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5 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Transporter und Arzneistoffe

1.1.1 Passage von Permeationsbarrieren

Ein zentrales Problem der Pharmakotherapie ist die unterschiedliche Wirkung derselben
Dosis eines Arzneimittels bei verschiedenen Patienten. Dabei sind die Wirkung und
magliche unerwiinschte Arzneimittelwirkungen zu einem gro3en Anteil abhéngig von der
erreichten Konzentration eines Pharmakons am Wirkort. Als entscheidende
Voraussetzung fir das Erreichen des Wirkortes muss eine Substanz die F&higkeit
besitzen, biologische Oberflichenmembranen zu permeieren. Bei grof3eren hydrophilen
Pharmaka, deren Membranpermeabilitit gering ist, spielen membranstindige
Transportproteine eine entscheidende Rolle fir die Aufnahme in den Organismus und in
die Zellen. Die Pharmaka werden dabei an die Transporter gebunden und von diesen
durch die Membran transloziert. Im Gegensatz zur rein passiven Diffusion kann dieser
aktive Transport entgegen eines Konzentrationsgradienten erfolgen (,bergauf”), wozu aus
thermodynamischen Grinden Energiezufuhr notig ist. Die Aktivitat der Transporter
unterliegt in der Regel einer Sattigung und weist haufig eine hohe strukturelle Spezifitat
auf (Dean et al. 2001; Forth und Henschler 2001; Schwab et al. 2003)

1.1.2 Klassen von Arzneistofftransportern

Nach der vollstandigen Sequenzierung des menschlichen Genoms wird die Anzahl von
Genen, die fur Transporter- und Carrier-Proteine kodieren, auf 500 bis 1200 geschéatzt.
Nur fir einen Bruchteil dieser Proteine ist bislang beschrieben, dass sie zum
transmembrandren Transport von Arzneistoffen beitragen. Bei der Einteilung von
Membrantransportern unterscheidet man, ob sie die Aufnahme ihrer Substrate in die Zelle
oder den Efflux vermitteln. Als wichtigste Vertreter von Transportern, denen eine zellulare
Aufnahme von endogenen Stoffen und Arzneimitteln zugeschrieben wird, gelten die
Mitglieder der ,solute carrier family“ (SLC). Sie gehodren zu den sekundar aktiven
Transportern, wobei die Energie fir den Symport oder Antiport ihrer Substrate aus dem
elektrochemischen Potential intra- und extrazellularer Molekile stammt. Die Subgruppe
SLC22 kodiert fur die Transporterproteine ,organic anion transporters* (OATs) und
,organic cation transporters* (OCTs). Die Subgruppe SLC21 kodiert fur die
Transporterproteine ,organic anion transporting polypeptides” (OATPs), wahrend man die
.peptide transporters” (PepTs) zur Untergruppe SLC15 z&hlt (Tirona und Kim 2002;
Mizuno et al. 2003).

Eine sehr grofl3e Superfamilie transmembraner Transportproteine stellen die ,ATP-binding

cassette proteins® (ABC-Transporter) dar, welche haufig einen Auswaértstransport von
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Stoffen aus der Zelle bewirken. Als primér aktive Transporter nutzen sie die Energie der
intrazellularen Hydrolyse von ATP unmittelbar zum Transport von zahlreichen Substraten
durch biologische intra- oder extrazellulare Membranen. Bisher konnten ungefahr 50
Mitglieder dieser ABC-Superfamilie identifiziert werden, welche basierend auf ihrer
Aminosaurehomologie in 7 Subklassen unterteilt werden (ABCA/ABC1, ABCB/MDR/TAP,
ABCC/MRP/CFTR, ABCD/ALD, ABCE/OABP, ABCF/GCN20, ABCG/White). Als wichtigste
Vertreter Arzneimittel transportierender Proteine gelten die ,multidrug resistance proteins*
(MDRs) der Unterfamilie ABC-B sowie die ,multidrug resistance associated proteins”
(MRPs) der Unterfamilie ABC-C (Dean et al. 2001; Tirona und Kim 2002; Mizuno et al.
2003, Schwab et al 2003). Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das Transporterprotein MRP2
der Genfamilie ABC-C. Die Bezeichnungen ABCC2, MRP2 und cMOAT (canalicular

multispecific organic anion transporter) sind synonym. Der offizielle Genname ist ABCC2.

1.1.3 Einfluss der Arzneistofftransporter auf die Pharmakotherapie

Zusammen mit metabolisierenden Enzymen determinieren Transmembrantransporter die
pharmakokinetischen Eigenschaften von Arzneistoffen. Die arzneimittelspezifische
Resorption, Verteilung innerhalb des Organismus und Elimination in Urin und Galle ist in
grolem MaRe abhangig von der Expression der jeweiligen Transportersubklassen
innerhalb pharmakokinetisch relevanter Gewebe. Zuséatzlich beeinflussen Unterschiede in
der Substratspezifitat und der maximalen Transportkapazitat der Arzneistofftransporter die
Pharmakokinetik der jeweiligen Arzneimittel. Somit bestimmen sie durch ihre
Auswirkungen auf die Bioverfiigbarkeit, die Verteilung innerhalb des Organismus und die
Elimination die Konzentrationen von Pharmaka — und damit auch klinische Wirksamkeit

sowie das Ausmald unerwinschter konzentrationsabhangiger Arzneimittelwirkungen.

Die Transporter tragen als Komponente wichtiger Blut-Gewebe-Schranken zu einem
effizienten Schutz sensitiver Gewebe vor Xenobiotika und endogenen Metaboliten bei.
Zwar konnen dadurch einerseits toxische Wirkungen reduziert, jedoch auch die Passage
von Arzneistoffen und somit das Erreichen therapeutischer Konzentrationen innerhalb so
geschutzter Gewebe verhindern werden. (Tirona und Kim 2002; Dietrich et al. 2003;
Gerloff and Roots 2003; Lockhart et al. 2003; Mizuno et al. 2003; Nies et al. 2004).
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Abbildung 1.1: Uberblick iiber einige Arzneistofftransporter mit ihrer Hauptfunktion bei
der Disposition von Arzneistoffen (in Anlehnung an Gerloff und Roots 2003).

1.2 ABCC?2 Gen und Protein MRP2

1.2.1 Struktur des ABCC2 Gens und des ABCC2 Proteins

Der hier untersuchte Arzneistofftransporter MRP2 gehdrt zur Subklasse MRP (,multidrug
resistance associated proteins“) der Genfamilie ABC-C und wurde 1996 zum ersten Mal
kloniert (Buchler er al. 1996; Taniguchi et al. 1996). Das ABCC2 Gen ist auf Chromosom
10924 lokalisiert (Taniguchi et al. 1996). Es setzt sich aus 32 Exons zusammen und
umspannt ca. 45 kb (Toh et al.1999; Tsuji et al. 1999; Mor-Cohen et al. 2004;
Referenzsequenzen: AL392107.1, NM_000392).

Das membranstandige Glykoprotein MRP2 enthélt insgesamt 1545 Aminosauren und
besitzt eine Molekilmasse von ca. 190 kDa. Strukturell setzt es sich vermutlich aus 17
alpha-Helices (TM1 — TM17) zusammen, welche durch die Phospholipid-Doppelschicht
der biologischen Membranen ziehen und drei Transmembran-Domé&nen (,membrane
spanning domaines®, MSD1, 2 und 3) formen. Innerhalb des Zytoplasmas befinden sich
zwei evolutorisch stark konservierte Nukleotid-bindende Doménen (NBD1 und NBD2), die
fur die Bindung und Hydrolyse des ATP verantwortlich sind. Jeweils eine MSD und eine
NBD bilden zwei homologe Halften, die durch eine gering konservierte intrazellulare
Schleife miteinander verbunden sind (,linker region” L1). Dies stellt die typische Struktur
(,core“-Struktur) eines ABC-Transporters dar, die zusatzlich am Amino-Terminus durch die

Jinker region“ LO mit der MSD1 verbunden ist. Wahrend der Amino-Terminus (NH2)
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extrazellular lokalisiert ist, nimmt das Carboxy-Ende (COOH) aufgrund der ungeraden
Anzahl transmembraner Abschnitte eine intrazellulare Position ein (Borst et al. 1999;
Konig et al. 1999; Gerk und Vore 2002; Kruh und Belinsky 2003)

MSD1 MSD2 MSD3

|12 3 45| [6 78910 11] [121314151617|

Abbildung 1.2: Zweidimensionales Membrantopologie-Modell fir MRP2 (Suzuki et al.
2002).

1.2.2 Lokalisation und Funktion

Der Transmembrantransporter MRP2, der vor seiner Klonierung als ,canalicular
multispecific organic anion transporter* (cCMOAT) bezeichnet wurde, wird stark in der
apikalen (kanalikularen) Membran von Hepatozyten exprimiert (Keppler und Kénig 1997).
Dort transloziert das Protein ein breites Spektrum organischer Anionen gegen einen
Konzentrationsgradienten von der Leber in die Galle und ist fur die bilidre Ausscheidung
seiner Substrate ausschlaggebend (Keppler et al. 1997; Konig et al. 1999; Suzuki et al.
2002).

Indem es eine intrazellulare Akkumulation seiner Substrate verhindert, schitzt es die
Hepatozyten vor toxischen Einflissen und tragt wesentlich zur biliaren Elimination von
Metaboliten und Xenobiotika bei (Mizuno et al. 2003). Daneben ist MRP2 auch an der
renalen Ausscheidung einiger Stoffe beteiligt, was durch seine Expression in der apikalen
Membran renaler Epithelzellen des proximalen Tubulus deutlich wird (Schaub et al 1997
und 1999; Suzuki et al. 2002). Eine Induktion der renalen Expression des MRP2 bei
Cholestase sowie die Zugehorigkeit der ausschlielllich renal eliminierten p-
Aminohippursaure (PAH) zu seinen Substraten deuten ebenfalls auf die physiologische

Beteiligung bei der renalen Elimination hin (Leier et al. 2000; Suzuki et al. 2002).

Neben dem Vorkommen in Ausscheidungsorganen ist MRP2 in der apikalen Membran
von Enterozyten lokalisiert (Fromm et al. 2000). Der Grad der Expression innerhalb des
gastrointestinalen Traktes nimmt von proximal nach distal ab (Mottino et al. 2000). Durch

die Beteiligung des MRP2 an der intestinalen Sekretion in das Darmlumen scheint es
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einen limitierenden Einfluss auf die Resorption und die orale Bioverfigbarkeit z.B. von
Xenobiotika auszutiben und trdgt zum Schutz vor toxischen oder karzinogenen
Substanzen bei (Suzuki et al. 2002; Dietrich et al. 2003, Gerloff and Roots 2003).

Eine &hnlich protektive Funktion erfiillt MRP2 auch durch seine Expression in der apikalen
Membran kapillarer Endothelialzellen wichtiger Blut-Gewebe-Schranken (Tirona und Kim
2002). So schutzt es mit seiner Expression in Synzytiotrophoblasten der Plazenta den
Fetus durch einen Auswartstransport potentiell toxischer Substanzen vor deren
Akkumulation (St-Pierre et al. 2000; Tirona und Kim 2002). Auch eine Beteiligung an der
Bildung der Blut-Hirn-Schranke ist aufgrund der Expression in der luminalen Membran

zerebraler Endothelzellen gesichert (Potschka et al. 2003; Nies et al. 2004).

1.2.3 Substratspezifitdt von MRP2

Die Substratspezifitat des MRP2 umfasst ein breites Spektrum endogener und exogener
organischer Anionen. Diese werden meist intrazellular an Glutathion, Glukuronide oder
Sulfate konjugiert und nachfolgend von MRP2 aus der Zelle transportiert. Dabei besitzt es
vor allem mit der biliaren Ausscheidung von konjugiertem Bilirubin in Form von Bilirubin-
Mono- oder —Diglukuroniden eine entscheidende physiologische Relevanz (Kamisako et
al. 1999). Daneben ist MRP2 fir die biliare Exkretion verschiedener Gallensduren, die
wiederum an Glukuronide oder Sulfate gekoppelt sein kdnnen, verantwortlich (Suzuki et
al. 2002, Trauner und Boyer 2003). Aber auch nicht-konjugierte organische Anionen
zédhlen zum Spektrum seiner Substrate, wobei dieser Transport vermutlich meist im
Kotransport mit reduziertem Glutathion (GSH) erfolgt. Mit dem zellularen Efflux von
sowohl reduziertem (GSH) als auch oxidiertem (GSSG) Glutathion scheint MRP2
aul3erdem eine Rolle bei der Regulation des intrazelluldaren Redoxstatus zu spielen.
Indem es das Verhaltnis von oxidiertem GSSG zu reduziertem GSH reguliert, kdnnte es
zu einem zellularen Schutzmechanismus gegenuber oxidativem Stress beitragen
(Paulusma et al. 1999).

Nach der MRP2—katalysierten Sekretion von Glutathion in die Gallenflissigkeit liegt
dieses Substrat dort in hohen Konzentrationen vor. Die resultierende hohe Osmolaritat
stellt die treibende Kraft fur den Gallefluss dar (Paulusma et al. 1999; Suzuki et al. 2003;
Trauner und Boyer 2003).

Neben physiologischen Substraten werden zahlreiche Arzneimittel von MRP2 aus der
Zelle transportiert, wodurch es einen wesentlichen Einfluss auf deren pharmakokinetische
Eigenschaften besitzen kénnte (Borst et al. 1999; Konig 1999; Suzuki et al. 2002, Mizuno
et al. 2003). Eliminationswege des Organismus sind héufig redundant angelegt, so dass

sich z.B. durch eine Uberlappende Substratspezifitat verschiedener Transporter
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Kompensationsmechanismen bei Ausfall eines Weges ergeben kdnnen. Beispielsweise
Uberlappen sich die Substrate von MRP2 und MRP4.

1.2.4 Resistenz von Tumorgewebe gegenitber Chemotherapeutika

Neben der physiologischen Expression in gesunden Geweben konnte auch eine erhéhte

Expression von MRP2 in verschiedenen Tumorgeweben nachgewiesen werden.

Zelllinien, in welche die cDNA des humanen MRP2 transfiziert wurde, zeigten sich
vereinzelt resistent gegeniiber Zytostatika. So konnte eine Uberexpression von MRP2
innerhalb maligner Gewebe durch einen verstarkten Auswartstransport zu einer
erworbenen Resistenz (,multidrug resistance”) der Tumorzellen gegeniiber zahlreichen
Chemotherapeutika beitragen, was eines der wesentlichen Probleme der Tumortherapie
darstellt (Taniguchi et al. 1996; Konig et al. 1999; Suzuki et al. 2002, Lockhart et al. 2003).
Diese Hypothese wurde bei kolorektalen Karzinomen untermauert, in denen die mRNA
Expression von MRP2 mit einer Resistenz gegeniiber dem MRP2-Substrat Cisplatin
korrelierte (Hinoshita et al. 2000). Fir Methotrexat ist ebenfalls eine erworbene Resistenz
von transfizierten Zellen eines Ovarialtumors berichtet worden (Masuda et al. 1997;
Lockhart et al 2003). Allerdings sind die Erkenntnisse Uber die klinische Bedeutung

erhohter MRP2-Expression in Tumorzellen insgesamt noch gering.

1.3 Genetische Polymorphismen von MRP2

1.3.1 Genetisch bedingte Unterschiede bei Arzneistofftransportern

Ziel der Pharmakotherapie ist es, eine maximale Wirksamkeit bei gleichzeitiger
Minimierung der unerwinschten Arzneimittelwirkungen zu erreichen. Um eine
Pharmakotherapie individuell optimieren zu kénnen, missen inter- und intraindividuelle
Unterschiede in der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der Arzneimittel besser
verstanden werden. Neben Arzneimittelinteraktionen spielen hier genetische Unterschiede
in metabolisierenden Enzymsystemen und Arzneistofftransportern eine wesentliche Rolle.
Sie konnen zu interindividuellen Unterschieden in der Funktion oder dem
Expressionsniveau der betroffenen Proteine fuhren und die Wirksamkeit und Toxizitat von
Medikamenten entscheidend beeinflussen (Nebert 1999; Meyer 2000; Roses 2000;
Suzuki et al. 2002; Goldstein et al. 2003).

Die haufigsten genetischen Variationen sind Verdnderungen einzelner Basen, die man bei
einer Haufigkeit =1% in der Normalbevdlkerung als ,single nucleotide polymorphism*
(SNPs) bezeichnet. Die Haufigkeit solcher Allelvarianten im Genom wird auf ca. 1 SNP
pro 300 bis 1000 Basenpaare geschatzt (Stephens et al. 2001; Salisbury et al. 2003).

Zunehmend werden auch Mutationen und SNPs in Arzneistofftransportern als Ursache



11 Einleitung

hereditarer Krankheiten bzw. pharmakokinetischer Unterschiede entdeckt (Suzuki et al.
2002; Tirona und Kim 2002; Mizuno et al. 2003). Beispielsweise beruht die Zystische
Fibrose, die zu den haufigsten monogenen Erbkrankheiten z&hlt, auf einer durch
Mutationen hervorgerufenen Dysfunktion eines ABC-Transporters (ABCC7, CFTR, “cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator”; Schmitt und Tampe 2002), der u.a. eine
wesentliche Funktion als Chlorid-Kanal besitzt. Wie auch MRP2 wird CFTR der C-Klasse
der ABC-Molekiile zugerechnet.

Die Auswirkungen genetischer Polymorphismen auf die Arzneimitteldisposition lassen sich
exemplarisch an dem  Effluxtransporter P-Glykoprotein 170 (ABCB1/MDR1)
veranschaulichen. Bei homozygotem Vorliegen des bei Kaukasiern selteneren Allels
€.3435T (Exon 26) resultiert eine signifikant geringere Expression des P-Glykoproteins
170 (P-GP 170) in Dunndarm und Niere. Diese veranderte Expression fihrt durch einen
verminderten Efflux zu einer erhéhten Bioverflugbarkeit fir Digoxin (Hoffmeyer 1999;
Fromm und Eichelbaum 2002; Schwab et al. 2003). Der Polymorphismus ist nicht mit

einer Veranderung der Aminosauresequenz des Proteins assoziiert.

Auch kann eine genetische Heterogenitat von Arzneistofftransportern durch Auswirkungen
auf die Pharmakokinetik eine essentielle Rolle bei der Tumortherapie spielen und eine
Uberexpression in malignen Geweben zu Resistenzen gegeniiber zahlreichen
Chemotherapeutika fihren (Konig et al. 1999; Cascorbi et al. 2001; Fromm und
Eichelbaum 2002). Beispielsweise zeigten klinische Studien eine Korrelation einer
geringeren Expression des P-GP 170 mit einer besseren Prognose bei gastrointestinalen

und hadmatologischen Tumoren (Fromm und Eichelbaum 2002).

1.3.2 Das Dubin-Johnson-Syndrom (DJS)

Das Dubin-Johnson-Syndrom (DJS) wurde erstmals 1954 beschrieben und ist eine
autosomal-rezessiv vererbte Krankheit (Dubin und Johnson 1954; OMIM #237500). Im
Laufe der letzten Jahre konnten zahlreiche verschiedene Punktmutationen im ABCC2

Gen als genetische Grundlage identifiziert werden.

Das Syndrom ist mit einer eingeschrankten biliaren Elimination anionischer Konjugate
assoziiert. Die intermittierend auftretende starke Verminderung der Ausscheidung von
konjugiertem Bilirubin verursacht eine konjugierte Hyperbilirubindmie mit mildem lkterus
bei normaler Leberfunktion. Es entwickelt sich in den Hepatozyten eine intrazellulare
Anreicherung eines melanin-dhnlichen Pigments, so dass eine ,schwarzbraune*
Verfarbung der Leber auftritt (Konig et al. 1999; Suzuki et al. 2002). Wahrend
Coproporphyrine, die Metaboliten des Bilirubins, nicht vermehrt nachweisbar sind, ist der

prozentuale Anteil des Coproporphyrin-I Isomers bei Erkrankten im Urin auf >80% der
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Gesamt-Coproporphyrine erhdht (normal <65%). Eine entsprechende, aber geringer
ausgepragte Verschiebung des Isomeren-Verhaltnisses findet sich bei Konduktoren der
Erkrankung. Das Isomeren-Verhéltnis ist ein wichtiger differentaldiagnostischer Hinweis
bei der Abgrenzung vom Rotor-Syndrom (Ben-Ezzer et al. 1971).

Tabelle 1.2 fuhrt die bisher identifizierten Mutationen innerhalb des ABCC2 Gens auf, die
zum DJS fuhren (Gerk and Vore 2002; Suzuki et al. 2002; Tate et al. 2002; Tirona und Kim
2002; Mor-Cohen et al. 2005). Darunter befinden sich neben ,missense” und ,nonsense*
Mutationen auch Deletions- und ,splice-site“-Mutationen. Zusatzlich sind die
Auswirkungen auf die Proteinstruktur sowie die Lokalisation innerhalb bestimmter
funktioneller Bereiche des MRP2 dargestellt. Haufig ist bei Vorliegen der DJS-Mutationen
das MRP2 Protein in Hepatozyten betroffener Individuen immunhistochemisch nicht mehr
oder in verminderter Konzentration in der kanalikularen Membran nachweisbar. Dafir
kdnnen verschiedene Ursachen, wie z.B. ein rascher Abbau der mutierten mRNA, eine
fehlende Reifung des Proteins oder Auswirkungen auf die Proteinstruktur und —stabilitat
verantwortlich sein (Kartenbeck et al. 1996; Tirona und Kim 2002; Keitel et al. 2003).
Einzig bei dem Aminosdureaustausch Arg1150His (Exon 25) ist ein vollstandig gereiftes
MRP2 an korrekter Lokalisation in der apikalen Membran exprimiert. Allerdings ist die
Transportfunktion des Proteins beeintrachtigt (Mor-Cohen et al. 2001; Keitel et al. 2003).

Das Syndrom ist in Europa relativ selten, kommt aber bei einigen Ethnien h&ufiger vor.
Die Haufigkeit wird bei iranischen Juden mit etwa 1:1300 angegeben. Wie bei anderen
rezessiven Syndromen findet sich nicht selten eine Kosanguinitdt der Eltern von
betroffenen Patienten. Das Syndrom ist insgesamt eine relativ milde Erkrankung, die
aul3er einem intermittierenden Ikterus haufig keine wesentlichen anderen Symptome nach
sich zieht. Der lkterus kann durch Erkrankungen, aber auch durch die Gabe oraler

Kontrazeptiva oder eine Schwangerschaft exazerbieren.
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cDNA Mutationen Position  Effekt Lokalisation
c.C298T Exon 3 Arg105X (Stop) MSD 1
c.A867+4G, 1012Del20  Intron 8 Exon 8; Del20; Frameshift (Stop) MSD 2
c.A1271G Exon 10  Arg412Gly MSD2
€.T1815+2A,1669Del147 Intron 13 Exon 13 skipped; Del555-611 MSD 2
€.T1967+2C, 1901Del67 Intron 15 Exon 15 skipped; Del660-691 NBD 1
c.G2026C Exon 16  Gly676Arg NBD 1; Walker A
c.G2125C Exon 17  Trp709Arg NBD 1
c.C2302T Exon 18  Arg768Trp NBD 1; Walker C
€.T2439+2C,2272Del168 Intron 18 Exon 18 skipped; Del758-818 NBD 1; Walker B und C
c.C3196T Exon 23  Argl066X (Stop) MSD 3
c.G3449A Exon 25  Argl150His MSD 3; TM15/TM16
Cc.A3517T Exon 25 lle1173Phe MSD 3; TM15/TM16
€.C3928T Exon 28  Argl310X (Stop) NBD 2
c.A4145G Exon 29  Glul382Arg NBD 2
c.4175Del6 Exon 30  Argl392Met1393del NBD 2

Tabelle 1.1: Ubersicht der ABCC2-Mutationen der cDNA, die zu einem Dubin-Johnson-
Syndrom fuhren (Paulusma et al. 1997; Kajihara et al. 1998; Wada et al. 1998; Kagawa et
al. 1999; Toh et al. 1999; Tsuijii et al. 1999; Keitel et al. 2000; Mor-Cohen et al. 2001,
Hashimoto et al. 2002; Tate et al. 2002; Keitel et al. 2003; Materna et al. 2003; Shoda et
al. 2003, Hulot et al. 2005, Mor-Cohen et al. 2005). MSD: membranspannende Domaine;
NBD: Nukleotid-bindende Domaine; TM: intrazellulare Schleife.

1.3.3 Polymorphismen im ABCC2-Gen

Die Identifizierung von haufigen Polymorphismen im ABCC2-Gen ist eine entscheidende
Voraussetzung, um genetisch bedingte interindividuelle Aktivitdtsunterschiede des MRP2

Proteins und deren Auswirkungen auf die Pharmakokinetik zu untersuchen.

Bei innerhalb eines

Bevolkerungskollektives ohne DJS wurden insgesamt funf verschiedene genetische

einem Mutationsscreening gesunden  japanischen
Varianten nachgewiesen. Dabei kamen die Allelvarianten ¢.C-24T der 5°-UTR, ¢.G1249A
des Exon 10 und c.C3972T des Exon 28 jeweils relativ hdufig vor. lhre Allelfrequenzen
betrugen 18,8%, 12,5% bzw. 21,9%. Wéahrend c.G1249A zu einem Aminosdureaustausch
Val nach lle an Position 417 fiuihrt, verursacht der Basenaustausch ¢.C3972T des Exon 28
keine Anderung der Primérstruktur (lle1324lle). Der Polymorphismus ¢.C-24T der 5°-UTR
ist naturgemalf nicht mit einer verdnderten Aminosduresequenz verbunden. Jeweils nur
ein einziges heterozygotes Vorkommen innerhalb des Probandenkollektives (n=48) wurde
fur die SNPs ¢.C2366T (Exon 18, Ser789Phe) und c.G4348A (Exon 31, Alal450Thr)
beobachtet. Somit wiesen sie in dem untersuchten Kollektiv (n= 48; 96 Chromosomen)

eine Allelfrequenz von ca. 1% auf (Ito et al. 2001).
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Lokalisation | Varianten | Translation | Domane

5-UTR c.C-24T |- 5-UTR

Exon 10 c.G1249A | Val417lle MSD 2

Exon 18 €.C2366T | Ser789Phe [NBD 1

Exon 28 c.C3972T |llel324lle |near NBD 2

Exon 31 c.G4348A | Alal1450Thr | NBD 2,Walker C

Tabelle 1.2 Darstellung der Polymorphismen innerhalb japanischen

Probandenkollektives, welche nach bisherigen Erkenntnissen nicht mit dem Auftreten
eines DJS verknupft sind (Ito et al. 2001).

Bei einer weiteren Mutationsanalyse in der DNA von 72 Zelllinien, die aus menschlichen
Tumoren etabliert wurden, konnten die haufig in der japanischen Bevoilkerung
nachgewiesenen Allelvarianten (c.C-24T, ¢.G1249A und c.C3972T) bestatigt werden. Von
den udbrigen, in den Zelllinien gefundenen Polymorphismen befinden sich vier innerhalb
der 5- untranslatierten Region (5-UTR) und weitere 21 SNPs innerhalb kodierender
Bereiche, von denen insgesamt 14 eine Verdnderung der Aminosduresequenz
verursachten (Itoda et al. 2002; Suzuki et al. 2002).

1.4 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war die Identifizierung von Polymorphismen (SNPs) in den 32
Exons und flankierenden Intronabschnitten des ABCC2 Gens bei 59 gesunden
kaukasischen Probanden. Die Charakterisierung der Polymorphismen bei Kaukasiern
wurde durchgefiihrt, da zwischen verschiedenen Ethnien haufig Unterschiede im
Vorkommen von Polymorphismen bestehen und bislang lediglich Informationen zum

Vorkommen von Polymorphismen bei Japanern verfiigbar waren.

Die Detektion der Allelvarianten erfolgte mit einer Einzelstrang-Konformationsanalyse
(SSCP: ,single-strand conformational polymorphism®) der PCR-Produkte mit
anschlie3ender Sequenzierung. Die Allelfrequenzen sollten ermittelt werden und die Allele
auf Kopplungen zu Haplotypen untersucht werden. Die Ergebnisse stellten die Grundlage
einer weiterfuhrenden Studie der Arbeitsgruppe dar, welche die pharmakokinetischen
Auswirkungen der SNPs bei Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukamie auf die

Pharmakokinetik der Hochdosis-Therapie mit Methotrexat untersuchte.
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2 Material und Methoden

Die Studie wurde der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Friedrich-
Alexander Universitat Erlangen-Nirnberg zur Begutachtung vorgelegt und ihrer

Durchfuihrung ohne weitere Auflagen zugestimmt.

2.1 Patientenauswahl und Gewinnung der Proben

Zur Gewinnung geeigneter DNA haben wir auf Blutproben gesunder kaukasischer
Probanden zurickgegriffen, die bereits am Lehrstuhl fir Pharmakologie und Toxikologie
der Friedrich-Alexander Universitdt Erlangen-Nurnberg vorhanden waren. Insgesamt

wurden in der Studie 59 nicht miteinander verwandte, kaukasische Probanden untersucht.

2.2 DNA-Extraktion

Die Isolation der DNA erfolgte mit Hilfe des ,,QlAamp Blood Midi Kit* (Qiagen, Hilden), der
auf einer Silicat-Matrix basiert. Durch pH-Wert Anderungen und Veranderungen des
Ethanolgehaltes der Pufferlésungen wurde die DNA nach Freisetzung aus den Zellkernen
von Leukozyten zuerst an diese Matrix gebunden, um nach Aufreinigung wieder

ausgewaschen zu werden.

Jeweils 2 ml EDTA-antikoaguliertes Vollblut wurden mit 200 pl QUIAGEN Protease-
Stammldsung und 2,4 ml Lyse-Puffer AL (Qiagen, Hilden) in einem Zentrifugenréhrchen
grandlich gemischt und 10 Minuten bei 70°C im Wasserbad inkubiert. Nach Mischen mit
2 ml absolutem Ethanol wurden zunéchst 3,3 ml der Losung auf eine QIAamp Midi Saule
pipettiert und 3 Minuten bei 3000 rpm und 18°C zentrifugiert. Mit der restlichen Lésung

wurde nach Verwerfen des Zentrifugats analog verfahren.

Die Reinigung der Matrix von Proteinen erfolgte durch Auftragen von je 2 ml Waschpuffer
AW 1 und AW 2 auf den Filter und je einer weiterer Zentrifugation. Um Reste von Ethanol
zu verdampfen, wurde die S&ule in einem Trockenschrank 10 Minuten bei 70°C inkubiert.
Die Saule wurde schliel3lich in ein weiteres Zentrifugenrohrchen platziert, ehe die DNA
durch Zugabe von 300 pl aqua ad injectabilia, einer Inkubation von 5 Minuten bei
Raumtemperatur und anschlielBender Zentrifugation von 5 Minuten bei 4000 rpm eluiert
wurde. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt, um die Konzentration der DNA zu

erhdhen. Die eluierte DNA wurde schlief3lich bei —20°C bis zur weiteren Analyse gelagert.

2.3 Quantifizierung der DNA

Die Konzentration der DNA in Lésung wurde durch spektrophotometrische Bestimmung
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(SmartSpek 3000, BioRad GmbH, Munchen) der optischen Dichte (OD) bei einer
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Bei 260 nm entspricht eine OD von 1 einer
Konzentration von 50 pg doppelstrangiger DNA/ml. Zur Abschéatzung der Reinheit der
Préaparation wurde zusétzlich die OD bei 280 nm gemessen. Der OD,g/OD,g0-Quotient
der Proben sollte im Bereich von 1,8 — 2,0 liegen. Zur Messung wurden 20 pl jeder Probe
in 180 pl aqua ad injectabilia verdinnt. Gemessen wurde in Quarzktvetten. Die Menge an

DNA errechnete sich nach folgender Formel:
pHg DNA/mMI = OD2g0 nm X 50 pg/ml x 10 (Verdunnungsfaktor)

2.4 Standard-PCR

2.4.1 Theoretische Grundlagen

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erlaubt die Amplifikation bestimmter
Genbereiche in vitro. Die amplifizierte DNA dient dann als Ausgangsmaterial fir gezielte
Untersuchungen auf Polymorphismen. Das Verfahren beruht auf der Hybridisierung
sequenzspezifischer Oligonukleotide (Primer) an eine Nukleinsdure-Matrize. Von deren
3’-Ende ausgehend synthetisiert eine DNA-Polymerase einen neuen DNA-Strang, dessen
GroRRe durch die Wahl eines gegenlaufig orientierten Primers gezielt bestimmt werden
kann. Eine zyklische Wiederholung dieses Vorganges fiihrt zur exponentiellen
Amplifizierung der Matrize. Wesentlich ist die Thermostabilitdt der DNA-Polymerase, die

es erlaubt durch gezielte Einstellung der Temperaturen die Reaktion zu steuern.

2.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Zur Amplifizierung der jeweiligen Exons wurde eine standardisierte PCR mit dem unten
genannten Reaktionsansatz (Tabelle 2.2) sowie optimierten Reaktionsbedingungen
durchgefihrt. Die Primersequenzen wurden so gewdhlt, dass die Amplifikate jeweils die
veroffentlichten Exon-Intron-Grenzen aller 32 Exons des humanen ABCC2 einschliel3en.
(Taniguchi et al. 1996; Toh et al. 1999; Ito et al. 2001). Die Primersequenzen in 5°-3"-
Richtung und die GréfRe der amplifizierten PCR-Produkte sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt.
Die Primer wurden von MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen.
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Exon Primer (Forward), 5 — 3’

3"-Primer (Reverse) , 5 -3

GrofBe Annealing

[bp] [°C]
1 TTCCACTTTCTTTGATGA TCTTGTTGGTGACCACCCTAA 210 52
2 AATGCATGTATGCAACAATCC GCACCAAGGAATTAGAGTTCA 256 52
3 ATCCTCTTAACAGTGGTCTTT TAAACAGGGCAGAAGTGGTAT 189 52
4 TCCTTCTCCCCTCAGTCTCTC TCAACTTGATGCCATTTACTA 280 54
5 ATCATAGGCTTTAATCACAAG ATGAGATGGGCATATTTAGAA 231 52
6 GTCCCATGAAGTTCCTGTCTC GATCCAGCCAATCCAATACTC 148 58
7  GGGGTCTCAGCCTGTGGTTCG CGCTCACACAGACACTCAAGG 298 60
8 GGACACTGTTGTTTGGTTTTG CAGAGGAGGCCCTGAAAGGAC 235 57
9 CCTTGGAGGCCTTATGGGTAT GAGGGGATTTTCTTTGGTGAT 265 57
10 GGGTCCTAATTTCAATCCTTA TATTCTTCTGGGTGACTTTTT 310 52
11 AGCCACAAAGTAGCAGTGAGG TTACCCACAGAGAGCCACCTA 198 58
12 GGCAATCATGTGAGCTGTATT AGATGCCAGCTAGTCTATCAA 271 58
13 AATGCTGCTTGGTCCCTTTTA GCAGTGAGAATGCCGACCTAC 222 57
14 ATTCTTGAGATCCTTTGTGTC TTGGGAAGCAAACTTCCAAAT 144 57
15 GGGACCTACATTGGACTAAAA CAGTGAGAATGCTAAAGAACA 153 57
16 TCTCCTTCAAAGACATTCCTG AGGCTTTTGCATTGGCATTCC 184 57
17 AACCCTGCGTTTCTGGAGGTG CTTGAAGATCCCTTGTTATCC 260 57
18 GGAGTAGTGCTTAATATGAAT CCCACCCCACCTTTATATCTT 249 52
19 ACAGGGAAGATGGTGGACATA TATCTTGTCCCAATCCTTCTT 263 57
20 GTGTCTCCCTAGTCCATGATG AAAGCCCAGGAAGAAAAAGAA 217 57
21 ACATCTGCTTGCAAGAAGACC AACACCTCAAATGCTACTTTT 236 57
22 AAGCCTTAGGGAGTTCTACTA CCAGACAGATTCGTAAGATGT 303 57
23 TGCATGGTGCTGACAAAACTG CACCACCTGACAGTTCTTGAG 218 60
24  TGGTGTATCTCTCCTAATCGT AGAGAGGAAGGAAGGATGACT 225 59
25 ACTGGCTGATTCTTTACTTTT CCACCGCTAATATCAAACATA 299 57
26 TGCGGCCCGATCAAGTCAAAC AACCAAACTCCCAACCTTCAA 266 57
27 TTGGTTTCTGTGCCTATGATG ATGTTGTTTTTGCCTTGTTCC 196 59
28 TGCTACCCTTCTCCTGTTCTA ATCCAGGCCTTCCTTCACTCC 269 52
29 TGAATGCCCAGGCTAAATAAC ACGGCATGTGCCCGAGTAAGT 263 57
30 CAACAGCCCCCTTGTCCTTTC GCCCCCTCACATCCTCTCATT 249 60
31 AGGAGCTAACACATGGTTGCT GGGTTAAGCCATCCGTGTCAA 272 52
32 CCTTGTTTCAGGGTAATGGTC GTTCATGGGTGTTCACTTATC 277 57

Tabelle 2.1 Darstellung der zur Amplifikation verwendeten Oligonukleotide (nach Ito et al.
2001). Ebenso sind die Basenpaarlange des amplifizierten PCR-Produktes sowie die
experimentell ermittelte optimale ,annealing“-Temperatur [°C] aufgefihrt. Die Orientierung
Forward bzw. Reverse bezieht sich auf den kodierenden Strang.

Der nachfolgende Reaktionsansatz (Tabelle 2.2) versteht sich als Ansatz fir eine einzelne
Probe, wobei fir eine hohere Probenzahl n jeweils ein n-facher Ansatz berechnet wurde.
Zur Verringerung von Pipettierfehlern wurden die Komponenten fir den PCR-Ansatz mit
Ausnahme des Templates (DNA-LAsung) fur alle Proben in einem 2 ml Eppendorf-Gefald
gemischt. Von dieser Gesamtlésung (Master-Mix) wurden pro Ansatz je 14 pl entnommen
und zusammen mit 1 pl DNA-Edukt in ein PCR-Gefal3 (Biozym TubePlates und Caps,
Biozym, Hessisch Oldendorf) pipettiert. Die verwendeten PCR-Reagentien stammten von

der Fa. PeqLab (Erlangen).
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Reagenzien (Konzentrationen) Volumen in [pl]
Aqua ad injectabilia 9,51
Puffer Y (10 x) 15
MgCl, 0,9
dNTP-Mix (2,5 mM) 15
Primer-Mix: 5‘- und 3‘-Primer (50uM) 0,24
Polymerase PeglLab (2,5 U/ul) 0,35
Summe 14
DNA-Template (50-100 ng) 1
Endvolumen 15

Tabelle 2.2: Reaktionsansatz zur Durchfiihrung der PCR einer einzelnen DNA-Probe. Fur
mehrere Proben wurde ein mehrfacher Ansatz pipettiert und die DNA nach Herstellung
des Mastermixes hinzugegeben.

Die PCR umfasst drei verschiedene Schritte, wobei der erste zu einer initialen
Denaturierung der DNA-Doppelstrange  fihrt. Im  mehrmals  durchlaufenen
Amplifikationszyklus kommt es zur Hybridisierung der Primer und nachfolgend zu einer
Verlangerung der Nukleotidketten im Temperaturoptimum der Polymerase. Eine
abschlieRende Kettenverlangerung (final extension) beendet den PCR Vorgang.

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 7 min 1
95°C 30 sek
Ar?;)liiléisk(;r][ﬁ)n Primer-Spezifisch 45 sek 35
72°C 1 min
Final extension 72°C 7 min 1

Tabelle 2.3: Reaktionsbedingungen fir die Amplifikation des ABCC2-Gens.

Zur  Optimierung der Reaktionsbedingungen  wurde zu Beginn  mittels
Temperaturgradienten-PCR fir jedes einzelne Exon die optimale Temperatur der
Amplifikation ermittelt, welche in Tabelle 2.1 einzeln als ,Annealing“-Temperaturen
aufgefuhrt sind. Die Optimierung dieses Parameters ist fur die Spezifitat der PCR
unerlasslich, da zu niedrig gewahlte Temperaturen zu einer unspezifischen Hybridisierung
der Primer mit anderen Sequenzbereichen der Matrizen-DNA fihren kann. Als
Anhaltspunkt  fur die Bestimmung der ,annealing“-Temperatur kann die
Schmelztemperatur (T,) der Oligonukleotide dienen. Die ,annealing“—Temperatur sollte

ca. 5°C unter der Schmelz-Temperatur liegen.

Zur Kontrolle auf Verunreinigungen — insbesondere durch PCR-Produkte — wurden bei
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jeder PCR-Durchfiihrung Negativkontrollen mitgefiihrt. Diese enthielten H,O anstatt
genomischer DNA. Eventuelle Verunreinigungen durch PCR-Produkte oder genomische

DNA wurde auf diese Weise ausgeschlossen.

2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der Gro3e des amplifizierten PCR-Produktes, zum Ausschluss eventueller
Nebenprodukte und zur Prifung der PCR-Bedingungen wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Zur Herstellung von 2,5% Agarose-Gel wurden pro
100 ml 1x TAE jeweils 2,5 g DNA-Agarose (Peq Gold Universal-Agarose, PeqglLab,
Erlangen) durch mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle bis zur Homogenitat gelést und
anschlieRend 20 pl verdinnte Ethidiumbromidldsung (1:10) hinzugegeben. Das
Ethidiumbromid im Agarose-Gel interkaliert in die DNA und ermdglicht unter Anregung mit

UV-Licht die Visualisierung der fluoreszierenden Banden.

Es wurden 3 pl des Amplifikates zusammen mit 2 pl 6-fach Probenauftragspuffer und 7 pl
aqua ad injectabilia (Endkonzentration des Puffers 1x) auf das Agarose-Gel aufgetragen
und elektrophoretisch getrennt. Die jeweilige GréRe der PCR-Produkte wurde mittels
eines 100 bp GrdRenstandards ermittelt und die Banden photographisch dokumentiert
(Gel Doc 2000 Gel Documentation System, BioRad, Miinchen). Zur weiteren analytischen
Verwendung der PCR-Produkte wurden die verbleibenden 12 pl nach Hinzufiigen von 1 pl
Glykogen (1 pg/pl; PegLab, Erlangen) durch Zugabe des dreifachen Volumens von
absolutem Alkohol ausgeféllt. Nach 20 Minuten Inkubation bei -20 °C folgte eine 15-
miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 15.000 rpm. Nach Absaugen des Uberstandes und
anschlielendem Trocknen der ausgefallten DNA bei Raumtemperatur wurde das Produkt

in 10 pl aqua ad injectabilia aufgelost.

2.6 Single-strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse

2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die elektrophoretische Trennung bei der SSCP-Analyse nutzt die unterschiedliche
Mobilitat der durch Denaturierung aufgetrennten Einzelstrang-DNA, welche abhangig von
ihrer Nukleotidsequenz jeweils spezifische Konformationen annehmen. Bereits geringe
Abweichungen der Sequenz konnen durch differierende raumliche Konformation zu
unterschiedlichem Laufverhalten und somit einer elektrophoretischen Trennung innerhalb
einer Gelmatrix fuhren. So kann sich durch eine Punktmutation ein neues, vom Wildtyp
abweichendes Bandenmuster ergeben. Je grol3er der Einfluss einer genetischen Variation

auf die Konformation des Einzelstranges ist, umso deutlicher wird ihr Nachweis.
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Zur Anwendung kam bei der Elektrophorese ein nicht-denaturierendes, 6%iges
Polyacrylamid-Gel in einem vertikalen Gelsystem von 1 mm Dicke. Durch
Hitzedenaturierung in einem alkalischen, Formamid-haltigen Puffer wurden die
Einzelstrdnge voneinander getrennt und durch schnelles Abkihlen auf Eis eine erneute
Reassoziation verhindert. Jeder Einzelstrang nimmt fir ihn thermodynamisch guinstige
Strukturen an, wobei teil-komplementare Regionen durch Ruckfaltung interne
doppelstrangige Helices bilden kdnnen, die durch einzelstrangige, Schleifen bildende

Bereiche (,loops*) verbunden sind.

Wildtyp Variante

Doppelstrang

T
/\ '

{G] Einzelstrang
Konformations- /\A\/
unterschied

Elektrophorese :
— M obilitats-

i

W
l '
_:j-

e unterschied im
Polyacrylamid -

Gel
+ —p | I +

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der SSCP-Analyse. Die unterschiedlichen
Mobilitatseigenschaften innerhalb eines nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gels
beruhen auf Konformationsunterschieden innerhalb der Sekundarstruktur der DNA, die
durch einen einzelnen Basenaustausch hervorgerufen werden koénnen.

2.6.2 Versuchsdurchfilhrung

Fir alle SSCP-Gele wurde eine Protean |l Elektrophorese-Einheit mit vertikalem
Gelsystem der Firma Biorad verwendet, deren 35 x 43 cm grof3e Glasplatten mit 70%igem
Ethanol gereinigt wurden, um ein leichtes Ablosen der Gele zu gewahrleisten. Als
Gelmatrix wurde ein nicht-denaturierendes 6%iges Polyacrylamid-Gel mit einer Dicke von
1 mm gegossen. Dazu wurden 12 ml 40%iges Acrylamid (37,5:1; Endkonzentration 6%;
Fa. Applichem, Darmstadt), 4 ml 10x TBE (Endkonzentration 0,5x) und 8 ml 50%iges
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Glycerin (Endkonzentration 5%) mit 56 ml aqua ad injectabilia griindlich vermischt. Nach
anschlieender Zugabe der Polymerisations-Katalysatoren in Form von 300 pl 10%igem
Ammoniumperoxodisulfat (APS, BioRad, Minchen) und 20 pl Tetramethyl-Ethylen-Diamin
(TEMED, Merck, Darmstadt) wurde das Gel zwischen die vorbereiteten Glasplatten
gegossen, der Probenauftragskamm eingebracht und nach erfolgter Polymerisation in die

Pufferkammer Uberfihrt.

Zur Probenvorbereitung wurden 1,5 pl des durch Ethanol-Fallung aufgereinigten PCR-
Produktes mit 13,5 pl Denaturierungspuffer (95%iges Formamid zur Denaturierung und je
0,025%iges Bromphenolblau und Xylencyanol zur Farbmarkierung) in einem 1,5 ml
Eppendorf-Gefald grindlich vermischt. Zur Denaturierung wurde die Probe bei 95°C fir 5
Minuten in einem Thermoblock (Firma Eppendorf, Hamburg) erhitzt und anschliel3end
umgehend auf Eis gestellt. Nach dem Auftragen der Proben in die Taschen des Gels
wurden die Einzelstrange elektrophoretisch getrennt. Hierfir wurde eine konstante
Spannung von 250 V (Powerpac3000, Biorad, Mtinchen) fir ca. 4-6 Stunden angelegt, bis
die Probe etwa zu % ins Gel gelaufen war. Dies wurde mit dem im Denaturierungspuffer

enthaltenen Farbmarker kontrolliert. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE verwendet.

2.6.3 Optimierung

Zur Optimierung der Elektrophorese-Bedingungen wurde sowohl das
Verdinnungsverhdltnis des Denaturierungspuffers als auch das Temperaturoptimum in
vergleichenden Optimierungsschritten bestimmt. Um eine scharfe Bandendarstellung in
der Silbernitratfarbung zu gewahrleisten, sollten mdglichst geringe Konzentrationen an
DNA eingesetzt werden. Deshalb wurde in einer Verdinnungsreihe zunachst das optimale
Verdinnungsverhaltnis bestimmt, wozu zwei zuféllig ausgewdahlte Proben in
aufsteigendem Verdinnungsverhdltnis auf ein Gel aufgetragen und gefarbt wurden. Dabei
ergab die Verdinnung 1:10 in der Regel die schéarfsten und deutlichsten Banden. Als
Temperaturoptimum bei der Elektrophorese wurde 15°C ermittelt, weswegen stets eine

Wasserkiihlung an die Elektrophorese-Kammer angeschlossen wurde.

2.7 Silbernitratfarbung

Insbesondere zur Farbung von Einzelstrang-DNA ist die Silbernitratfarbung als eine sehr
sensitive Methode etabliert (Russel et al. 1997). Das verwendete Farbeprotokoll umfasste
mit Fixation, Farbung, Entwicklung, Anhalten der Entwicklung, abschlieRender
Impréagnierung und Trocknung des Gels insgesamt sechs Arbeitsschritte. Nach
Beendigung der Elektrophorese und Entfernung des Geltragers aus der Pufferkammer

stellte der erste Schritt die Fixierung der DNA im Gel dar. Dazu wurde eine Fixierldsung
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aus 37,5 ml Ethanol, 12,5 ml Essigsaure und 200 ml Wasser in einer Glasschale in der
Mikrowelle auf 50°C erhitzt. AnschlielRend wurde das Gel 45 Minuten lang in der warmen
Fixierlésung gebadet, ehe es in 250 ml bidestilliertem Wasser 15 Minuten lang gewaschen

wurde. Dieser Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt.

Darauf folgte eine Inkubation in 200 ml 0,1%iger Silbernitratiésung, der 200 pl 37%iges
Formaldehyd (Merck, Darmstadt) hinzugefiigt worden waren. Darin wurde das Gel fir 45
Minuten langsam bewegt und nachfolgend die Farbelésung entfernt. Im dritten
Arbeitsgang wurde das Gel mit einer Entwicklerlosung aus 50 ml 10%
Natriumcarbonatldsung (Na,COs3), 150 ml H,O bidest, 150 ul 3% Natrium-Thiosulfatlésung
(NazS,03) und 200 pl 37%iger Formaldehydlosung entwickelt. Unter langsamer
Bewegung konnte nach wenigen Minuten beobachtet werden, wie die DNA-Banden
sichtbar wurden. Sobald die Banden deutlich und scharf zu erkennen waren, wurde die
Entwicklung gestoppt. Zum Anhalten der Farbung bzw. zum Entsilbern wurde das Gel fur
15 Minuten in 250 ml Stoppl6sung (2% Glycin, 0,5% Na,EDTA) inkubiert. Im letzten Schritt
wurde das Gel mit einer 10%igen Glycerol Losung (25 ml Glycerol und 225 ml Aqua
bidest.) impragniert. Zum Trocknen wurde das Gel vorsichtig zwischen zwei
wasserdurchlassige Cellophan-Folien in einen Geltrockner (BioRad, Miinchen) Ubertragen
und unter Vakuum bei 80°C fur zwei Stunden getrocknet. Zum Schutz vor Kontamination

wurde das Gel im Trockner mit Saran-Wrap abgedeckt.

2.8 DNA-Sequenzierung

2.8.1 Theoretische Grundlagen

Grundlage der Sequenzierungsreaktion nach Sanger et al. (1977) ist das so genannte
Didesoxynukleotidverfahren. Hierbei wird anhand der Matrizen-DNA der komplementére
Strang enzymatisch synthetisiert, wobei dabei von der 3’-Hydroxygruppe des
Sequenzierprimers ausgegangen wird. Dem Reaktionsansatz zugefugte 2%, 3'-
Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs) fuhren bei ihrem Einbau in die Matrix zu einem
Kettenabbruch, da aufgrund ihrer fehlenden 3"-Hydroxygruppe keine weiteren Nukleotide
angefugt werden konnen. Somit erhalt man eine Mischung von DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Kettenlédnge, deren 5°-Ende der Sequenzierungsprimer bildet, wahrend
das 3-Ende jeweils aus dem 2%, 3’-Didesoxynukleotidtriphosphat besteht. Die
verwendeten Didesoxynukleotidtriphosphate weisen unterschiedliche Fluoreszenz-
markierungen auf. Nach elektrophoretischer Trennung der Produkte kann so die
Kettenabbruchbase nach Laseranregung durch Fluoreszenz bestimmt werden. Auf diese

Weise wurde die Sequenz mit Hilfe eines vollautomatischen Sequenziergerates (Applied
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Biosystems, Darmstadt) bestimmt.

2.8.2 Auswahl der Proben

In der SSCP-Analyse von der Norm abweichende Bandenmuster wurden sequenziert, um
eventuelle Polymorphismen detektieren zu kdnnen. Zum Vergleich der aberranten
Strukturen mit der Wildtyp-Sequenz und zur Bestétigung einer korrekten Amplifikation der
jeweiligen Exons wurden exemplarisch mehrere, zufallig ausgewdahlte Proben mit
Wildtypmuster in der SSCP sequenziert und anschlieBend mit der veroffentlichten
Sequenz (Referenzsequenzen AL392107.1 von genomischer DNA und NM_000392 von
cDNA) abgeglichen.

2.8.3 Versuchsdurchfiihrung

Um bei der Durchfihrung der Sequenzierungsreaktion der ausgewahlten Exons nur eine
lineare Amplifikation mit ausschlief3lich einzelstrdngigen Produkten zu erhalten, bedient
man sich einer ,azyklischen PCR", die streng genommen eine zyklisch ablaufende
Primer-Extensionsreaktion darstellt. Hierbei wurde jeweils nur ein einzelner Primer (5'-
oder 3'-Primer) eingesetzt. Da bei der Amplifikation der Exons die Reagenzien und
Reaktionsbedingungen optimal angepasst und die Amplifikate aufgereinigt wurden,
konnten sie direkt in die anschlieBende Sequenzierreaktion eingesetzt werden. Die
Reaktionen wurden mit dem Sequenziermix ,Big Dye" (Firma ABI, Darmstadt)
durchgefiuhrt, welcher bereits dNTPs, mit Fluoreszenzfarbstoff markierte ddNTPs, MgCl,,
Puffer und Polymerase in den benotigten Konzentrationen enthalt. Als

Sequenzierungsprimer wurden die Oligonukleotide der Tabelle 2.1 verwendet.

Folgender Reaktionsansatz der Tabelle 2.4 stellte sich nach durchgefiihrten
Verdinnungsreihen der zugegebenen Primer bzw. der DNA-Templates als optimal heraus.
Der Reaktionsansatz versteht sich als Ansatz fur eine Probe und wurde fir eine hohere

Probenzahl n entsprechend n-fach berechnet.

Reagenzien Volumen [pl]
Premix (Big Dye) (10 pM) 2

5'- oder 3'-Primer (10 pM) 0,6
DNA-Template (200 ng) 1

Aqua ad injectabilia 6,4

Summe 15

Tabelle 2.4: Reaktionsansatz zur Sequenzierung einer DNA-Probe.

Folgende Einstellungen der PCR-Maschine (Robocycler, Stratagene) stellten sich als

optimale Reaktionsbedingungen (Tabelle 2.5) heraus. Einem initialen
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Denaturierungsschritt mit 96°C fir 15 Sekunden folgt der 30 Mal wiederholte Hauptzyklus.
Dieser beginnt mit einer Denaturierung bei 96°C fir zehn Sekunden und einer
Primerhybridisierung fur funf Sekunden bei der fir jedes Exon spezifischen ,annealing“-
Temperatur (siehe Tabelle 2.1). Eine abschlieRende Kettenverlangerung bei 60°C fir 4
Minuten dient der Anlagerung der dNTPs bzw. ddNTPs. AbschlieRend werden die Proben

bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung gekuhlt.

|  Temperatur | Dauer | Zyklen
Denaturierung 96°C 15 sek 1
96°C 10 sek
Hauptzyklus  ,annealing“-Temp. 5 sek 30
60°C 4 min

Tabelle 2.5: Reaktionsbedingungen einer azyklischen Sequenzierungs-PCR.

2.8.4 Aufreinigung der Produkte der Sequenzierungs-PCR

Nach erfolgter Reaktion wurde das Produkt einer Aufreinigung durch Ethanolféallung
unterzogen. Zu 10 pl Sequenzier-Produkt wurden 90 pl aqua ad injectabilia, 10 pyl 3 M
Natriumacetat-Losung (pH 5,2) sowie 0,5 pl Glykogen (Peglab, Erlangen) als Schlepper
hinzugegeben und zur Fallung mit 250 pl 96%igem Ethanol vermischt. Nach sorgfaltigem
Mischen wurden die Proben fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert und anschliel3end bei 15.000
rom fiir 15 Minuten zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurde
das Pellet in einem zweiten Reinigungsschritt in 300 pl Ethanol (70%) aufgenommen, um
den Salzgehalt und den Gehalt an nicht inkorporierten Nukleotiden weiter zu verringern.
Wiederum wurden die Proben bei 4°C fir 10 Minuten mit 15.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Zur Entfernung eventuell vorhandener Ethanolreste wurde das
verbleibende Pellet abschlieRend getrocknet, ehe es in 20 pl aqua ad injectabilia

resuspendiert wurde.

2.8.5 Probenauftrag

Zur vollautomatischen Darstellung der Sequenzen nach erfolgter azyklischer PCR wurde
der ,DNA sequenzer” ABI PRISM 310 (ABI, Darmstadt) verwendet, welcher mittels
Kapillarelektrophorese mit fluoreszenzspektrometrischer Detektion die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs in sequenzgetreuer Basenabfolge ermittelt und graphisch
darstellt. Vor dem Auftragen wurden die Proben fir 2 min bei 95°C denaturiert, ehe sie
umgehend auf Eis gekihlt und abschlieRend kraftig gemischt wurden. Die
Sequenzierungen erfolgten in der Kinderklinik der Friedrich-Alexander Universitat,

Erlangen.
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2.8.6 Auswertung der Sequenzen

Die ausgewahlten Sequenzen, die in der SSCP-Analyse Abweichungen ergaben, wurden
mit den Wildtyp-Sequenzen und der ver0ffentlichten Sequenz des MRP2 optisch
abgeglichen, um eventuelle Polymorphismen feststellen zu kénnen. Dabei lie3 sich ein
homozygotes Vorliegen eines Basenaustausches von einem heterozygotem durch
entsprechende  Abweichungen im Peak-Muster unterscheiden. Samtliche
Nukleotidpositionen werden im Folgenden immer auf das initiale Start Codon (ATG) der
Translation bezogen, welches sich 247 bp in 3'-Richtung des Transkriptionsstarts befindet
(Tanaka et al. 1999). Intronische Sequenzvariationen werden in ihrer relativen Position zur

benachbarten Exongrenze angegeben.

2.9 Restriktionsverdau

2.9.1 Theoretischer Hintergrund

Zur Bestatigung gefundener Punktmutationen wurde eine Analyse von Restriktons-
Fragment-Langen-Polymorphismen (RFLP) vorgenommen. Hierfir wurden entsprechend
des Basenaustausches geeignete Restriktionsendonukleasen gesucht, die eine
Differenzierung zwischen den Allelvarianten ermdglichten. Diese Unterscheidung basiert
auf dem mutationsbedingten Vorhandensein oder Fehlen von Schnittstellen der jeweiligen
Restriktionsenzyme. Die Bestimmung der GrolRe der Restriktionsfragmente erfolgte

mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2.9.2 Versuchsdurchfiihrung

Als Grundlage des enzymatischen Verdaus wurden die PCR-Produkte aus 2.4 verwendet.
Diese wurden je nach Basenaustausch mit den passenden Restriktionsendonukleasen
(Firma New England Biolabs, Frankfurt am Main) gemal der vom Hersteller
angegebenen, optimalen Reaktionsbedingungen geschnitten. Dabei wurden die Art des
Puffers, die Temperaturoptima und die Inkubationszeit bertcksichtigt, um den
Aktivitdtsgrad der Enzyme zu optimieren und somit einen moglichst vollstandigen und
spezifischen Verdau zu gewéhrleisten. Der exemplarisch fur eine Enzymmenge von 5 U
aufgefihrte Reaktionsansatz (Tabelle 2.6) versteht sich als Ansatz fir eine Probe. Fir
eine entsprechend héhere Probenzahl n wurde ein n-facher Ansatz berechnet. Bei
hoheren bendtigten Enzymkonzentrationen (U/ul) wurde die eingesetzte Enzymmenge
entsprechend gedndert und mit inverser Volumendnderung des aqua ad injectabilia
ausgeglichen. Die eingesetzten PCR-Produkte sollten mindestens 200 ng DNA enthalten.

Bei Proben mit DNA-Konzentrationen <50 ng/ul wurden die eingesetzten Volumina von
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geloster DNA entsprechend erhoht.

PCR-DNA (=100 ng/ul) | ~2 pl
Puffer (10x) 1,7 pl
Enzym (10 U/pl) 0,5 pl
Aqua ad injectabilia 12,8 pl
Summe 17 pl

Tabelle 2.6: Reaktionsansatz fur Restriktionsenzymverdau

Die Reaktionsbedingungen der verwendeten Restriktionsendonukleasen zeigt Tabelle 2.7:

Enzym | Menge | Temperaturoptimum Puffer
Bbs1 5U 60°C Puffer 2
Mspl 20U 37°C Puffer 2
Fspl 5U 37°C Puffer 4

Fnu4H1 | 5U 37°C Puffer 4
BstUl 10U 60°C Puffer 2
Msl1 5U 37°C Puffer 2
Mnl1 5U 37°C Puffer 2
Acil 10U 37°C Puffer 3
Pstl 5U 37°C Puffer 2
Hinfl 3U 37°C Puffer 4

Tabelle 2.7: Reaktionsbedingungen der Restriktionsendonukleasen zur Bestatigung der
gefundenen Polymorphismen

Nach erfolgter Inkubation fir je 12 Stunden (bei 37°C im Brutschrank; bei 60°C im
Thermocycler mit eingeschaltetem ,Hotlid“) wurden die enzymatisch erzeugten Fragmente
mittels Agarose-Gelelektrophorese gemaR 2.5 visualisiert. Hierfir wurden auf ein
2,5%iges DNA-Agarose-Gel je 15 pl des Restriktionsansatz zusammen mit 3 ul
Probenauftragspuffer (6x) vermischt und nach elektrophoretischer Trennung
photographisch dokumentiert. Wiederum diente ein 100 bp Grol3enstandard zur

GroRRenbestimmung der getrennten Fragmente.

2.10 Allelspezifische PCR

2.10.1 Theoretische Grundlagen

Verbleibende Mutationen, die nicht mit einem Restriktionsenzymverdau bestétigt werden
konnten, wurden mit einer allelspezifischen PCR nachgewiesen. Das Prinzip der
allelspezifischen Amplifikation beruht auf dafiir speziell gestalteten Oligonukleotiden,
deren Nukleotid am 3'-Ende jeweils der Position der nachzuweisenden Variante
entspricht. Zur Differenzierung von Wildtyp und Variante macht man sich folgende

Besonderheit zu nutze: Eine singuldre Basenabweichung der Oligonukleotidsequenz von
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der Sequenz der Matrizen-DNA hat auf eine Amplifikation nur einen geringen negativen
Einfluss. Kommt es jedoch zu zusatzlichen Basenfehlbindungen, so kann dies eine
effiziente Primerhybridisierung und damit auch Amplifikation verhindern. Um diese
Bedingungen zu erfillen, missen zwei gleichgerichtete Oligonukleotide die Base der
Wildtypsequenz respektive die ausgetauschte Base der Variante an ihrem 3"-Ende
enthalten. Zusatzlich wird jeweils die drittletzte Base komplementér verandert, wodurch je
nach Vorliegen von Wildtypsequenz oder varianter Sequenz ein oder zwei ,mismatches*
entstehen. Kommt es zur Abweichung nur einer Base ist eine Amplifikation mdoglich,

wahrend die PCR bei Vorliegen von zwei Fehlpaarungen im Idealfall kein Produkt ergibt.

Mutationsspezifischer Primer 5. XXX XXX t T c -3 =—> Keine Amplifikation
LT

Wildtyp Sequenz 5 XXX XXX A T la XXX XXX -3°
]

Wildtypspezifischer Primer 5L-XXX XXX t T a-3° = Amplifikation erfolgreich

Mutationsspezifischer Primer 5. XXX XXX t Tc-3* — Amplifikation erfolgreich
T

Mutations-Sequenz (A & C) 55 XXX XXX A T c XXX XXX -3
]

Wildtypspezifischer Primer 5-XXX XXX tT a-3* — Keine Amplifikation

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer allelspezifischen PCR. Je nach
spezifischer Primersequenz erfolgt bei Divergenz von zwei Nukleotiden keine
Amplifikation. Dadurch kann eine variante Sequenz von der Wildtyp-Sequenz
unterschieden werden.

Je nach Position der Variante innerhalb des Exons wurden hierfir entweder der upstream
oder downstream-Primer verwendet, um durch eine ausreichende Kettenlange des
Amplifikats eine problemlose PCR und Analyse zu gewahrleisten. Tabelle 2.8 verdeutlicht,
wie eine eindeutige Differenzierung des Genotyps ermoéglicht wird (Amplifikation

erfolgreich: ,+“; keine Amplifikation erfolgt: ,-*).
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Wildtyp-Primer Variations-spezifischer Primer
Homozygot Wildtyp + -
Heterozygot + +
Homozygot Variant - +

Tabelle 2.8: Schematische Darstellung der Bestimmung eines Genotyps je nach Ergebnis
der allelspezifischen PCR

2.10.2 Versuchsdurchfiihrung

Die allelspezifische PCR wurde fir die jeweiligen Exons gemalRl 2.4 mit identischem
Reaktionsansatz, Zyklerbedingungen und ,annealing“-Temperaturen (Tabellen 2.2 und
2.3) durchgefiuhrt. Die Ergebnisse der PCR wurden, wie in 2.5 beschrieben, auf einem
2,5%igen Agarose-Gel beurteilt und zur Differenzierung ein 100 bp Groéf3enstandard
verwendet. Fur jede zu bestatigende Mutation waren zur Differenzierung des Genotyps je
zwei parallele PCR-Reaktionen mit den allelspezifischen Primern notwendig. Als jeweils
dazu gegenlaufige Primer dienten die bereits in 2.4 zur Anwendung gekommenen
Oligonukleotide (Tabelle 2.1). Die allelspezifischen Oligonukleotide sind im Ergebnistell
unter 3.34 (Tabelle 3.3) aufgefihrt.

Die optimalen ,annealing“-Temperaturen wurden fir jeden Polymorphismus empirisch
durch eine Temperaturgradienten-PCR ermittelt und sind ebenfalls in Tabelle 3.3
aufgefuhrt. Abbildung 2.3 zeigt exemplarisch die Ergebnisse einer Temperaturgradienten-
PCR fur je eine homozygote Wildtyp-DNA (w/w) und einen heterozygote DNA (w/m), die
jeweils mit Wildtyp-spezifischen (WP) und Mutations-spezifischen Primern (MP)
amplifiziert wurden.
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Abbildung 2.3: Exemplarische Darstellung einer Temperaturgradienten-PCR mit
optimaler ,annealing“-Temperatur bei 58°C. Sowohl Wildtyp-DNA (w/w) als auch
heterozygote DNA (w/m) werden mit Wildtyp-spezifischem Primer (WP) erfolgreich
amplifiziert, wahrend keine Amplifikation des Wildtyps (w/w) mit dem Mutations-
spezifischen Primer (MP) erfolgt.

2.11 Haplotypenanalyse

Jeweils ein einzelner Strang des diploiden Chromosomensatzes wird in ein Protein
Ubersetzt. Somit ist ein Genotyp, der allein durch SNPs charakterisiert wird, zur
Vorhersage des Phéanotyps u.U. nur bedingt aussagekraftig, da die SNPs bei
Heterozygotie nicht eindeutig den einzelnen Allelen der homologen Chromosomen
zuzuordnen sind. Deswegen ist es sinnvoll, die Haplotypen eines Gens zu identifizieren.
Es handelt sich dabei um eine allelspezifische Kombination mehrerer Polymorphismen,
die in einem bestimmten DNA-Abschnitt entlang eines einzelnen Chromosoms
gemeinsam auftreten und gekoppelt vererbt werden. Der Grad der Kopplung wird mit dem
Begriff ,linkage disequilibrium* (LD; Kopplungsungleichgewicht) bezeichnet (Stephens et
al. 2001; Botstein und Risch 2003; Olivier 2003). Nur bei Auftreten einer Rekombination
der DNA-Strange beider homologer Chromosomen kann die Kopplung aufgehoben
werden und der Grad der Kopplung sinkt. Je groRer die Distanz zweier Genorte und je
alter der DNA-Abschnitt sind, umso hoéher ist die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination
(Salisbury et al. 2003).

Die Haplotypenanalyse wird in der Regel durch statistische Methoden durchgefiihrt, da
eine Amplifikation eines gesamten Allels unter Einschluss der Introns aufgrund der GréR3e
des Abschnitts auf der DNA haufig nicht moglich ist. Diese Situation lag auch bei der
vorliegenden Untersuchung vor, da das ABCC2-Gen 45kB umspannt und
dementsprechend eine direkte Amplifikation eines vollstandigen Allels nicht leicht méglich
ist. In der vorliegenden Arbeit wurde das frei zugangliche Programm Arlequin (Schneider
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et al. 2001; http://lgh.unige.ch/arlequin/ ) verwendet. Das Programm errechnet die
Wahrscheinlichkeit ausgehend von der Nullhypothese einer nicht-bestehenden Kopplung
zweier Marker und reduziert die theoretisch mdglichen Kombinationen auf die kleinste

Zahl von Haplotypen, die die beobachteten Markerkombinationen erklaren.

2.12 Reagenzienliste

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE):
3249 Tris Base, 165g Borsaure und 120ml EDTA(0,5M; pH 8,0) ad 3l aqua bidest. gelost
(Endkonzentration 10x), zum Gebrauch meist 1:20 mit aqua bidest. verdinnt

(Endkonzentration 0,5x)

10% Ammoniumperoxodisulfat (APS):

0,2g Ammoniumperoxodisulfat ad 2ml H20

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (Endkonzentration 1x):
2429 Tris-Base, 37,2 g Na,EDTA *2H20 und 57,1 ml konzentrierte Essigséure in 1L aqua

bidest geldst (pH 8,5; Konzentration 50x), zum Gebrauch 1:50 mit aqua bidest verdinnt

Ethidiumbromid-Stammldsung:
10 mg (1 Tablette) in 1ml aqua ad injectabilia geltst; Gebrauchslésung: 1:10 mit aqua ad

injectabilia verdinnt

Probenauftragspuffer fir DNA Agarose-Gelelektrophorese:
50 mg Bromphenolblau, 25 mg Xylencyanol und 37,8 g Glycerin (30%) in 100 ml aqua

bidest. geldst und steril filtriert (Endkonzentration 6x).
Stammldsungen fir die Silbernitratfarbung:

Farben:
2% Silbernitrat Losung:
2 g AgNO3 ad 100 ml aqua ad injectabilia

Entwickeln:
10%ige Natriumcarbonat Lésung:
50 g Na,CO3; ad 500 ml aqua ad injectabilia

3%ige Natriumthiosulfat Losung:
7,5 g Na,S,0; ad 250 ml aqua ad injectabilia


http://lgb.unige.ch/arlequin/
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Stopp-L6sung:

20 g Glycin und 5 g Na,EDTA ad 1 | aqua ad injectabilia

SSCP-Denaturierungs- und Probenauftragspuffer:

9,5 ml Formamid (95%) und 100 pl NaOH (10 mM) zur Denaturierung, 2,5 mg
Bromphenolblau (0,025%) und 2,5 mg Xylencyanol (0,025%) zur Farbmarkierung ad 10

ml mit aqua ad injectabilia.

2.13 Hilfsmittel und Gerate

Elektrophoresekammern/ -blotkammern
(Mini Trans-Blot Cell)

Elektrophorese-Kammern und Zubehor:

Elektrophorese-Spannungsgerate (Power Pac 300)

Gel Doc 2000 Gel Documentation System

Kolbenhubpipetten

MicroAmp optical tubes und caps
DNA Thermal Cycler

Photometer (Smart Spec 3000)
Pipetten

Pipettierhilfen (Easypet)
Quarzglaskivetten
ReaktionsgefalRe

Rollmischer (Assistent RM 5)

Thermoblocke (Thermomixer compact)

USF Reinstwassersystem

Vortexer (Vortex-Genie 2)

Zentrifugenréhrchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
Perkin Elmer

Bio-Rad, Miinchen

Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Hellma, Mihlheim

Sarstedt, Niumbrecht
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
"Assistent”, Sondheim/Rhon
Eppendorf, Hamburg

USF Deutschland, Ransbach-
Baumbach

Scientific  Industries, Bohemia,
USA

Sarstedt, Niumbrecht
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3 Ergebnisse
3.1 Exon 1

Die Amplifizierung des Exon 1 wurde mit den unter 2.4 genannten Oligonukleotiden und
standardisierten PCR-Bedingungen bei einer optimalen ,annealing“-Temperatur von 52°C
durchgefuhrt. In der nachfolgend gezeigten Abbildung 3.1 der Agarose-Gelelektrophorese
bestatigt der aufgetragene 100 bp Grolenstandard (M) die Lange des PCR-Produktes
von 210 Basenpaaren und liefert keinen Hinweis auf das Vorliegen von Nebenprodukten.

M Proben 1-10

Abbildung 3.1: Darstellung der PCR-Produkte des Exon 1 mit einer Grof3e von 210 bp,
Amplifikation bei 52°C .

Bei Vergleich der unterschiedlichen Banden der SSCP-Analyse gemal 2.6 zeigten sich
zwei verschiedene Bandenmuster, die den Verdacht auf einen Polymorphismus nahe
legten. Abbildung 3.2 A zeigt die zwei unterschiedlichen Bandenmuster, die einzeln oder in
Kombination vorliegen. Die Kombination beider Bandenmuster spricht flr einen
heterozygoten Genotyp mit einem Wildtyp- und einem selteneren Allel, wahrend ein
einzeln vorkommendes Muster auf eine Homozygotie hindeutet. Das nur einmal
vorkommende Bandenmuster in der vorletzten Spur (m/m) ist mit dem homozygoten
Vorliegen des selteneren Allels vereinbar. Anhand der auffallenden Bandenstrukturen in
der SSCP-Analytik wurden mehrere Proben exemplarisch sequenziert und gegen die
Wildtyp-Sequenz abgeglichen. Durch Analyse der unterschiedlichen Peak-Muster der
Sequenzen konnte das Vorliegen der Variante c.-24T, welche in der 5°-UTR lokalisiert ist,
in jeweils heterozygotem und homozygotem Genotyp bestatigt werden (Abbildung 3.2 B).
Dabei konnte das seltener vorkommende Bandenmuster der gefundenen Variante

zugeordnet werden.
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4]

w/m C-24T nvim 24T

Abbildung 3.2 A: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exon 1 mit zwei
unterschiedlichen Bandenmustern, die sich bei Vorliegen einer Homozygotie jeweils
einzeln (homozygot Wildtyp c.-24C w/w bzw. homozygot c.-24T m/m auf Spur 9) zeigen.
Die Kombination beider Bandenmuster entspricht dem Vorliegen eines heterozygoten
Genotyps c.-24C/-24T (w/m). B: Exemplarische Darstellung der Sequenzen des SNPs
€.C-24T des Exon 1. Die unterschiedlichen Allele konnten den Bandenmustern der SSCP-
Analyse zugeordnet werden.

Innerhalb des Kollektivs der 59 Patienten ergaben sich folgende Genotyp-Haufigkeiten:

Homozygot c.-24C/-24C 38 64%
Heterozygot c.-24C/-24T 20 33%
Homozygot c.-24T/-24T 1 1%

Daraus errechnet sich eine Allelfrequenz der selteneren Variante c.-24T von 18,6%, im

Vergleich zur Normalsequenz c.-24C von 81,4%.

Zur Bestatigung des Polymorphismus wurde eine Restriktionsfragment-Langen-
Polymorphismus-Analyse durchgefuhrt, die auch fiur spatere, grof3 angelegte
Polymorphismus-Untersuchungen ein schnelles und zuverlassiges Screening auf das
seltenere Allel c.-24T ermoglicht. Als geeignete Restriktionsendonuklease wurde das
Enzym Bbsl verwendet, welches bei 60°C sein Aktivitatsoptimum besitzt
(schnittspezifische Details siehe Tabelle 3.1). Die enzymatisch erzeugten Fragmente
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bestanden aufgrund einer Schnittstelle in der Wildtyp-Sequenz aus 60 bzw. 150
Basenpaaren, wahrend bei dem Allel c.-24T das PCR-Produkt ungeschnitten (210 bp)
erhalten bleibt. Abbildung 3.3 zeigt das Agarose-Gel eines solchen Enzymverdaus. Der
Wildtyp (w/w) weist einen vollstandigen Verdau auf, wahrend die einzige Probe mit
homozygotem Vorliegen des selteneren Allels c.-24T (m/m) ausschlief3lich das 210 bp

Fragment zeigt.

Abbildung 3.3: Darstellung der PCR-Produkte des Exon 1 nach Verdau mit
Restriktionsendonuklease Bbs1. Bei homozygotem Vorliegen des c.-24T-Allels (m/m) liegt
bei fehlender Schnittstelle des Enzyms nur unverdautes PCR-Produkt vor (Grof3e: 210
bp), wahrend bei Heterozygotie (w/m) je ein unverdautes Allel (210 bp) sowie die
geschnittenen Fragmente (GrofRen: 60 und 150 bp) auf dem Agarose-Gel nachweisbar
sind. Bei Homozygotie fur das Wildtyp-Allel (w/w) werden die PCR-Produkte vollstandig
geschnitten.

3.2 Exon 2

Die PCR wurde mit den in Tabelle 2.1 genannten Oligonukleotiden und einer optimalen
.=annealing“-Temperatur von 52°C durchgefuhrt. Die Amplifikation ergab das zu
erwartende Produkt mit einer GroRe von 256 bp. Dabei ist das gesamte Exon 2 im
Amplifikat enthalten und wird in 5"-Richtung durch 39 Nukleotide des Introns 1 sowie in 3’-
Richtung durch 43 Nukleotide des Introns 2 ergénzt. Die SSCP-Analyse zeigte keine
aberranten Banden (Abbildung 3.4). Exemplarisch sequenzierte Produkte wurden mit der
verOffentlichten Sequenz des MRP2 abgeglichen und bestatigten eine korrekte
Amplifikation des Exons 2. Abweichungen von der publizierten Normalsequenz wurden

nicht gefunden.
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Abbildung 3.4: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 2. Aberrante Banden
wurden nicht beobachtet, so dass sich kein Anhalt fir das Vorliegen von Polymorphismen
ergab.
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3.3 Exon 3

Die Lange des Amplifikats betragt 189 bp. Wahrend das Exon aus 126 Basenpaaren
besteht, enthalten die 5"- und 3"- Enden jeweils 33 bzw. 30 Nukleotide der flankierenden
Introns. Die Amplifikation erfolgte bei standardisierten Zyklerbedingungen und einer
.=annealing“-Temperatur von 52°C problemlos und bei der SSCP-Analyse zeigten sich
keine abweichenden Banden (Abbildung 3.5). Zum Nachweis einer fehlerlosen
Amplifikation des gesuchten Exons wurden einige zuféllig ausgewahlte Proben
sequenziert, wobei der Vergleich mit der vertffentlichten Sequenz eine vollstandige
Kongruenz ergab.
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Abbildung 3.5: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 3

3.4 Exon 4

Die erfolgreich amplifizierten Produkte des Exons 4 schienen keine Unterschiede in der
Konformation der Einzelstrdnge aufzuweisen, da die in der SSCP-Analytik dargestellten
Bandenmuster keine Verschiedenartigkeit zeigten. Die Sequenz des 280 bp grof3en
Produktes war mit den verdffentlichten Originalsequenzen Ubereinstimmend. Folgende
exemplarisch gezeigte Bandenmuster der SSCP-Analyse in Abbildung 3.6 erweckten
nicht den Verdacht eines Polymorphismus.

L i JN N W
Abbildung 3.6: Homogenes Bandenmuster bei SSCP-Analyse der PCR-Produkte des
Exons 4 ohne Hinweise auf unterschiedliche konformationsbedingte

Mobilitatseigenschaften der Einzelstréange.

3.5 Exon 5

Das in Abbildung 3.7 abgebildete Agarose-Gel bestétigt eine erfolgreiche Amplifikation
des Exons 5. Das Exon ist mit 108 Nukleotiden vollstandig im Produkt enthalten und
wurde zusammen mit 96 Nukleotiden in 5°-Richtung sowie 27 Nukleotiden in 3"-Richtung
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amplifiziert.

Abbildung 3.7: Die Agarose-Gelelektrophorese zeigt das 231 bp groRe Amplifikat. Eine
Negativ-Kontrolle (N) ohne eingesetzte DNA auf der letzten Spur ergibt keine positive
Amplifikation, wodurch Verunreinigungen ausgeschlossen werden konnten.

In der SSCP-Analyse zeigten sich keine Unterschiede des Bandenmusters (Abbildung
3.8). Somit ergaben sich bei identischen Mobilitatseigenschaften fir Exon 5 keine
Hinweise auf das Vorliegen divergenter Einzelstrang-Konformationen, denen ein
Polymorphismus zugrunde liegen kdnnte. Exemplarische Sequenzierungen bestatigten
eine korrekte Amplifikation und ergaben keine Divergenz zur Referenzsequenz.

\h_‘!’llw Y ",
Proben 1 — 10
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Abbildung 3.8: Homogene Darstellung der Banden in der SSCP-AnaIyse der PCR-
Produkte des Exon 5 ohne Hinweise auf unterschiedliche Einzelstrang-Konformationen.

\\é

3.6 Exon 6

Das 148 bp groRe Amplifikat schlie3t die 56 bp des Exons 6 vollstandig ein und enthalt
weiterhin 58 bp des Introns 5 sowie 32 bp des Introns 6. Das erwartete Amplifikat wurde in
einer Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen. In den Bandenmustern der
durchgefihrten SSCP-Analyse zeigten sich keinerlei Auffalligkeiten. Auch eine
Sequenzierung des Amplifikats ergab keine Abweichungen von der verdffentlichten
Originalsequenz.

I_|_I_I_I_I_IIIeI I“I“III
Abbildung 3.9: SSCP-Analyse der Amplifikate des Exons 6 ohne Hinweis auf aberrante
Bandenmuster.
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3.7 Exon 7

Nach erfolgreich durchgefuhrter Amplifikation wurden die 298 bp grofRen Produkte mit
SSCP-Analyse auf eventuelle Konformationsunterschiede untersucht. Bei der
Elektrophorese zeigten wenige Bandenstrukturen verdachtige Abweichungen (siehe
Abbildung 3.10), die auf einen Basenaustausch hindeuteten, allerdings nicht eindeutig
reproduziert werden konnten. Durch den Abgleich der Sequenzen suspekter Proben mit
der Wildtyp-Sequenz wurde ein Basenaustausch ausgeschlossen.

Struktur des Amplifikats:

5"-Intron 6 ------------ Exon 7 ------m-mmmeeee- Intron 7-3°

33 bp 235 bp 30 bp

Abbildung 3.10: Im Bandenmuster der SSCP-Analyse zeigt sich in der zweiten Spur eine
zusatzliche untere Bande. In den sonstigen Proben ist diese Bande allenfalls angedeutet
zu erahnen. Jedoch liel3 sich in der Sequenzierung keine Abweichung der Basenabfolge
nachweisen.

3.8 Exon 8

Das amplifizierte Produkt umfasst 235 Basenpaare, was mit folgend gezeigter Agarose-
Gelelektrophorese (Abbildung 3.11) bestatigt wurde. Die Exon-Intron-Grenzen sind in dem
Amplifikat enthalten, wobei sich flankierend je 28 bp des Introns 7 sowie 43 bp des Introns
8 an das Exon anschliel3en.

Abbildung 3.11: Darstellung der Amplifikate des Exons 8 mit einer Basenpaarlange von
235 bp.

Die anschlieBende SSCP-Analyse zeigte keine eindeutig divergenten Bandenmuster in
der Polyacrylamid-Gel Elektrophorese. Wenige Proben lieRen sich bei wiederholt
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schlechter Abbildungsqualitat nicht eindeutig zuordnen und wurden zum Ausschluss von

Mutationen sequenziert.

Abbildung 3.12: SSCP-Analyse der PCR-Produkte mit schlechter Abbildungsqualitat trotz

zahlreicher Optimierungsschritte. Die Proben mit fraglich aberrantem Bandenmuster
wurden sequenziert, wobei sich allerdings kein Nachweis von Punktmutationen ergab.

Die Sequenzen auffallender Proben sowie einiger zufallig ausgewahlter Proben mit
normalem Bandenmuster ergaben keine Abweichungen im Vergleich zur Originalsequenz,

womit Polymorphismen des Exon 8 nicht nachgewiesen werden konnte.

3.9 Exon 9

Die 265 bp grolRen Amplifikate zeigten bei der elektrophoretischen Trennung der SSCP-
Analyse keine divergierenden Bandenmuster und lieferten keinen Hinweis auf das
Vorliegen eines Polymorphismus im Exon 9. In anschlieRender Sequenzierung wurde eine
korrekte Amplifikation bestéatigt und eine vollstandige Ubereinstimmung des Amplifikats mit
der Originalsequenz bewiesen.

3.10 Exon10

Die Amplifikation des Exons 10 wurde mit den unter 2.4 genannten Primern und der
optimalen ,annealing“-Temperatur von 52°C durchgefihrt. In Abbildung 3.13 der Agarose-
Gelelektrophorese lasst sich anhand des GrolRenstandard die Lange des PCR-Produktes
von 310 Basenpaaren bestéatigen. Das Exon ist mit seinen 255 bp vollstandig im Amplifikat
enthalten, wéahrend es von je 28 bp bzw. 27 bp Intronsequenzen jeweils 5- bzw. 3-
flankierend begleitet wird.

Abbildung 3.13: Nachweis der PCR-Produkte des Exons 10 mit einer Basenpaarlange
von 310 bp.
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Bei der SSCP-Analyse der Amplifikate zeigten sich zwei eindeutig divergierende
Bandenmuster, welche sich auf zwei unterschiedliche Allele zurlckfuhren liel3en
(Abbildung 3.14 A). Durch Sequenzierung der Proben mit aberrantem Bandenmuster lief3
sich dem seltener vorkommenden Bandenmuster der Basenaustausch c¢.G1249A
zuordnen, der jeweils als homozygoter Wildtyp (w/w) oder heterozygoter Genotyp (w/m)
vorlag (Abbildung 3.14 B). Ein homozygotes Vorliegen der selteneren Allelvariante konnte
in dem Probandenkollektiv nicht nachgewiesen werden. Der gefundene Basenaustausch
€.G1249A liegt innerhalb des kodierenden Bereiches von Exon 10 und ist mit einem
Aminosaureaustausch assoziiert. An Position 417 kommt es zu einem Austausch von

Valin nach Isoleucin (Val417lle).

SSCP-Analyse
. r 4 5% 64ir 879 10 11 12 13 14 41§

Sequenzierung

TTG C C T T GIA C C
|

Wildtyp Heteroygotes Allel
1249G/1249G G1249A

Abbildung 3.14: SSCP-Analyse und Sequenzierung der PCR-Produkte des Exons 10.
Die SSCP-Analyse zeigt unterschiedliche Bandenmuster des Exons 10, die auf einen
Polymorphismus hindeuten. Die beiden vorkommenden Bandenstrukturen liegen dabei
gehauft in Kombination vor, was auf einen heterozygoten Genotyp (w/m) mit je einem
Wildtyp-Allel und einem selteneren Allel zurtickzufiihren ist. Hingegen deutet ein einzeln
auftretendes Bandenmuster auf w/w-Homozygotie hin. Die Sequenzierung der Proben mit
aberrantem Bandenmuster zeigte einen Basenaustausch ¢c.G1249A.

Zur Bestatigung der gefundenen Mutation und zu ihrer eindeutigen Zuordnung zur
jeweiligen Bandenstruktur der SSCP-Analyse kam eine allelspezifische PCR zur
Anwendung, da sich kein geeignetes Restriktionsenzym finden lie3. Dieses Verfahren
sollte fur die nachfolgende funktionelle Studie ein Screening auf das gefundene seltenere
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Allel von péadiatrischen Patienten mit MTX-Hochdosistherapie erlauben. Die
allelspezifischen Forward-Primer sind in Tabelle 3.3 aufgefuhrt, wobei die
Reaktionsbedingungen mit einer optimalen ,annealing“-Temperatur von 59°C bereits unter

2.10 genannt wurden. Das Amplifikat umfasst 261 Basenpaare.

Abbildung 3.15: Zwei nebeneinander liegende Banden (261 bp) entsprechen einer Probe
des Probandenkollektives, wobei die PCR jeweils mit Wildtyp-spezifischem (WP) sowie
Mutations-spezifischem (MP) Primer durchgefihrt wurde. Bei einem heterozygoten
Genotyp (w/m) kommt es mit beiden eingesetzten Primern zu einer Amplifikation.
Hingegen fuihrt das homozygote Vorliegen der Wildtyp-Sequenz (w/w) ausschlie3lich mit
dem Wildtyp-spezifischen Primer zu einer Amplifikation.

3.11 Exon1ll

Das 198 Basenpaar umfassende Amplifikat beinhaltet am 5°-Ende 96 Nukleotide des
Introns 10 sowie am 3"-Ende 36 Nukleotide des Introns 11. Der kodierende Bereich des
Exons 11 ist mit seinen 66 bp vollstandig in dem Amplifikat enthalten. Bei der
elektrophoretischen Trennung des Produktes zeigten sich keine Divergenzen der
Bandenmuster. Abbildung 3.16 zeigt exemplarisch ein mit Silber gefarbtes Polyacrylamid-
Gel, welches ausschliellich identische Bandenmuster aufweist.

Proben 1 — 14 E ?
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Abbildung 3.16: Darstellung ausschlieR3lich identischer Bandenmuster der SSCP-Analyse
der PCR-Produkte des Exon 11

3.12 Exon12

Nach erfolgreicher Amplifikation konnte in der SSCP-Analyse kein unterschiedliches
Bandenmuster erkannt werden. Die 271 Basenpaare des Amplifikats schliel3en die Intron-
Exon Grenzen ein, wobei die angrenzenden Abschnitte der flankierenden Introns jeweils
38 respektive 95 Basenpaare umfassen. Das Polyacrylamid-Gel der Abbildung 3.17 zeigt
ausschlie3lich gleichméaflige Bandenmuster und liefert keinen Hinweis auf das Vorliegen
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eines Polymorphismus. Die Sequenzierung exemplarischer Proben ergab eine

vollstandige Ubereinstimmung der Basenabfolge mit der Referenzsequenz.

(ALl WA M

Abbildung 3.17: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 12 ohne Hinweise auf ein
unterschiedliches Mobilitatsverhalten der Einzelstrange

3.13 Exon13

Das in Abbildung 3.18 gezeigte Agarose-Gel zeigte die erwarteten 222 bp groRen PCR-
Produkte. Das Exon ist mit 147 Nukleotiden vollstéandig im Produkt enthalten und wurde
zusammen mit den flankierenden Intronsequenzen (54 Nukleotide in 5-Richtung; 21
Nukleotide in 3"-Richtung) amplifiziert.

Abbildung 3.18: Darstellung des Amplifikates des Exon 13 mit einer Basenpaarléange von
222 bp

Die Abbildung 3.19 des mit Silber gefarbten, 6%igen Polyacrylamid-Gels zeigt keine
Unterschiede in den Bandenstrukturen. Durch Abgleichen der Sequenzen mehrerer
exemplarischer Proben mit der veroffentlichten Originalsequenz konnte eine korrekte
Amplifikation des Exons bestatigt werden.

Abbildung 3.19: Fehlende Konformitatsunterschiede der PCR-Produkte des Exons 13 bei
identischer Bandenstruktur in einer SSCP-Analyse

3.14 Exon 14

Mit den unter 2.4 genannten Oligonukleotiden wurde die PCR fir das Exon 14
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durchgefuhrt. Anschlieend wurden die 144 bp groBen Amplifikate unter nicht
denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch getrennt. Eine in Abbildung 3.20
dargestellte SSCP-Analyse zeigt keine divergierenden Bandenmuster und liefert keinen
Hinweis auf das Vorliegen eines Polymorphismus im Exon 14. In anschlieBender
Sequenzierung wurde eine korrekte Amplifikation bestéatigt und eine Ubereinstimmung des
Amplifikats mit der Originalsequenz nachgewiesen. Das Amplifikat beinhaltet: 30 bp des
Introns 13, 85 bp des Exons 14 und 28 bp des Introns 14.

Abbildung 3.20: RegelméafRige Bandenstruktur einer exemplarischen SSCP-Analyse der
PCR-Podukte des Exon 14 ohne Hinweise auf das Vorliegen eines Polymorphismus

3.15 Exon15

Die Polymorphismus-Untersuchung des Exon 15 wurde in Standardtechnik durchgefuhrt.
Das Wanderungsverhalten der amplifizierten Proben in einer Polyacrylamid-Gelmatrix war
einheitlich, so dass sich kein Hinweis auf das Vorliegen von Polymorphismen ergab. Auch
die anschlieBende Sequenzierung bestétigte die Ubereinstimmung des Amplifikates mit
der Originalsequenz. Das Produkt, welches die 67 Basenpaare des kodierenden
Bereiches des Exon 15 vollstandig beinhaltet, hat insgesamt eine GroRe von 153
Basenpaaren.

Abbildung 3.21: Silber-gefarbtes SSCP-Gel als Beispiel der einheitlichen
Bandenstrukturen des PCR-Produktes des Exon 15

3.16 Exon 16

Das Amplifikat der PCR umfasst 184 Basenpaare und setzt sich aus 29 bp des Introns 15,
127 bp des Exons 16 und 28 bp des Introns 16 zusammen.

Die SSCP-Analyse lie3 neben dem eigentlichen Bandenmuster eine weitere Struktur
erahnen, die allerdings nicht stabil reproduzierbar war und sich nicht eindeutig einzelnen
Proben zuordnen lieR. Es handelt sich dabei um eine in Abbildung 3.22 zu sehende
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zusétzliche obere Bande (¥), die sich zumeist nur auf den duReren Spuren zeigte. Eine
entsprechend getroffene Auswahl mehrerer Proben wurde sequenziert und mit der
Originalsequenz abgeglichen. Jedoch liel3 sich kein Basenaustausch in den verdéchtigen

Proben eruieren und alle Amplifikate stimmten mit der Originalsequenz uberein.

5 6 7 8 9 10 4T 1728 1%
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Abbildung 3.22: Eine angedeutete zusatzliche obere Bande () in der SSCP-Analyse
des Exon 16 lief3 sich nicht auf einen mutationsbedingten Konformationsunterschied der
Einzelstrange zuruckfuhren. Bei der Sequenzierung ergaben sich keine Unterschiede der
Proben mit aberranten Bandenmuster im Vergleich zur Originalsequenz.

3.17 Exon17

Das Exon 17 ist mit 177 Nukleotiden vollstandig im Amplifikat enthalten und wurde
zusammen mit 55 Nukleotiden des Introns 16 sowie 28 Nukleotiden des Introns 17

amplifiziert.
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Abbildung 3.23: Gelelektrophorese des Exons 17 PCR-Produktes (260 bp).

In Abbildung 3.24 des mit Silber geféarbten, 6%igen Polyacrylamid-Gels sieht man sehr
gleichmaRige und scharfe Banden, die ausnahmslos ein gleichférmiges
Wanderungsverhalten besal3en. Somit ergibt sich aufgrund fehlender Unterschiede in der
Konformation der Einzelstréange kein Hinweis auf das Vorliegen eines Polymorphismus.

Proben 1 - 18
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Abbildung 3.24 SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exon 17 ohne Hinweis auf das
Vorliegen von Polymorphismen
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Bei mehreren zuféllig ausgewéhlten Sequenzen wurde eine korrekte Amplifikation

bestétigt und es zeigten sich keine Abweichungen von der Referenzsequenz.

3.18 Exon 18

Das Amplifikat beinhaltet den kodierenden Bereich mit 168 Basenpaaren und wird am 5’-
Ende von 36 Nukleotiden sowie am 3"-Ende von 44 Nukleotiden flankiert. Die Agarose-
Gelelektrophorese bestatigte die korrekte Amplifikation, ehe die Produkte auf
Konformationsunterschiede untersucht wurden. In der SSCP ergab sich bei
gleichférmigen Bandenstrukturen aller Proben kein Hinweis auf das Vorliegen eines
Polymorphismus, was in Abbildung 3.25 exemplarisch dargestellt ist. Die Sequenzierung

ergab keine Abweichungen von der Originalsequenz und bestatigte eine korrekte

Amplifikation.
'L
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Abbildung 3.25 Gleichformige Bandenstrukturen der SSCP-Analyse der PCR-Produkte
des Exons 18 ohne Hinweis auf durch  Polymorphismen  bedingte
Konformationsunterschiede

In einer Studie von Ito et al. (2001), die eine Polymorphismus Untersuchung innerhalb
eines japanischen Patientenkollektives durchfiihrte, wurden fir das Exon 18 jeweils der
Basenaustausch ¢.C2302T (Arg768Trp) und c.C2366T (Ser789Phe) beschrieben. Sie
waren in 48 untersuchten Proben je einmal gefunden worden und wiesen somit eine
Allelfrequenz von ca. 1% auf (Ito et al. 2001). Zum definitiven Ausschluss des Vorliegens
dieser Mutationen in unserem Probandenkollektiv wurde eine Restriktions-Fragment-
Langen-Polymorphismus-Analyse (RFLP) durchgefuhrt. Die geeigneten Restriktions-
endonukleasen sind in Tabelle 3.2 samt ihrer schnittspezifischen Eigenschaften

aufgefiuhrt.

Der Ausschluss des Basenaustausches c.C2302T wurde mit der
Restriktionsendonuklease Fnu4H1 erbracht, welche bei Vorliegen des selteneren Allels
€.2302T keine Schnittstelle besitzt. Samtliche Proben unseres Probandenkollektives
wurden durch Fnu4H1 vollstandig verdaut. Somit konnte das Vorliegen des selteneren

Allels ¢.2302T innerhalb unseres Patientenkollektives ausgeschlossen werden. Abbildung
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3.26 zeigt die vollstandig geschnittenen Fragmente mit einer Lange von je 184 und 65 bp.
Die 64 bp Banden kommen nur angedeutet zur Darstellung.

bp

500~ Fnud4H1

388 Proben 1 -15
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Abbildung 3.26: Vollstandiger Enzymverdau der PCR-Produkte des Exon 18 durch die
Restriktionsendonuklease Fnu4H1. Die resultierenden Fragmente sind 184 und 65 bp
grof3. Die 64 bp Banden kommen nur angedeutet zur Darstellung. Bei Vorliegen der
€.2302T-Variante verbliebe das PCR-Produkt (248 bp) ungeschnitten.

Das Enzym Pstl wurde zum Ausschluss der Allelvariante ¢.2366T verwendet. Das Enzym
besitzt eine Schnittstelle ausschlief3lich in der Wildtyp-Sequenz ¢.2366C und erzeugt zwei
Restriktionsfragmente mit einer Grof3e von 113 bzw. 136 bp. Hingegen wirde bei
Vorliegen des Allels ¢.2366T aufgrund der fehlenden Schnittstelle das ungeschnittene
PCR-Produkt (249 bp) vorliegen.

bp
500~
400 =
300 Proben 1 — 18
200

100 |
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Abbildung 3.27 PCR-RFLP zum Nachweis des ¢.C2366T Polymorphismus. Die Analyse zeigte
nach Pstl-Verdau ausschlie3lich Proben, bei denen Fragmente mit einer Basenpaarlange von 113
bzw. 135 bp vorlagen. Da alle eingesetzten Produkte vollstandig geschnitten wurden, konnte das
Vorliegen von ¢.2366T-Allelen ausgeschlossen.

3.19 Exon19

Nach erfolgreicher Amplifikation von Exon 19 konnte in der SSCP-Analyse kein
unterschiedliches Bandenmuster erkannt werden. Die 263 Basenpaare des Amplifikats
schlie3en die Exon-Intron-Grenzen mit ein, wobei die flankierenden Abschnitte der Introns
18 bzw. 19 jeweils 55 respektive 28 Basenpaare umfassen. Das Polyacrylamid-Gel der
Abbildung 3.28 zeigt ausschliefilich gleichméaRige Banden und liefert keinen Hinweis auf
das eventuelle Vorliegen eines Polymorphismus. Bei mehreren zufallig ausgewahlten

Proben wiesen die Sequenzen keine Abweichungen von der Referenzsequenz auf.
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Abbildung 3.28: GleichméaRiges Bandenmuster bei der SSCP-Analyse der PCR-Produkte
des Exons 19 ohne Hinweise auf Mutationen.

3.20 Exon 20

Die denaturierten Einzelstrange der amplifizierten Proben des Exon 20 zeigten in der
Polyacrylamid-Gelmatrix ein einheitliches Wanderungsverhalten mit gleichférmigem
Bandenmuster, das nicht auf das Vorliegen von Polymorphismen hindeutete.
Exemplarisch sequenzierte Proben bestéatigten eine fehlerlose Amplifikation des PCR-
Produktes. Das Amplifikat, welches die 127 Basenpaare des kodierenden Bereiches
vollstandig beinhaltet, hat insgesamt eine Groé3e von 217 Basenpaaren.

Abbildung 3.29 zeigt exemplarisch ein mit Silber gefarbtes SSCP-Gel der Exon 20 PCR-
Produkte, bei dem sich keine divergierenden Bandenmuster nachweisen lie3en.

3.21 Exon?21

Unter standardisierten PCR-Bedingungen verlief die Amplifikation des 236 bp grof3en
Produktes problemlos. Die GroRe des kodierenden Abschnittes betragt 135 bp und
befindet sich innerhalb des Amplifikats. Die Untersuchung auf Konformationsunterschiede
zeigte zwei von der Normstruktur abweichende zusétzliche Bandenmuster. In der SSCP-
Analyse der Abbildung 3.30 weist die Probe (*) auf Spur 2 eine zusatzliche Bande
oberhalb der normalen unteren Bande auf. Hingegen befindet sich eine zusétzliche
aberrante Bande in Probe (**) auf Spur 10 unterhalb der Normalstruktur. Das Vorliegen
dieser zwei divergenten Bandenmuster, die jeweils zusammen mit der normalen
Bandenstruktur vorkommen, liel3 das Vorliegen von zwei unterschiedlichen heterozygoten
Genotypen vermuten, die je ein Wildtyp-Allel und ein selteneres Allel enthalten.
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SSCP-Analyse und Sequenzierung
12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15'16\1718 19 20

bl i B W -
-

4
T e W

b B R T T
* %
CTIG G A CIT A
A
§
%l i
T2780G C288IT’>+11T
C ]r G AC A
2780T/T 2883+11C/C

Abbildung 3.30: Die SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exon 21 weist auf Spur 2 (*)
sowie auf Spur 10 (**) zwei jeweils verschiedene zuséatzliche Bandenmuster auf, die
zusammen mit dem normalen Bandenmuster auftreten. Dies lasst auf zwei
unterschiedliche Allelvarianten schliel3en, die jeweils zu einem Konformationsunterschied
der Einzelstrange fihren. Durch die dargestellte Sequenzierung konnten die
heterozygoten Genotypen ¢.2780T/c.2780G sowie ¢.2883+11C/c.2883+11T als Ursache
fur das unterschiedliche Laufverhalten der Einzelstrange eruiert werden.

Der Basenaustausch ¢.T2780G fiihrt zu einem Aminosdureaustausch Leucin nach Arginin,
Leu927Arg. Der Basenaustausch C nach T an Position ¢.2883+11 befindet sich innerhalb
des Introns 22 und geht nicht mit einem Aminosaureaustausch einher. Da innerhalb
unseres Probandenkollektives beide Punktmutationen jeweils nur einmal in heterozygoter
Form auftraten, ergibt sich fir beide Polymorphismen in dem untersuchten Kollektiv eine
Allelfrequenz von ca. 1%.

Die Bestédtigung der Mutation c¢.T2780G konnte mittels Restriktionsenzymverdau
durchgefuhrt werden. Eine Schnittstelle des Enzyms Mspl (Tabelle 3.1) liegt nur bei
Auftreten der Variante ¢.2780G vor und teilt in diesem Fall das Amplifikat in zwei
Fragmente mit je 95 bzw. 141 bp. ¢.2780G-Allele werden nicht geschnitten (236 bp;
Abbildung 3.31). Fir den Basenaustausch c¢.C2883+11T lie3 sich keine geeignete
Restriktionsendonuklease finden, weswegen die Bestatigung des SNPs durch eine
allelspezifische PCR erfolgte (Abbildung 3.32).



48 Ergebnisse

Abbildung 3.31: Mspl-Verdau des Exon 21 PCR-Produktes. Auf der mittleren Spur zeigt
sich zuséatzlich zum ungeschnittenen ¢.2780T-Allel das geschnittene ¢.2780G-Allel mit
Fragmenten von 95 bzw. 141 bp Lange Die zwei zur Kontrolle aufgetragenen Proben mit
homozygotem ¢.2780T/T-Genotyp (w/w) wurden bei fehlender Schnittstelle nicht
geschnitten und liegen ausschlieRlich als ungeschnittenes Amplifikat (236 bp) vor.

Abbildung 3.32: Allelspezifische PCR des Exon 21. Dabei wurde jeweils eine
homozygote Wildtyp-DNA ¢.2883+11C/2883+11C (w/w) und die heterozygote DNA
(c.2883+11C/2883+11T; w/m) mit den allelspezifischen Primern in die PCR eingesetzt.
Die jeweils Wildtyp-spezifischen (WP) und Mutations-spezifischen Primer (MP) sind in
Tabelle 3.3 aufgefuihrt. Wahrend bei homozygotem Genotyp (w/w) nur mit dem Wildtyp-
spezifischen Primern (WP) eine Amplifikation gelang, fuhrten bei Vorliegen eines
heterozygoten Genotyps (w/m) beide allelspezifischen Primer zu einer Amplifikation.

3.22 Exon 22

Die erfolgreich amplifizierten Produkte wiesen keine Unterschiede in der Konformation der
Einzelstrange auf, da die in der SSCP-Analytik dargestellten Bandenmuster keine
Verschiedenartigkeit zeigten (Abbildung 3.33). Die Sequenz des 305 bp groR3en Produktes
war mit den vertffentlichten Originalsequenzen Ubereinstimmend. Das Amplifikat
umspannte 45 bp des Introns 21, die 220 bp des Exons 22 und 40 flankierende
Basenpaare des Introns 22.
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Abbildung 3.33: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exon 22 mit homogenem
Bandenmuster ohne Hinweis auf einen Polymorphismus.

3.23 Exon 23

Das Amplifikat umfasst 218 bp und beinhaltet die 155 bp des kodierenden Bereiches
sowie je 34 und 29 Basenpaare der 5- bzw. 3’-flankierenden Intronsequenzen. Die
SSCP-Analyse ergab bei gleichférmigem Bandenmuster keine Hinweise auf das Vorliegen
eines Polymorphismus (Abbildung 3.34). Durch anschlieRende Sequenzierung wurde eine
korrekte Amplifikation bestatigt. Auch in dieser Analyse ergab sich kein Anhalt fur das
Vorliegen eines Polymorphismus.

Abbildung 3.34: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exon 23. Es fanden sich keine
aberranten Bandenmuster als Hinweis auf einen Konformationsunterschied.

3.24 Exon?24

Das Amplifikat umfasst 225 Basenpaare (29 bp des Introns 23, 156 bp des Exons 24 und
40 bp des Introns 24).

Bei der Einzelstranganalyse der Abbildung 3.35 zeigten sich bei den markierten Proben
(*) und (**) divergente Bandenstrukturen, die auf das heterozygote Vorliegen eines
varianten Allels hinwiesen. Die Sequenzierung bestatigte fir beide abweichenden Proben
*) und (**) jeweils das Vorliegen einer Punktmutation. Der unterschiedliche
Basenaustausch liegt interessanterweise an benachbarter Position vor und stellt sich wie
folgt dar:

FUr Probe (*) wurde der Basenaustausch c¢.C3298T nachgewiesen, der durch seine
Lokalisation innerhalb des kodierenden Bereiches des Exon 24 zu dem



50 Ergebnisse

Aminosaureaustausch Arginin nach Cystein an Position 1100 (Arg1100Cys) fuhrt. Die
genetische Veranderung der Probe (**) befindet sich an benachbarter Position ¢.3299 und
fuhrt ebenfalls zu einem Aminoséaureaustausch des Arginin an Position 1100. Dabei geht
der Basenaustausch c¢.G3299A mit einem Aminoséureaustausch nach Histidin einher
(Arg1100His). Das Vorliegen je eines gefundenen heterozygoten Genotyps innerhalb des
Probandenkollektives ergibt eine Allelfrequenz von 1% des selteneren Allels.

Wildtyp
G C G C A

/\

T GC/TGCA T GCG/ACA

Abbildung 3.35: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exon 24. Bei zwei Proben (*) und
(**) innerhalb des Patientenkollektives wurden abweichende Badenstrukturen
nachgewiesen. Die Sequenzierung der Amplifikate bestatigte das Vorliegen von zwei
unterschiedlichen Punktmutationen, die sich an benachbarter Position innerhalb des
kodierenden Bereiches des Exon 24 befinden. Es handelt sich dabei um den
Basenaustausch ¢.C3298T sowie ¢.G3299A, die zu einem unterschiedlichen Austausch
des Arginin an Position 1100 fihren (Arg1100Cys respektive Arg1100His).

Die Bestatigung beider SNPs erfolgte durch einen Restriktionslangenpolymorphismus. Da
die beiden gefundenen Polymorphismen jeweils zu einem Austausch benachbarter Basen
fuhren, kann mit der Restriktionsendonuklease Fspl das Vorliegen einer der beiden
Mutationen detektiert werden. Sowohl bei ¢.C3298T als auch c.G3299A verliert die
amplifizierte Sequenz ihre einzige Schnittstelle und liegt unfragmentiert mit einer Grol3e
von 225 bp vor. Bei Heterozygotie kann neben den geschnittenen Fragmenten (69 bzw.
156 bp) der Wildtyp-Sequenz zusatzlich der ungeschnittene Anteil mit 225 bp
nachgewiesen werden. Zur Differenzierung zwischen den beiden
Veranderungsmoglichkeiten wurde ein weiterer Enzymverdau mit der Endonuklease
Fnud4H1 durchgefihrt. Das ¢.3298T-Allel enthalt keine Fnu4H1-Schnittstelle, so dass das
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PCR-Produkt von 225 bp nicht geschnitten wird. Demgegenuber werden sowohl die
Wildtyp-Allele als auch das 3299A-Allel durch Fnu4H1 geschnitten (Abbildung 3.36).

e

: @ e Eoude

Abbildung 3.36: RFLP-Analyse zum Nachweis der Varianten ¢.3298T und c.3299A.
Beide Varianten fuhren zu einem Verlust der Fspl-Schnittstelle im Amplifikat. Das
Auftreten von unfragmentierten (225 bp) neben geschnittenen Allelen (156 bp und 69 bp)
weist auf das Vorliegen einer Heterozygotie fiir einen der beiden SNPs hin. Zur weiteren
Differenzierung erfolgte eine enzymatischer Verdau mit Fnu4H1. Ausschlie3lich durch den
Basenaustausch ¢.C3298 2T geht diese Schnittstelle verloren, so dass eine zuséatzliche
Bande (225 bp) nachzuweisen ist. Im Gegensatz dazu wird das Allel mit dem
Basenaustausch ¢.G3299 A durch Fnu4H vollsténdig verdaut (154 bp und 71 bp).

3.25 Exon 25

Die amplifizierten Proben des Exon 25 zeigten in einer Polyacrylamid-Gelmatrix - wie
exemplarisch in Abbildung 3.37 dargestellt - ausschlieRlich einheitliche Bandenmuster, die
nicht auf das Vorliegen eines Polymorphismus hindeuteten. Das Amplifikat, welches die
200 Basenpaare des kodierenden Bereiches vollstandig beinhaltet, hat insgesamt eine
GroRe von 299 Basenpaaren. Die Sequenz der Amplifikats entsprach bei den
exemplarisch untersuchten Proben der veroéffentlichten Originalsequenz.

Abbildung 3.37: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 25.

3.26 Exon 26

Die Basenpaarlange des Amplifikats betragt 266 Basenpaare. Wahrend das Exon hierbei
127 Basenpaare umfasst, bestehen die 5- und 3"-Enden aus jeweils 111 bzw. 28
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Nukleotiden der flankierenden Introns. Die Amplifikation erfolgte bei standardisierten
Zyklerbedingungen und einer ,annealing“-Temperatur von 57°C problemlos, jedoch waren
in der SSCP-Analyse keine abweichenden Banden sichtbar. Zum Nachweis einer
fehlerlosen Amplifikation des gesuchten Exons wurden einige ausgewé&hlte Proben
sequenziert, wobei der Vergleich mit der Referenzsequenz eine vollstandige Kongruenz
ergab.

Abbildung 3.38: SSCP-Analyse des Exons 26. Es ergab sich kein Hinweis auf
genetische Polymorphismen.

3.27 Exon 27

Das in Abbildung 3.39 abgebildete Agarose-Gel bestéatigt eine erfolgreiche Amplifikation.
Das Exon 27 ist mit 102 Nukleotiden vollstandig im Amplifikat enthalten und wurde
zusammen mit 48 Nukleotiden in 5°-Richtung sowie 45 Nukleotiden in 3’-Richtung
amplifiziert.

M ~——— Piphen1-5

Abbildung 3.39: Die Gelelektrophorese bestétigt eine erfolgreiche Amplifikation des
PCR-Produktes (Basenpaarlange 195 bp), welches neben flankierenden Intronsequenzen
die 102 Basenpaare des Exon 27 enthalt.

Die Abbildung 3.40 der mit Silbernitrat gefarbten Einzelstranganalyse zeigt gleichmafige
und scharfe Banden, die ausnahmslos ein gleichférmiges Wanderungsverhalten besitzen.
Somit ergab sich aufgrund fehlender Unterschiede in der Konformation kein Hinweis auf
das Vorliegen eines Polymorphismus, was in durchgefiihrten exemplarischen
Sequenzierungen bestatigt wurde.
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Abbildung 3.40: SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 27.

3.28 Exon 28

Die Amplifizierung verlief bei den unter 2.4 genannten Reaktionsbedingungen problemlos.
Das Produkt umfasste 269 Basenpaare und beinhaltete 98 bp aus dem Intron 27, 144 bp
des Exons 28 und 27 bp des Introns 28.

Die Einzelstranganalyse zeigte mit mehreren verschiedenen Bandenmustern ein
polymorphes Bild (Abbildung 3.41). Eine selektive Sequenzierung auffallender Proben
bestdtigte das Vorliegen von zwei unterschiedlichen Punktmutationen. Der
Basenaustausch c.A3844-73G befindet sich im Intron 27 und wird somit nicht translatiert.
Der zweite gefundene Polymorphismus c.C3972T befindet sich zwar innerhalb des
kodierenden Bereiches des Exon 28, fuhrt jedoch als stummer Polymorphismus ebenfalls
nicht zu einem Aminosaureaustausch an Position 1324 (lle1324lle).

Folgende Haufigkeiten der unterschiedlichen Genotypen wurden innerhalb des
Patientenkollektives festgestellt:

Homozygot ¢.3844-73A /c.3844-73A 53 90%
Heterozygot ¢.3844-73A /c.3844-73G 6 10%
Homozygot ¢.3844-73G /c.3844-73G 0 0%

Daraus errechnet sich eine Allelfrequenz des selteneren Allels ¢.3844-73G von ca. 5%.

Analog die Darstellung des Polymorphismus ¢.C3972T:

Homozygot ¢.3972C /c.3972C 32 54%
Heterozygot ¢.3972C /c.3972T 22 38%
Homozygot ¢.3972T /c.3972T 5 8%

Die Allelfrequenz des selteneren Allels ¢.3972T betragt hierbei 35,6%.
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Mit der Kenntnis der jeweiligen Genotypen lassen sich retrospektiv die in Abbildung 3.41
dargestellten Banden jeweils entsprechenden Allelen zuordnen. Ein homozygotes
Vorliegen des Wildtyp-Allels ist mit (w/w) gekennzeichnet. Weiterhin lasst sich bei
Vorliegen der Variante ¢.3972C eine zusatzliche Bande darstellen. Diese Mutation kann
dabei heterozygot oder homozygot vorliegen, was die verschiedenen beobachteten
Bandenmuster erklart. Bei der Variante A3844-73G lassen sich bei heterozygotem

Vorliegen zuséatzlich zum Wildtyp-Allel zwei weitere Banden (—) erkennen.

4
G

ATTGG ATCITG

wim A3844-73G m/m 3972T w/m C3972T
CGTGT AT C G G

wiw 3844-73G wiw 3972C

Abbildung 3.41: Die SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 28 zeigt ein
polymorphes Bandenmuster. Dabei zeigen sich im Vergleich zum homozygoten Wildtyp
(w/w) zusétzliche Bandenstrukturen bei heterozygotem Vorliegen eines varianten Allels
(w/m) ¢.C3972T bzw. c.A3844-73G. Bei homozygotem Vorkommen (m/m) des selteneren
Allels ¢.3972T fehlt die Wildtyp-spezifische untere Bande.

Die Bestatigung der Mutation c.A3844-73G wurde mit dem Restriktionsenzym BstU1l
durchgefuhrt, dessen schnittspezifische Details in Tabelle 3.1 aufgefiihrt sind. In Abbildung
3.42 wurden die PCR-Produkte bei Homozygotie fir das Wildtyp-Allel (w/w) durch das
Fehlen einer Schnittstelle nicht von dem Restriktionsenzym BstU1 geschnitten und liegen
somit in einer Grof3e von 269 bp vor. Hingegen wird das seltenere Allel Mutations-
spezifisch fragmentiert, weshalb sich bei Heterozygotie (w/m) zuséatzlich ein 243 bp
grol3es Fragment erkennen lasst. Das kleinere Fragment des Restriktionsverdaus (26 bp)
lasst sich nicht auf diesem Agarose-Gel darstellen.
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Abbildung 3.42: PCR-RFLP zum Nachweis des c.A3844-73G Polymorphismus Die
Restriktionsendonuklease BstUl besitzt innerhalb der Wildtyp-Sequenz keine
Schnittstelle, weswegen bei sich bei Proben mit homozygotem Vorliegen von ¢.3844-73A
Allelen (w/w) nur das unverdaute PCR-Produkt (269 bp) nachweisen lasst. Bei
Heterozygotie trennt sich bei der Agarose-Gelelektrophorese zusatzlich ein 243 bp grof3es
Fragment ab.

Die Bestatigung des Polymorphismus ¢.C3972T wurde hingegen mit einer
allelspezifischen PCR durchgefuhrt. Die Primer, die zur Detektion der Mutation verwendet
wurden, sind in Tabelle 3.3 aufgefihrt.

Abbildung 3.43 Allelspezifische PCR zur Bestimmung der Allelvariante ¢.C3972T. Jeweils
ein homozygoter Wildtyp (w/w), ein heterozygoter Genotyp (w/m) sowie eine homozygote
Variante des mutierten Allels (m/m) sind auf dem Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
dabei je einmal mit dem Wildtyp-spezifischen Primer (WP) bzw. mit dem Mutations-
spezifischen Primer (MP) in die PCR eingesetzt worden. Jeweils bei der homozygoten
Allelstruktur entsteht mit dem kontraren Primer kein Produkt, wahrend bei Heterozygotie
mit beiden Primern eine Amplifikation erfolgreich ist.

3.29 Exon?29

Das Amplifikat umfasst 263 Basenpaare und beinhaltet 74 bp des Introns 28, Exon 29
(159 bp) und 33 bp des Introns 29.

Die Abbildungsqualitat des mit Silbernitrat gefarbten Polyacrylamid-Gel ist nicht sehr gut,
da das Amplifikat trotz durchgefiihrter Optimierungsschritte nur schwer spezifische
Konformationen innerhalb der Gelmatrix anzunehmen schien. Die in Abbildung 3.44

markierte Probe zeigte in der SSCP-Analyse ein geringfligig abweichendes
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Bandenmuster und wurde zum Nachweis eines eventuellen Polymorphismus sequenziert.
Dabei lieR sich die dargestellte Punktmutation c.G4146+11C mit dem divergenten
Bandenmuster in Korrelation bringen. Dieser Basenaustausch befindet sich in der 3'-
flankierenden Intronstruktur und fuhrt folglich nicht zu einem Aminoséureaustausch. Die
Allelfrequenz errechnet sich bei insgesamt sechs heterozygot vorliegenden Allelen mit
~5%.

T AG AA T AG/ICAA

wiw 4146+11G w/m G4146+11C

Abbildung 3.44: Die SSCP-Analyse der PCR-Produkte des Exons 29 zeigt divergierende
Bandenstrukturen. Eine Sequenzierung auffallender Proben ergab das Vorliegen des
Polymorphismus ¢.G4146+11C als Ursache fur die konformationsbedingten
Mobilitdtsunterschiede in der Einzelstranganalyse.

Eine Bestatigung der gefundenen Mutation wurde mit einer allelspezifischen PCR
erbracht (Abbildung 3.45). Hierbei wurden aufgrund der schwierigen Interpretation der
SSCP-Analyse samtliche Proben des Patientenkollektivs erneut auf die gefundene
Mutation untersucht. In der Abbildung wurden die DNA-Proben jeweils mit Wildtyp-
spezifischem Primer (WP) sowie Mutations-spezifischem Primer (MP) in die Reaktion
eingesetzt. Ausschlielich bei heterozygotem Vorliegen des selteneren c.4146+11C Allels
(w/m) ist die Amplifikation mit beiden Primern positiv. Alle weiteren Proben sind
homozygot vorliegende Wildtyp-Allele (w/w), da sie nur mit dem Wildtyp-spezifischen
Primer ein Amplifikat ergaben.
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w/w w/m w/w w/w w/w w/w w/w

WP MP WP MP WP MP WP MP WP MP WP MP | WP MP

Abbildung 3.45 Allelspezifische PCR zum Nachweis des ¢.G4146+11C Polymorphismus
im Amplifikat des Exon 29. Dabei zeigt sich bei Vorliegen eines heterozygoten Genotyps
(w/m) eine erfolgreiche Amplifikation sowohl mit dem Mutations-spezifischen Primer (MP)
als auch mit dem Wildtyp-spezifischen Primer (WP). Bei Proben, die homozygot fiir das
Wildtyp-Allel (c.4146+11G) sind, bleibt eine Amplifikation bei Verwendung des
€.4146+11C-spezifischen Primers aus.

3.30 Exon 30

Das Amplifikat umfasst 249 Basenpaare und umfasste neben dem Exon 30 (167 bp), 29
bp des Introns 28 und 53 bp des Intons 30.

Innerhalb der kodierenden Struktur wurde bei Exon 30 die stumme Punktmutation
€.G4290T nachgewiesen, die nicht zum Austausch der an Position 1430 befindlichen
Aminoséaure Valin fihrt (Val1430Val). Den Hinweis auf diesen Polymorphismus erbrachten
geringfugig abweichende Bandenmuster in der SSCP-Analyse. Die in Abbildung 3.46
dargestellte Sequenz zeigt exemplarisch ein entsprechendes Peak-Muster fur eine

heterozygote Probe.

G T CAAC
AJ

o

-

w/m G4290T

Abbildung 3.46 zeigt die Sequenzierung bei heterozygotem Vorliegen der ¢.G4290T-
Variante.

Zur Bestéatigung der gefundenen Mutation wurde eine allelspezifische PCR angewendet.
Bei nicht eindeutiger Differenzierbarkeit der Bandenstrukturen innerhalb der SSCP-
Analyse wurden samtliche Proben des Patientenkollektivs auf das Vorliegen dieser
Mutation untersucht. Dabei konnte bei 6 Proben das heterozygote Vorliegen des

selteneren Allels nachgewiesen werden, was einer Allelfrequenz von ~5% entspricht.
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3.31 Exon31l

Das Amplifikat umfasst 272 Basenpaare. Das PCR-Produkt enthielt 35 bp des Introns 30,
das Exon 31 (195 bp) und 42 bp des Introns 31.

Die Einzelstranguntersuchung des Amplifikats zeigte die in Abbildung 3.47 dargestellten
Abweichungen in der Bandenstruktur. Durch eine selektive Sequenzierung der
auffallenden Proben konnten den divergierenden Bandenmustern jeweils zwei genetische
Veranderungen zugeordnet werden, die stets gemeinsam auftraten. Die Sequenzierungen
zeigen die jeweils heterozygot vorliegenden Allele der Varianten c¢.4488T sowie
c.4508+12A.

By Rl B 5.6, ‘7‘£8‘ ‘9"
e e

GCACITAC C A GGG/AGG

w/m C4488T w/m G45%8+12A

GCAC ACC AGG GGG

w/w 4488C wi/w 4508+12G

Abbildung 3.47: SSCP-Analyse und Sequenzierung der PCR-Produkte des Exon 31. Die
Probe 2 weist eine zusatzliche untere Bande auf. Die Sequenzierung bestatigte das
heterozygote Vorliegen von zwei SNPs als Ursache fir die unterschiedlichen
Laufeigenschaften der Einzelstrange. Dabei lagen die beiden Punkmutationen c.C4488T
sowie c.G4508+12A stets gemeinsam vor, so dass sich bereits vor der Haplotypenanalyse
ein Hinweis auf die Kopplung dieser Polymorphismen ergab.

Der Basenaustausch c¢.C4488T befindet sich innerhalb des Exons 31. Das betroffene
Triplett kodiert fur Histidin an Position 1496. Der Basenaustausch fiihrt nicht zu einer
Veranderung der Aminosauresequenz (His1496His). Der stets gemeinsam mit der
€.4488T-Variation vorkommende Basenaustausch G nach A liegt innerhalb der 3'-
flankierenden Sequenz in Intron 31 an Position ¢.4508+12 (G4508+12A). Die
Allelfrequenz betragt bei dem Vorliegen von sechs heterozygoten Varianten der

miteinander kombinierten mutierten Allele ~5%.
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Beide  Veradnderungen  wurden mit  den in  Tabelle 3.1 genannten
Restriktionsendonukleasen bestatigt. Fiur ¢.C4488T wurde das Enzym Msl1l verwendet,
welches innerhalb des c.4488T-Allels keine Schnittstelle besitzt. Dementsprechend zeigt
sich bei Heterozygotie eine Bande auf der Hohe des ungeschnittenen PCR-Produkts (272
bp). Das Wildtyp-Allel ¢.4488C (w/w) wird in die enzymatisch geschnittenen Fragmente
mit 214 bzw. 58 Basenpaaren elektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 3.48).

i e R e B M S Il
w/w w/m

Abbildung 3.48: Nachweis des ¢.C4488T-Polymorphismus durch RFLP. Die
Restriktionsendonuklease Msll1 verliert bei Vorliegen von c.4488T seine Schnittstelle
innerhalb des PCR-Produktes. Somit lassen sich bei heterozygotem Genotyp (w/m)
sowohl das ungeschnittene PCR-Produkt (272 bp) als auch die Fragmente des verdauten
€.4488C-Allels (214 bp und 58 bp) nachweisen.

Bei der Variation c.G4508+12A befindet sich eine zuséatzliche Schnittstelle der
Endonuklease Mnll nur innerhalb des mutierten Allels und teilt das Amplifikat enzymatisch
in jeweils Fragmente der Basenpaarlangen von 27, 39, 53, 61 und 82. Demgegenuber
besitzt das Wildtyp-Allel (c.4508+12 G) eine Schnittstelle weniger (Fragmentgrofien 37,
53, 61 und 121 bp). Durch gelelektrophoretische Trennung der einzelnen Fragmente lief3
sich auch dieser Polymorphismus nachweisen.

3.32 Exon 32

In der Abbildung 3.49 der Agarose-Gelelektrophorese lasst sich anhand des
GrolRenstandards die Lange des PCR-Produktes von 277 Basenpaaren bestatigen. Das
Exon ist mit seinen 130 bp vollstandig im Amplifikat enthalten und endet als letzte
kodierende Sequenz mit dem Stopp-Codon TAG. Es wird zusatzlich von je 11 bp bzw. 136
bp jeweils 5°- bzw. 3"- flankierend begleitet.
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Abbildung 3.49: Darstellung einer Gelelektrophorese zum Nachweis einer erfolgeichen
Amplifikation (277 bp) des Exon 32, welches mit 130 bp vollstéandig in dem PCR-Produkt
enthalten ist.

Die SSCP-Analyse des Exon 32 (Abbildung 3.50) lasst auf den mit (w/m)
gekennzeichneten Spuren gering divergierende Bandenmuster der unteren doppelt zur
Darstellung kommenden Bande erahnen. Bei der Sequenzierung liel3 sich dem selteneren
Bandenmuster ein c.G4544A Polymorphismus innerhalb des kodierenden Bereiches des
Exon 32 zuordnen. Durch Sequenzierung konnte ein heterozygoter Genotyp bestatigt
werden und das seltener vorkommende Bandenmuster der selteneren c.4544A Variante
zugeordnet werden. An Position 1515 kommt es durch den Basenaustausch zu einem
Austausch von Cystein nach Tyrosin (Cys1515Tyr).

T T il
g 23 AR e 1 e

e /| i

T L e

w/m G4544A

Abbildung 3.50: SSCP und Sequenzanalyse des Exon 32-PCR Produkts. Die
Einzelstranganalyse des Exon 32 weist auf das Vorliegen eines Polymorphismus hin, da
sich eine zusatzliche Bandenstruktur auf den Spuren 4 und 9 nachweisen lasst. Die
Sequenzierung zeigte das heterozygote Vorliegen des selteneren c.4544A-Allels als
Ursache fir die unterschiedliche Motilitat der Einzelstrange.
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Folgende Haufigkeiten des Genotyps wurden innerhalb des Patientenkollektives
festgestellt:

Homozygot c.4544G /c.4544G 53
Heterozygot ¢.4544G /c.4544A 6
Homozygot c.4544A /c.4544A 0

Daraus errechnet sich eine Allelfrequenz des c.4544A-Allels von ~5%.

Zur Bestatigung der gefundenen Mutationen und zu deren eindeutiger Zuordnung zu der
jeweiligen Bandenstruktur der SSCP-Analyse wurde das Restriktionsenzym Acil
verwendet. Dieses weist innerhalb des varianten Allels c.4544A keine Schnittstelle auf.
Somit zeigt sich bei Vorliegen eines heterozygoten Genotyps ein zusétzliches
ungeschnittenes Fragment einer Basenpaarlange von 277 bp wie in Abbildung 3.51
dargestellt. Im Vergleich dazu werden bei ¢.4544G/G Genotyp die PCR-Produkte
vollstandig geschnitten (230 bp und 47 bp). Das kleinere Fragment mit 47 bp ist aufgrund
seiner geringen Grof3e nicht sichtbar.

Abbildung 3.51: Nachweis des ¢.G4544A Polymorphismus durch PCR-RFLP mit dem
Enzym Acil. Das Wildtyp-Allel c.4544G wird durch Acil geschnitten, nicht jedoch das
seltenere c.4544A-Allel. Die Proben 3 bis 6 sind heterozygot fur die c.4544A Variante.

3.33 Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismen

Tabelle 3.1 zeigt die verwendeten Restriktionsendonukleasen, welche zur Bestatigung der
gefundenen genetischen Varianten dienten. Weiterhin dargestellt sind die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sowie die erwarteten

Restriktionsfragmente bei Vorliegen einer Wildtyp- bzw. einer aberranten Sequenz.
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Poly- Restriktions- Erkennungs- Restriktionsfragmente (bp)
morphismus | Endonukleasen Sequenz -
Wildtyp Selteneres Allel
C-24T Bbsl gaagac 60; 150 210
T2780G Mspl c/cgg 236 95; 141
C3298T Fspl tgc/gca 69; 156 225
Fnu4H1 gc/agc 225 71-154
G3299A Fspl tgc/gca 69; 156 225
Fnu4H1 gc/agc 71; 154 225
A3844-73G BstUl cg/cg 269 243; 26
C4488T Msl1 caynn/nnrtg 214; 58 272
G4508+12A Mnl1 cctc bzw. gagg 37; 61, 53; 121 27; 61; 53; 82; 39
G4544A Acil Ccgc bzw. ggcg 47, 230 277

Tabelle 3.1: Darstellung aller verwendeten Restriktionsendonukleasen mit jeweils
spezifischer Erkennungssequenz. Fragmente, die sich in ihrer L&nge zwischen der
Wildtyp-Sequenz und der varianten Sequenz unterscheiden, sind fett hervorgehoben.

In einer Polymorphismus-Untersuchung des ABCC2-/MRP2-Genes innerhalb eines
japanischen Patientenkollektives (Ito et al. 2001) sind mehrere Mutationen vor-
beschrieben. Um innerhalb des kaukasischen Patientenkollektives potentielle falsch-
negative SSCP-Analysen hinsichtlich dieser Mutationen definitiv auszuschliel3en, wurden

hierfir RFLPs verwendet.

. Restriktions- Erkennungs-| Restriktionsfragmente (bp)
LU Endonukleasen Sequenz
Wildtyp Mutation
C2302T Fnu4H1 gclage 65; 184 249
C2366T Pst1 ctgcalg 113; 136 249
G4348A Hinfl g/antc 272 69; 203

Tabelle 3.2 Restriktionsendonukleasen und ihrer schnittspezifischen Details, die zum
Ausschluss falsch-negativer SSCP-Ergebnisse zum Nachweis bereits bekannter SNPs
verwendet wurden (Ito et al. 2001).

3.34 Allelspezifische PCR

Bei den fir die allelspezifische PCR gestalteten Primern der Tabelle 3.3 ist das durch
Mutation veranderte 3-Ende durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Im Vergleich zur
Referenzsequenz des MRP2 wurde jeweils die drittletzte Base komplementar
ausgetauscht, um die Allel-Spezifitat der Amplifikation zu erhohen. Die jeweils dazu

gegenlaufigen Oligonukleotide sind bereits unter 2.4 in Tabelle 2.1 aufgefihrt.
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Wildtyp-Primer (WP)
Polymorphismus Common-Primer
Mutations-spezifischer Primer (MP)
WP ...GGAGTACAGC G

Exon 10 | G1249A ...GGAGTACACC G/A TATTCTTCTGGGTGACTTTTT
MP ...GGAGTACAGC a
WP ..ACTTTTCTCT G

Intron 21 | C2883+11T ...ACTTTTCTGT G/A ACATCTGCTTGCAAGAAGACC
MP ..ACTTTTCTCT a
WP ...CCATGCTAGC G

Exon 28 | C3972T ...CCATGCTACC G/A TGCTACCCTTCTCCTGTTCTA
MP ...CCATGCTAGC a
WP ...GAGTAAGAT G

Intron 29 | G4146+11C ...GAGTAAGTT C/G TGAATGCCCAGGCTAAATAAC
MP ...GAGTAAGAT g
WP ...CAGCCTCTCT C

Exon 30 | G4290T ...CAGCCTCTGT C/A TGAATGCCCAGGCTAAATAAC
MP ...CAGCCTCTCT a

Tabelle 3.3: Verwendete Primer fir Allel-spezifische PCRs. Die Base der selteneren
Variante ist im Primer durch einen Kleinbuchstaben kenntlich gemacht. Die zusatzliche
veranderte Base der drittletzten Position ist durch Unterstreichung hervorgehoben.

3.35 Haplotypenanalyse

Die beobachteten genetischen Variationen wurden auf das Vorliegen von
Kopplungsungleichgewichten hin untersucht. Dabei fiel bereits bei der ersten Durchsicht
der erhaltenen Genotypisierungsergebnisse auf, dass die Polymorphismen c.A3844-73G,
€.G4146+11C, c.G4508+12A, ¢.G4290T, ¢.C4488T und c.G4544A stets gekoppelt
erschienen. Bei Vorliegen der seltenen Variante an einer der variablen Stellen lagen auch

die anderen Stellen in der selteneren Allelvariante vor.

Weiterhin konnte ein schwécheres Kopplungsungleichgewicht zwischen den Allelvarianten
€.C-24T (5'-UTR, Exon 1) und ¢.C3924T (lle1324lle, Exon 28) nachgewiesen werden.



64 Ergebnisse

— ) — (qV]
H — — —
Polymorphismus 3( 8 x S g r:,r ~ & = = x gr
S 2(812/81315132/8/1%|8]3
N — N N ™ ™ 3 ™ < < < < <
@) o [ @) o O < O O] O] o O] O]
C-24T +
G1249A
T2780G
C2883+11T
C3298T
G3299A
A3844-73G (+) | ++ | ++ | ++ | ++ | ++
C3972T + (+) GO H I H| O
G4146+11C ++ | (+) ++ | ++ | ++ | ++
G4290T ++ | () | ++ ++ | ++ | ++
C4488T ++ | () | A+ | A+ ++ | ++
G4508+12A | () | A+ | A+ | ++
G4544A | () | A+ | A | A |

Tabelle 3.4 Darstellung der Kopplungsungleichgewichte zwischen den verschiedenen
Polymorphismen. (+): p=0.05; +: p=0.01; ++: p=0.0001.

Die Kopplungsungleichgewichte erreichten in der mit dem Programm Arlequin
durchgefihrten Analyse einen unkorrigierten p-Wert von 0.01 fir die Kopplung zwischen
€.C-24T (5"-UTR, Exon 1) und ¢.C3924T (lle1324lle). Demgegeniber war die Kopplung
zwischen c.A3844-73G, ¢.G4146+11C, c.G4508+12A, ¢.G4290T, ¢.C4488T und
c.G4544A hochsignifikant (p<0.0001). Unter dem Vorbehalt des multiplen Testens ist
diese Kopplung als sicher anzunehmen. Die Kopplung zwischen dem letztgenannten
Haplotyp und c.C3972T war grenzwertig signifikant (p=0.019). Die Kopplung der anderen

Polymorphismen bedarf der Uberpriifung in einem gréReren Kollektiv.
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ar O = N
<l o|Flelc| ST e|le|F|<
s(818/8/8|&8/3|8(s/3/ 8 8|3
SR8 |8]8|F 539 %
Haplotyp | © | @ | F | O | O | O | < OO0 O] 0O O pysfgkeit
1 C A T C C G A C G G C G G | 0.072
2 C A T C C G A T G G C G G | 0.032
3 C A T C C G G C C T T A A | 0.013
4 C A T C T G A C G G C G G | 0.008
5 C G G C C G A T G G C G G | 0.008
6 C G T C C G A C G G C G G | 0.486
7 C G T C C G A T G G C G G | 0.162
8 C G T C C G G C C T T A A | 0.019
9 C G T T C G G C C T T A A | 0.008
10 T A T C C G A C G G C G G | 0.025
11 T A T C C G A T G G C G G | 0.033
12 T G T C C A G C C T T A A | 0.008
13 T G T C C G A T G G C G G | 0.119
Tabelle 3.5: Darstellung der Frequenzen der vorhergesagten Haplotypen. Die

beobachtete Genotypverteilung der SNPs kann durch 13 Haplotypen vollstandig erklart
werden. Theoretisch waren bei dreizehn dichotomen Marken 22 = 8192 Kombinationen
denkbar.

3.36 Ubersicht iiber alle in dieser Untersuchung beobachteten SNPs

In Tabelle 3.6 sind samtliche in dieser Untersuchung beobachteten SNPs des MRP2

aufgefiuhrt.
s vorhergesagter Genotyp
rs No. DNA Sequenz Aminosaure- Allelfrequenz w
Austausch wiw | wir rir

cori | comm [memrerer | - | w|m| ]| om
Exon 10 252172346929 G%ﬁggﬁ%ﬁi&g/A Val4l7lle 37 22 0 0,81
Exon 21 C'TZZSOG CLGAA(BAAG:ACC(?I'%Z/G Leu927Arg 58 1 0 0,99
inwon 21 | CC2BB3HT | GTEAACACCA CIT - 58 | 1 | 0 0,99
Exon 24 c.C3298T Tgéﬁég%&iﬁ” Arg1100Cys 58 | 1 0 0,99
Exon 24 C'G3_299A CACGATGCCC_:I_-ggACT(_?/A Arg1100His 58 1 0 0,99
Intron 27 | CA3844-73G GEE?L\TGATTCGCATCGAG’G - 53| 6 | 0 0,95
Exon 28 r(;.??7:i1%70262 C-I(;TG(?I:I-A%ACCAAI_EEIT lle1324lle 22 32 5 0,64
s | PSS | GACCRET | ] o | 0| o
Exon 30 ;;39%249607-; CicC:AA%ig%GCTFg/T Val431Val 53 6 0 0,95
Exon 31 r(;'§:12478780-r7 ACAACGC(:JA?I'E(Zgé g a His1496His 53 6 0 0,95
Exon 32 ;g&g’#ﬁ) AZEAGT éfgg‘g gT/A Cys1515Tyr 53 | 6 0 0,95
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Tabelle 3.6: Ubersicht iiber die beobachteten genetischen Varianten des ABCC2-Gens
innerhalb des untersuchten Kollektives gesunder Kaukasier (59 Probanden) mit ihren
vorhergesagten Auswirkungen auf die Aminoséuresequenz und der Haufigkeit des
Wildtyp-Allels. Fur bereits in der SNP-Datenbank erfasste Polymorphismen sind die
jeweiligen rs-Nummern angegeben. w=Wildtyp-Allel; r= selteneres Allel (r= rare).

Keiner der beobachteten Polymorphismen stellt nach bisherigen Kenntnissen ein fir das

Dubin-Johnson Syndrom urséchliche Variante dar (Siehe bitte die Ubersicht in der
Einleitung, Seite 13. Tabelle 1.1).
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4 Diskussion

4.1 Zielsetzung der Arbeit und Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Funktion und Lokalisation des membranstandigen Transporterproteins MRP2 spiegeln
seine Rolle beim Schutz des Organismus vor Xenobiotika wider. Die Rolle besteht neben
der biliaren und renalen Exkretion seiner Substrate auch in einer Begrenzung ihrer
Bioverfugbarkeit sowie einem Schutz sensitiver Gewebe vor deren Anreicherung. MRP2
konnte die Absorption, Verteilung und Elimination eines breiten Spektrums von
Arzneimitteln beeinflussen und entscheidende Einflisse auf deren pharmakokinetische
und pharmakodynamische Eigenschaften austiben. Wie flr zahlreiche Transporter ist die
Relevanz, die das MRP2-Protein fur die Kinetik von Pharmaka besitzt, noch weitgehend

unbekannt.

Genetische Polymorphismen kénnen zu interindividuellen Aktivitdtsunterschieden von
Arzneistofftransportern filhren. Die dadurch hervorgerufenen Unterschiede in der
Pharmakokinetik und Arzneimitteldisposition konnten die Wirksamkeit und unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen entscheidend beeinflussen. Haufig werden interethnische
Unterschiede in der Allelfrequenz von SNPs beobachtet. Im Hinblick auf eine individuell
optimal angepasste Arzneimitteltherapie kann die Kenntnis vorhandener Allelvarianten

und ihrer phanotypischen Auswirkungen von wesentlicher Bedeutung sein.

Als Grundlage fur weiterfihrende funktionelle Studien, welche die phanotypischen
Auswirkungen genetischer Varianten des MRP2 untersuchten, wurden in dieser Studie
innerhalb eines kaukasischen Probandenkollektives nach Polymorphismen in Exons und
flankierenden Intronabschnitten des ABCC2 Gens gesucht. In diesem aus 59 Probanden
bestehenden Kollektiv (118 Chromosomen) konnten 13 verschiedene Polymorphismen
detektiert werden. Dabei konnte das Auftreten von drei Allelvarianten, die auch in der
japanischen Bevolkerung mit einer hohen Allelfrequenz beschrieben wurden, in dieser
Studie bestatigt werden. Es handelt sich dabei um ¢.C-24T der 5"-UTR des Exon 1, um
den Aminosaureaustausch Valin nach Arginin an Position 417 (c.G1249A) sowie um eine
stumme Variation (llel324lle) innerhalb des Exons 28 (c.C3972T). Das Vorkommen
einiger seltener Allelvarianten, die in einer Arbeit an japanischen Probanden mit einer
Frequenz von ca. 1% detektiert worden sind, wurden mit spezifischen Methoden
ausgeschlossen (Ito et al. 2001; Suzuki et al. 2002).

Vier gefundene Variationen befinden sich in nicht-kodierenden, flankierenden
Intronregionen (c.C2883+11T, Intron 21; c.A3844-73G, Intron 27; c.G4146+11C, Intron 29;
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€.G4508+12A, Intron 31). Zwei der gefundenen Polymorphismen sind zwar innerhalb
kodierender Bereiche lokalisiert, filhren jedoch nicht zu einer Anderung der
Aminosauresequenz (Exon 30: ¢.G4290T, Val1430Val; Exon 31: ¢.C4488T, His1496His).
Hingegen gehen die Allelvarianten ¢.T2780G (Exon 21, Leu927Arg) und c.G4544A (Exon
32, Cys1515Tyr) jeweils mit einem Aminosaureaustausch einher. Die beiden genetischen
Varianten, die sich innerhalb des Exon 24 an zwei benachbarten Basenpositionen
befinden, betreffen das gleiche Triplett, das in der Wildtyp-cDNA fir Arginin kodiert. Beide
Varianten sind in der Literatur zuvor nicht beschrieben worden. Bei Vorliegen der Variante
€.3298T wird das Arginin durch ein Cystein ersetzt (Arg1100Cys). Die Variation c.3299A
fuhrt zu einem Austausch nach Histidin (Arg1100His).

4.2 Methodik

4.2.1 Mutationsscreening

Die SSCP-Analyse (single-strand conformation polymorphism) stellt eine relativ einfache
Methode zur Detektion von Mutationen innerhalb amplifizierter PCR Produkte dar (Orita et
al. 1989). Die durch Denaturierung getrennten Einzelstrange reassoziieren unter nicht-
denaturierenden Bedingungen und nehmen eine thermodynamisch ginstige, sekundéare
Konformation an. Dabei formen die Strange abhangig von ihrer Sequenz jeweils
unterschiedliche dreidimensionale Strukturen, was Zu unterschiedlichen
Laufeigenschaften und elektrophoretischer Trennung der beiden Einzelstrénge fihrt
(Sheffield et al. 1993). Die Sequenzabhangigkeit der komplexen dreidimensionalen
Strukturen ist auf Wasserstoffbindungen zwischen einzelnen Basenpaaren und auf die
Reassoziation kurzer komplementarer Abschnitte, die intramolekulare Schleifen bilden
kénnen, zuriickzufilhren (Paccoud et al. 1998; Strachan und Reed 2004). Somit kann
bereits die Verénderung einzelner Basenpaare eine unterschiedliche Konformation und
entsprechend unterschiedliche Mobilitdtseigenschaften in der Elektrophorese bewirken.
Allerdings ist es unmdglich, die Art der Konformationsdnderung und somit das
elektrophoretische Wanderungsverhalten vorherzusagen. Auch kann ein einzelner
Basenaustausch mehrere unterschiedliche Konformationen hervorrufen, da
unterschiedliche thermodynamisch &hnlich stabile Konformationen vorliegen kdnnen
(Hayashi et al. 1993; Sheffield et al. 1993).

Die SSCP stellt vor allem fur kurze DNA Fragmente eine sensitive Methode zur Detektion
von Mutationen dar. Die Abh&ngigkeit der Sensitivitdt von der Lange beruht laut Sheffield
et al. (1993) auf der Fahigkeit kleiner DNA Fragmente, stabile Sekundéarstrukturen

einzugehen, die sich dann auch in einer Anderung der Mobilitdt niederschlagen. Fiir
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Fragmente unter 200 bp kdnnen Mutationen mit = 90%iger Sicherheit nachgewiesen
werden, wahrend die Nachweisgrenze mit steigender Molekillange sinkt und bei 400 bp
noch bei ca. 80% liegt (Sarkar et al. 1992; Hayashi et al. 1993, Sheffield et al. 1993,
Jordanova et al. 1997).

Neben der Lange beeinflussen auch die Sequenzeigenschaften des amplifizierten DNA-
Fragmentes und die Art der Mutation die Sensitivitdt der SSCP. Dabei ist laut Sheffield et
al. (1993) weniger die Art des Basenaustausches (Transition versus Transversion) als
vielmehr die Position der Mutation innerhalb des PCR-Produktes entscheidend. Zuséatzlich
scheinen auch die flankierenden Regionen der Mutation Einfluss auf die Sensitivitat der
Detektion zu nehmen. Indem sie sich zusammen mit der Mutation an der Ausbildung der
Sekundarstruktur beteiligen, beeinflussen sie die Sensitivitat der SSCP (Sheffield et al.
1993). Daruber hinaus spielt die chemische Zusammensetzung der Sequenz eine
wichtige Rolle. So kommt es bei einem hohen GC-Gehalt des PCR-Produkts haufig zu
einer geringeren mutationsbedingten Konformationsdnderung als bei einem hohen AT-
Gehalt des DNA-Fragements. Diese sequenzabhdngigen Unterschiede der
Sekundarstruktur sind durch starkere Bindung und entsprechend héheren Schmelzpunkt
des stabileren GC-reichen Fragmentes zu erklaren. Diese hdhere Stabilitat geht mit einem

Ruckgang der Sensitivitat bei der SSCP-Analyse einher (Glavac et al. 1993).

AuBerdem konnen versuchsspezifische Parameter, wie Temperatur, lonenstirke des
Puffers, pH Wert und denaturierende Bestandteile des Gels, Auswirkungen auf die
Konformation der DNA besitzen, die innerhalb der Gelmatrix angenommen wird (Glavac et
al. 1993; Spinardi et al. 1993; Kaczanowski et al. 2001). Aber auch die elektrophoretische
Mobilitat kann durch unterschiedliche Parameter, wie die Eigenschaften der Gelmatrix

beeinflusst werden (Savov et al. 1992; Glavac et al. 1993).

In dem durchgefuhrten Screening des ABCC2 Gens variierte die Lange der amplifizierten
DNA Fragmente zwischen 144 und 310 bp. Die Lange der Molekile wurde entsprechend
gewahlt, um eine gute Sensitivitat zu erreichen. Um zunachst eine vollstandige
Denaturierung der DNA zu gewahrleisten, wurden die PCR Produkte in einem Formamid-
haltigen Puffer durch Hitze (90 °C fir 5 min) denaturiert (Paccoud et al. 1998). Eine
sofortige Reassoziation der Einzelstrange wurde durch sofortiges Abkuhlen auf Eis
verhindert. Um eine Reproduzierbarkeit und Analyse durch standardisierten Vergleich
einzelner Bandenmuster zu gewahrleisten, wurden konstante Versuchsbedingungen
eingehalten, die in vorhergehenden Optimierungsschritten bestimmt wurden. So zeigte

sich fur die einzelnen Exons die schéarfste Auftrennung der Banden bei einer konstanten
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Temperatur von 15°C, was durch eine Wasserkihlung gewdahrleistet wurde. Dadurch
konnte aul3erdem eine zu starke Erwdrmung des Gels verhindert werden, die eine
Verminderung der Sensitivitdt hatte bewirken konnen (Kaczanowsky et al. 2001). Als
Gelmatrix wurde ein nicht-denaturierendes, 6%iges Polyacrylamid-Gel zur optimalen
Separation der Einzelstrange verwendet (Glavac et al. 1993). Die lonenstarke des
Laufpuffers 0,5 X TBE erwies sich als optimal fir eine scharfe Bandentrennung bei
konstanter Spannung von 250 V (Spinardi et al. 1991). Die Zugabe neutraler Bestandteile
in das Polyacrylamid-Gel in Form von 5% Glycerol ergab in vergleichenden
Optimierungsschritten ebenfalls die schéarfste Bandentrennung. Dies entspricht den
Ergebnissen von Spinardi et al. (1991), die fur einen 5%igen Glycerolgehalt des Gels eine
Verbesserung der Sensitivitat zeigten (Spinardi et al. 1991; Glavac et al. 1993). Hayashi et
al. (1993) merkte an, dass einige Allelvarianten erst unter speziellen Bedingungen mit

Glycerol detektiert werden kdnnen.

Zur Visualisierung der Einzelstrangbanden wurde die Methode der Silbernitratfarbung
verwendet. Sie stellt fiir DNA eine relativ schnelle, einfache und wenig kostenintensive
Methode dar (Bosari et al. 1995). Zudem ist es laut der Studie von Russel et al. (1997) im
Vergleich zu fluoreszierenden Farbungen (Ethidiumbromid oder SYBR Green®) zum
Nachweis von Einzelstrang-DNA (ssDNA) die sensitivste Methode. Gerade bei der
geringen Basenpaarlange der DNA Fragmente, die fur die SSCP bendtigt werden, zeigt

die Reduktion von Silberionen eine Uberlegenheit (Russel et al. 1997).

4.2.2 Auswahl der Proben

Obwohl durch Optimierung samtlicher genannter Faktoren die Sensitivitat der SSCP bei
der Detektion von Mutationen sehr hoch ist, sind falsch-negative Ergebnisse durch
ahnliche Konformation von Wildtyp und Mutante mit unzureichender elektrophoretischer
Trennung nicht vollkommen auszuschlieRen. Daher wurden auch Proben sequenziert,
deren Bandenmuster nur geringe Abweichungen vom Normal-Bandenmuster aufwiesen.
Beispielsweise zeigten die Bandenmuster der SSCP Analyse von Exon 29 und 30 nur
geringfugige Unterschiede des konformationsbedingten Laufverhaltens, was sich jedoch
in der anschlieRenden Sequenzierung tatsachlich auf einen Polymorphismus zurlckfuhren
lief3.

4.2.3 Bestatigung durch RFLP oder Allel-spezifische PCR

Eine Bestatigung der gefundenen SNPs nach Sequenzierung erfolgte mit einem

Restriktionsenzym-Verdau oder durch allel-spezifische PCR.
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In vielen Fallen konnte eine Differenzierung der Allele durch Restriktionsfragment-Langen-
Polymorphismus erfolgen. Die Endonukleasen wurden so gewdhlt, dass mdglichst
eindeutig differenzierbare Fragmente der DNA erhalten wurden. Dabei konnte bei
heterozygotem Genotyp teilweise eine unterschiedliche Signalstarke der einzelnen
Fragmente festgestellt werden. Dieses Phanomen l&sst sich auf unterschiedliche Effizienz
der Amplifikation der beiden Allele zurtckfiihren. Die divergierende raumliche Struktur der
Allele kann zu unterschiedlicher Effizienz der Amplifikation wéhrend der PCR und damit zu
allel-spezifischen Amplifikationsunterschieden fuhren. Bei Fehlen einer allel-spezifischen
nativen Schnittstelle konnte naturgemal? keine einfache RFLP-Analyse durchgefihrt
werden. In diesen Situationen wurde eine allel-spezifische PCR zur Bestétigung
verwendet. Die allel-spezifischen PCRs lieferten auf dem verwendeten PCR-Geréat
robuste und gut reproduzierbare Ergebnisse. Nur ausnahmsweise war eine weitere
Optimierung der Primer notwendig. Der verwendete Cycler zeichnet sich durch einen
raschen Temperaturwechsel zwischen den verschiedenen Abschnitten der PCR aus, da
die Probe mechanisch zwischen den konstant temperierten Blocken bewegt wird. Damit
fallen die langsamen Temperaturverdnderungen weg, die bei der Verwendung von Peltier-
Elementen vorliegen wurden. Dies durfte zur Spezifitat der allel-spezifischen Amplifikation

beigetragen haben.

4.3 Vom Genotyp zum Phéanotyp

4.3.1 Mobgliche Genvarianten und Lokalisation innerhalb eines Gens

Ob eine Genvariante auch Auswirkungen auf den Ph&notyp besitzt, l&sst sich letztendlich
nur durch Studien beziglich der Expression und Funktion des Genproduktes eindeutig
klaren. Allerdings kann die Lokalisation der Genvariante innerhalb der DNA gewisse
Ruckschlisse auf mégliche phanotypische Auswirkungen geben. Etwa 90% der bislang
bekannten Mutationen, die hereditaren Krankheiten zugrunde liegen, befinden sich
innerhalb kodierender DNA-Abschnitte (cSNP), was deren funktionelle Relevanz
unterstreicht. Allerdings muss einschrankend hinzugefiigt werden, dass zunehmend auch
Mutationen in Introns fur Erkrankungen verantwortlich gemacht werden kdnnen. Bislang
durften pathogene Mutationen in Introns auch aus experimentellen Grinden eher
unterreprasentiert sein. Introns sind haufig sehr grol3, so dass die Untersuchung
aufwandiger und teuerer ist, als die Analyse von Exons und flankierenden
Intronabschnitten mit den enthaltenen Splice-Donor- und Akzeptor-Stellen. Auch lassen
sich die Konsequenzen von intronischen Mutationen auf die Rate der Transkription oder

Veranderungen des Splicings bislang schlecht vorhersagen, so dass funktionelle Analysen
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notwendig sind. Demgegeniber kann in der Regel angenommen werden, dass sich die
Verdnderungen der kodierenden Abschnitte in  Form von vorhersagbaren
Aminosaureaustauschen manifestieren. Allerdings missen zusatzliche Effekte auf das
Splicing mit beachtet werden. Durch direkte Anderung der Aminosauresequenz (,non-
synonymous mutations”) kénnen sie die Expression und Funktion beeinflussen. Wéhrend
JNn-frame* Mutationen (,missense” und ,nonsense“ Mutationen) mit 59% die haufigste
pathogenetische Ursache hereditarer Krankheiten sind, stellen ,frameshift* Mutationen
(Deletionsmutationen mit 22% und Insertions- /Duplikationsmutationen mit 7%) einen
geringeren Anteil dar (Botstein und Risch 2003). In der Regel sind ,frameshift“-Mutationen
mit einem gravierender veréanderten Phanotyp verbunden. Beispielsweise ist die schwere
Form der X-chromosomal vererbten progressiven Muskeldystrophie (Typ Duchenne) auf
eine ,frameshift* Genvariante zurtickzufiihren, wahrend der milden Variante (Typ Becker)
eine ,in-frame" Variante am selben Genlokus zugrunde liegt (Miller und Kumar 2001,
Botstein und Risch 2003). Aber auch synonyme Genvarianten innerhalb kodierender
Bereiche, die nicht mit einer direkten Anderung der Aminosauresequenz einhergehen
(,synonymous mutations”), kénnen durch regulatorische Mechanismen pathogenetische
Konsequenzen hervorrufen (Maquat 2001; Strachan und Reed 2004). Innerhalb nicht-
kodierender Regionen besitzen vor allem Intronsequenzen in unmittelbarer Nahe des
Exons wichtige Funktionen. Dabei spielen vor allem die Erkennungssequenzen der ,splice
sites”, wie die Dinukleotide (GT und AG) an den Enden der Introns, eine wichtige Rolle bei
dem SpleiRen der mRNA. Aber auch Mutationen in nicht-kodierenden mRNA Regionen
(5"-/13"-UTR; ,5’-/3-untranslated region“) konnen den Phéanotyp durch Auswirkungen auf
das Transkriptionsniveau oder die Stabilitit der mRNA beeinflussen (Nebert 1999;
Strachan und Reed 2004). In seltenen Féallen konnen selbst flankierende Sequenzen
aullerhalb eines Gens Angriffspunkt einer krankheitsverursachenden Mutation sein
(Nebert 1999). Jedoch lassen sich Veranderungen in ,splice sites“ sowie Splice- oder
Transkriptionsenhancern nicht sicher in silico vorhersagen (Botstein und Risch 2003;
Strachan und Reed 2004). Aufgrund der GrofRe der Introns sind pathogenetische
Veranderungen in Intronabschnitten grundsatzlich aufwendiger zu identifizieren, zumal sie

in der Regel funktionell auf komplexe Weise untersucht werden missen.

4.3.2 Typ des Aminosaureaustausches und Funktion

Inwieweit nicht-synonyme Genvarianten letztendlich Auswirkungen auf die Funktion oder
Expression des Proteins besitzen, hangt neben der genannten Lokalisation auch von der
Art des Aminosaureaustausches ab. Zur Einteilung der Schwere eines

Aminosaureaustausches bedient man sich der ,Grantham Skala“. Deren Klassifikation in
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konservierte, radikale und ,nonsense” Mutationen, beruht vor allem auf Unterschieden in
der Polaritat und des Volumens sowie der Zusammensetzung der Aminoséureseitenketten
(Grantham 1974; Miller und Kumar 2001). Es existiert ein Zusammenhang zwischen der
steigenden physiko-biochemischen Divergenz der ausgetauschten Aminoséure und der
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer funktionellen oder klinischen Auswirkung auf den
Phanotyp (Miller und Kumar 2001). Beispielsweise besitzen ein radikaler
Aminosaureaustausch und eine ,nonsense” Mutation im Vergleich zu einer konservierten
Mutation eine drei- bzw. neunfach hohere Wahrscheinlichkeit, pathologische

Auswirkungen auf den Phanotyp hervorzurufen (Botstein und Risch 2003).

4.3.3 Funktionelle Regionen des MRP2 Proteins

Aus evolutionsbiologischer Sicht unterliegen genetische Variationen in funktionell
relevanten Regionen durch ihren Einfluss auf den Phanotyp einem hogheren
Selektionsdruck (Strachan und Reed 2004) als Varianten, die kaum Einfluss auf die
Funktion eines Proteins haben. Je starker also eine Proteinsequenz im Laufe der
Evolution erhalten geblieben ist, umso wahrscheinlicher ist ihre Bedeutung fir die
Funktion des Proteins (Stephens et al. 2001; Salisbury et al. 2003). So fuihren genetische
Variationen stark konservierter Aminosauren mit einer héheren Wahrscheinlichkeit zu
funktionellen oder Kklinischen Auswirkungen. Ebenso korreliert die Schwere der
phanotypischen Veranderungen mit dem Grad der Konservierung der ausgetauschten
Aminoséaure (Miller und Kumar 2001; Botstein und Risch 2003).

Zu den am starksten konservierten Strukturen der ABC-Transporter Familie zahlen die
Nukleotid-bindenden Domanen (,nucleotide binding domains“; NBDs). Sie enthalten drei
ausgesprochen stark konservierte Bereiche (Walker A, B, und C Motive), die in allen ABC-
Transportern gefunden werden und fir diese charakteristisch sind. Das Walker C-Motiv
stellt die so genannte Signatur der ABC-Transporter Familie dar und unterscheidet sie von
anderen ATP-bindenden Proteinen. Indem die NBDs die durch Bindung und Hydrolyse
von ATP gewonnene Energie lUbertragen, besitzen sie entscheidende Bedeutung fur die
Transportaktivitdt des Proteins. Somit kbnnen Sequenzanderungen in diesen Abschnitten
gravierende FunktionseinbufRen bedingen (Hyde et al. 1990; Dean et al. 2001; Gerk und
Vore 2002; Kruh und Belinsky 2003; Schwab et al. 2003). Die Mutationsanalyse bei
Patienten mit DJS zeigt fur fast alle gefundenen direkten Mutationen der Kodiersequenz
eine Lokalisation innerhalb der ATP-bindenden Doméanen (NBDs) oder ihren
benachbarten Regionen (Toh et al. 1999). Interessanterweise befinden sich auch bei

Patienten mit zystischer Fibrose ~80% der genetischen Variationen ebenso in der ABC-
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Region und verursachen dabei eine schwere Form dieser Krankheit (Toh et al. 1999;
Dean et al. 2001). Diesen Ergebnissen stehen einige gefundene Allelvarianten gegenuber,
die trotz ihrer Lokalisation innerhalb einer ATP-bindenden Region nicht zu einem DJS
fuhren. So befindet sich die bei einem japanischen Patientenkollektiv nachgewiesene
Mutation c.G4348A (Alal450Thr) mit einer Allelfrequenz von 1% sogar innerhalb des
Walker C Motivs der NBD2, ohne die Funktion des Proteins pathologisch zu
beeintrachtigen. Auch die Allelvariante c.C2366T (Ser789Phe) ist trotz ihrer Lokalisation
innerhalb der NBD1 bislang nicht als urséchlich fir das DJS beschrieben worden (Ito et al.
2001; Suzuki et al. 2002).

Neben den NBDs zdhlen auch die Membran-spannenden Doménen (,membrane
spanning domains”, MSD) des ABCC2/MRP2 zu den stark konservierten Bereichen von
ABC-Transporterproteinen. Sie sind fur die Substraterkennung und -spezifitdt bedeutsam
und besitzen Einfluss auf die Transportaktivitat (Toh et al. 1999; Ryu et al. 2000; Konno et
al. 2003). Analysen des P-GP 170 (MDR1) weisen ebenfalls auf diese funktionelle
Bedeutung hin (Schwab et al. 2003). Jedoch konnte auch fir andere Bereiche auf3erhalb
der MSD, wie beispielsweise intra- oder extrazellulare Loops oder ATP bindende
Domanen, ein Einfluss auf die Substraterkennung gezeigt werden (Dean et al. 2001; Gerk
und Vore 2002; Schwab et al. 2003; Kruh und Belinsky 2003).

4.4 Synonyme Genvariationen ohne Aminosaureaustausch

Drei der gefundenen Genvarianten innerhalb der kodierenden Sequenz gehen nicht mit
einem Aminoséaureaustausch einher. Bei allen drei SNPs ¢.C3972T (Exon 28, lle1324lle;
rs3740066), ¢.G4290T (Exon 30, Vall430Val; rs7904678) und c.C4488T (Exon 31,
His1496His; rs8187707) befindet sich der Basenaustausch an der dritten Position
(,wobble-position*) des kodierenden Basentripletts, was aufgrund der Degeneration des
genetischen Codes haufig nicht zu einem Unterschied in der Translation fhrt. Bei der
Variation ¢.G4290T liegt eine Transversion von einer Purinbase zu einer Pyrimidinbase
zugrunde. Im Gegensatz dazu wird bei ¢.C3972T und c.C4488T eine Pyrimidinbase C
durch eine weitere Pyrimidinbase T ersetzt (Transition). Alle drei Variationen sind im

carboxyterminalen, zytoplasmatischen Bereich des Gens lokalisiert.

Zwar verdndern synonyme Genvarianten nicht unmittelbar die Aminosauresequenz des
Proteins, jedoch konnen sie an phanotypischen Veradnderungen beteiligt sein.
Beispielsweise ist beim P-GP 170 der bisher einzige Polymorphismus, der aufgrund einer
signifikanten Verringerung der Expression und Funktion des Proteins die intestinale

Resorption und Elimination beeintrachtigt, ebenfalls eine synonyme Genvariation ohne
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Aminoséaureaustausch (c.C3435T; lle1145lle). Bei Vorliegen des homozygoten Genotyps
€.3435T/c.3435T, der mit 28,6% haufig vorkommt, konnte nach oraler Applikation von
Digoxin eine signifikant hohere Plasmakonzentration im Vergleich zum ¢.3435C/c.3435C
Genotyp nachgewiesen werden (Hoffmeyer et al. 2000; Cascorbi et al. 2001). Der
molekulare Mechanismus, der dem Phanomen zugrunde liegt, ist umstritten. Eine
maogliche Ursache ist ein starkes ,linkage disequilibrium* mit einer bisher nicht
identifizierten Verdnderung, die in der Promoter oder einer Enhancer-Region lokalisiert
sein konnte (Schwab et al. 2003). Als Ursache ist aber auch ein Einfluss auf die RNA-

Halbwertszeit in Betracht gezogen worden (Wang et al 2005).

Auch konnte der Polymorphismus die Konformation der RNA beeinflussen und auf diese
Weise Einfluss auf die Translationseffizienz besitzen (Shen et al 1999; Schwab et al.
2003). Die Gruppe von Gottesman zeigte in Zusammenhang mit dem c¢.3435T-Allel des
MDR1-Gens durch Expression von verschiedenen Varianten der cDNA, dass es zu einer
unterschiedlichen Funktionalitait des Proteins unter bestimmten experimentellen
Bedingungen kam (Kimchi-Sarfaty et al 2007). Die Autoren stellten die Hypothese auf,
dass es durch die Benutzung des beim Menschen seltener verwendeten lle-Tripletts (ATT)
des c.3435T-Allels es zu einer veranderten kotranslationellen Faltung des Proteins mit
einer nachfolgenden Funktionsveranderung kommt. Dieser neue Mechanismus auf dem
synonyme Mutationen die Funktion eines Proteins beeinflussen bedarf sicher weiterer
Uberpriifung. Hier ist insbesondere das MDR1-Protein als besonders kritisch anzusehen,
da mehrere biochemische Charakteristika dieses Proteins von den Charakteristika
klassischer ABC-Transporter abweichen: die Substratspezifitdit dieses Molekdls ist
ungewohnlich breit und der ATP-Verbrauch weitgehend vom Transportvorgang entkoppelt
(konstitutive ATPase-Aktivitat). Darlber hinaus ist die Transport-Kinetik h&ufig nicht
sattigbar, was auf einen Prozess hindeutet, der signifikant von einer Michaelis-Menten
Kinetik abweicht (siehe Ubersicht in Roepe PD, 2000)

Abhangig von ihrer Lokalisation innerhalb bestimmter regulierender Exonsequenzen
(ESE: ,exonic splicing enhancer®; ESS: ,exonic splicing silencer®), die durch Interaktion
mit modulierenden Proteinen fur das korrekte Splei3en der mRNA notwendig sind, kdnnen
SNPs ebenso unabhangig von ihrer Aminosauresequenz diesen Prozess entscheidend
beeinflussen (Maquat 2001). Auch kénnten sie durch das Entstehen neuer ,splice sites”
(~cryptic splice sites”) das SpleiRen und entsprechend die RNA Sequenz entscheidend
verandern (Strachan und Reed 2004).

Interessanterweise konnte bei den gefundenen synonymen Genvarianten c¢.G4290T
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(lle1324lle) und c.C4488T (His1496His) des MRP2, die jeweils mit einer Allelfrequenz von
5% vorkamen, ein Kopplungsungleichgewicht mit mehreren anderen genetischen
Varianten festgestellt werden. Die Aminosaure Isoleucin an Position p.1324 (Exon 28)
befindet sich in einem phylogenetisch hochkonservierten Bereich. Grundsatzlich stellt
Isoleucin eine selten vorkommende Aminosaure innerhalb des menschlichen Proteoms
dar (Schwab et al. 2003). Jedoch muss in weiterfihrenden funktionellen Studien in
Kombination mit der Analyse der Haplotypen untersucht werden, inwieweit diese

Genvarianten mit Anderungen des Phanotyps einhergehen.

45 Missense Mutationen

451 _Missense" Mutationen in Bezug zur Molekularstruktur

In Abbildung 4.1 sind alle in dieser Untersuchung gefundenen synonymen und
»,missense“-Mutationen in Bezug zur Proteinstruktur graphisch dargestellt. Die funktionelle
Bedeutung der jeweiligen Bereiche spielt eine groRe Rolle bei den méglichen

Auswirkungen der genetischen Variationen auf den Phanotyp.

MSD1 MSD2 MSD3

112345| (678911 [121314151617]

R1100H

Lo27R H1496H

V1430V

Abbildung 4.1: Darstellung der in dieser Arbeit gefundenen Polymorphismen der
Kodierregion.

452 Val4lille

Dem Basenaustausch G nach A an Position ¢.1249 liegt eine Transition der ersten Base
des kodierenden Tripletts zugrunde (c.G1249A, rs2273697), was zu einem konservativen
Aminosaureaustausch Valin nach Isoleucin an Position 417 fuhrt. Dies ist die haufigste

Moglichkeit eines Aminoséureaustausches (Collins 1994) und stellt in den seltensten
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Fallen die pathogenetische Grundlage einer hereditdren Krankheit dar (Miller und Kumar
2001). Dabei wird die chemische Eigenschaft bis auf die Einfihrung eines neuen
Chiralitatszentrums in der Seitenkette des Isoleucins kaum verandert. Beide Aminosauren
besitzen hydrophobe Eigenschaften mit gleichem isoelektrischem Punkt sowie anndhernd
identischer Masse (Strachan und Reed 2004). Mit einer Allelfrequenz von 18,6% des
selteneren Allels (c.1249A) ist dieser Polymorphismus relativ haufig. Innerhalb des
japanischen Probandenkollektivs wurde die Frequenz des c.1249A-Allels mit 12,5%
bestimmt (Ito, S et al 2001).

Der Aminosaureaustausch Val4l7lle ist in der intrazellularen Schleife zwischen der
siebten und achten transmembranen Doméne (TM7 und TM8) in der zweiten Membran-
spannenden Domane (MSD2) lokalisiert (Ryu et al. 2000). Fur diese Region wird eine
funktionelle Rolle bei der Substrataffinitat und der Transportaktivitat postuliert (Ryu S et al.
2000; Konno et al. 2003, Hulot et al. 2005). Die von Hulot et al. (2005) beschriebene
Mutation c.A1271G befindet sich in unmittelbarer Nahe ebenso innerhalb der MSD2.
Diese Mutation geht mit einem Aminosaureaustausch Arg412Gly einher. Bei
Heterozygotie ¢.1271A/1271G resultiert ein Dubin-Johnson-Carrier Status. Letzterer ist
mit diskreten biochemischen Auffalligkeiten verkntpft (s.u.). In einer funktionellen Studie
mit transfizierten Zellen geht der Aminosaureaustausch Arg412Gly mit dem Verlust des
transmembranen Transports von Methotrexat einher. Dies ist bei regelrechter Expression
und Lokalisation innerhalb der zytoplasmatischen Membran auf eine Dysfunktion des
MRP2 Proteins zuriickzufihren (Hulot et al 2005). Diese Mutation wurde bei einem
Patienten mit einem malignen Lymphom entdeckt, der einer Hochdosis-Therapie mit
Methotrexat unterzogen worden war. Der Patient wies eine ausgesprochen deutliche
Verlangsamung der MTX-Ausscheidung auf. Der Patient entwickelte in Gefolge der
veranderten Kinetik von Methotrexat ein akutes Nierenversagen, das sowohl durch
Dialyse wie auch durch Gabe des MTX-inaktivierenden Enzyms Carboxypeptidase
bekampft werden musste (Hulot et al. 2005). Nachdem der Patient sich erholt hatte, wurde
eine Genotypisierung des ABCC2-Gens vorgenommen und die oben beschriebene
Mutation gefunden. Biochemisch wurden die Charakteristika eines DJS-Carrierstatus
gefunden, der durch eine Isomerenverschiebung im Coproporphyrin-l/Corprohorphyrinlil-
Verhdltnis charakterisiert ist. Die Mutation wurde bislang bei keinem Patienten mit einem

manifesten DJS beobachtet.

Zwar scheint die Lokalisation in einer intrazellularen Schleife keinen direkten Einfluss auf
die Substratbindung auszuiiben, doch geht man davon aus, dass sie eine wesentliche

Rolle bei der Konformation und der Stabilitdt der Transmembrandomanen besitzen
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kénnen. Beispielsweise ist die Mutation Arg1150His, welche das DJS hervorruft, innerhalb
eines intrazellularen Loops zwischen TM15 und TM16 lokalisiert und fahrt trotz normaler
Expression an korrekter Lokalisation zum vollstandigen Verlust der Transportaktivitdt des
MRP2 (Mor-Cohen et al. 2001; Suzuki et al. 2002; Keitel et al 2003).

453 Leu927Arg

Die nicht in der Literatur vorbeschriebene Transversion ¢.T2780G des Exon 21 erfolgt an
der zweiten Position des Basentripletts CTG. Ein Basenaustausch an dieser Position
verursacht stets einen Aminosaureaustausch (,non-synonymous®) und veréndert meist
auch den chemischen Charakter der betroffenen Aminosaure (Strachan und Reed 2004).
So fuhrt die seltenere Genvariante zu einem Austausch der hydrophoben Aminoséure
Leucin durch die hydrophil basische Aminosdure Arginin an Position 927. GemalR der
Skala nach Grantham fuhrt dieser Austausch zu keiner gravierenden chemischen
Veranderung und ist als relativ konservativ zu betrachten (Grantham 1974). Auch stellt er
nur in seltenen Fallen die Ursache einer hereditéaren Krankheit dar (Miller und Kumar
2001). Die Mutation ist in 3"-Richtung in unmittelbarer Nahe zur ersten ATP bindenden
Doméne (NBD1) lokalisiert. Dieser relativ gering konservierte Bereich innerhalb des
Zytoplasmas wird als Linker Region (L1) bezeichnet und sorgt fur die Kommunikation
zwischen der NH2-proximalen Nukleotid bindenden Domé&ne (NBD1) und der COOH-
terminalen Membran spannenden Domane (MSD3). Funktionelle Untersuchungen an dem
nahe verwandten MRP1 weisen drauf hin, dass diese Region weder fiir den aktiven
Transport noch fur eine mogliche Interaktion der beiden NBDs zwingend erforderlich ist
(Gao et al. 1998; Konno et al. 2003; Kruh und Belinsky 2003). Inwieweit diese Region die
Affinitdét der NBDs zu ATP oder die katalytische Aktivitdt beeinflussen kann, muss in

weiteren Studien geklart werden.

454 Argll00Cys und Argl1100His

Bei der SSCP-Analyse des Exon 24 konnten zwei verschiedene Allele nachgewiesen
werden, die bisher noch nicht beschrieben worden waren. Dabei befinden sich die beiden
Transitionen ¢.C3298T und c.G3299A jeweils an der ersten bzw. zweiten Position
desselben Basentripletts und filhren zu unterschiedlichem Aminosaureaustausch des
Arginin an Position p.1100. Wahrend der Polymorphismus ¢.C3299T mit dem Austausch
nach Cystein (Arg1100Cys) eher eine radikale chemische Verédnderung bewirkt, ersetzt
der Basenaustausch ¢.G3299A die hydrophil basische Aminoséure Arginin durch Histidin
(Arg1100His). Diese beiden Aminosduren besitzen ahnliche chemische Eigenschaften,

weshalb es sich gemal der Grantham Skala eher um einen konservativen Austausch
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handelt (Grantham 1974; Miller und Kumar 2001). Innerhalb der untersuchten 118 Allele
konnten diese genetischen Varianten jeweils einmal nachgewiesen werden und besitzen
eine Allelfrequenz von 1%. Eine Computer unterstitzte Vorhersage (NetPhos 2,0 Server)
maglicher Phosphorylierungsstellen des MRP2 ergibt fir das an Position p.1101
lokalisierte Serin einen relativ geringen pradiktiven Wert von 0,48. Die beiden unmittelbar
benachbarten Polymorphismen tben einen kontraren Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit
des Vorliegens dieser Phosphorylierungsstelle aus. Wéahrend der préadiktive Wert fur
Arg1100Cys auf 0,04 abnimmt, steigt fir Argl100His die Wahrscheinlichkeit einer
korrekten Vorhersage auf 0,8. Diese Beobachtung kénnte zu dem Entstehen einer neuen
Phosphorylierungsstelle fuhren. Auch die Position nahe dem Zytoplasma der

transmembranen Aminoséure wirde die Moglichkeit einer Phosphorylierung erdffnen.

45.4.1 Funktionelle Relevanz transmembraner Regionen

Die kationische Aminosaure Arginin befindet sich innerhalb der 14ten transmembranen
Helix (TM14) der dritten Membran spannenden Doméne (MSD3) (Ryu et al. 2000). Die
besondere Bedeutung transmembraner Regionen fur die Interaktion mit ihren Substraten
und deren Transport ist bei den Transporterproteinen P-GP 170 und MRP1 beschrieben.
Auch fur MRP2 besitzen gerade konserviert erhaltene kationische Aminosauren innerhalb
oder in unmittelbarer Nahe transmembraner Helices der MSD2 und MSD3 eine
wesentliche Bedeutung bei der Erkennung und dem Transport anionischer Substrate
(Gerk und Vore 2002; Cai et al. 2003; Konno et al. 2003; Kruh und Belinsky 2003).
Genvarianten mit verdnderter Ladung ergeben sowohl Unterschiede in der
Transportaktivitat (Ryu et al. 2000) als auch in der Substratspezifitat (Ito, K und Oleschuk
2001; Ito, K und Suzuki 2001) des MRP2. Gerade die Lokalisation des Arg1100
unmittelbar an der zytoplasmatischen Seite der transmembranen Helix (TM14) scheint
eine wichtige Voraussetzung fur die Interaktion mit Substraten darzustellen (Ito, K und
Oleschuk 2001).

45.4.2 Beteiligung des Arg1100 an der Substratspezifitét

Bei einem gezielten Austausch des Arginin an Position p.1100 durch Alanin zeigte sich
eine regelrechte Expression und Lokalisation des humanen MRP2. Auch die
Transportaktivitat fir Glutathion Konjugate war bei diesem Aminosdureaustausch nicht
verandert (Ryu et al. 2000). In der Studie von Ito, K und Suzuki (2001) hingegen fuhrte der
Austausch der aquivalenten Aminoséaure in dem MRP2 der Ratte (Arg1096) zu

entscheidenden Anderungen der Substratspezifitat. Dabei wurde Arginin jeweils durch die
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neutralen Aminosauren Leucin und Methionin oder durch die basische Aminosaure Lysin
ersetzt (Argl096Leu, Argl096Met, Argl096Lys). Alle drei Genvarianten wiesen die
erworbene Fahigkeit auf, ATP-abhéngig Taurocholate (TC) zu transportieren. Diese
Molekile gehdren eigentlich nicht zum physiologischen Substratspektrum des MRP2. Die
Transportaktivitat bei physiologischen, konjugierten Substraten blieb davon unbeeinflusst
(Akita et al. 2000; Ito, K und Suzuki 2001).

Gezielte Mutationsanalysen der analogen Aminoséaureposition (Leul1084) des MRP3, das
im Gegensatz zu MRP2 monovalente Gallensduren (Taurocholate, Cholate und
Glykocholatan) als Substrate durch die basolaterale Membran transportiert, ergaben
Hinweise auf die Grundlagen der unterschiedlichen Substratspezifitat dieser ABC-
Transporter. So scheint die kationische Ladung in der transmembranen alpha-Helix des
MRP2 (Arg1096) einen Transport von TC zu verhindern, wahrend die neutrale Ladung an
korrespondierender Position des MRP3 (Leul084) eine Voraussetzung fur diesen
Transport darzustellen scheint. Denn nur ein Austausch des Leucin durch eine basische
(Lysin), nicht aber durch ebenfalls neutrale Aminoséuren (Valin und Methionin), fihrte zu
einem Verlust der MRP3 Transportaktivitat fir TC und Glucuronid Konjugate. Somit stellt
der Einfluss der positiven Ladung des Arginins auf die Konformation des Proteins eine
Ursache fur die unterschiedliche Substratspezifitdt und Transportaktivitat dar. Zuséatzlich
scheinen die umgebenden Aminosduren bei der Transportaktivitit beteiligt zu sein. Denn
eine erworbene Transportfahigkeit des MRP2 fir TC konnte auch festgestellt werden,
obwohl ein Aminosdureaustausch vorlag, bei dem die kationischen Eigenschaften (Arginin
nach Lysin an Position 1096) beibehalten wurden (Ito, K und Suzuki 2001).

Allerdings entspricht der erworbene interaktive Bereich der TC nicht der Interaktionsstelle
der physiologischen Substrate des MRP2. Bereits die Tatsache, dass TC einen
stimulatorischen Effekt auf den Transport des Wildtyp-MRP2 besitzen, deutet auf das
Vorliegen einer zusatzlichen Interaktionsstelle fir TC hin (Zelcer et al. 2003). Diese
Hypothese wird unterstitzt von der Beobachtung, dass TC bei den genannten
Genvarianten (Arg1096Leu, Arg1096Lys, Arg1096Met) den Transport der physiologischen
Substrate hemmen, wahrend umgekehrt die physiologischen Substrate den erworbenen,
MRP2 vermittelten Transport der TC stimulieren. Eine mdgliche Erklarung fir den
molekularen Mechanismus dieser mutationsbedingten Interaktionsunterschiede ist das
Vorliegen einer modulatorischen (allosterischen) Region des MRP2 (Ito, K und Oleschuk
2001; Ito, K und Suzuki 2001; Zelcer et al. 2003), wie dies bereits fur das P-Glykoprotein
170 beschrieben worden ist (Dey et al. 1999). Zelcer et al. (2003) beschreiben neben dem

Bereich, der fir den Transport der Substrate verantwortlich ist (,Substrate-Site®, ,S-site"),
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das Vorliegen einer zweiten allosterischen Bindungsstelle fur Liganden des MRP2, die
regulierend auf den Transport einwirken kann (,Modulatory Site*, ,M-site”). Indem
Taurocholat als Modulator an diese allosterische Region bindet, induziert es eine
strukturelle Verénderung, die gemal dem ,nduced fit“Modell zu einer besseren
Interaktion der Substrate mit der ,S-site” fihren kann. Zwar stellt es selbst kein Substrat
des Wildtyp-MRP2 dar, doch scheint es in hoheren Konzentrationen um die
Substratbindungsstelle (,S-site”) zu konkurrieren. Inwieweit Taurocholat selbst von MRP2
transportiert wird, hangt von seinen Interaktionen mit der Substrat bindenden Region (,S-
site*) ab (Zelcer et al. 2003). Genau darauf scheint die untersuchte kationische
Aminoséaure (Arg1096) des MRP2 der Ratte gravierenden Einfluss zu besitzen (Ito, K und
Suzuki 2001).

Welche Konsequenzen letztendlich die gefundenen Veradnderungen der aquivalenten
kationischen Aminosaure des humanen MRP2 (Arg1100) auf die Substratspezifitdt und
Transportaktivitat besitzt, muss in funktionellen Studien untersucht werden. Von den
gefundenen Mutationen kdnnte der radikale Aminosdureaustausch Arginin nach Cystein
(Arg1100Cys) am ehesten zu funktionellen Auswirkungen auf die Substratspezifitat fiihren,
da die kationischen Eigenschaften mit dem ambivalenten Cystein an dieser Position
verloren gehen. Mdgliche Disulfidbricken-Bindungen des Cysteins kénnten entfernte Teile
des Proteins kovalent miteinander verbinden und somit einen Einfluss auf die
Tertiarstruktur des Proteins besitzen (Strachan und Reed 2004). Im Gegensatz dazu
bleiben bei dem konservativen Austausch des Arginins durch das ebenfalls kationische
Histidin die hydrophilen und basischen Eigenschaften erhalten. Jedoch kdnnten neu
aufgetretene  aromatische Wechselwirkungen von Histidin  Einfluss auf die
Substratspezifitatt nehmen. Entsprechende  Wechselwirkungen scheinen eine
ausschlaggebende Bedeutung fur die Konformation der Substrat-bindenden Region und
damit die Substratspezifitdt und Transportaktivitat von ABC-Transportern zu besitzen (lIto,
K und Oleschuk 2001).

455 Cys1515Tyr
Die Transition von Guanin nach Adenosin an Position c.4544 (c.G4544A, rs#8187710)

fuhrt zu einem radikalen Aminosdureaustausch von Cystein nach Tyrosin an Position
p.1515 des MRP2 Proteins (Cys1515Tyr). Innerhalb des Probandenkollektivs wurden
sechs Probanden mit heterozygotem Vorliegen dieser Allelvariante nachgewiesen, was
einer Allelfrequenz von 5% entspricht. Dabei andert sich gemaR der Grantham Skala die

chemische Eigenschaft der Aminosdure entscheidend, was mit hdoherer
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Wabhrscheinlichkeit zu einer Anderung des Phanotyps fiihrt (Grantham et al. 1974; Miller
und Kumar 2001; Botstein und Risch 2003). Aus evolutorischer Sicht ist Cystein eine sehr
stark konservierte Aminosaure, welche von allen Aminoséuren die geringste Mutabilitat
und Variabilitdt zwischen unterschiedlichen Spezies besitzt. Der Austausch von Cystein
scheint also einem starken Selektionsdruck zu unterliegen und mit hoherer
Wahrscheinlichkeit zu pathologischen funktionellen Konsequenzen zu fihren. Durch die
Moglichkeit als einzige Aminosdure untereinander Disulfidbriicken-Bindungen
einzugehen, ist Cystein entscheidend an der strukturellen Konformation des Proteins
beteiligt und kann nur selten ohne funktionelle Konsequenzen durch eine andere
Aminosaure ersetzt werden (Collin und Jukes 1994; Strachan und Reed 2004). Die
Einfihrung eines aromatischen Ringes mit dem chemisch stark divergierenden Tyrosin
kénnte durch aromatische Wechselwirkungen innerhalb des Molekils zu Auswirkungen
auf die Tertiarstruktur fuhren (Ito, K und Oleschuk 2001). Dartiber hinaus kann Tyrosin als
Substrat von Tyrosinkinasen im Protein phosphoryliert werden, jedoch ergibt die
Computer unterstiitzte Vorhersage nur einen geringen préadikativen Wert (0,11) fur das
Tyrl515 als Phosphorylierungsstelle (NetPhos 2,0 Server). Interessanterweise befindet
sich bei den phylogenetisch nachsten Verwandten des MRP2, namlich MRP1, MRP3 und
MRP4 an der Position 1515 ein Tyrosin in der Wildtyp-Proteinsequenz. Einzig MRP2

besitzt dort ein Cystein als physiologisch vorkommende Aminoséure.

45.5.1 Funktionelle Relevanz der Carboxy-terminalen Aminosduresequenz

Bei Aussagen (Uber mdogliche funktionelle  Auswirkungen des radikalen
Aminoséaureaustausches Cys1515Tyr muss vor allem die zytoplasmatische Position am
stark konservierten Carboxy-terminalen Ende des Proteins und dessen funktionelle
Bedeutung in Betracht gezogen werden. Wahrend gerade konserviert erhaltene
Aminosauren des Carboxy-terminalen Drittels fir den Vorgang der Bindung und des
Transportes von Substraten notwendig sind (Stride et al. 1999; Konno et al. 2003), spielt
dieser Bereich des Proteins vor allem bei der korrekten Lokalisation des MRP2 innerhalb
polarisierter Zellen eine wichtige Rolle (Suzuki et al. 2002; Konno et al. 2003; Kruh und
Belinsky 2003; Mizuno et al. 2003). Dabei bindet ein Signalprotein PDZ-K1 an die letzten
drei Aminosauren Thr-Lys-Phe (TKF) des Carboxyl-Endes, die so genannte ,PDZ-
interacting domaine” (Kocher et al. 1999; Hegedus et al. 2003). Die Interaktion mit dem
Signalprotein scheint fur eine korrekte subzellulare Lokalisation des Proteins in der
apikalen Membran epithelialer Zellen verantwortlich zu sein ( ,molecular targeting signal;
Harris et al. 2001; Hegedus et al. 2003). Laut Harris et al. 2001 fuhrt bereits ein Fehlen
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der letzten drei Aminosduren (TKF, ,PDZ-interacting domaine®) zu einer basolateralen
Lokalisation des MRP2 innerhalb der Plasmamembran. Hingegen verhinderte bei Nies et
al. 2002 erst ein Entfernen der 15 Carboxy-terminalen Aminoséuren eine korrekte apikale
Lokalisation des Proteins innerhalb polarisierter Zellen. Konno et al. zeigten 2003 die
Notwendigkeit der 45 Carboxy-terminalen Aminoséuren bei der Verankerung des MRP2 in
der Membran. Dies scheint fir dessen subzellulare Position in der Plasmamembran
notwendig zu sein, jedoch keine Bedeutung fir eine apikale Lokalisation zu besitzen
(Konno et al. 2003). Inwieweit zusatzlich der Einfluss dieser Region auf die Konformation
und Stabilisation des Proteins nach Freiwerden aus dem endoplasmatischen Retikulum
verantwortlich sind, muss noch geklart werden (Nies et al. 2002; Suzuki et al. 2002; Kruh
und Belinsky 2003).

Eine weitere Voraussetzung fur eine korrekte Lokalisation des MRP2 scheint Radixin
(Rdx) als Protein des Zytoskelett der Plasmamembran darzustellen. Diese Hypothese
ergab sich aus Untersuchungen Rdx-negativer (,knock-out”) Mause, bei denen eine
verringerte Expression des MRP2 in der apikalen Membran der Hepatozyten sowie eine
konjugierte Hyperbilirubindmie festgestellt wurden. Die Funktion des Rdx besteht in der
Verbindung von Aktinfilamenten mit integralen Membrantransportern. Fir die direkte
Interaktion mit dem MRP2 ist wiederum das zytoplasmatische Carboxy-terminale Ende

des Proteins eine entscheidende Voraussetzung (Kikuchi et al. 2002; Mizuno et al. 2003).

Inwieweit der gefundene radikale Aminosdureaustausch (Cys1515Tyr) am Carboxy-
terminalen Ende schliefilich funktionelle Auswirkungen auf die korrekte Lokalisation oder

den Transport seiner Substrate besitzt, muss in weiterfihrenden Studien geklart werden.

4.6 Intron SNPs

4.6.1 _Genes work better with introns"

Mit dieser Aussage von Wissenschaftlern, die sich mit der ,in vitro“-Expression von
eukaryoten Genen beschéftigen, wird die physiologische Relevanz der Introns
angedeutet. Mattick et al 1994 bezeichnete Intron-RNA (iRNA) als funktionelle Introns.
Zwar fuhrt ein Basenaustausch innerhalb nicht-kodierender DNA Sequenzen nicht direkt
zu einer Verdnderung der Aminosduresequenz eines Proteins, jedoch kdnnen auch
genetische Veranderungen in Introns gravierende Auswirkungen auf den Phé&notyp
hervorrufen. Eine wichtige funktionelle Bedeutung besitzen Introns durch ihren Einfluss
auf die Regulation der Genexpression. Bestimmte Bereiche in Introns kdnnen als

Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren eine ,enhancer® Funktion erfiillen und so die
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Transkriptionsaktivitédt beeinflussen. Neben diesen regulatorischen Einflissen auf ihr
eigenes Gen (,cis-acting”) kdnnen Abschnitte von Intron-RNA mit anderen Genen, RNA
oder Proteinen interagieren (,trans-acting®) und somit selbst als flexible
Regulationsfaktoren die Transkription oder Translation anderer Bereiche modifizieren.
Daruber hinaus befinden sich innerhalb der Introns mehrere kodierende Bereiche. Dabei
kodieren sie entweder fir einen unabhangigen Promoter, der die Transkription kontrolliert,
oder sie stellen nach ihrer Transkription eine eigenstéandige RNA (snRNAs oder snoRNAS)
im Nukleus der Zelle dar, der regulatorische Funktionen zugeschrieben werden kdnnen

(ISIS: Intron Sequenz Information System http://www.isis.bit.ug.edu.au).

Durch Auswirkungen auf den Vorgang des Spleil3ens der mRNA kdnnen SNPs in Introns
zu einer unterschiedlichen RNA-Sequenz fiuhren und so den Phé&notyp beeinflussen.
Indem sie die spezifischen Sequenzabschnitte &ndern, die fir eine regelrechte Trennung
von Exon und Intron benétigt werden, kdnnen sie zu dem Verlust eines Exons (,exon
skipping“) oder zum Beibehalten eines Introns (,intron retention®) fihren. Ebenso kann
eine neue ,splice site* (,cryptic splice site*) aktiviert werden oder eine Nukleotidsequenz
entstehen. (Nakai et al 1994, Mor-Cohen et al. 2005). Das Model von Green et al. 1991
beschreibt dabei die Konkurrenz potentieller ,splice sites” der pre-mRNA um das Binden
von ,splicing“-Faktoren und die Generierung von SpleiRosomen (Green MP 1991,
MorCohen et al. 2005).

Insgesamt vier Mutationen des ABCC2, die durch Funktions- und Expressionsverlust des
MRP2 Proteins das DJS hervorrufen, befinden sich innerhalb der ,splice donor sites”. Bei
samtlichen Deletionen kann MRP2 in der Leber immunhistochemisch nicht mehr
nachgewiesen werden (Tate et al. 2002). Dabei betreffen die Polymorphismen
€.T1815+2A, ¢.T1967+2C und ¢.C1967+2T jeweils die zweite Thymidin-Base einer Donor
GT-Dinukleotid-Sequenz und fuihren durch Einfluss auf das Splei3en zu einer Deletion der
gesamten nachfolgenden Exons (Kajihara 1998; Wada et al. 1998; Toh et al. 1999; Tate
et al. 2002). Beispielsweise verursacht c.T1815+2A innerhalb der zweiten Membran-
spannenden Domane (MSDZ2) eine Deletion des gesamten Exon 13 (1669Del147), die
147 Basenpaare umfasst (Toh et al. 1999). Durch die Deletion des Exon 18 (2272Del168)
bei der Mutation ¢.T2439+2C kommt es zum Verlust der stark konservierten Bereiche
Walker B und Walker C innerhalb der ersten ATP bindenden Doméane (NBD1) (Toh et al.
1999; Tate et al. 2002). Zu den Erkennungssequenzen fir die Enzyme des
Spleilvorgangs gehodren aber neben der ,splice acceptor site* (AG-Dinukleotide) am 5°-
Anfang bzw. der ,splice donor site* (GT-Dinukleotide) am 3"-Ende eines Introns auch der

Polypyrimidin-Trakt und die Verzweigungs-Sequenz in der Néhe des 3'-Endes des
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Introns. Mutationen in diesen intronischen Abschnitten kénnen an der Entstehung
hereditarer Erkrankungen beteiligt sein. So sind beispielsweise die Mutationen, die zur
Neurofiboromatose Typ 1 fuhren, meist Mutationen, die das Splicing der Transkripte
verandern (Ars E. et al Hum Mol Genet. 2000)

Die Mutation des Intron 8 (c.A867+4G, 1012Del20), welche urséchlich fur das DJS
identifiziert wurde, fiihrt durch veréndertes SpleiRen zu unterschiedlichen aberranten
Produkten, die durch eine Exon-Deletion und durch einen ,frameshift* mit einem
vorzeitigen Transkriptionsstop charakterisiert sind (Krawczak et al. 1992; Mor-Cohen et al.
2005). Dies ist nicht nur auf die Veranderung einer bestehenden ,splice site®, sondern
auch auf das Entstehen einer neuen ,splice site* (,cryptic splice site*) zurtickzufiihren
(Mor-Cohen et al. 2005).

Croft et al 1999 konnten die enorme Bedeutung des ,alternative splicing” bei der
Regulation der Genexpression zeigen. Indem je nach Zelle, Gewebe, Entwicklungsstufe
oder unter divergierenden physiologischen Bedingungen aus einem Gen viele
unterschiedliche mRNA- und Protein- Isoformen hervorgebracht werden kdénnen, stellt das
.alternative splicing” einen essentiellen Mechanismus dar, die genetische Komplexitat zu
erhdéhen und funktionell divergierende Proteine und Genprodukte aus dem gleichen Gen
hervorzubringen (Croft et al. 2000; ISIS: Intron Sequenz Information System
http://www.isis.bit.ug.edu.au). Introns spielen dabei auf unterschiedlichste Weise eine
wichtige Rolle und konnen durch SNPs in ihrer Funktion beeinflusst werden.
Beispielsweise konnen sie Bindungsstellen fir SR-Proteine beinhalten, welche das
,<alternative splicing” lenken. Auch koénnen Intron-Sequenzen bei entstehenden
SpleiBvarianten selbst Bestandteil eines kodierenden Bereiches und somit des Proteins
werden (Lopez et al. 1998; ISIS: Intron Sequenz Information System

http://www.isis.bit.ug.edu.au).

4.6.2 Gefundene Intron-SNPs des ABCC2 Gens

Von den detektierten Genvarianten befinden sich vier Stiick innerhalb nicht-kodierender
Intronsequenzen. Der Basenaustausch ¢.C2883+11T flankiert das Exon 21 in 3"-Richtung
und besitzt bei einmaligem Vorkommen innerhalb des Patientenkollektives eine
Allelfrequenz von 1%. Die weiteren SNPs innerhalb nicht-kodierender Bereiche sind
€.A3844-73G im Intron 27, c.G4146+11C im Intron 29 und ¢.G4508+12A des Introns 31
und befinden sich somit in unmittelbarer Nahe zur ,splice donor site“. Diese raumliche
Beziehung mit der ,splice site” Nukleotidsequenz kann die Aktivierung einer ,cryptic splice

site” hervorrufen, jedoch kann keine Aussage uber die notwendige Homologie mit der
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.Splice site“-Nukleotidsequenz getroffen werden (Krawzcak et al. 1992; Nakai et al. 1994;
Mor-Cohen et al. 2005). Diese drei Intron SNPs traten ausschlie3lich zusammen mit den
beiden synonymen Genvarianten ¢.C4290T (Vall430Val) und c.C4488T (His1496His)
sowie mit der nicht-synonymen Allelvariante c¢.G4544A (Cys1515Tyr) jeweils in
heterozygoter Form auf. Die Allelfrequenz dieser SNPs betragt 5% und eine
durchgefuhrte Haplotypenanalyse wird unter 4.8 geschildert. Gerade die SNPs der Introns
27 (c.A3844-73G) und 29 (c.G4146+11C) flankieren funktionell relevante Exons, die fir
die NBD2 kodieren. Beispielsweise verhindert eine benachbarte Mutation c.A4145G,
welche den Aminosaureaustausch GIn1382Arg in der NBD2 hervorruft, die Substrat-
induzierte ATP Hydrolyse des MRP2 in der Leber und ist eine der Mutationen, die
ursachlich fur das DJS sein kénnen (Toh et al. 1999; Hahimoto et al. 2002).

4.7 Mutationen in der 5'-UTR

Bei der Frage nach interindividuellen Unterschieden des MRP2 muss auch die Regulation
der Genexpression auf Transkriptionsebene in Betracht gezogen werden. Dabei sind die
regulatorischen Elemente, welche die Voraussetzung flr eine basale Expression des
MRP2 darstellen (,promoter®) und haufig auch durch Induktion bzw. Suppression eine
Anpassung an physiologische oder pathologische Begebenheiten ermdéglichen, meist in
5°-Richtung des Translationsstarts lokalisiert. Entsprechend konnen SNPs innerhalb
dieser Regionen fir Unterschiede in der Expression des MRP2 verantwortlich sein
(Strachan und Reed 2004).

Die Transition ¢.C-24T (rs717620) innerhalb des Exon 1 ist 24 bp stromaufwarts des
Startcodons lokalisiert und befindet sich in der 5 -untranslatierten Region (5 -UTR). Der
Transkriptionsstart befindet sich -247 bp stromaufwarts des initialen Translationscodons
(Tanaka et al. 1999). Insbesondere die Region bis 80 bp 5 -stromaufwérts scheint einen
wichtigen Einfluss auf die Transkription zu besitzen. Tanaka et al. 1999 konnten in einer
Promoteranalyse bei Deletion des Bereiches Delta +80 bp einen fast vollstidndigen Verlust
der Expression des Proteins nachweisen. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass sich die
genetische Variante c.C-24T innerhalb der Promotor-Region zu befinden scheint.

Unter den bisher identifizierten Promoter-Abschnitten, die fir eine Expression von MRP2
notwendig erscheinen, befinden sich vor allem Bindungsstellen fiir allgemeine und Leber-
spezifische Transkriptionsfaktoren. Zu diesen regulatorischen Elementen z&hlt eine
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor C/EBPbeta (,CCAAT-enhancer binding protein
beta“), die in der 5"-flankierenden Region an Position -603bp bis -590bp lokalisiert ist.

Bestimmte Sequenzen in der 5-UTR des Exons 1 zeigen sich fur die Bindung der
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Transkriptionsfaktoren ,USF-like* (,upstream stimulatory factor“) an Position -204 bis -194
bp sowie ,hepatic nuclear factors* HNF1 (-159 bis -146 bp) und ,HNF3beta“ (-67 bis — 54
bp) verantwortlich (Strachan und Reed 2004; Tanaka et al. 1999; Stdckel et al. 2000;
Kauffmann et al. 2001; Suzuki et al. 2002; Dietrich et al. 2003). Eine Mdoglichkeit, die
Transkription von MRP2 zu stimulieren, besteht in der Aktivierung transkriptionell
wirksamer nukledrer Rezeptoren mit dem MRP2-Promoter. Verschiedenste Substanzen,
wie z.B. Phenobarbital, Rifampicin, Clotrimazol, Dexamethason oder Gallensauren,
kénnen als Liganden die nuklearen Rezeptoren FXR (,farnesoid X-activated receptor*),
PXR (,pregnane X-activated receptor®) und CAR (,constitutive androstane receptor")
aktivieren, welche durch Bindung an die 5’-flankierende Region eine gesteigerte
Expression der mRNA induzieren. Die korrespondierende Sequenz (ER-8), an welche die
Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren binden, konnte bei der Ratte -440 bp
stromaufwarts nachgewiesen werden (Kast et al. 2002; Suzuki et al. 2002; Mizuno et al.
2003).

Somit scheint der SNP ¢.C-24T mit den wichtigsten bisher identifizierten Sequenzen, die
fur die regulatorische Transkriptionskontrolle verantwortlich sind, nicht in unmittelbarer
raumlicher Beziehung zu stehen und somit keinen direkten Einfluss auf die Regulation der
Expression zu besitzen. Dies geht mit einer Studie von Moriya et al. 2002 einher, in der
ein Effekt der Mutation ¢.C-24T ohne Einfluss auf das Expressionsniveau der MRP2-RNA
in duodenalen Enterozyten war. Dabei liel3en sich zwischen dem heterozygoten Genotyp
(c.-24C/-24T) und dem homozygoten Vorkommen des haufigeren (c.-24C/-24C) bzw. des
selteneren Allels (c.-24T/-24T) keine signifikanten Unterschiede des Expressionslevels

der mRNA nachweisen (Moriya et al. 2002).

Hinsichtlich einer funktionellen Auswirkung liel3 sich ein Einfluss bei Heterozygotie c-24C/-
24T auf die Pharmakokinetik von Methotrexat nachweisen. In der nachfolgenden Studie
von Rau et al. (2006), die padiatrische Patienten mit Hochdosis-MTX-Therapie auf die hier
genannten Polymorphismen untersucht hatte, konnte 36 - 48 Stunden nach Beginn der
Infusion eine zweifach erhdhte Plasmakonzentration von MTX bei weiblichen Tragern der
heterozygoten Allelvariante c¢.-24C/-24T nachgewiesen werden. Die erhohten
Plasmakonzentrationen waren nach der pharmakokinetischen Analyse am ehesten auf
eine eingeschrankte renale Exkretion zuriickzufihren und gingen mit der Notwendigkeit
einer Intensivierung der Folinsaure-Therapie einher. Die Vorhersage einer verminderten
renalen Expression der MRP2-RNA wurde in einer nahezu zeitgleich publizierten Analyse
der Gruppe von Cascorbi sowohl auf der RNA-Ebene als auch Proteinebene bestétigt
(Haenisch S et al 2006).
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Das seltenere Allel ist mit einer Allelfrequenz von 18,6% des selteneren Allels haufig.
Bereits bei Polymorphismusanalysen innerhalb des japanischen Probandenkollektives
(18,8%) sowie in den japanischen Zelllinien (17,6%) wurde diese Mutation mit ahnlicher
Allelfrequenz detektiert und weist somit keine interethnische Differenzen auf (lto, S et al.
2001; ltoda et al. 2002).

4.8 Haplotypenanalyse und Linkage Disequilibrium

Die Verteilung der gefundenen SNPs anhand der Frequenz ihres selteneren Allels war der
normalen Verteilung von SNPs innerhalb des humanen Genoms identisch. Eine
Allelfrequenz von weniger als 5% zeigten sich bei zehn der insgesamt 13 detektierten
SNPs (~70% aller SNPs), was mit einer reprasentativen Studie von Salisbury et al. 2003
Ubereinstimmt, bei der insgesamt 71% aller SNPs eine Allelfrequenz der seltenen Allele

unter 5% aufwiesen.

Die statistische Auswertung ergab Kopplungen einzelner Allele. Mit einem y* Wert von 8,9
und einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,003 konnte ein Linkage Disequilibrium
zwischen den Allelvarianten c.C-24T (5°-UTR, Exon 1) und c.C3924T (lle1324lle, Exon
28) werden. Die Kopplung dieser beiden Mutationen wurde auch in der Studie von ltoda
et al 2002 in Zelllinien von chirurgisch entfernten Lebertumoren detektiert, wahrend
innerhalb eines japanischen Patientenkollektives nicht Uber diese Assoziation berichtet
wurde (Ito, S et al. 2001; Itoda et al. 2002). Diese Kopplung bedarf also einer weiteren
Uberpriifung an einem groReren Kollektiv. Mit einer Allelfrequenz von 18,6% bzw. 35,6%

besitzen beide selten vorkommenden Allele eine hohe Frequenz.

Neben dem Linkage Disequilibrium dieser beiden haufigen Allele, die innerhalb des Gens
einen weiten Abstand zueinander aufweisen, konnte eine hochsignifikante Kopplung
polymorpher Allele im 3’-Bereich des ABCC2-Gens festgestellt werden. Bereits in der
SSCP-Analyse und der anschlieenden Sequenzierung konnte in 6 verschiedenen
Proben jeweils das gleichzeitig vorkommende, heterozygote Auftreten verschiedener
SNPs beobachtet werden, die eine Allelfrequenz von 5,1% besitzen. Mit einem xz-Wert
von 46,2 und einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,00001 bestatigte sich die signifikante
Kopplung sechs unterschiedlicher Allele der Exons 28 bis 32 in der statistischen
Auswertung der Befunde. Dazu gehoren die Intron SNPs c.A3844-73G, ¢.G4146+11C und
c.G4508+12A, die beiden stummen Mutationen kodierender Bereiche ¢.G4290T
(Vall430Vval) und c.C4488T (His1496His) sowie die Mutation c.G4544A, die an Position
1515 mit dem Aminoséureaustausch Cystein nach Tyrosin einhergeht. Zusatzlich kénnte
dieser eindeutige Haplotyp mit der stillen Mutation ¢.C3972T (lle1324lle) assoziiert sein
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(x*=6,4, unkorrigierter p-Wert=0,01). Die (ibrigen SNPs, wie beispielsweise die in Exon 10
lokalisierten Varianten (G1249A), zeigen keine Kopplung mit anderen Allelen.

4.9 Interethnische Differenzen

Innerhalb unseres Bevolkerungskollektives zeigt sich der Genlokus ¢.C3972T (lle1324lle)
stark polymorph und weist mit 35,6% eine sehr hohe Frequenz des selteneren Allels auf.
In einer analog durchgefihrten  Studie innerhalb  eines  japanischen
Bevodlkerungskollektives wurde die identische Mutation lle1324lle mit einer Allelfrequenz
von 21,9% detektiert, was eine interethnische Differenz dieser Genvariante widerspiegelt
(Ito, S et al. 2001).

Die hohe Allelfrequenz kann aus verschiedenen Sichtweisen bezlglich ihrer funktionellen
Auswirkungen diskutiert werden. Einerseits kann eine fehlende funktionelle Relevanz
dieser stillen Mutation eine hohe Allelfrequenz erklaren, indem sich bei fehlendem
Selektionsdruck eine ausschlielich statistische Verteilung ergibt (Cargill et al. 1999; Pfost
et al. 2000). Daflr kénnte auch der transitorische Basenaustausch (C nach T) sprechen,
der den Basencharakter nicht verandert. Er stellt einen einfacheren chemischen
Reaktionsschritt als die Transversion dar und fuhrt iberwiegend zu einem konservierten
Aminosaureaustausch (Strachan und Reed 1999). Obwohl Transitionen nur ein Drittel
aller moglichen Basenaustausche darstellen, kommen sie mit insgesamt 71% viel haufiger
vor als Transversionen (29%) (Stephens et al 2001; Botstein und Risch 2003; Salisbury et
al. 2003).

Allerdings kann das haufige Auftreten des selteneren Allels auch als ein Hinweis auf einen
Selektionsvorteil gedeutet werden, der zur Verbreitung dieser Mutation innerhalb einer
Population gefiihrt hat. Als evolutionstheoretisches Beispiel interethnischer Differenzen
kann das ABC-Transporterprotein P-GP 170 genannt werden, bei dem die Frequenz des
homozygot mutierten Genotyps ¢.3435TT bei Afrikanern mit maximal 6% weit unter der
Frequenz von Kaukasiern mit durchschnittlich 28,6% liegt. Als Hintergrund wird bei
Afrikanern ein Selektionsvorteil durch das homozygote Auftreten des haufigeren ¢.3435C-
Allels vermutet, welches mit einer héheren Expression des P-GP 170 einhergeht. Diese
Hypothese wird unterstitzt durch die positiven Auswirkungen des P-GP 170 auf die
kérpereigene Abwehr gegenuber Bakterien und Viren. Somit kdnnte eine hdhere
Expression des homozygoten Genotyps ¢.3435CC einen Schutz gegenulber
gastrointestinalen Infektionen darstellen, die in tropischen Gebieten endemisch sind
(Cascorbi et al 2001; Schwab et al. 2003).
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Interethnische Differenzen von Arzneistofftransportern muissen im klinischen Alltag
aufgrund ihrer Auswirkungen auf die Arzneimitteldisposition beachtet werden. Dies l&asst
sich bei P-GP 170 exemplarisch anhand seiner Substrate Cyclosporin und Tacrolimus
veranschaulichen, deren Pharmakokinetik in wesentlichem Ausmald von der Expression
des P-GP 170 in Dunndarm und Niere und CYP3A4 abhéngig ist. So zeigte sich fur
Afrikaner eine signifikant geringere orale Bioverfiigbarkeit von Cyclosporin im Vergleich zu
einem kaukasischen Patientenkollektiv, was sich durch eine hdhere intestinale Expression
bei Vorliegen des homozygoten Genotyps ¢.3435CC erklaren lasst. Auch bei der
Ausscheidung von Cyclosporin und Tacrolimus ergaben sich signifikante interethnische
Unterschiede. In diesem Zusammenhang zeigte sich in mehreren Studien nach einer
Nierentransplantation ein schlechteres Ergebnis der schwarzen Bevdlkerung im Vergleich
zu Kaukasiern, obwohl die immunsuppressive Therapie mit Cyclosporin und Tacrolimus
identisch war (Schwab et al. 2003).

4,10 Bedeutung der Ergebnisse fir die Praxis

Die beobachteten haufigen und sehr h&aufigen Polymorphismen sind nicht mit dem
Auftreten des Dubin-Johnson-Syndroms assoziiert. Dieses rezessive Syndrom ist bei
Kaukasiern ausgesprochen selten, was mit diesen Ergebnissen in Einklang steht. Die
meisten Dubin-Johnson-Patienten sind kosanguin, so dass in der Regel eine
Homozygotie fir Null-Allele vorliegt. Allerdings scheint der Effekt auf die Elimination von
Pharmaka u.U. einen anderen Genoytp-Phanotyp-Zusammenhang aufzuweisen. Die
Untersuchung von Hulot et al. (2005) des ABCC2-Genotyps eines erwachsenen
Patienten, der unter einer hochdosierten Methotrexat-Therapie eine schwere
Ausscheidungsstorung entwickelte, war heterozygot fur die Mutation c.A1271G
(Arg412Gly). Das andere Allel zeigte im Kodierbereich eine Wildtyp-Konfiguration und in
der 5-UTR die c.-24T-Variante (Hulot et al 2005). Diese Befunde legen nahe, dass
hinsichtlich der Methotrexat-Ausscheidung ein kodominanter oder dominanter Effekt von
Null-Allelen vorliegt. Die von Hulot et al beschriebene Variante reiht sich in eine Reihe
seltener Polymorphismen ein, die mit einem nicht-synonymen Aminosdureaustausch
verbunden sind. Die Allel-Haufigkeit dieser Varianten liegt unter 1%, so dass sie formal
keine Polymorphismen in engerem Sinne darstellen. Diese Varianten werden nur bei
detaillierter Analyse der Kodierregionen, wie sie auch in dieser Arbeit vorgenommen
wurde, entdeckt. Wenn das heterozygote Vorliegen seltener ABCC2-Null-Allele zu einer
schweren Ausscheidungsstorung fiuihren kann, so ist u.U. eine Untersuchung des
Verhdltnisses von Coproporphyrin | zu Coproporphyrin lll einfacher durchzufiihren als

eine detaillierte genetische Untersuchung aller 32 Exons. Hinzu kommt, dass durch



91 Diskussion

diesen Test auch Null-Varianten, die durch z.B. durch Splice-Defekte verursacht werden,
mit erfasst werden dirften. In nachfolgenden Untersuchungen konnte ein Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen des C.-24T-Allels und einer Methotrexat-

Ausscheidungsverzdgerung festgestellt werden.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: Polymorphismen in Transportermolekiilen kénnen wesentlich zur
interindividuellen Variabilitdét der Pharmakokinetik beitragen. In diesem Projekt sollten die
Polymorphismen im ABCC2-Gen bei gesunden Kaukasiern bestimmt werden, um die
Grundlage fir nachfolgende Untersuchungen zur Bedeutung dieser Polymorphismen fir
die Pharmakokinetik von hochdosiertem Methotrexat zu schaffen.

Methoden: Es wurden alle 32 Exons mit flankierenden Intronabschnitten des ABCC2-
Gens durch PCR amplifiziert und durch Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCP) auf
das Vorliegen von Polymorphismen untersucht. Ausgangsmaterial war aus Leukozyten
gewonnene genomische DNA 59 nicht miteinander verwandter, gesunder Kaukasier. Alle
PCR-Produkte mit abweichenden Bandenmustern und einige Normalproben wurden direkt
sequenziert. Die  gefundenen  Polymorphismen  wurden durch  geeignete

Restriktionsfragment-Polymorphismen oder allel-spezifische PCR bestatigt.

Ergebnisse: Bei Kaukasiern wurden im ABCC2-Gen drei haufige Polymorphismen mit
Allelfrequenzen des selteneren Allels von >15% gefunden (c.C-24T; c.G1249A, Val417lle;
€.C3972T, lle1324lle). Daneben wurden 6 seltene Polymorphismen mit einer Allelfrequenz
von ca. 5% sowie 4 sehr seltene Polymorphismen mit einer Allelfrequenz von weniger als
1% beobachtet. Sechs Polymorphismen bildeten einen gekoppelten Haplotyp, bei zwei

weiteren Polymorphismen bedarf die Kopplung einer weiteren Untersuchung.
Schlussfolgerungen:

Null-Mutationen, die bei homozygotem Vorliegen mit einem Dubin-Johnson-Syndrom
assoziiert sind, wurden nicht beobachtet. Das haufige c.-24T-Allel konnte in zwei
nachfolgenden Arbeiten als funktionell bedeutsam fir die renale MRP2-Expression

gesichert werden.

Die beobachteten selteneren Polymorphismen sind aus pharmakogenetischer Sicht
beachtenswert, da sie bei einer Analytik, die sich auf die h&ufigen Varianten beschrankt,
nicht mit erfasst werden. Wenn diese seltenen Varianten zu einer funktionellen
Beeintrachtigung der Transportfunktion des MRP2-Proteins fiihren, kénnten sie im
Rahmen eines Screenings vermutlich leichter durch eine Bestimmung des
Coproporphyrin I/Coproporphyrin lll-lsomerenverhaltnis erfasst werden. Ob heterozygote
Null-Mutationen im ABCC2-Gen notwendig oder hinreichend sind, um eine schwere
Ausscheidungsstérung von Methotrexat und anderen Pharmaka zu bewirken, muss in

weiteren Untersuchungen geklart werden.
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6 AbklUrzungsverzeichnis

Fir SI-Einheiten wurden die international gultigen Abklirzungen verwendet.

ABC ATP-binding cassette proteins

bp Basenpaare

cDNA copy-Desoxyribonukleinsdure

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CcMOAT canalicular multispecific organic anion transporter
DJS Dubin-Johnson-Syndrom

dNTP Desoxyribonukleotid-5'-triphosphat

ddNTP Didesoxyribonukleotid-5’-triphosphat

GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

LD linkage disequilibrium, Kopplungsungleichgewicht
MDRs multidrug resistance proteins

MRPs multidrug resistance associated proteins

MRNA messenger RNA

MSD membrane spanning domaines

n Anzahl der Proben

NBD Nukleotid-bindende Doméanen

OATPs organic anion transporting polypeptides

OATs organic anion transporters

OCTs organic cation transporters

oD optische Dichte

PepTs peptide transporters

PCR Polymerase-Kettenreaktion

P-GP 170 P-Glykoprotein 170

RFLP Restriktions-Fragment-L&angen-Polymorphismus-Analyse

RNA Ribonukleinsaure
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rpm
SLC
SNPs
SSCP
TEMED
™

5-UTR

Umdrehungen pro Minute

solute carrier family

single nucleotide polymorphism

Single strand conformation polymorphism
Tetramethyl-Ethylen-Diamin

alpha-Helices, intrazellulare transmembranére Schleifen

5°- untranslatierte Region
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