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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 

mögliche unerwünschte Arzneimittelwirkungen zu einem großen Anteil abhängig von der 

erreichten Konzentration eines Pharmakons am Wirkort. Als entscheidende 

Voraussetzung für das Erreichen des Wirkortes muss eine Substanz die Fähigkeit 

besitzen, biologische Oberflächenmembranen zu permeieren. Bei größeren hydrophilen 

Pharmaka, deren Membranpermeabilität gering ist, spielen membranständige 

Transportproteine eine entscheidende Rolle für 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 Gründen Energiezufuhr nötig ist. Die Aktivität der Transporter 

unterliegt in der Regel einer Sättigung und weist häufig eine hohe strukturelle Spezifität 

auf (Dean et al. 2001; Forth und Henschler 2001; Schwab et al. 2003)

1.1.2 Klassen von Arzneistofftransportern

Nach der vollständigen Sequenzierung des menschlichen Genoms wird die Anzahl von 

Genen, die für Transporter- und Carrier-Proteine kodieren, auf 500 bis 1200 geschätzt. 

Nur für einen Bruchteil dieser Proteine ist bislang beschrieben, dass sie zum 

transmembranären 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 zelluläre 

Aufnahme von endogenen Stoffen und Arzneimitteln zugeschrieben wird, gelten die 

Mitglieder der „solute carrier family“ (SLC). Sie gehören zu den sekundär aktiven 

Transportern, wobei die Energie für den Symport oder Antiport ihrer Substrate aus dem 

elektrochemischen Potential intra- und extrazellulärer Moleküle stammt. Die Subgruppe 

SLC22 kodiert für die Transporterproteine „organic anion transporters“ (OATs) und 

„organic cation transporters“ (OCTs). Die Subgruppe SLC21 kodiert für die 

Transporterproteine „organic anion transporting polypeptides“ (OATPs), während man die 

„peptide transporters“ (PepTs) zur Untergruppe SLC15 zählt (Tirona und Kim 2002; 

Mizuno et al. 2003).

Eine sehr große Superfamilie transmembraner Transportproteine stellen die „ATP-binding 

cassette proteins“ (ABC-Transporter) dar, welche häufig einen Auswärtstransport von 
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Stoffen aus der Zelle bewirken. Als primär aktive Transporter nutzen sie die Energie der 

intrazellulären Hydrolyse von ATP unmittelbar zum Transport von zahlreichen Substraten 

durch biologische intra- oder extrazelluläre Membranen. Bisher konnten ungefähr 50 

Mitglieder dieser ABC-Superfamilie identifiziert werden, welche basierend auf ihrer 

Aminosäurehomologie 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 

großem Maße abhängig von der Expression der jeweiligen Transportersubklassen 

innerhalb pharmakokinetisch relevanter Gewebe. Zusätzlich beeinflussen Unterschiede in 

der Substratspezifität und der maximalen Transportkapazität der Arzneistofftransporter die 

Pharmakokinetik der jeweiligen Arzneimittel. Somit bestimmen sie durch ihre 

Auswirkungen auf die Bioverfügbarkeit, die Verteilung innerhalb des Organismus und die 

Elimination die Konzentrationen von Pharmaka – und damit auch klinische Wirksamkeit 

sowie das Ausmaß unerwünschter konzentrationsabhängiger Arzneimittelwirkungen.

Die Transporter tragen als Komponente wichtiger Blut-Gewebe-Schranken zu einem

effizienten Schutz sensitiver Gewebe vor Xenobiotika und endogenen Metaboliten bei. 

Zwar können dadurch einerseits toxische Wirkungen reduziert, jedoch auch die Passage 

von Arzneistoffen und somit das Erreichen therapeutischer Konzentrationen innerhalb so 

geschützter 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: Überblick über einige Arzneistofftransporter mit ihrer Hauptfunktion bei 
der Disposition von Arzneistoffen (in Anlehnung an Gerloff und Roots 2003).

1.2 ABCC2 Gen und Protein MRP2

1.2.1 Struktur des ABCC2 Gens und des ABCC2 Proteins

Der hier untersuchte Arzneistofftransporter MRP2 gehört zur Subklasse MRP („multidrug 

resistance associated proteins“) der Genfamilie ABC-C und wurde 1996 zum ersten Mal 

kloniert (Büchler er al. 1996; Taniguchi et al. 1996). Das ABCC2 Gen ist auf Chromosom 

10q24 lokalisiert (Taniguchi et al. 1996). Es setzt sich aus 32 Exons zusammen und 

umspannt ca. 45 kb (Toh et al.1999; Tsujii et al. 1999; Mor-Cohen et al. 2004; 

Referenzsequenzen: AL392107.1, NM_000392).

Das membranständige Glykoprotein MRP2 enthält insgesamt 1545 Aminosäuren und 

besitzt eine Molekülmasse 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-Domänen („membrane 

spanning domaines“, MSD1, 2 und 3) formen. Innerhalb des Zytoplasmas befinden sich 

zwei evolutorisch stark konservierte Nukleotid-bindende Domänen (NBD1 und NBD2), die 

für die Bindung und Hydrolyse des ATP verantwortlich sind. Jeweils eine MSD und eine 

NBD bilden zwei homologe Hälften, die durch eine gering konservierte intrazelluläre 

Schleife miteinander verbunden sind („linker region“ L1). Dies stellt die typische Struktur 

(„core“-Struktur) eines ABC-Transporters dar, die zusätzlich am Amino-Terminus durch die 

„linker region“ L0 mit der MSD1 verbunden ist. Während der Amino-Terminus (NH2)
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extrazellulär lokalisiert ist, nimmt das Carboxy-Ende (COOH) aufgrund der ungeraden 

Anzahl transmembraner Abschnitte eine intrazelluläre Position ein (Borst et al. 1999; 

König et al. 1999; Gerk und Vore 2002; Kruh und Belinsky 2003)

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

1.2.2 Lokalisation und Funktion

Der Transmembrantransporter MRP2, der vor seiner Klonierung als „canalicular 

multispecific organic anion transporter“ (cMOAT) bezeichnet wurde, wird stark in der 

apikalen (kanalikulären) Membran von Hepatozyten exprimiert (Keppler und König 1997). 

Dort transloziert das Protein ein breites Spektrum organischer Anionen gegen einen 

Konzentrationsgradienten von der Leber in die Galle und ist für die biliäre Ausscheidung 

seiner Substrate ausschlaggebend (Keppler et al. 1997; König et al. 1999; Suzuki et al. 

2002).

Indem es eine intrazelluläre Akkumulation seiner Substrate verhindert, schützt es die 

Hepatozyten vor toxischen Einflüssen und trägt wesentlich zur biliären 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 Zugehörigkeit der ausschließlich renal eliminierten p-

Aminohippursäure (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 Bioverfügbarkeit z.B. von 

Xenobiotika auszuüben und trägt zum Schutz vor toxischen oder karzinogenen 

Substanzen bei (Suzuki et al. 2002; Dietrich et al. 2003, Gerloff and Roots 2003).

Eine ähnlich protektive Funktion erfüllt MRP2 auch durch seine Expression in der apikalen 

Membran kapillarer Endothelialzellen wichtiger Blut-Gewebe-Schranken (Tirona und Kim 

2002). So schützt es mit seiner Expression in Synzytiotrophoblasten der Plazenta den 

Fetus durch einen Auswärtstransport 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 Substratspezifität von MRP2

Die Substratspezifität des MRP2 umfasst ein breites Spektrum endogener und exogener 

organischer Anionen. Diese werden meist intrazellulär an Glutathion, Glukuronide oder 

Sulfate konjugiert und nachfolgend von MRP2 aus der Zelle transportiert. Dabei besitzt es 

vor allem mit der biliären Ausscheidung von konjugiertem Bilirubin in Form von Bilirubin-

Mono- oder –Diglukuroniden eine entscheidende physiologische Relevanz (Kamisako et 

al. 1999). Daneben ist MRP2 für die biliäre Exkretion verschiedener Gallensäuren, die 

wiederum an Glukuronide oder Sulfate gekoppelt sein können, verantwortlich (Suzuki et 

al. 2002, Trauner und Boyer 2003). Aber auch nicht-konjugierte organische Anionen 

zählen zum Spektrum seiner Substrate, wobei dieser Transport vermutlich meist im 

Kotransport mit reduziertem Glutathion (GSH) erfolgt. Mit dem zellulären Efflux von 

sowohl reduziertem (GSH) als auch oxidiertem (GSSG) Glutathion scheint MRP2 

außerdem eine Rolle bei der Regulation des intrazellulären Redoxstatus zu spielen. 

Indem es das Verhältnis von oxidiertem GSSG zu reduziertem GSH reguliert, könnte es 

zu einem zellulären Schutzmechanismus gegenüber oxidativem Stress beitragen

(Paulusma et al. 1999).

Nach der MRP2–katalysierten Sekretion von Glutathion in die Gallenflüssigkeit liegt 

dieses Substrat dort in hohen Konzentrationen vor. Die resultierende hohe Osmolarität 

stellt die treibende Kraft für 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 könnte (Borst et al. 1999; König 1999; Suzuki et al. 2002, Mizuno 

et al. 2003). Eliminationswege des Organismus sind häufig redundant angelegt, so dass 

sich z.B. durch eine überlappende Substratspezifität verschiedener Transporter 
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Kompensationsmechanismen bei Ausfall eines Weges ergeben können. Beispielsweise 

überlappen sich die Substrate von MRP2 und MRP4. 

1.2.4 Resistenz von Tumorgewebe gegenüber Chemotherapeutika

Neben der physiologischen Expression in gesunden Geweben konnte auch eine erhöhte 

Expression von MRP2 in verschiedenen Tumorgeweben nachgewiesen werden. 

Zelllinien, in welche die cDNA des humanen MRP2 transfiziert wurde, zeigten sich 

vereinzelt resistent gegenüber Zytostatika. So könnte eine Überexpression von MRP2 

innerhalb maligner Gewebe durch einen verstärkten Auswärtstransport zu einer 

erworbenen Resistenz („multidrug resistance“) der Tumorzellen gegenüber zahlreichen 

Chemotherapeutika beitragen, was eines der wesentlichen Probleme der Tumortherapie 

darstellt (Taniguchi et al. 1996; König 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 gegenüber dem MRP2-Substrat Cisplatin 

korrelierte (Hinoshita et al. 2000). Für 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 über die klinische Bedeutung 

erhöhter 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 unerwünschten Arzneimittelwirkungen zu erreichen. Um eine 

Pharmakotherapie individuell optimieren zu können, müssen 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 können zu interindividuellen Unterschieden in der Funktion oder dem 

Expressionsniveau der betroffenen Proteine führen und die Wirksamkeit und Toxizität von 

Medikamenten entscheidend beeinflussen (Nebert 1999; Meyer 2000; Roses 2000; 

Suzuki et al. 2002; Goldstein et al. 2003).

Die häufigsten genetischen Variationen sind Veränderungen einzelner Basen, die man bei 

einer Häufigkeit =1% in der Normalbevölkerung als „single nucleotide polymorphism“ 

(SNPs) bezeichnet. Die Häufigkeit solcher Allelvarianten im Genom wird auf ca. 1 SNP 

pro 300 bis 1000 Basenpaare geschätzt (Stephens et al. 2001; Salisbury et al. 2003). 

Zunehmend werden auch Mutationen und SNPs in Arzneistofftransportern als Ursache 
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hereditärer 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 häufigsten monogenen Erbkrankheiten zählt, 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-Moleküle 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 

c.3435T (Exon 26) resultiert eine signifikant geringere Expression des P-Glykoproteins

170 (P-GP 170) in Dünndarm und Niere. Diese veränderte Expression führt durch einen 

verminderten Efflux zu einer erhöhten Bioverfügbarkeit für Digoxin (Hoffmeyer 1999; 

Fromm und Eichelbaum 2002; Schwab et al. 2003). Der Polymorphismus ist nicht mit 

einer Veränderung der Aminosäuresequenz des Proteins assoziiert. 

Auch kann eine genetische Heterogenität von Arzneistofftransportern durch Auswirkungen 

auf die Pharmakokinetik eine essentielle Rolle bei der Tumortherapie spielen und eine 

Überexpression in malignen Geweben zu Resistenzen gegenüber zahlreichen 

Chemotherapeutika führen (König 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 hämatologischen 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 eingeschränkten biliären Elimination anionischer Konjugate 

assoziiert. Die intermittierend auftretende starke Verminderung der Ausscheidung von 

konjugiertem Bilirubin verursacht eine konjugierte Hyperbilirubinämie mit mildem Ikterus

bei normaler Leberfunktion. Es entwickelt sich in den Hepatozyten eine intrazelluläre 

Anreicherung eines melanin-ähnlichen Pigments, so dass eine „schwarzbraune“ 

Verfärbung der Leber auftritt (König et al. 1999; Suzuki et al. 2002). Während 

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 erhöht (normal <65%). Eine entsprechende, aber geringer 

ausgeprägte Verschiebung des Isomeren-Verhältnisses findet sich bei Konduktoren der 

Erkrankung. Das Isomeren-Verhältnis ist ein wichtiger differentaldiagnostischer Hinweis 

bei der Abgrenzung vom Rotor-Syndrom (Ben-Ezzer et al. 1971).

Tabelle 1.2 führt die bisher identifizierten Mutationen innerhalb des ABCC2 Gens auf, die 

zum DJS führen (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. Zusätzlich sind die 

Auswirkungen auf die Proteinstruktur sowie die Lokalisation innerhalb bestimmter 

funktioneller Bereiche des MRP2 dargestellt. Häufig ist bei Vorliegen der DJS-Mutationen 

das MRP2 Protein in Hepatozyten betroffener Individuen immunhistochemisch nicht mehr

oder in verminderter Konzentration in der kanalikulären Membran nachweisbar. Dafür 

können verschiedene Ursachen, wie z.B. ein rascher Abbau der mutierten mRNA, eine 

fehlende Reifung des Proteins oder Auswirkungen auf die Proteinstruktur und –stabilität

verantwortlich sein (Kartenbeck et al. 1996; Tirona und Kim 2002; Keitel et al. 2003).

Einzig bei dem Aminosäureaustausch Arg1150His (Exon 25) ist ein vollständig gereiftes 

MRP2 an korrekter Lokalisation in der apikalen Membran exprimiert. Allerdings ist die

Transportfunktion des Proteins beeinträchtigt (Mor-Cohen et al. 2001; Keitel et al. 2003).

Das Syndrom ist in Europa relativ selten, kommt aber bei einigen Ethnien häufiger vor. 

Die Häufigkeit wird bei iranischen Juden mit etwa 1:1300 angegeben. Wie bei anderen 

rezessiven Syndromen findet sich nicht selten eine Kosanguinität der Eltern von 

betroffenen Patienten. Das Syndrom ist insgesamt eine relativ milde Erkrankung, die 

außer einem intermittierenden Ikterus häufig keine wesentlichen anderen Symptome nach 

sich zieht. Der Ikterus 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
c.T1815+2A,1669Del147 Intron 13 Exon 13 skipped; Del555-611 MSD 2
c.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
c.T2439+2C,2272Del168 Intron 18 Exon 18 skipped; Del758-818 NBD 1; Walker B und C
c.C3196T Exon 23 Arg1066X (Stop) MSD 3 
c.G3449A Exon 25 Arg1150His MSD 3; TM15/TM16
c.A3517T Exon 25 Ile1173Phe MSD 3; TM15/TM16
c.C3928T Exon 28 Arg1310X (Stop) NBD 2
c.A4145G Exon 29 Glu1382Arg NBD 2 
c.4175Del6 Exon 30 Arg1392Met1393del NBD 2

Tabelle 1.1: Übersicht der ABCC2-Mutationen der cDNA, die zu einem Dubin-Johnson-
Syndrom führen (Paulusma et al. 1997; Kajihara et al. 1998; Wada et al. 1998; Kagawa et 
al. 1999; Toh et al. 1999; Tsujii 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: intrazelluläre Schleife.

1.3.3 Polymorphismen im ABCC2-Gen

Die Identifizierung von häufigen Polymorphismen im ABCC2-Gen ist eine entscheidende 

Voraussetzung, um genetisch bedingte interindividuelle Aktivitätsunterschiede des MRP2

Proteins und deren Auswirkungen auf die Pharmakokinetik zu untersuchen.

Bei einem Mutationsscreening innerhalb eines gesunden japanischen 

Bevölkerungskollektives ohne DJS wurden insgesamt fünf verschiedene genetische 

Varianten nachgewiesen. Dabei kamen die Allelvarianten c.C-24T der 5´-UTR, c.G1249A

des Exon 10 und c.C3972T des Exon 28 jeweils relativ häufig vor. Ihre Allelfrequenzen 

betrugen 18,8%, 12,5% bzw. 21,9%. Während c.G1249A zu einem Aminosäureaustausch 

Val nach Ile an Position 417 führt, verursacht der Basenaustausch c.C3972T des Exon 28 

keine Änderung der Primärstruktur (Ile1324Ile). Der Polymorphismus c.C-24T der 5´-UTR 

ist naturgemäß nicht mit einer veränderten Aminosäuresequenz verbunden. Jeweils nur 

ein einziges heterozygotes Vorkommen innerhalb des Probandenkollektives (n=48) wurde 

für die SNPs c.C2366T (Exon 18, Ser789Phe) und c.G4348A (Exon 31, Ala1450Thr) 

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 Domäne
5´-UTR c.C-24T - 5´-UTR
Exon 10 c.G1249A Val417Ile MSD 2
Exon 18 c.C2366T Ser789Phe NBD 1
Exon 28 c.C3972T Ile1324Ile near NBD 2
Exon 31 c.G4348A Ala1450Thr NBD 2,Walker C

Tabelle 1.2: Darstellung der Polymorphismen innerhalb japanischen 
Probandenkollektives, welche nach bisherigen Erkenntnissen nicht mit dem Auftreten 
eines DJS verknüpft sind (Ito et al. 2001).

Bei einer weiteren Mutationsanalyse in der DNA von 72 Zelllinien, die aus menschlichen 

Tumoren etabliert wurden, konnten die häufig in der japanischen Bevölkerung 

nachgewiesenen Allelvarianten (c.C-24T, c.G1249A und c.C3972T) bestätigt werden. Von 

den übrigen, 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 Veränderung der Aminosäuresequenz 

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 durchgeführt, da zwischen verschiedenen Ethnien häufig Unterschiede im 

Vorkommen von Polymorphismen bestehen und bislang lediglich Informationen zum 

Vorkommen von Polymorphismen bei Japanern verfügbar waren.

Die Detektion der Allelvarianten erfolgte mit einer Einzelstrang-Konformationsanalyse 

(SSCP: „single-strand conformational polymorphism“) der PCR-Produkte mit 

anschließender Sequenzierung. Die Allelfrequenzen sollten ermittelt werden und die Allele 

auf Kopplungen zu Haplotypen untersucht werden. Die Ergebnisse stellten die Grundlage 

einer weiterführenden Studie der Arbeitsgruppe dar, welche die pharmakokinetischen 

Auswirkungen der SNPs bei Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukämie auf die 

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

Die Studie wurde der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Friedrich-

Alexander Universität Erlangen-Nürnberg zur Begutachtung vorgelegt und ihrer 

Durchführung ohne weitere Auflagen zugestimmt.

2.1 Patientenauswahl und Gewinnung der Proben

Zur Gewinnung geeigneter DNA haben wir auf Blutproben gesunder kaukasischer 

Probanden zurückgegriffen, die bereits am Lehrstuhl für Pharmakologie und Toxikologie 

der Friedrich-Alexander Universität Erlangen-Nürnberg 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 „QIAamp Blood Midi Kit“ (Qiagen, Hilden), der 

auf einer Silicat-Matrix basiert. Durch pH-Wert Änderungen und Veränderungen des 

Ethanolgehaltes der Pufferlösungen 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 µl QUIAGEN Protease-

Stammlösung und 2,4 ml Lyse-Puffer AL (Qiagen, Hilden) in einem Zentrifugenröhrchen 

gründlich gemischt und 10 Minuten bei 70°C im Wasserbad inkubiert. Nach Mischen mit 

2 ml absolutem Ethanol wurden zunächst 3,3 ml der Lösung auf eine QIAamp Midi Säule 

pipettiert und 3 Minuten bei 3000 rpm und 18°C zentrifugiert. Mit der restlichen Lösung 

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 Säule in einem Trockenschrank 10 Minuten bei 70°C inkubiert. 

Die Säule wurde schließlich in ein weiteres Zentrifugenröhrchen platziert, ehe die DNA 

durch Zugabe von 300 µl aqua ad injectabilia, einer Inkubation von 5 Minuten bei 

Raumtemperatur und anschließender Zentrifugation von 5 Minuten bei 4000 rpm eluiert 

wurde. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt, um die Konzentration der DNA zu 

erhöhen. Die eluierte DNA wurde schließlich bei –20°C bis zur weiteren Analyse gelagert.

2.3 Quantifizierung der DNA

Die Konzentration der DNA in Lösung wurde durch spektrophotometrische Bestimmung
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(SmartSpek 3000, BioRad GmbH, München) der optischen Dichte (OD) bei einer 

Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Bei 260 nm entspricht eine OD von 1 einer 

Konzentration von 50 µg doppelsträngiger DNA/ml. Zur Abschätzung der Reinheit der 

Präparation wurde zusätzlich die OD bei 280 nm gemessen. Der OD260/OD280-Quotient 

der Proben sollte im Bereich von 1,8 – 2,0 liegen. Zur Messung wurden 20 µl jeder Probe

in 180 µl aqua ad injectabilia verdünnt. Gemessen wurde in Quarzküvetten. Die Menge an 

DNA errechnete sich nach folgender Formel:

µg DNA/ml = OD260 nm x 50 µg/ml x 10 (Verdünnungsfaktor)

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 für gezielte 

Untersuchungen auf Polymorphismen. Das Verfahren beruht auf der Hybridisierung 

sequenzspezifischer Oligonukleotide (Primer) an eine Nukleinsäure-Matrize. Von deren 

3´-Ende ausgehend synthetisiert eine DNA-Polymerase einen neuen DNA-Strang, dessen 

Größe durch die Wahl eines gegenläufig orientierten Primers gezielt bestimmt werden 

kann. Eine zyklische Wiederholung dieses Vorganges führt zur exponentiellen 

Amplifizierung der Matrize. Wesentlich ist die Thermostabilität der DNA-Polymerase, die 

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

2.4.2 Versuchsdurchführung

Zur Amplifizierung der jeweiligen Exons wurde eine standardisierte PCR mit dem unten 

genannten Reaktionsansatz (Tabelle 2.2) sowie optimierten Reaktionsbedingungen 

durchgeführt. Die Primersequenzen wurden so gewählt, dass die Amplifikate jeweils die 

veröffentlichten Exon-Intron-Grenzen aller 32 Exons des humanen ABCC2 einschließen. 

(Taniguchi et al. 1996; Toh et al. 1999; Ito et al. 2001). Die Primersequenzen in 5´-3´-

Richtung und die Größe der amplifizierten PCR-Produkte sind in Tabelle 2.1 aufgeführt.

Die Primer wurden von MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen.
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Exon Primer (Forward), 5’ – 3’ 3´-Primer (Reverse) , 5’ – 3’ Größe 
[bp]

Annealing 
[°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 Basenpaarlänge des amplifizierten PCR-Produktes sowie die 
experimentell ermittelte optimale „annealing“-Temperatur [°C] aufgeführt. Die Orientierung 
Forward bzw. Reverse bezieht sich auf den kodierenden Strang.

Der nachfolgende Reaktionsansatz (Tabelle 2.2) versteht sich als Ansatz für eine einzelne 

Probe, wobei für eine höhere Probenzahl n jeweils ein n-facher Ansatz berechnet wurde. 

Zur Verringerung von Pipettierfehlern wurden die Komponenten für den PCR-Ansatz mit 

Ausnahme des Templates (DNA-Lösung) für alle Proben in einem 2 ml Eppendorf-Gefäß

gemischt. Von dieser Gesamtlösung (Master-Mix) wurden pro Ansatz je 14 µl entnommen 

und zusammen mit 1 µl DNA-Edukt in ein PCR-Gefäß (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 [µl]
Aqua ad injectabilia 9,51
Puffer Y (10 x) 1,5
MgCl2 0,9
dNTP-Mix (2,5 mM) 1,5
Primer-Mix: 5‘- und 3‘-Primer (50µM) 0,24
Polymerase PeqLab (2,5 U/µl) 0,35
Summe 14
DNA-Template (50-100 ng) 1
Endvolumen 15

Tabelle 2.2: Reaktionsansatz zur Durchführung der PCR einer einzelnen DNA-Probe. Für 
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-Doppelstränge führt. Im mehrmals durchlaufenen 

Amplifikationszyklus kommt es zur Hybridisierung der Primer und nachfolgend zu einer 

Verlängerung der Nukleotidketten im Temperaturoptimum der Polymerase. Eine 

abschließende Kettenverlängerung (final extension) beendet den PCR Vorgang.

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 7 min 1

95°C 30 sek
Zyklische 

Amplifikation Primer-Spezifisch 45 sek 35

72°C 1 min
Final extension 72°C 7 min 1

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

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde zu Beginn mittels 

Temperaturgradienten-PCR für jedes einzelne Exon die optimale Temperatur der 

Amplifikation ermittelt, welche in Tabelle 2.1 einzeln als „Annealing“-Temperaturen 

aufgeführt sind. Die Optimierung dieses Parameters ist für die Spezifität der PCR 

unerlässlich, da zu niedrig gewählte Temperaturen zu einer unspezifischen Hybridisierung 

der Primer mit anderen Sequenzbereichen der Matrizen-DNA führen kann. Als 

Anhaltspunkt für die Bestimmung der „annealing“-Temperatur kann die 

Schmelztemperatur (Tm) 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-Durchführung Negativkontrollen mitgeführt. Diese enthielten H2O anstatt 

genomischer DNA. Eventuelle Verunreinigungen durch PCR-Produkte oder genomische 

DNA wurde auf diese Weise ausgeschlossen.

2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der Größe des amplifizierten PCR-Produktes, zum Ausschluss eventueller 

Nebenprodukte und zur Prüfung der PCR-Bedingungen wurde eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgeführt. Zur Herstellung von 2,5% Agarose-Gel wurden pro 

100 ml 1x TAE jeweils 2,5 g DNA-Agarose (Peq Gold Universal-Agarose, PeqLab, 

Erlangen) durch mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle bis zur Homogenität gelöst und 

anschließend 20 µl verdünnte Ethidiumbromidlösung (1:10) hinzugegeben. Das 

Ethidiumbromid im Agarose-Gel interkaliert in die DNA und ermöglicht unter Anregung mit 

UV-Licht die Visualisierung der fluoreszierenden Banden.

Es wurden 3 µl des Amplifikates zusammen mit 2 µl 6-fach Probenauftragspuffer und 7 µl 

aqua ad injectabilia (Endkonzentration des Puffers 1x) auf das Agarose-Gel aufgetragen 

und elektrophoretisch getrennt. Die jeweilige Größe der PCR-Produkte wurde mittels 

eines 100 bp Größenstandards ermittelt und die Banden photographisch dokumentiert 

(Gel Doc 2000 Gel Documentation System, BioRad, München). Zur weiteren analytischen 

Verwendung der PCR-Produkte wurden die verbleibenden 12 µl nach Hinzufügen von 1 µl 

Glykogen (1 µg/µl; PeqLab, Erlangen) durch Zugabe des dreifachen Volumens von

absolutem Alkohol ausgefällt. Nach 20 Minuten Inkubation bei -20 °C folgte eine 15-

minütige Zentrifugation bei 4 °C und 15.000 rpm. Nach Absaugen des Überstandes und 

anschließendem Trocknen der ausgefällten DNA bei Raumtemperatur wurde das Produkt 

in 10 µl aqua ad injectabilia aufgelöst.

2.6 Single-strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse

2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die elektrophoretische Trennung bei der SSCP-Analyse nutzt die unterschiedliche 

Mobilität der durch Denaturierung aufgetrennten Einzelstrang-DNA, welche abhängig von 

ihrer Nukleotidsequenz jeweils spezifische Konformationen annehmen. Bereits geringe

Abweichungen der Sequenz können durch differierende räumliche Konformation zu 

unterschiedlichem Laufverhalten und somit einer elektrophoretischen Trennung innerhalb 

einer Gelmatrix führen. So kann sich durch eine Punktmutation ein neues, vom Wildtyp 

abweichendes Bandenmuster ergeben. Je größer 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 

Einzelstränge voneinander getrennt und durch schnelles Abkühlen auf Eis eine erneute 

Reassoziation verhindert. Jeder Einzelstrang nimmt für ihn thermodynamisch günstige 

Strukturen an, wobei teil-komplementäre Regionen durch Rückfaltung interne 

doppelsträngige Helices bilden können, die durch einzelsträngige, Schleifen bildende 

Bereiche („loops“) verbunden sind.

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

2.6.2 Versuchsdurchführung

Für alle SSCP-Gele wurde eine Protean II Elektrophorese-Einheit mit vertikalem 

Gelsystem der Firma Biorad verwendet, deren 35 x 43 cm große Glasplatten mit 70%igem 

Ethanol gereinigt wurden, um ein leichtes Ablösen der Gele zu gewährleisten. 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 gründlich vermischt. Nach 

anschließender Zugabe der Polymerisations-Katalysatoren in Form von 300 µl 10%igem 

Ammoniumperoxodisulfat (APS, BioRad, München) und 20 µl Tetramethyl-Ethylen-Diamin 

(TEMED, Merck, Darmstadt) wurde das Gel zwischen die vorbereiteten Glasplatten 

gegossen, der Probenauftragskamm eingebracht und nach erfolgter Polymerisation in die 

Pufferkammer überführt.

Zur Probenvorbereitung wurden 1,5 µl des durch Ethanol-Fällung aufgereinigten PCR-

Produktes mit 13,5 µl Denaturierungspuffer (95%iges Formamid zur Denaturierung und je 

0,025%iges Bromphenolblau und Xylencyanol zur Farbmarkierung) in einem 1,5 ml 

Eppendorf-Gefäß gründlich vermischt. Zur Denaturierung wurde die Probe bei 95°C für 5 

Minuten in einem Thermoblock (Firma Eppendorf, Hamburg) erhitzt und anschließend 

umgehend auf Eis gestellt. Nach dem Auftragen der Proben in die Taschen des Gels

wurden die Einzelstränge elektrophoretisch getrennt. Hierfür wurde eine konstante 

Spannung von 250 V (Powerpac3000, Biorad, München) für ca. 4-6 Stunden angelegt, bis 

die Probe etwa zu ¾ 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 

Verdünnungsverhältnis des Denaturierungspuffers als auch das Temperaturoptimum in 

vergleichenden Optimierungsschritten bestimmt. Um eine scharfe Bandendarstellung in 

der Silbernitratfärbung zu gewährleisten, sollten möglichst geringe Konzentrationen an 

DNA eingesetzt werden. Deshalb wurde in einer Verdünnungsreihe zunächst das optimale 

Verdünnungsverhältnis bestimmt, wozu zwei zufällig ausgewählte Proben in 

aufsteigendem Verdünnungsverhältnis auf ein Gel aufgetragen und gefärbt wurden. Dabei 

ergab die Verdünnung 1:10 in der Regel die schärfsten und deutlichsten Banden. Als 

Temperaturoptimum bei der Elektrophorese wurde 15°C ermittelt, weswegen stets eine 

Wasserkühlung an die Elektrophorese-Kammer angeschlossen wurde.

2.7 Silbernitratfärbung

Insbesondere zur Färbung von Einzelstrang-DNA ist die Silbernitratfärbung als eine sehr 

sensitive Methode etabliert (Russel et al. 1997). Das verwendete Färbeprotokoll umfasste 

mit Fixation, Färbung, Entwicklung, Anhalten der Entwicklung, abschließender 

Imprägnierung und Trocknung des Gels insgesamt sechs Arbeitsschritte. Nach 

Beendigung der Elektrophorese und Entfernung des Gelträgers aus der Pufferkammer 

stellte der erste Schritt die Fixierung der DNA im Gel dar. Dazu wurde eine Fixierlösung 
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aus 37,5 ml Ethanol, 12,5 ml Essigsäure und 200 ml Wasser in einer Glasschale in der 

Mikrowelle auf 50°C erhitzt. Anschließend wurde das Gel 45 Minuten lang in der warmen 

Fixierlösung 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 Silbernitratlösung, der 200 µl 37%iges 

Formaldehyd (Merck, Darmstadt) hinzugefügt worden waren. Darin wurde das Gel für 45 

Minuten langsam bewegt und nachfolgend die Färbelösung entfernt. Im dritten 

Arbeitsgang wurde das Gel mit einer Entwicklerlösung aus 50 ml 10%

Natriumcarbonatlösung (Na2CO3), 150 ml H2O bidest, 150 µl 3% Natrium-Thiosulfatlösung

(Na2S2O3) und 200 µl 37%iger Formaldehydlösung 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 Färbung bzw. zum Entsilbern wurde das Gel für 

15 Minuten in 250 ml Stopplösung (2% Glycin, 0,5% Na2EDTA) inkubiert. Im letzten Schritt 

wurde das Gel mit einer 10%igen Glycerol Lösung (25 ml Glycerol und 225 ml Aqua 

bidest.) imprägniert. Zum Trocknen wurde das Gel vorsichtig zwischen zwei 

wasserdurchlässige Cellophan-Folien in einen Geltrockner (BioRad, München) übertragen 

und unter Vakuum bei 80°C für 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 komplementäre 

Strang enzymatisch synthetisiert, wobei dabei von der 3´-Hydroxygruppe des 

Sequenzierprimers ausgegangen wird. Dem Reaktionsansatz zugefügte 2´, 3´-

Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs) führen bei ihrem Einbau in die Matrix zu einem 

Kettenabbruch, da aufgrund ihrer fehlenden 3´-Hydroxygruppe keine weiteren Nukleotide 

angefügt werden können. Somit erhält man eine Mischung von DNA-Fragmenten 

unterschiedlicher Kettenlänge, deren 5´-Ende der Sequenzierungsprimer bildet, während 

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 Sequenziergerätes (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 können. Zum Vergleich der aberranten 

Strukturen mit der Wildtyp-Sequenz und zur Bestätigung einer korrekten Amplifikation der 

jeweiligen Exons wurden exemplarisch mehrere, zufällig ausgewählte Proben mit 

Wildtypmuster in der SSCP sequenziert und anschließend mit der veröffentlichten 

Sequenz (Referenzsequenzen AL392107.1 von genomischer DNA und NM_000392 von 

cDNA) abgeglichen.

2.8.3 Versuchsdurchführung

Um bei der Durchführung der Sequenzierungsreaktion der ausgewählten Exons nur eine 

lineare Amplifikation mit ausschließlich einzelsträngigen 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 anschließende Sequenzierreaktion eingesetzt werden. Die 

Reaktionen wurden mit dem Sequenziermix „Big Dye“ (Firma ABI, Darmstadt)

durchgeführt, welcher bereits dNTPs, mit Fluoreszenzfarbstoff markierte ddNTPs, MgCl2, 

Puffer und Polymerase in den benötigten Konzentrationen enthält. Als 

Sequenzierungsprimer wurden die Oligonukleotide der Tabelle 2.1 verwendet. 

Folgender Reaktionsansatz der Tabelle 2.4 stellte sich nach durchgeführten 

Verdünnungsreihen der zugegebenen Primer bzw. der DNA-Templates als optimal heraus. 

Der Reaktionsansatz versteht sich als Ansatz für eine Probe und wurde für eine höhere 

Probenzahl n entsprechend n-fach berechnet.

Reagenzien Volumen [µl]
Premix (Big Dye) (10 µM) 2
5‘- oder 3‘-Primer (10 µM) 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 für 15 Sekunden folgt der 30 Mal wiederholte Hauptzyklus. 

Dieser beginnt mit einer Denaturierung bei 96°C für zehn Sekunden und einer 

Primerhybridisierung für fünf Sekunden bei der für jedes Exon spezifischen „annealing“-

Temperatur (siehe Tabelle 2.1). Eine abschließende Kettenverlängerung bei 60°C für 4 

Minuten dient der Anlagerung der dNTPs bzw. ddNTPs. Abschließend werden die Proben 

bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung gekühlt.

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 96°C 15 sek 1

96°C 10 sek
Hauptzyklus „annealing“-Temp. 5 sek

60°C 4 min
30

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 Ethanolfällung 

unterzogen. Zu 10 µl Sequenzier-Produkt wurden 90 µl aqua ad injectabilia, 10 µl 3 M 

Natriumacetat-Lösung (pH 5,2) sowie 0,5 µl Glykogen (Peqlab, Erlangen) als Schlepper 

hinzugegeben und zur Fällung mit 250 µl 96%igem Ethanol vermischt. Nach sorgfältigem 

Mischen wurden die Proben für 20 Minuten bei 4°C inkubiert und anschließend bei 15.000 

rpm für 15 Minuten zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen des Überstandes wurde 

das Pellet in einem zweiten Reinigungsschritt in 300 µl Ethanol (70%) aufgenommen, um 

den Salzgehalt und den Gehalt an nicht inkorporierten Nukleotiden weiter zu verringern. 

Wiederum wurden die Proben bei 4°C für 10 Minuten mit 15.000 rpm zentrifugiert und der 

Überstand entfernt. Zur Entfernung eventuell vorhandener Ethanolreste wurde das 

verbleibende Pellet abschließend getrocknet, ehe es in 20 µl 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 für 2 min bei 95°C denaturiert, ehe sie 

umgehend auf Eis gekühlt und abschließend kräftig gemischt wurden. Die 

Sequenzierungen erfolgten in der Kinderklinik der Friedrich-Alexander Universität, 

Erlangen.
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2.8.6 Auswertung der Sequenzen

Die ausgewählten Sequenzen, die in der SSCP-Analyse Abweichungen ergaben, wurden 

mit den Wildtyp-Sequenzen und der veröffentlichten Sequenz des MRP2 optisch 

abgeglichen, um eventuelle Polymorphismen feststellen zu können. Dabei ließ sich ein 

homozygotes Vorliegen eines Basenaustausches von einem heterozygotem durch 

entsprechende Abweichungen im Peak-Muster unterscheiden. Sämtliche 

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 Bestätigung gefundener Punktmutationen wurde eine Analyse von Restriktons-

Fragment-Längen-Polymorphismen (RFLP) vorgenommen. Hierfür wurden entsprechend 

des Basenaustausches geeignete Restriktionsendonukleasen gesucht, die eine 

Differenzierung zwischen den Allelvarianten ermöglichten. Diese Unterscheidung basiert 

auf dem mutationsbedingten Vorhandensein oder Fehlen von Schnittstellen der jeweiligen 

Restriktionsenzyme. Die Bestimmung der Größe der Restriktionsfragmente erfolgte

mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2.9.2 Versuchsdurchführung

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) gemäß der vom Hersteller 

angegebenen, optimalen Reaktionsbedingungen geschnitten. Dabei wurden die Art des 

Puffers, die Temperaturoptima und die Inkubationszeit berücksichtigt, um den 

Aktivitätsgrad der Enzyme zu optimieren und somit einen möglichst vollständigen und 

spezifischen Verdau zu gewährleisten. Der exemplarisch für eine Enzymmenge von 5 U 

aufgeführte Reaktionsansatz (Tabelle 2.6) versteht sich als Ansatz für eine Probe. Für 

eine entsprechend höhere Probenzahl n wurde ein n-facher Ansatz berechnet. Bei 

höheren benötigten Enzymkonzentrationen (U/µl) wurde die eingesetzte Enzymmenge 

entsprechend geändert und mit inverser Volumenänderung des aqua ad injectabilia

ausgeglichen. Die eingesetzten PCR-Produkte sollten mindestens 200 ng DNA enthalten. 

Bei Proben mit DNA-Konzentrationen <50 ng/µl wurden die eingesetzten Volumina von 
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gelöster DNA entsprechend erhöht.

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

Tabelle 2.6: Reaktionsansatz für Restriktionsenzymverdau

Die Reaktionsbedingungen der verwendeten Restriktionsendonukleasen zeigt Tabelle 2.7:

Enzym Menge Temperaturoptimum Puffer
Bbs1 5 U 60°C Puffer 2
Msp1 20 U 37°C Puffer 2
Fsp1 5 U 37°C Puffer 4

Fnu4H1 5 U 37°C Puffer 4
BstU1 10 U 60°C Puffer 2
Msl1 5 U 37°C Puffer 2
Mnl1 5 U 37°C Puffer 2
Aci1 10 U 37°C Puffer 3
Pst1 5 U 37°C Puffer 2
Hinf1 3 U 37°C Puffer 4

Tabelle 2.7: Reaktionsbedingungen der Restriktionsendonukleasen zur Bestätigung der 
gefundenen Polymorphismen

Nach erfolgter Inkubation für je 12 Stunden (bei 37°C im Brutschrank; bei 60°C im 

Thermocycler mit eingeschaltetem „Hotlid“) wurden die enzymatisch erzeugten Fragmente 

mittels Agarose-Gelelektrophorese gemäß 2.5 visualisiert. Hierfür wurden auf ein 

2,5%iges DNA-Agarose-Gel je 15 µl des Restriktionsansatz zusammen mit 3 µl 

Probenauftragspuffer (6x) vermischt und nach elektrophoretischer Trennung 

photographisch dokumentiert. Wiederum diente ein 100 bp Größenstandard zur 

Größenbestimmung der getrennten Fragmente.

2.10 Allelspezifische PCR

2.10.1 Theoretische Grundlagen

Verbleibende Mutationen, die nicht mit einem Restriktionsenzymverdau bestätigt werden 

konnten, wurden mit einer allelspezifischen PCR nachgewiesen. Das Prinzip der 

allelspezifischen Amplifikation beruht auf dafür 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 singuläre 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 zusätzlichen Basenfehlbindungen, so kann dies eine 

effiziente Primerhybridisierung und damit auch Amplifikation verhindern. Um diese 

Bedingungen zu erfüllen, müssen zwei gleichgerichtete Oligonukleotide die Base der 

Wildtypsequenz respektive die ausgetauschte Base der Variante an ihrem 3´-Ende 

enthalten. Zusätzlich wird jeweils die drittletzte Base komplementär verändert, wodurch je 

nach Vorliegen von Wildtypsequenz oder varianter Sequenz ein oder zwei „mismatches“ 

entstehen. Kommt es zur Abweichung nur einer Base ist eine Amplifikation möglich, 

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

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 hierfür entweder der upstream 

oder downstream-Primer verwendet, um durch eine ausreichende Kettenlänge des 

Amplifikats eine problemlose PCR und Analyse zu gewährleisten. Tabelle 2.8 verdeutlicht, 

wie eine eindeutige Differenzierung des Genotyps ermöglicht wird (Amplifikation 

erfolgreich: „+“; keine Amplifikation erfolgt: „-“).

Mutations-Sequenz (A � C) 5‘-XXX XXX A T c XXX XXX -3‘

Mutationsspezifischer Primer 5‘-XXX XXX  t T c -3‘ Amplifikation erfolgreich

Wildtypspezifischer Primer 5‘-XXX XXX  t T a -3‘ Keine Amplifikation

Wildtyp Sequenz 5‘-XXX XXX A T a XXX XXX -3‘

Mutationsspezifischer Primer 5‘-XXX XXX  t T c -3‘ Keine Amplifikation

Wildtypspezifischer Primer 5‘-XXX XXX  t T a -3‘ Amplifikation erfolgreich
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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 Versuchsdurchführung

Die allelspezifische PCR wurde für die jeweiligen Exons gemäß 2.4 mit identischem 

Reaktionsansatz, Zyklerbedingungen und „annealing“-Temperaturen (Tabellen 2.2 und 

2.3) durchgeführt. Die Ergebnisse der PCR wurden, wie in 2.5 beschrieben, auf einem 

2,5%igen Agarose-Gel beurteilt und zur Differenzierung ein 100 bp Größenstandard 

verwendet. Für jede zu bestätigende Mutation waren zur Differenzierung des Genotyps je 

zwei parallele PCR-Reaktionen mit den allelspezifischen Primern notwendig. Als jeweils 

dazu gegenläufige Primer dienten die bereits in 2.4 zur Anwendung gekommenen 

Oligonukleotide (Tabelle 2.1). Die allelspezifischen Oligonukleotide sind im Ergebnisteil 

unter 3.34 (Tabelle 3.3) aufgeführt.

Die optimalen „annealing“-Temperaturen wurden für jeden Polymorphismus empirisch 

durch eine Temperaturgradienten-PCR ermittelt und sind ebenfalls in Tabelle 3.3

aufgeführt. Abbildung 2.3 zeigt exemplarisch die Ergebnisse einer Temperaturgradienten-

PCR für 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, während 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 

übersetzt. Somit ist ein Genotyp, der allein durch SNPs charakterisiert wird, zur 

Vorhersage des Phänotyps u.U. nur bedingt aussagekräftig, 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-Stränge beider homologer Chromosomen kann die Kopplung aufgehoben 

werden und der Grad der Kopplung sinkt. Je größer die Distanz zweier Genorte und je 

älter der DNA-Abschnitt sind, umso höher ist die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination 

(Salisbury et al. 2003). 

Die Haplotypenanalyse wird in der Regel durch statistische Methoden durchgeführt, da 

eine Amplifikation eines gesamten Allels unter Einschluss der Introns aufgrund der Größe 

des Abschnitts auf der DNA häufig nicht möglich ist. Diese Situation lag auch bei der 

vorliegenden Untersuchung vor, da das ABCC2-Gen 45 kB umspannt und 

dementsprechend eine direkte Amplifikation eines vollständigen Allels nicht leicht möglich 

ist. In der vorliegenden Arbeit wurde das frei zugängliche Programm Arlequin (Schneider 

w/w

54 °C 56 °C 58 °C 60 °C

w/m

W PW P M P W PW P

w/w w/w w/ww/w w/w w/ww/w w/m w/m w/m w/m w/m w/m w/m

M P M P M P
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et al. 2001; http://lgb.unige.ch/arlequin/ ) verwendet. Das Programm errechnet die 

Wahrscheinlichkeit ausgehend von der Nullhypothese einer nicht-bestehenden Kopplung 

zweier Marker und reduziert die theoretisch möglichen Kombinationen auf die kleinste 

Zahl von Haplotypen, die die beobachteten Markerkombinationen erklären.

2.12 Reagenzienliste

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE):

324g Tris Base, 165g Borsäure und 120ml EDTA(0,5M; pH 8,0) ad 3l aqua bidest. gelöst 

(Endkonzentration 10x), zum Gebrauch meist 1:20 mit aqua bidest. verdünnt 

(Endkonzentration 0,5x)

10% Ammoniumperoxodisulfat (APS):

0,2g Ammoniumperoxodisulfat ad 2ml H2O

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (Endkonzentration 1x):

242g Tris-Base, 37,2 g Na2EDTA *2H2O und 57,1 ml konzentrierte Essigsäure in 1L aqua 

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

Ethidiumbromid-Stammlösung:

10 mg (1 Tablette) in 1ml aqua ad injectabilia gelöst; Gebrauchslösung: 1:10 mit aqua ad 

injectabilia verdünnt 

Probenauftragspuffer für DNA Agarose-Gelelektrophorese:

50 mg Bromphenolblau, 25 mg Xylencyanol und 37,8 g Glycerin (30%) in 100 ml aqua 

bidest. gelöst und steril filtriert (Endkonzentration 6x).

Stammlösungen für die Silbernitratfärbung:

Färben:

2% Silbernitrat Lösung:

2 g AgNO3 ad 100 ml aqua ad injectabilia

Entwickeln:

10%ige Natriumcarbonat Lösung:

50 g Na2CO3 ad 500 ml aqua ad injectabilia

3%ige Natriumthiosulfat Lösung:

7,5 g Na2S2O3 ad 250 ml aqua ad injectabilia

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

20 g Glycin und 5 g Na2EDTA ad 1 l aqua ad injectabilia

SSCP-Denaturierungs- und Probenauftragspuffer: 

9,5 ml Formamid (95%) und 100 µl 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 Geräte

Elektrophoresekammern/ -blotkammern 

(Mini Trans-Blot Cell) Bio-Rad, München

Elektrophorese-Kammern und Zubehör: 

Elektrophorese-Spannungsgeräte (Power Pac 300) Bio-Rad, München

Gel Doc 2000 Gel Documentation System Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München

Kolbenhubpipetten Eppendorf, Hamburg

MicroAmp optical tubes und caps Applied Biosystems, Weiterstadt

DNA Thermal Cycler Perkin Elmer

Photometer (Smart Spec 3000) Bio-Rad, München

Pipetten Sarstedt, Nümbrecht

Pipettierhilfen (Easypet) Eppendorf, Hamburg

Quarzglasküvetten Hellma, Mühlheim

Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht

Rollmischer (Assistent RM 5) Glaswarenfabrik Karl Hecht KG 

"Assistent", Sondheim/Rhön

Thermoblöcke (Thermomixer compact) Eppendorf, Hamburg

USF Reinstwassersystem USF Deutschland, Ransbach-

Baumbach

Vortexer (Vortex-Genie 2) Scientific Industries, Bohemia, 

USA

Zentrifugenröhrchen Sarstedt, Nümbrecht
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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 

durchgeführt. In der nachfolgend gezeigten Abbildung 3.1 der Agarose-Gelelektrophorese 

bestätigt der aufgetragene 100 bp Größenstandard (M) die Länge 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 Größe von 210 bp, 
Amplifikation bei 52°C . 

Bei Vergleich der unterschiedlichen Banden der SSCP-Analyse gemäß 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 für einen 

heterozygoten Genotyp mit einem Wildtyp- und einem selteneren Allel, während 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 bestätigt werden (Abbildung 3.2 B). 

Dabei konnte das seltener vorkommende Bandenmuster der gefundenen Variante

zugeordnet werden.
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1 2 9876543 10
A: SSCP

w/m  C-24T 

T G   C T   T 

w/w  -24C  m/m  -24T 

T  G   T T    T T G C/T T   T 

B: Sequenzierung

w/w m/mw/m

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.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-Häufigkeiten:

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 Bestätigung des Polymorphismus wurde eine Restriktionsfragment-Längen-

Polymorphismus-Analyse durchgeführt, die auch für spätere, groß angelegte 

Polymorphismus-Untersuchungen ein schnelles und zuverlässiges Screening auf das 

seltenere Allel c.-24T ermöglicht. Als geeignete Restriktionsendonuklease wurde das 

Enzym Bbs1 verwendet, welches bei 60°C sein Aktivitätsoptimum 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, während 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 vollständigen Verdau auf, während die einzige Probe mit 

homozygotem Vorliegen des selteneren Allels c.-24T (m/m) ausschließlich das 210 bp 

Fragment zeigt.

M1 M2 w/m w/m m/m w/w w/w

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 (Größe: 210 
bp), während bei Heterozygotie (w/m) je ein unverdautes Allel (210 bp) sowie die 
geschnittenen Fragmente (Größen: 60 und 150 bp) auf dem Agarose-Gel nachweisbar 
sind. Bei Homozygotie für das Wildtyp-Allel (w/w) werden die PCR-Produkte vollständig 
geschnitten.

3.2 Exon 2

Die PCR wurde mit den in Tabelle 2.1 genannten Oligonukleotiden und einer optimalen 

„annealing“-Temperatur von 52°C durchgeführt. Die Amplifikation ergab das zu 

erwartende Produkt mit einer Größe 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 ergänzt. Die SSCP-Analyse zeigte keine 

aberranten Banden (Abbildung 3.4). Exemplarisch sequenzierte Produkte wurden mit der 

veröffentlichten Sequenz des MRP2 abgeglichen und bestätigten eine korrekte 

Amplifikation des Exons 2. Abweichungen von der publizierten Normalsequenz wurden 

nicht gefunden.

Proben 1 – 20 

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

Die Länge des Amplifikats beträgt 189 bp. Während 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 zufällig ausgewählte Proben 

sequenziert, wobei der Vergleich mit der veröffentlichten Sequenz eine vollständige 

Kongruenz ergab.

Proben 1- 20

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 Einzelstränge aufzuweisen, da die in der SSCP-Analytik dargestellten 

Bandenmuster keine Verschiedenartigkeit zeigten. Die Sequenz des 280 bp großen 

Produktes war mit den veröffentlichten Originalsequenzen übereinstimmend. Folgende 

exemplarisch gezeigte Bandenmuster der SSCP-Analyse in Abbildung 3.6 erweckten 

nicht den Verdacht eines Polymorphismus.

Proben 1 – 17 

Abbildung 3.6: Homogenes Bandenmuster bei SSCP-Analyse der PCR-Produkte des 
Exons 4 ohne Hinweise auf unterschiedliche konformationsbedingte 
Mobilitätseigenschaften der Einzelstränge.

3.5 Exon 5

Das in Abbildung 3.7 abgebildete Agarose-Gel bestätigt eine erfolgreiche Amplifikation 

des Exons 5. Das Exon ist mit 108 Nukleotiden vollständig im Produkt enthalten und 

wurde zusammen mit 96 Nukleotiden in 5´-Richtung sowie 27 Nukleotiden in 3´-Richtung 





















































































































































mailto:ralfgoeres@gmx.de





	1 Einleitung
	1.1 Transporter und Arzneistoffe
	1.1.1 Passage von Permeationsbarrieren
	1.1.2 Klassen von Arzneistofftransportern
	1.1.3 Einfluss der Arzneistofftransporter auf die Pharmakotherapie

	1.2 ABCC2 Gen und Protein MRP2
	1.2.1 Struktur des ABCC2 Gens und des ABCC2 Proteins
	1.2.2 Lokalisation und Funktion
	1.2.3 Substratspezifität von MRP2
	1.2.4 Resistenz von Tumorgewebe gegenüber Chemotherapeutika

	1.3 Genetische Polymorphismen von MRP2
	1.3.1 Genetisch bedingte Unterschiede bei Arzneistofftransportern
	1.3.2 Das Dubin-Johnson-Syndrom (DJS)
	1.3.3 Polymorphismen im ABCC2-Gen

	1.4 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

	2 Material und Methoden
	2.1 Patientenauswahl und Gewinnung der Proben
	2.2 DNA-Extraktion
	2.3 Quantifizierung der DNA
	2.4 Standard-PCR
	2.4.1 Theoretische Grundlagen
	2.4.2 Versuchsdurchführung

	2.5 Agarose-Gelelektrophorese
	2.6 Single-strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse
	2.6.1 Theoretische Grundlagen
	2.6.2 Versuchsdurchführung
	2.6.3 Optimierung

	2.7 Silbernitratfärbung
	2.8 DNA-Sequenzierung
	2.8.1 Theoretische Grundlagen
	2.8.2 Auswahl der Proben
	2.8.3 Versuchsdurchführung
	2.8.4 Aufreinigung der Produkte der Sequenzierungs-PCR
	2.8.5 Probenauftrag
	2.8.6 Auswertung der Sequenzen

	2.9 Restriktionsverdau
	2.9.1 Theoretischer Hintergrund
	2.9.2 Versuchsdurchführung

	2.10 Allelspezifische PCR
	2.10.1 Theoretische Grundlagen
	2.10.2 Versuchsdurchführung

	2.11 Haplotypenanalyse
	2.12 Reagenzienliste
	2.13 Hilfsmittel und Geräte

	3 Ergebnisse
	3.1 Exon 1
	3.2 Exon 2
	3.3 Exon 3
	3.4 Exon 4
	3.5 Exon 5
	3.6 Exon 6
	3.7 Exon 7
	3.8 Exon 8
	3.9 Exon 9
	3.10 Exon 10
	3.11 Exon 11
	3.12 Exon 12
	3.13 Exon 13
	3.14 Exon 14
	3.15 Exon 15
	3.16 Exon 16
	3.17 Exon 17
	3.18 Exon 18
	3.19 Exon 19
	3.20 Exon 20
	3.21 Exon 21
	3.22 Exon 22
	3.23 Exon 23
	3.24 Exon 24
	3.25 Exon 25
	3.26 Exon 26
	3.27 Exon 27
	3.28 Exon 28
	3.29 Exon 29
	3.30 Exon 30
	3.31 Exon 31
	3.32 Exon 32
	3.33 Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismen
	3.34 Allelspezifische PCR
	3.35 Haplotypenanalyse
	3.36 Übersicht über alle in dieser Untersuchung beobachteten SNPs

	4 Diskussion
	4.1 Zielsetzung der Arbeit und Zusammenfassung der Ergebnisse
	4.2 Methodik
	4.2.1 Mutationsscreening
	4.2.2 Auswahl der Proben
	4.2.3 Bestätigung durch RFLP oder Allel-spezifische PCR

	4.3 Vom Genotyp zum Phänotyp
	4.3.1 Mögliche Genvarianten und Lokalisation innerhalb eines Gens
	4.3.2 Typ des  Aminosäureaustausches und Funktion
	4.3.3 Funktionelle Regionen des MRP2 Proteins

	4.4 Synonyme Genvariationen ohne Aminosäureaustausch
	4.5 Missense Mutationen
	4.5.1 Missense Mutationen in Bezug zur Molekularstruktur
	4.5.2 Val417Ile
	4.5.3 Leu927Arg
	4.5.4 Arg1100Cys und Arg1100His
	4.5.5 Cys1515Tyr

	4.6 Intron SNPs
	4.6.1 Genesworkbetterwithintrons
	4.6.2 Gefundene Intron-SNPs des ABCC2 Gens

	4.7 Mutationen in der 5’-UTR
	4.8 Haplotypenanalyse und Linkage Disequilibrium
	4.9 Interethnische Differenzen
	4.10 Bedeutung der Ergebnisse für die Praxis

	5 Zusammenfassung
	6 Abkürzungsverzeichnis
	7 Literaturverzeichnis
	8 Danksagung
	9 Lebenslauf
	10 Eidesstattliche Versicherung

