiven Allele vor allem von *10 und *17 reprasentiert, so dass

in diesen Gruppen das *41-Allel keine so grofRe Bedeutung besitzt wie bei Kaukasiern.

Das *41-Allel, das in der vorliegenden Studie untersucht wurde, ist mit einer Reduktion
der CYP2D6-Expression in der Leber assoziiert, wodurch eine verringerte
metabolische Kapazitdt des CYP2D6 resultiert. Dies hat Auswirkungen auf die
Plasmakonzentration der CYP2D6-metabolisierten Pharmaka. Zu diesen Arzneimitteln
gehtren haufig verordnete Substanzen wie z.B. Betablocker, Antidepressiva,

Neuroleptika, Opioide und einige Antiarrhythmika.

Aufgrund des haufigen Vorkommens des *41-Allels bei Kaukasiern und seinen
deutlichen Auswirkungen auf den Arzneistoffmetabolismus, erscheint es von
Bedeutung, die genetische Ursache fur die reduzierte enzymatische Aktivitat des
Genproduktes des *41-Allels zu verstehen. Ein Polymorphismus, der das *41-Allel
identifiziert, wurde 2004 von Raimundo et al. entdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass
2988A im Intron 6 des *41-Allels den Phanotyp des IM mit grol3erer Genauigkeit

vorhersagen konnte, als der dafiir sonst verwendete Promotorpolymorphismus
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(-1584C>G). Dieser liegt beim *41-Allel in der -1584C Konfiguration
(Wildtypkonfiguration) vor. Vor der Entdeckung der Signatur-Variation 2988A war die
Diagnose des *41-Allels nur indirekt mdglich, durch den Nachweis von 2850T
(gemeinsam fir das *2 und das *41-Allel) bei Vorliegen des Promoters in Wildtyp-
Konfiguration. Nicht in allen Fallen war auf diese Weise der Genotyp klar zuzuordnen
(Raimundo et al. 2000; Rau et al. 2002; Raimundo et al. 2004).

Das Allel *41 ist in den kodierenden Sequenzen identisch mit der *2-Variante (R296C;
S486T). Im Gegensatz zum *41-Allel ist das *2-Allel mit einer normalen enzymatischen
Aktivitat assoziiert, so dass sich in den kodierenden Abschnitten der DNA keine

Ursache fur den Unterschied in der Aktivitat findet.

Die vorliegende Studie untersuchte nun, ob der 2988G>A Polymorphismus im Intron 6
des CYP2D6-Gens das RNA-Splicing eines CYP2D6-Minigens beeinflusst. Die
Untersuchung wurde mit Hilfe eines Exon-Trapping-Vektors an transfizierten COS 7-

Zellen durchgefuhrt.

In den Konstrukten, die Sequenzen des *1 bzw. des *2 Allels enthielten, wurde nur ein
Produkt in der RT-PCR gefunden, das durch regulare Verwendung der Donor- und
Akzeptorsignale zustande kam. DemgegenlUber wurden zwei Veradnderungen nach
Transfektion des *41-Konstrukts festgestellt. Zum einen zeigte sich, dass neben einem
Spliceprodukt der normalen Lange ein grél3eres, aberrantes Spliceprodukt auftrat. Zum
anderen konnten bei Verwendung niedriger DNA-Konzentrationen in der nested PCR
keine Produkte mehr amplifiziert werden, wenn CYP2D6-spezifische Primer aus Exon
6 und Exon 7 verwendet wurden. Somit kam es zu einem als Exon-Skipping
bezeichneten Vorgang, bei dem ein oder mehrere Exons durch alternatives Splicing
der RNA in der reifen mRNA fehlen.

In Zellen, die mit der *41-Variante transfiziert worden waren, fanden sich zwei
Transkriptformen. Das eine, kleinere Transkript entsprach dem regularen 316 bp
grolRen Spliceprodukt, welches auch nach Transfektion der *1- und *2-Konstrukte
entstand. Die Sequenzierung bestatigte, dass es sich bei diesen Produkten um cDNAs
handelte, wie sie durch die physiologische Verwendung der CYP2D6-Splicesignale

entstehen.

Bei dem zweiten Transkript handelt es sich um ein alternatives Spliceprodukt, welches
nur in den mit der *41-Variante transfizierten Zellen nachweisbar war. Dieses Produkt
weist eine GroRe von 359 bp auf. Das Produkt entsteht durch die Verwendung einer
alternativen Splicedonorsite, die bei der 2988A-Variante im Intron 6 entsteht. Die in-

silico-Vorhersage dieser alternativen Donorsite stellte den theoretischen
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Ausgangspunkt fir die Untersuchungen dieser Arbeit dar. Die Hypothese einer

alternativen Donorsite-Verwendung konnte also experimentell bestatigt werden.

Die aberrant gespleif3te groflere mRNA, die durch die Verwendung der alternativen
Donor-Site entsteht, enthalt Anteile des Introns 6, die physiologischer Weise durch das
Splicing entfernt wirden. Durch diese zusétzlichen Basen lasst sich zum einen eine
verénderte C-terminale Aminosdureabfolge vorhersagen, zum anderen kommt es zum
Auftreten eines vorzeitigen Stopcodons, so dass das Protein trunkiert ist. Es ist davon
auszugehen, dass das verkirzte Protein nicht funktionell ist, da die evolutorisch
konservierte Ligandenbindungsstelle (FSAGRRACLG, aa 436-445) des Proteins fir
das Eisen-Atom des Ham-Kofaktors deletiert ist. Eine andere mogliche Konsequenz ist,
dass das aberrante Spliceprodukt dem nonsense-mediated decay (NMD) unterworfen

wird (s.u.).

Da aus dem aberranten Transkript kein funktionsfahiges Protein entsteht, ist die
enzymatische Aktivitat von *41 von der Menge des reguldaren Spliceprodukts abhangig.
Auch beim *41-Allel entsteht das regulare Spliceprodukt, welches die genetische
Information fir das funktionsfahige CYP2D6 enthélt. Dies erklart, warum intermediate
metabolizer mit dem *41-Allel phanotyisch keine poor metabolizer (PM) sind. Die
Bildung des regularen Spliceprodukts hing in unserem Versuchsansatz von der Menge
der zugefiuihrten DNA ab. Bei der Verwendung groRer DNA-Mengen (1000 ng, 500 ng)
im Transfektionsansatz konnte auch bei Transfektion des *41-Konstrukts nur das
regulare Spliceprodukt nachgewiesen werden. Bei Einsatz von 250 ng DNA konnten
beide Spliceprodukte, das regulare und das abberante Transkript, nachgewiesen
werden. Bei Einsatz einer DNA-Menge von 100 ng konnte nur noch das alternative
Spliceprodukt detektiert werden. Bei der niedrigsten eingesetzten Gendosis (25 ng
DNA) konnte nach Verwendung von Primern aus Exon6 und Exon7 gar kein Produkt
nachgewiesen werden. Da die Bildung kleinerer PCR-Produkte in der Regel von der
Reaktionskinetik her beginstigt sind, durfte das Ausmald der Bildung des korrekten
Spliceprodukts eher Uberschatzt werden. Wesentlich ist, dass die Produkte der ersten
PCR, die Primer (SD6 und SA2) aus den konstitutiven Exons des Vektors verwendet,
in allen untersuchten Reaktionen (auch bei der Transfektion mit 25 ng) klar
nachweisbar waren, so dass sicher von der Transfektion der Zellen mit einem
funktionsfahigen Konstrukt auszugehen ist. Eine mogliche Erklarung fir das Fehlen
des Produkts der nested-PCR nach Transfektion mit 25 ng *41-Konstrukt ist ein

Exonskipping, das ein oder beide Exons des CYP2D6-Gens mit einbezieht.

Um die erhobenen Befund besser verstehen zu kdnnen, sollen hier die wesentlichen
Aspekte des Splicings und des alternativen Splicings zusammenfassend dargestellt

werden.
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Bei der Transkription entsteht in eukaryoten Zellen ein primédres RNA-Transkript
(hnRNA), das zahlreichen posttranskriptionellen Modifikationsprozesse unterworfen ist.
Sie umfassen die Anheftung einer Kopfgruppe (Cap-Gruppe) am 5-Ende,

Polyadenylierung am 3'-OH-Ende und die Entfernung der Intronsequenzen (Splicing).

Die Cap-Gruppe ist ein notwendiges Signal fir den Transport der mRNA durch die
Kernporen und dient bei der Translation der Anheftung der mRNA an das Ribosom und
dem Auffinden des Startpunktes. Sowohl die Cap-Gruppe als auch der
Polyadenylatschwanz am 3-Ende schiutzen die mRNA vor dem Abbau durch
Nukleasen (Loffler ,Petrides 1998).

Das Spleil3en des primaren RNA-Transkriptes entfernt die intronischen Sequenzen und
verbindet die Exons so miteinander, dass ein durchgehendes kodierendes Leseraster
entsteht. Die Exon-/Introngrenzen und damit auch die Splicestellen werden durch
spezifische Basensequenzen festgelegt. Am 3-Ende eines Exons liegen etwa 10
unterschiedlich stark konservierte Nukleotide. Das folgende Intron beginnt i.d.R. mit
einem GU-Dinukleotid und setzt sich in einer weniger stark konservierten Sequenz fort.
Im Intron folgen nun drei Sequenzbestandteile aufeinander. Etwa 20-50 Nukleotide vor
dem Beginn des nachfolgenden Exons liegt die Verzweigungsstelle (branch site), die
eine wichtige Rolle im Prozess des Splicings spielt. Darauf folgt ein Polypyrimidintrakt

und ein terminales AG-Dinukleotid am 3’-Ende des Intron (Stryer 1996).

Fur die Durchfihrung des Splicings ist das Spleilosom von entscheidender
Bedeutung. Beim SpleiRosom handelt es sich um einen makromolekularen Komplex,
welcher die beiden, fir das Splicing charakteristischen Umesterungen katalysiert. Es
besteht aus verschiedenen snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein particles),

akzessorischen Proteinen und mRNA-Vorlaufern.

Der Beginn des Splicings wird uber die Bildung des E complex eingeleitet. Der E
complex besteht aus dem Ribonukleoprotein Ul-snRNP und dem akzessorischen
Protein U2AF, welches im spéateren Verlauf die Funktion des U2-snRNP unterstutzt.
U1-snRNP bindet tGber Basenpaarung an die 5-Splicestelle. Die 65-kDa Untereinheit
des dimerischen U2AF bindet an den Polypyrimidintrakt des Introns. Das U2-snRNP
bindet an die Verzweigungsstelle im Intron und sorgt durch die anschlieRende
Assoziation von Ul und U2 fir die raumliche Annaherung von 3'- und 5-Ende des
Introns. Dadurch kann U1l eine zusatzliche Bindung mit der 3'-Splicestelle eingehen.
Ein Komplex aus den restlichen fir die Bildung des SpleiRosoms bendétigten snRNPs
U4, U5 und U6 tritt zu Ul und U2 hinzu. U5 bindet an die Exonsequenz der 5'-
Splicestelle, die Basenpaarung zwischen Ul und dieser Splicestelle wird aufgelést und
Ul verlasst das SpleiBosom. Die Bindung zwischen U4 und U6 wird aufgeldst,

wodurch die inhibitorische Wirkung von U4 auf U6 aufgehoben und die katalytische
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Aktivitat von U6 freigesetzt wird. U6 bindet an Intronsequenzen der 5’-Splicestelle und
an U2, welches immer noch mit der Verzweigungsstelle im Intron verbunden ist. Jetzt
kann die 2’0OH-Gruppe der Verzweigungsstelle die 5 -Splicestelle angreifen, so dass
eine Lasso-Struktur innerhalb des Introns entsteht. Das dadurch frei vorliegende 3'OH-
Ende des upstream gelegenen Exons kann nunmehr die 3"-Splicestelle angreifen,
wodurch beide Exons miteinander verbunden werden. U2, U5 und U6 bleiben an das in
Lassoform vorliegende Intron gebunden und werden mit ihm freigesetzt. Mit diesem

Vorgang wird das Splicing abgeschlossen (Black 2003; Matlin et al. 2005)

Fur das Auffinden der Splicestellen und das korrekte Splicing sind neben den
Konsensus-Sequenzen der Introngrenzen noch weitere wichtige Sequenzelemente der
RNA von entscheidender Bedeutung. Bei diesen Elementen handelt es sich um

splicing enhancer (SE) und splicing silencer (SS).

Splicing enhancer sind RNA-Sequenzen, an die sich Proteinkomplexe anlagern, die
eine Verwendung von schwachen oder regulierten Splicestellen unterstitzen.
Entsprechende Enhancer kénnen sowohl in Exons als auch in Introns lokalisiert sein.
Exonic splicing enhancer (ESE) variieren sehr stark in ihrer RNA-Sequenz. Bei den
sich anlagernden Proteinkomplexen handelt es sich zum gréf3ten Teil um SR Proteine.
SR Proteine bestehen aus einer oder zwei RNP-cs RNA Bindungsstellen und einer RS
Doméane, die von repetitiven Arginin-Serin-Dipeptiden gebildet wird. Die
Serinbestandteile konnen unterschiedlich stark phosphoryliert sein, wodurch auch die
Aktivitdt des Proteins reguliert werden kann. Die beiden Hauptbestandteile der SR
Proteine haben unterschiedliche Funktionen. Die RNP-cs-RNA Bindungsstellen dienen
der Bindung an die RNA-Sequenz. Ein Teil der RS Domane unterstitzt die Interaktion
zwischen der RNA und dem Protein. Die RS-Doméne scheint auf3erdem Interaktionen
mit anderen Proteinen zu unterstitzen, die fir die volle Funktionsfahigkeit der SR
Proteine notwendig sind. Durch die Bindung von SR Proteinen an splicing enhancer
wird die Basenpaarung zwischen U2AF bzw. U1-snRNP und der jeweiligen Splicestelle
gefdrdert. Ein Beispiel fur ein SR Protein, das Uber die Bindung an ESE das Splicing
aktiviert, ist der oben genannte Faktor SF2/ASF (Black 2003; Matlin et al. 2005).

Bei intronic splicing enhancern (ISE) sind einige charakteristische Sequenzelemente
identifiziert worden. ISE sind oft aufgebaut aus Kombinationen von aktivierenden und
hemmenden Elementen, die sich zu grof3en RNP-Komplexen zusammenfligen. Zu
diesen Bestandteilen von ISE gehoéren z.B. Uridin-reiche Sequenzen, die sich direkt
downstream an die 5’-Splicestelle anschlieRen und fir die Aktivierung der jeweiligen
Splicestelle sorgen. Als weiteres wichtiges Element vieler ISE ist das Hexanukleotid
UGCAUG zu nennen. Dieses Element wirkt stark aktivierend auf das Splicing,

besonders wenn es in duplizierter Form vorliegt. Normalerweise befindet es sich
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downstream des aktivierten Exons, wobei einige Bestandteile noch in einer Entfernung
von >500 Basen zum Exon zu finden sind. Die Proteingruppe, die die Effekte dieses
Hexanukleotids vermittelt ist noch nicht identifiziert worden. Generell gilt fur die ISE,
dass zwar einige Sequenzelemente identifiziert werden konnten, aber Uber die
interagierenden Proteine noch wenig bekannt ist. Einige der intronic splicing enhancer
sind SR Protein-abhangig. Es finden sich bei den ISE aber auch andere
Proteinkomplexe, z.B. CELF-Proteine, die lber die Bindung an intronic splicing
enhancer fir die Aktivierung von Splicestellen verantwortlich sind. CELF-Proteine sind
eine hoch exprimierte Proteingruppe, die unterschiedlichste Effekte auf den RNA-
Metabolismus haben kann (Black 2003).

Bedeutung der Splicing silencer

Die zweite wichtige Gruppe von Sequenzelementen der RNA, die einen grof3en
Einfluss auf die Auswahl der Splicestellen hat, sind Splicing silencer. Auch diese
Steruerelemente werden sowohl in Exons als auch in Introns gefunden. Splicing
silencer sind RNA-Sequenzen, die Uber die Interaktion mit Proteinkomplexen die

Aktivierung und Verwendung einer Splicestelle vermindern kénnen.

Exonic splicing silencer (ESS) weisen unterschiedliche RNA-Sequenzen auf. Oft
interagieren heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs) mit den ESS und
vermitteln deren inhibitorische Wirkung auf das Splicing. HhRNPs binden tber ein RNA
recognition motif (RRM) und die KH-Doméne sequenzspezifisch an einzelstrangige
RNA. Weitere Bestandteile der HnRNPs treten in Wechselwirkung mit anderen
Proteinen. Ein haufig auftretendes HnRNP ist das Protein hnRNP Al, welches sowohl

die Wirkung von ESS als auch von intronic splicing silencern (ISS) vermitteln kann.

Ebenso wie ESS weisen intronic splicing silencer (ISS) sehr unterschiedliche RNA-
Sequenzen auf. Es gibt bei den ISS unterschiedliche Proteinkomplexe, die mit ihnen in
Interaktion treten. Wie bei den ESS wird auch die Wirkung einiger ISS mit Hilfe des
hnRNP Al-Proteins vermittelt. Ein weiteres wichtiges Protein im Zusammenhang mit
den ISS ist das polypyrimidine tract binding protein (PTB). Es zeigte sich aul3erdem,
dass die SR Proteine die hauptsachlich im Zusammenhang mit der Aktivierung des
Splicings Uber ESE oder ISE gesehen wurden, auch an ISS binden kénnen und
darliber das Splicing an bestimmten Splicestellen verhindern kénnen (Matlin et al.
2005).

Die Hemmung des Splicings an ESS und ISS Uuber die Anlagerung von
Proteinkomplexen kann Uber verschiedene Wege erfolgen. Die Proteine kénnen die

Anlagerung von Komponenten des SpleiRosoms verhindern oder auch die Aktivierung
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des Splicings durch Faktoren wie SR Proteine verhindern. Welche Mechanismen
verwendet werden, hangt unter anderem von der Position der Bindungsstelle des
Proteins ab. Die Wirkung von ISS kann noch tber Entfernungen von mehreren hundert
Nukleotiden vermittelt werden, was aufgrund der teilweise sehr langen Introns (die
durchschnittliche Intronlange eines humanen Gens betragt > 3300 nt) notwendig ist
(Stamm et al. 2005).

Sowohl tber splicing enhancer als auch uber splicing silencer lasst sich sagen, dass
sich die regulierenden Proteinkomplexe nur Uber relativ schwache Bindungen an die
RNA-Sequenzen anlagern. Dadurch kénnen zum einen die Proteinkomplexe kénnen
nach dem Splicing durch andere Proteine ausgetauscht werden, was eine dynamische
Prozessierung der RNA nach sich zieht. Weiterhin kann die Interaktion zwischen
Protein und RNA z.B. durch Konzentrationsanderungen des regulierenden Proteins
beeinflusst werden. Auch durch Phosphorylierung der regulatorischen Proteine kann
die Protein-Protein-Interaktion modifizieren. Durch gewebespezifisches Vorkommen
von Enhancern und Silencern kann Die Auswahl einer Splicestelle, sowohl fur das
regulare als auch das alternative Splicing, erfolgt Gber ein komplexes Zusammenspiel
der regulatorischen Proteine, die die Funktionen von splicing enhancern und splicing

silencern vermitteln.
Bedeutung des alternativen Splicings

Durch die Auswertung von expressed sequence tags (EST) und cDNA-Datensétzen
wird geschéatzt, dass 35-60% der menschlichen Genprodukte alternativ gespleifdt
werden (Mironov et al. 1999; Brett et al. 2000; Kan et al. 2001; Modrek et al. 2001).
Dieser Prozentsatz erhoht sich auf 74% wenn man DNA-microarray-Experimente
zugrunde legt (Johnson et al. 2003). Diese Zahlen zeigen deutlich, dass alternatives
Splicing von humanen Genprodukten keinesfalls eine Ausnahme ist, sondern eher als
regelhaft auftretender Prozess zu werten ist. Eine wichtigste Funktion des alternativen
Splicings ist die Genregulation. Wéahrend die Genregulation, die durch den Promotor
vermittelt wird meist nur die Hohe der Expression eines Genproduktes verdndern kann,
bietet das alternative Splicing vielfaltige Moglichkeiten der Genregulation. Durch die
Auswahl einer alternativen Splicestelle kann die Struktur der mRNA so verandert
werden, dass alternative Proteine mit einer veranderten Priméarstruktur und Funktion
entstehen. Nach bisherigen Erkenntnissen wird alternatives Splicing weit Uberwiegend
in den translatieten Regionen der mMRNA beobachtet. Daraus resultieren
Veranderungen der Protein-codierenden Region (Okazaki et al. 2002; Zavolan et al.
2003).

Alternatives Splicing kann auch nicht translatierten Regionen am 3'- oder 5’-Ende der

RNA betreffen. Die entstehenden mRNA-Varianten kénnen sich beispielsweise in ihrer



Diskussion 64

Halbwertszeit aber auch der subzellularen Lokalisation unterscheiden. Durch das
alternative Splicing kann die Hohe der Expression eines Transkriptes verandert
werden. So kann in Geweben, die ein Protein nicht exprimieren, durch das Fehlen
essentieller Faktoren, die fur ein korrektes Splicing der mRNA notwendig sind, eine
Transkript entstehen, das zusatzliche Stopcodons enthlt. Diese RNA wird in den nicht
exprimierenden Geweben dem nonsense-mediated decay (NMD) zugeftuhrt wird (s.u.).
Durch die Beschrankung des korrekten Splicings auf bestimmte Gewebe kann also die
Expression des Proteins auf bestimmte Gewebe beschrankt werden. Zwischen dem
alternativen Splicing und dem gewebespezifischen Silencing von Genen besteht als ein

enger Zusammenhang.

Es wird vermutetet, dass 15 bis 50% der menschlichen genetisch bedingten
Erkrankungen auf Mutationen in Donor-/Akzeptor-Stellen, splicing enhancern (ESE und
ISE) und splicing silencern (ESS und ISS) zurtckzufiihren sind. Dies zeigt die
medizinische Relevanz von Mutationen die das Splicing betreffen (Caceres ,Kornblihtt
2002; Cartegni ,Krainer 2002; Faustino ,Cooper 2003; Pagani ,Baralle 2004). Im
Gegensatz zu Mutationen, die zu einer Veréanderung der kodierenden Sequenz des
Proteins fuhren, sind die funktionellen Effekte, die durch Veradnderungen von
Splicesignalen hervorgerufen werden, durch eine in-silico Analyse nicht sicher

vorherzusagen.

Erkrankungen, die durch Veranderungen des Splicings der pra-mRNA entstehen

Im  Folgenden sollen beispielhaft anhand des isolierten  familiaren
Wachstumshormonmangel Typ I (IGHD Il) dargestellt werden, wie vielschichtig

Mutationen von Steuersignalen des Splicings sein kénnen.

Beim IGHD Il handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die
durch Mutationen im Gen des Wachstumshormons (GH1) entsteht. Das Leitsymptom
ist Kleinwuchs (Cogan et al. 1994). Das GH1-Gen besteht aus funf Exons und bildet
normalerweise nur einen kleinen Anteil (5-10%) alternativ gespleil3ter mRNA (Lecomte
et al. 1987). Wahrend das regulare Wachstumshormon eine Masse von 22 kD
aufweist, haben die durch alternatives Splicing entstandenen Proteine eine geringere
Masse von 20 kD (durch Fehlen der ersten 45 nt. im Exon 3) bzw. 17,5 kD (durch
komplettes Exonskipping des Exon 3). Die physiologische Funktion der kleineren

Isoformen ist noch nicht geklart.

Es gibt mehrere Mutationen, die durch ein veréandertes Splicing des Exons 3 zum IGHD
Il fihren. Dabei kénnen von den Mutationen sowohl ein intronic splice enhancer, als

auch ein exonic splice enhancer oder die 5-Donor-Splicestelle betroffen sein, die
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dadurch in ihrer Funktion beeintrachtigt sind (Binder et al. 1996; Cogan et al. 1997;
Moseley et al. 2002).

Im Intron, das downstream auf das Exon 3 folgt, wurden Mutationen beobachtet, die
die Funktion des hier lokalisierten ISE storen. Die Mutationen konnen sowohl
Punktmutationen als auch Deletionen von Nukleotiden sein (Cogan et al. 1997). Der
betroffene ESE liegt im Exon 3 und seine Funktion kann durch eine G>A Mutation
beeintrachtigt werden (Moseley et al. 2002). Daraus resultiert eine vermehrte Bildung
sowohl der 20 kD- als auch der 17,5 kD-Isoform. Neben diesen Modifikationen von
Splicenhancern wurde auch eine G>A Substitution im ersten Nukleotid des Intron 3
gefunden, die eine Unterbrechung der 5-Splicestelle bewirkt, so dass wiederum ein

Exonskipping des Exon 3 resultiert (Cogan et al. 1997).

Es wird deutlich, dass auch eine einzelne Punktmutation — beispielsweise in einem
intronic splicing enhancer — ausreichen, um das Splicing so stark zu stbren, dass es

zur Ausloésung eines Krankheitsbildes kommt.

Der untersuchte Polymorphismus im CYP2D6-Gen beeinflusst zum einen die
verfigbaren Splicedonorsignale, unterbricht aber auch eine intronisch lokalisierte
splicing enhancer Sequenz, die als Bindungsstelle des Splicingfaktor SF2/ASF dienen
kann (Gaedigk et al. 2005). Dieser Splicingfaktor ist nach bisherigen Untersuchungen
mit einer Splicing-aktivierenden Wirkung in Exons verbunden. Der Verlust von
exonischen SF2/ASF-Bindungsstellen ist beispielsweise als Ursache fir die proximale
spinale Muskelatrophie (SMA) identifiziert worden. Bei der SMA handelt es sich um ein
padiatrische neuromuskuldre Erkrankung, die autosomal-rezessiv vererbt wird. Durch
eine Zerstérung der a-Motoneurone im Rickenmark kommt es zu einer symmetrischen
Muskelschwéche und Atrophie der proximalen Bein-, Arm- und spater der
Rumpfmuskulatur. Die genetische Ursache der Erkrankung findet sich in einem
homozygoten Verlust des SMN1-Gens auf Chromosom 5q13. Ein paraloges Gen, das
sowohl bei Gesunden als auch bei Erkrankten vorkommt, ist das SMN2-Gen. Obwohl
beide Gene eine hohe Ubereinstimmung in ihrer Basensequenz zeigen und fiir zwei
Proteine mit identischer Primarstruktur kodieren, ist das SMN2-Gen nur partiell
funktionsfahig. Der entscheidende Unterschied zwischen SMN1 und SMN2-Gen findet
sich in einem einzelnen Basenaustausch C>T an Position +6 im Exon 7. Diese
Mutation fuhrt beim SMN2-Gen zu einer ineffizienten Einflgung des Exon 7 in die
MRNA (Lorson et al. 1999; Monani et al. 1999). Bei 80% der mRNAs fehlt durch
Exoskipping das Exon 7. Das daraus resultierende abberante Protein ist instabil und
inaktiv, wodurch es bei homozygoten Merkmalstradgern zur Auspragung der Erkrankung
kommt. Die Ursache fur die schweren Auswirkungen der Mutation liegt in der

Unterbrechung eines SF2/ASF-abhdngigen exonic splicing enhancer, welcher an
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Position +6 im Exon 7 beginnt (Cartegni ,Krainer 2002). Die Darstellung der
genetischen Grundlage der proximalen spinalen Muskelatrophie zeigt die Bedeutung,
die dem Splicingfaktor SF2/ASF und dem ihn bindenden ESE zukommen kann. Bislang
wurde SF2/ASF allerdings nur im Zusammenhang mit ESE untersucht. Uber die

moglichen Auswirkungen von SF2/ASF auf ISEs ist noch nichts bekannt.

Nonsense-mediated decay (NMD)

Ein sehr wichtiger Kontrollmechanismus, der die Entstehung von enzymatisch inaktiven
Proteinvarianten reduziert, ist der nonsense-mediated decay (NMD). Durch den NMD
werden fehlerhafte mRNAs, die z.B. durch alternatives Splicing entstanden sind,
abgebaut. Die Identifikation solcher mRNAs erfolgt Giber premature termination codons
(PTC). Diese PTCs kdnnen durch Mutation in einer Gensequenz, Transkriptionsfehler,
alternatives Splicing oder fehlerhaftes Splicing entstehen. Die beiden letztgenannten
Prozesse konnen dazu fihren, dass ein Stopcodon aus einem retinierten intronischen
Abschnitt in die mRNA eingefiigt. Das Fehlsplicing kann auch zu einer Verschiebung
des Leserasters fuhren, die dann ebenfalls zum Auftreten eines aberranten
Stopcodons fuhren kann. Mehr als 30% der mRNAs, die durch alternatives Splicing
entstehen, enthalten ein PTC, welches den NMD aktiviert. Jedoch fuhren nicht alle
PTCs zum nonsense mediated decay. Eine wichtiger Faktor, der bestimmt, ob ein
Stopcodon den NMD aktiviert, ist der Abstand zur folgenden Exon-Exon-Grenze. PTCs
bei denen die nachste Exon-Exon-Grenze mehr als 50-55 nt. downstream gelegen ist,
werden dem NMD zugefuhrt. Regulare Stopcodons I6sen den NMD nicht aus, da sie
entweder innerhalb des letzten Exons gelegen sind und somit keine Exon-Exon-
Grenze mehr folgt oder, wenn sie nicht im letzten Exon liegen, die folgenden Exon-
Exon-Grenzen innerhalb der néchsten 50-55 nt. downstream liegen. Die Annahme,
dass die Entfernung zur nachsten Exon-Exon-Grenze das entscheidende Kriterium fur
die Erkennung eines PTCs ist, wird dadurch unterstitzt, dass Gene, die keine Introns
und somit auch keine Exon-Exon-Grenzen enthalten, nicht einem NMD unterworfen
sind (Lejeune ,Maquat 2005).

Damit Exon-Exon-Grenzen als solche erkannt werden kénnen, miissen diese wahrend
des Splicings markiert werden (Maquat 2004). Zunachst binden die cap-bindenden
Proteine (CBP80 und CBP20) an das 5-Ende der noch ungespleiten primaren RNA.
Danach bindet das poly(A)-bindende Protein (PABP2) an den Polyadenylatschwanz
des 3-Endes der primaren RNA. Im nachfolgenden Splicing werden die nicht
kodierenden Introns entfernt und die dabei entstehenden Exon-Exon-Grenzen durch
den so genannten exon junction complex (EJC) markiert. Der EJC besteht aus einem

Proteinkomplex, der mindestens folgende Komponenten enthalt: RNPS1 (RNA-binding
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protein prevalent during S phase), SRm160 (serin/arginine-related matrix protein of 160
kDa), REF/ALY (RNA and export factor), Y14, UAP56 ( U2 snRNP auxiliary factor of 65
kDa associated protein of 56 kDa). Ein so zusammengesetzter EJC bindet im Rahmen
des Splicings ~20-24 nt. oberhalb jeder Exon-Exon-Grenze, wodurch diese markiert
wird. An den EJC binden noch weitere Faktoren, die eine wichtige Rolle fir den NMD
spielen. Zu diesen Faktoren gehoren: UPF2, UPF3 oder UPF3X und NXF1/TAP

(nuclear export factorl, tyrosine-kinase-interacting protein-associated protein).

Das mit diesen Proteinen dekorierte primare Transkript wird nachfolgend im ersten
Durchgang der Translation an (pioneer round) zum ersten Mal von Ribosomen in ein
Protein Ubersetzt. Diese pioneer round kann vermutlich sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma stattfinden. Wenn die mRNA keine aberranten vorzeitigen Stopcodons
enthélt, werden die mRNPs in einen stabilen Initiationskomplex der Translation
umgewandelt. Diese Umwandlung findet statt, indem die EJCs und die dazugehdrigen
assoziierten UPF-Proteine entfernt werden. CBP80 und CBP20 werden gegen den
Initiationsfaktor elF4E und PABP2 durch PABP1 ausgetauscht. AnschlieRend an diese

Umwandlung kann eine stabile Translation der mRNA erfolgen (Abb. 20)

Y0 0 0 0 0 0 0 0 ¥

A Eh | E2 | E3| E4| E5 |E6| E7 |E8| E]

vor der pioneer round

ATG TAG

B Eh | E2 | E3| E4| E5 |E6| E7 | E8| E]

nach der pioneer round

Abbildung 20: Darstellung eines mRNA-Modells des CYP2D6 vor und nach dem
ersten Translationsdurchlauf (pioneer round) bei nicht vorliegendem premature
termination codon (PTC). Diese Konstellation ist zu finden beim *1 und *2-Allel. A: vor
der pioneer round: dekoriertes primares mRNA-Transkript. Mit senkrechten Pfeilen (])
wurden das Start- und Stopcodon der Translation markiert. Die nicht-translatierten
Bereiche sind schraffiert dargestellt. Die gelben Ellipsen stellen den exon junction
complex (EJC) dar. E= Exon. B: nach der pioneer round: mRNA wie sie bei einer
stabilen Translation vorliegt. EJCs wurden entfernt und die mRNA der stabilen
Translation zugefuhrt.
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Wenn wahrend der pioneer round der Translation ein vorzeitiges Stopcodon auftritt,
das mehr als 50-55 nt. upstream von der nachsten Exon-Exon-Grenze entfernt ist, wird

der nonsense-mediated decay (NMD) eingeleitet (Abb. 21).

269 bp
127 bp
ATG A TAG
-0 0 0 0 0 0 Q0
A Ef [ E2]es| ea] es [ee/@E7[E8] Ep

vor der pioneer round

269 bp
_

127 bp

ATG ThG

00
B Er [ E2]E3s| Ea] E5 [Ec6/@E7[E8] Ep

nach der pioneer round

Abbildung 21: Darstellung eines mRNA-Modells des CYP2D6 vor und nach dem
ersten Translationsdurchlauf (pioneer round) bei vorliegendem premature termination
codon (PTC). Dieses Modell stellt das *41-Allel dar. A: vor der pioneer round:
dekoriertes primares mRNA-Transkript. PMS ist in Form eines roten Stop-Zeichens
dargestellt. Uber den waagerechten Pfeilen sind die Entfernungen zu den nachsten
beiden downstream liegenden Exon-Exon-Grenzen angegeben. Rot schraffiert
dargestellt ist der intronische Anteil, der durch den SNP 2988G>A beim Splicing in die
MRNA eingefugt wird. Restliche Beschriftung ist analog zu der in Abbildung 1. B: nach
der pioneer round: Die EJC bis zum premature termination codon wurden entfernt, die
beiden downstream des PMS liegenden EJC bleiben erhalten. Nachfolgend wird der
NMD induziert und die mMRNA abgebaut.

Eine entscheidende Rolle fur die Einleitung des NMD spielen die mit dem EJC
assoziierten Proteine UPF2, UPF3/UPF3X und UPF1, welcher nicht fest mit dem EJC
verbunden ist. Wahrscheinlich beginnt der NMD am 5-Ende mit dem Decapping
gefolgt von einem weiteren Abbau der mRNA in 5-3'-Richtung mit Hilfe von
Exonukleasen. Auch in 3'-5’-Richtung wird die mRNA durch Exonukleasen abgebaut,
nachdem am 3’-Ende eine Deadenylierung durch eine Poly(A)-Ribonuklease (PARN)
erfolgt ist (Maquat 2004).

Mogliche Auswirkungen des Intronpolymorphismus der *41-Variante

Nach dieser genaueren Betrachtung des Splicingvorgangs und der beeinflussenden

Faktoren wird deutlich, dass auch einzelne Punktmutationen in intronischen



Diskussion 69

Abschnitten starke Auswirkungen auf das Splicing und die daraus entstehenden

Produkte haben kdnnen.

Wie bereits dargestellt, ware durch Translation des groReren Spliceprodukts ein
trunkiertes Protein zu erwarten, dem die essentielle Ham-bindende Domaine der P450-
Proteine fehlt. Dartber hinaus zeigt eine Analyse der Exon-/Intron-Struktur, das
aufgrund der Lage des vorzeitigen Stopcodons in Relation zur ndchsten Exon-Exon-

Grenze, dass das Transkript dem nonsense-mediated decay zugefiihrt werden kann.

Das vorzeitige Stopcodons befindet sich 127 bp oberhalb der nachfolgenden Exon-
Exon-Grenze, so dass der Abstand mehr als 50-55 bp betragt, und somit der nonsense
mediated decay sehr wahrscheinlich aktiviert wird. Dies wiirde bedeuten, dass das
alternative Transkript nicht translatiert, sondern abgebaut wird, so dass aus dem
abberanten Spliceprodukt kein Protein entsteht. Dieser Zusammenhang koénnte
madglicherweise die reduzierte CYP2D6-Expression in der humanen Leber bei Tragern

des *41-Allels erklaren.

Offene Fragen

Die Ergebnisse der Studie legen nahe, dass der Polymorphismus 2988G>A im Intron 6
des *41-Allels einen Einfluss auf die verwendeten Splicestellen nimmt. Dadurch wird
der nachfolgende Splicingprozess und das dabei entstehende Produkt verédndert. Da
die Untersuchungen COS7-Zellen und nicht an humanen Hepatozyten durchgefihrt
wurden, bleibt offen, ob die Ergebnisse auch auf humane Leberzellen Gbertragbar sind.
Die Tatsache, dass bei der *1- und der *2-Variante unabhangig von der Konzentration
nur das erwartete Spliceprodukt der Grof3e 316 bp nachgewiesen werden konnte, zeigt
jedoch, dass bei diesen beiden Konstrukten das Zellsystem der COS7-Zellen die zu
erwartenden Ergebnisse erbrachte. Dies macht wahrscheinlich, dass auch die

Ergebnisse der *41-Variante das in vivo zu erwartende Bild darstellen.

Es stellt sich die Frage, ob die durch das Minigen gewonnenen Ergebnisse auf das
vollstdndige humane Gen ubertragbar sind. Bei einem Minigen handelt es sich um ein
artifizielles Konstrukt, das nur einige wenige Bestandteile des Gesamtgens enthalt.
Das in der vorliegenden Studie untersuchte Minigen umfasst nur den Bereich von
Intron 5 bis Intron 7. Minigen-Konstrukte sind eine etablierte Technik zur Untersuchung
des Splicings und der Auswirkungen von Mutationen in splicing enhancer und splicing
silencer. Der Vorteil bestent in einer deutlichen Vereinfachung der
Untersuchungsbedingungen. Fir das vollstandige CYP2D6-Gen missen zahlreiche
Intermediarprodukte erwartet werden, die eine Analyse des Splicingvorgangs

erschweren.
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Der mogliche Effekt der Gendosis auf die Entstehung der einzelnen Spliceprodukte in
vivo lasst sich nicht abschlieRend beurteilen. In der Untersuchung zeigte sich, dass bei
hoher Gendosis nur das regulare Spliceprodukt, bei mittlerer Gendosis ausschlie3lich
das abberante Spliceprodukt und bei sehr niedriger DNA-Dosis gar kein Produkt

nachweisbar ist. Das letztgenannte Ergebnis ist mit einem Exonskipping vereinbar.

Ob dieses Exonskipping durch den vom SNP 2988G>A unterbrochenen splicing
enhancer im Intron 6 ausgelost wird, lasst sich durch die bislang durchgefiihrten
Experimente nicht mit Sicherheit feststellen. Allerdings ist liegt es nahe zu vermuten,

dass der Verlust dieses ESE zu dem beobachteten Exon-Skipping beitragt.

. Derzeit ist nicht bekannt, ob bei IM durch Medikamente oder andere Umwelteinfliisse
durch Modulation des Splicings das Verhdltnis der Transkripte in Richtung der korrekt

gesplicten Variante verschoben werden kann.

Zusammengefasst konnte die vorgelegte Untersuchung mehrere Effekte des 2988G>A
Polymorphismus auf das Splicing eine CYP2D6-Minigens dokumentieren. Dabei
konnte je nach den experimentellen Bedingungen sowohl ein aberrantes Transkript als
auch Exonskipping beobachtet werden. Diese Untersuchungen stitzen die Annahme,
dass die 2988A-Variante ursachlich fur die funktionellen Effekte des CYP2D6*41-Allels

sind.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: Die katalytische Aktivitat des hepatischen Enzyms Cytochrom
P450 2D6 (CYP2D6) zeigt grol3e interindividuelle Unterschiede. Der Phénotyp des
intermediate metabolizers ist durch eine deutlich reduzierte enzymatische Aktivitat

charakterisiert. Dieser Phanotyp wird bei Kaukasiern v.a. bei Tragern des *41-Allels
beobachtet, die gleichzeitig ein Null-Allel oder ein weiteres *41-Allel besitzen. Die
genetische Variation 2988A im Intron 6 gilt als Signaturpolymorphismus des *41-Allels.
Diese Studie untersuchte, ob der Polymorphismus 2988G>A im Intron 6 auch
funktionell bedeutsam ist, indem das Splicing des CYP2D6 Gens beeinflusst wird.

Methoden: Ausgehend von genomischer DNA von phanotypsierten Patienten wurde
zunachst durch PCR ein genomischer Abschnitt des CYP2D6-Gens amplifiziert und
kloniert. Die Patienten waren homozygot fur das *1, das *2 bzw. das *41-Allel. Der
Bereich vom Intron 5 bis Intron 7 wurde in den Exon-Trapping Vektor pSPL3 kloniert
und die richtige Basenabfolge der drei Minigen-Konstrukte durch Sequenzierung
verifiziert. Das Splicing wurde nach Transfektion in eukaryotische Zellen untersucht.
Die RNA wurde extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Das Splicing wurde durch PCR
und nested PCR sowie Sequenzierung untersucht.

Ergebnisse und Beobachtungen: Bei den Genkonstrukten des *1 und *2-Allels wurde

nur ein Spliceprodukt nachgewiesen, welches in GroRe und Basenabfolge dem
erwarteten Produkt (316 bp) entspricht. Im Falle des *41-Allels wurde neben dem
regularen Produkt noch ein aberrantes Transkript (359 bp) nachgewiesen, das durch
Verwendung einer alternativen Splicedonorsite entstand, die durch die Variation 2988A
im Intron 6 bedingt ist. Bei sehr niedriger Konzentration lie3 sich trotz gelungener
Transfektion und intaktem Konstrukt kein Spliceprodukt nachweisen, das sowohl Exon
6 als auch Exon 7 des CYP2D6-Gens enthielt.

Praktische Schlussfolgerungen: Der Polymorphismus 2988G>A ist funktionell

bedeutsam. Bei Vorliegen der 2988A-Variante tritt neben dem physiologischen
Spliceprodukt ein aberrantes Spliceprodukt auf, das Teile des Introns 6 enthalt. Prift
man die funktionellen Effekte der zusatzlichen Basen, so ergibt sich eine
Leserasterverschiebung im C-terminalen Abschnitt und ein vorzeitiges Stopcodon. Das
Protein durfte nicht-funktionell sein, da die Ham-Bindungsstelle deletiert ist. Das
Transkript kann zudem dem nonsense-mediated decay unterworfen werden, da das
vorzeitige Stopcodon diesen Mechanismus vermutlich aktivieren kann. Der
Polymorphismus kann dartiber hinaus ein Exonskipping zumindest eines der
untersuchten Exons auslésen. Zusammenfassend konnen alle drei Mechanismen
(Frameshift/Deletion), Nonsense mediated decay und Exonskipping zu der
Verminderung der *41-assoziierten enzymatischen Aktivitat beitragen.
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7  Abkirzungsverzeichnis

Aai Aqua ad iniectabilia

bp Basenpaare

T Grad Celsius

cDNA Complementary DNA

DDT Dithiothreitol

ddATP Didesoxyadenosin-5'-triphosphat
ddCTP Didesoxycytidin-5'-triphosphat

ddGTP Didesoxyguanosin-5'-triphosphat
ddTTP Didesoxythymidin-5'-triphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTPs Desoxyribonukleotid-5'-triphosphat
EJC Exon junction complex

EM Extensive metabolizer

F Forward

g Schleuderziffer

GIT Guanidinium-Isothiocyanat

GFP Green flourescence protein

h Stunde

IM Intermediate metabolizer

IPTG Isopropyl-[beta]-D-thiogalactopyranosid
kb Kilobasenpaare

kv Kilovolt

LB-Medium Luria Broth Medium

LD Loading dye, Ladepuffer

ul Mikroliter

uM Mikromolar

MCS Multiple cloning site

mg Milligramm

Min. Minute

mi Milliliter

MR Metabolic ratio, metabolischer Quotient
MRNA Messenger RNA

n Anzahl

NMD Nonsense-mediated decay

Nr. Nummer

NTC No template control, Kontrolle ohne DNA, “Wasserkontrolle”
nt Nukleotide

PCR Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PM Poor metabolizer

PTC Premature termination codon

RNA Ribonukleinséure

rpm Revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
RT-PCR Reverse transcriptase PCR

Reverse
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S Sekunde, Si-Einheit sek

SNP Single Nucleotide Polymorphism

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

UM Ultrarapid metabolizer

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-[beta]-D-Galactopyranosid
NaAc Natriumacetat

UNK Uber-Nacht-Kulturen

Vv Volt

Wt Wildtyp

z.B. Zum Beispiel
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