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Kapitel 1

Einleitung

Seit Entstehung der pharmazeutischen Industrie im 19. Jahrhundert wurden in der me-
dizinischen Forschung grofie Fortschritte erzielt. Durch die stdndige Weiterentwicklung
moderner Arzneimittel, die strenge Arzneimittelpriifung vor der Zulassung fiir den Markt
und die Forschung auf dem medizinischen Gebiet werden die Heilungschancen fiir zahlrei-
che Krankheiten zunehmend verbessert. Diese Entwicklung fiihrte im letzten Jahrhundert
zu einer Steigerung der durchschnittlichen Lebenserwartung auf ca. 73 Jahre bei Mannern
und ca. 78 Jahre bei Frauen | |

Dennoch steht die Wissenschaft auch heute noch einigen Krankheiten machtlos ge-
geniiber. Obwohl in den letzten 40 Jahren erhebliche Fortschritte im Bereich der Krebs-
forschung erzielt werden konnten, gilt Krebs heute in den Industrienationen - neben
Tod durch Herzversagen - als zweithadufigste Todesursache | |. Jeder fiinfte
stirbt an einem malignen Tumor, und die Zahl der Krebserkrankungen nimmt stetig zu

[ I

1.1 Chemotherapeutische Behandlung maligner Tumore

Neben der operativen Entfernung malignen Gewebes kommen hauptsachlich Bestrah-
lungsbehandlungen und Chemotherapie zum Einsatz. Bei Tumormetastasen, die weder
operativ, noch durch Bestrahlung angegangen werden konnen, ist die Chemotherapie die
bevorzugte Behandlungsmethode. Hier werden sogenannte Zytostatika eingesetzt, bei
denen es sich um Substanzen handelt, die zur Schiadigung bzw. Zerstérung von Tumor-
zellen fithren. Somit besitzen diese Substanzen strenggenommen keine zytostatische, also
wachstumshemmende, sondern eine zytotoxische Wirkung. Zytostatika greifen in den
Zellzyklus ein. Entsprechend ihres Eingriffs wird zwischen phasenspezifischen bzw. pha-
senunspezifischen Zytostatika unterschieden. Aufgrund ihrer Funktionalitat werden die
Chemotherapeutika in verschiedene Gruppen unterteilt | .

e Mitosehemmstoffe greifen ausschliefilich in die Metaphase des Zellzyklus ein,
wo sie die Ausbildung der Teilungsspindel verhindern und somit eine Hemmung
der Zellteilung bewirken. Zu diesen sogenannten Spindelgiften geh6éren neben dem
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lange bekannten Colchicin auch die Vinca-Alkaloide Vinblastin und Vincristin. Die
Taxus-Alkaloide bzw. Taxane (Taxol, Docetaxel) wirken ebenfalls in der Metaphase,
jedoch indem sie den koordinierten Umbau tubuldrer Elemente stéren und so zu
einem Metaphase-Arrest fiithren.

e Alkylantien sind reaktionsfihige Zytostatika, die phasenunspezifisch durch Alky-
lierung von Nucleinséuren zu verschiedenartigen DNA-Verdnderungen (cross-link-
Bildung, Basen-Fehlpaarung, etc.) fithren, wodurch die Replikation und somit die
Zellteilung beeintrachtigt wird. Aufgrund der Ahnlichkeit mit dem Effekt ionisie-
render Strahlung werden Alkylantien auch als “Radiomimetrika” bezeichnet. Zu
den alkylierenden Zytostatika gehoren Stickstoff-Lost Derivate (Cyclophosphamid,
Melphalan), Aziridine (Thiotepa), Sulfonsdureester (Busulfan), N-Nitrosoharnstoff-
Derivate (Carmustin, Nimustin) sowie bestimmte Platin-Komplexe (Cis-Platin).

e Antimetaboliten storen den Stoffwechsel und die Zellteilung durch Verdréangung
natiirlicher Stoffwechselbausteine (Metaboliten) und Bildung funktionsuntiichtiger
Makromolekiile oder durch Blockade von Enzymen durch Komplexbildung. Zu den
Antimetaboliten zéhlen die Folsdureantagonisten (Methotrexat) sowie die Antago-

nisten von Purin- und Pyrimidin-Basen (Mercaptopurin, Thioguanin, Fluoroura-
cil).

e Antibiotika, die aufgrund ihrer starken Toxizitét nicht zur Behandlung von In-
fektionskrankheiten eingesetzt werden konnen, finden ebenfalls hdufig Anwendung
als Chemotherapeutika. Actinomycine (Actinomycin D), Anthracycline (Doxorubi-
cin, Daunorubicin), Bleomycin, Mitomycine (Mitomycin C) und das Anthrachinon-
Derivat Mitoxanthron geh6ren zur Gruppe dieser zytostatisch wirksamen Antibio-
tika.

e Hormone und Hormonantagonisten kénnen erfolgreich bei Tumoren mit hor-
monabhangigem Wachstum (Prostata-, Mamma-, Uteruskarzinome) eingesetzt wer-
den, obwohl sie nicht zu den Zytostatika zéhlen. Die Hormontherapie ist i. a. we-
sentlich vertréglicher fiir den Patienten als die Behandlung mit zytotoxischen Che-
motherapeutika. Zum Einsatz kommen Ostrogene, Antiéstrogene, Gestagene sowie
Hypothalamushormone.

e Topoisomerase Ila-Inhibitoren fithren durch Stabilisierung ternirer Komplexe
mit Topoisomerase IIae und der DNA zu dauerhaften DNA-Doppelstrangbriichen.
Epipodophyllotoxine (Etoposid, Tenoposid) wirken beispielsweise auf diese Art.
Auch einige Alkylantien und Antibiotika kénnen die Topoisomerase [Iae hemmmen.

Heutzutage ist eine erfolgreiche Behandlung im Sinne einer Lebensverldngerung mit
den oben aufgefiihrten Chemotherapeutika bei zahlreichen Tumorarten moglich. Vor-
aussetzung dafiir ist jedoch, dass der Tumor als solcher rechtzeitig erkannt wurde. Zu
den relativ gut therapierbaren Krebserkrankungen gehoren beispielsweise Neuroblasto-
me, Leukdmie, Lymphome und Sarkome | |.
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Ein grofler Nachteil bei der Behandlung mit Chemotherapeutika ist jedoch die recht
unspezifische Wirkung dieser Substanzen. Nicht nur Tumorzellen werden von den ein-
gesetzten Zytostatika angegriffen, sondern es werden gleichzeitig Schiden an gesun-
den Zellen verursacht. Davon sind hauptsédchlich Gewebe mit besonders hohen Pro-
liferationsraten (z. B. Knochenmark, Keimdriisen, Darmschleimhaut, Haare) betroffen
[ ]. Daneben haben Chemotherapeutika wie z. B. Alkylantien selbst kan-
zerogenes Potential, denn sie kénnen h&ufig zur Schadigung der DNA gesunder Zellen
fiihren.

1.2 Resistenzen bei der Krebstherapie

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Behandlung maligner Tumoren mit Zytostatika ist
die hiufig zu beobachtende Resistenzentwicklung gegeniiber den eingesetzten Substanzen,
welche die Chancen fiir eine Langzeitregression oder Heilung erheblich herabsetzt.

Die Unempfindlichkeit von Tumoren gegeniiber Zytostatika ist auf sehr unterschied-
liche Ursachen zuriickzufiihren | |. Zum einen kann falsche Medikamentie-
rung eine Rolle spielen, wie z. B. ein ungeeignetes Applikationsschema der verwendeten
Medikamente, zu geringe Konzentration der Zytostatika am Wirkort, Kombination von
Substanzen, die sich in ihrer Wirkung abschwéchen oder auch die Bildung inaktivierender
Antikérper. Daneben spielen zahlreiche Griinde auf zelluldrer Ebene eine wichtige Rolle
fir die Ausbildung von Resistenzen. Diese werden in Kapitel 1.2.2 naher erlautert. Um
dieses Phénomen der Mehrfachresistenz zu umgehen, wird haufig eine Behandlung mit
Kombinationspriaparaten angewendet. Durch diese Behandlungsstrategie werden bei be-
stimmten Tumorarten gute Heilungserfolge erzielt (z. B. bei Morbus Hodgkin, Leukamie
des Kindesalters, grofizelligen Lymphomen oder Hodenkrebs [ D,
jedoch ist bei vielen Krebserkrankungen auch eine solche Kombinationstherapie nicht
wirksam | ]

1.2.1 Das Phanomen der Mehrfachresistenz

Unter dem Phidnomen der Mehrfachresistenz versteht man das Auftreten einer Kreuzre-
sistenz selektionierter Sdugerzellen gegen eine Vielzahl strukturell oder chemisch nicht
verwandter zytotoxischer Substanzen. Bei den betroffenen Verbindungen handelt es sich
i. a. um hydrophobe Naturstoffe mit komplizierter Molekiilstruktur, die haufig auch als
Arzneimittel Verwendung finden.

Das Phénomen einer Kreuzresistenz wird oftmals bei der Behandlung maligner Tu-
more mit Chemotherapeutika beobachtet. Man bezeichnet diese Mehrfachresistenz als
Multidrug Resistance, kurz MDR. Dabei wird zwischen intrinsischer MDR und erworbe-
ner MDR unterschieden | |. Intrinsische MDR liegt dann vor, wenn ein
Tumor schon a priori eine Mehrfachresistenz aufweist. Dies ist beispielsweise haufig bei
Tumoren des Gastrointestinaltraktes, der Leber oder der Niere zu beobachten. Erworbe-
ne MDR tritt erst nach einer Behandlung mit Chemotherapeutika auf. Verantwortlich
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dafiir ist zumeist die wiahrend der Therapie stattfindende Selektionierung primér resis-
tenter Tumorzellen durch die eingesetzten Medikamente. Daneben ist eine Resistenzaus-
bildung der Krebszellen wahrend der Therapie aufgrund von Spontanmutationen moéglich
[ |. Im Unterschied zu den parentalen Zellen weisen die mehrfach resis-
tenten Zellen oft eine verminderte Arzneimittelaufnahme bei gleichzeitig erh6htem Efflux
auf. Dies resultiert in einer verminderten Anreicherung der betroffenen Substanzen in der

Zelle | ].

Die Mehrfachresistenz gegen zytotoxisch wirksame Medikamente stellt das wohl grof-
te Problem bei der chemotherapeutischen Behandlung maligner Tumore dar. Aus diesem
Grund werden zahlreiche Anstrengungen unternommen, um Ursachen und Mechanismen
der Resistenzentwicklung zu erforschen und so Moglichkeiten zu deren Umgehung zu
entwickeln.

1.2.2 Ursachen fiir die Ausbildung von Resistenzen

Im Jahr 1970 wurde von Biedler und Riehm erstmals eine Kreuzresistenz von Lungenzel-
len des chinesischen Hamsters, die fiir eine Colchicinresistenz selektioniert worden waren,
gegen Vinblastin beschrieben | |. Seither steht die Untersuchung
der fiir eine solche Mehrfachresistenz verantwortlichen Ursachen im Mittelpunkt zahlrei-
cher wissenschaftlicher Arbeiten. Durch in vitro Versuche konnte gezeigt werden, dass
die in Kapitel 1.2.1 beschriebene Multidrug Resistenz in der Mehrzahl der Fille in Zu-
sammenhang mit der vermehrten Expression des MDR1-Genproduktes P-glycoprotein
(Pgp) in den Tumorzellen steht, welches tiber aktiven Efflux die betroffenen Substan-
zen aus der Zelle ausschleusen kann | , ,
|. Zellen, die den MDR-Phénotyp exprimieren, konnen nach Exposition
mit einem einzigen zytotoxischen Medikament, wie z. B. Vincaalkaloiden, Anthracyclinen,
Taxanen oder Actinomycin D P-glycoprotein iiberexprimieren. Als Folge davon ist nicht
nur eine Resistenzentwicklung gegeniiber dem selektiven Agens, sondern auch eine Kreuz-
resistenz gegeniiber einem breiten Spektrum strukturell und funktionell unterschiedlicher
Substanzen wie z. B. Antibiotika und Alkaloiden zu verzeichnen | |

Zu den Proteinen, die Multidrug Resistenz vermitteln, gehéren neben dem schon

genannten P-glycoprotein (Pgp) | , | z. B. auch
das Multidrug Resistance-associated Protein (MRP) | | und das Breast
Cancer related Protein (BCRP) | |, welche zu den Mitgliedern der

sogenannten ABC-Transporterfamilie (siche Kapitel 1.3) gehoren. Ein weiteres MDR-
vermittelndes Transportprotein ist das Lung Resistance-related Protein (LRP), das zu
den sogenannten Vault-Proteinen zahlt. Die durch diese Transportproteine vermittelte
Resistenz wird als (transportbasierte) klassische Multidrug Resistenz bezeichnet.

e Das Multidrug Resistance-associated Protein (MRP)

In einer mehrfach resistenten Zelllinie (H69AR = kleinzelliges Lungenkarzinom),
die keine Pgp-Uberexpression aufweist, wurde von Cole et al. erstmals MRP1 iden-
tifiziert und kloniert | |. Es ist aus 1522 Aminosduren aufgebaut
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und wird in Lunge, Hoden sowie periphiren mononukledren Blutzellen exprimiert.
Das MRP1-codierende Gen weist eine Grofe von iiber 200 kb auf und besitzt insge-
samt 31 Exons | |. Isotopische in situ Hybridisierung ermoglichte
die Lokalisierung des MRP1-Gens auf Chromosom 16p13.1 | ].

Ebenso wie auch Pgp ist MRP1 eine plasmamembranstindige Efluxpumpe. Ob-
wohl diese beiden Transporter lediglich eine Sequenzhomologie von ca. 15 % auf-
weisen, ist das Profil der chemotherapeutischen Agenzien, gegeniiber denen ei-
ne Resistenz vermittlelt wird, &hnlich | , ,

]. In vitro Studien haben ergeben, dass die Uberexpression
von entweder MRP1 oder Pgp die gleichzeitige Uberexpression des jeweils ande-
ren nicht ausschliefit | , |. Ungeklart ist je-
doch die Frage, wodurch die bevorzugte Uberexpression des einen oder anderen
Transportproteins festgelegt wird. Inzwischen wurden sieben verschiedene MRP-
Isoformen identifiziert.

Anders als Pgp transportiert MRP bevorzugt Konjugate mit Glutathion, wie z.
B. bei Leukotrien Cy | ], Glucuronsdure oder Sulfonate. In
Abbildung 1.1 ist schematisch der MRP-vermittelte Transport dargestellt.

(—Aufnahme | 4 )
v
Substanz
Oxidation O, |cves
(Phase 1) d
Oxidationsprodukt
KOﬂjUgOTion Sfpg Transferasen
(Phase 1) UDPGIOUA §
Konjugat
L Efflux e
(Phase 1) N 4
\ /

Abbildung 1.1: Abbildung der Phasen I, IT und III des MRP-vermittelten Transports.

e Das Breast Cancer-related Protein (BCRP)

Allikmets et al. charakterisierten 1998 ein ABC-Transportergen, welches in grofsen
Mengen in der Placenta exprimiert wird. Das auf Chromosom 4q22 lokalisierte
Gen liefert zwei Transkripte, die sich am 5’-Ende unterscheiden, aber trotzdem fiir
das gleiche Protein codieren | |. Das 16 Exons umfassende und
etwa 66 kb grofe Gen | | gehort zu den sogenannten “half”
Transportern. BCRP spielt eine entscheidende Rolle bei speziellen Brusttumoren
durch Resistenzvermittlung gegen Mitoxanthron, Doxorubicin sowie Daunorubicin
[ |. Ross et al. detektierten das BCRP in der atypischen multi-
drug resistenten humanen Brustkrebs-Zelllinie MCF-7/AdrVp. Es konnte gezeigt
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werden, dass durch Transfektion des BCRP in drug-sensitive MCF-7 Zellen der
MCF-7/AdrVp-Phénotyp vermittelt wird | |

e Das Lung Resistance-related Protein (LRP)

Ebenfalls in einer nicht P-glycoprotein-vermittelten mehrfach resistenten Lungen-
krebs-Zelllinie wurde 1993 die Uberexpression des sogenannten LRPs detektiert
[ |. Zwei Jahre spéater machten Scheffer et al. die Feststellung,
dass es sich bei dem 110 kDa groflen LRP um den Hauptvertreter der sogenannten
Vault-Proteine handelt | |, weshalb LRP auch den Namen Ma-
jor Vault Protein (MVP) tragt. Das zugehorige MVP-Gen enthilt 15 Exons und
befindet sich in der gleichen chromosomalen Region (16p13.1-p11.2) wie die MDR-
vermittelnden MRP-Gene | |. LRP wird in den meisten normalen
Geweben exprimiert. Hohere Gehalte an LRP finden sich in Epithelzellen mit se-
kretorischer und exkretorischer Funktion, wie Bronchialzellen und Darmgewebe.
In multidrug resistenten Zellen (z. B. Lungenkarzinomen, Fibrosarkomen, Brust-
krebs und Melanomen) wird LRP h&ufig {iberexprimiert. In nicht Pgp-vermittelten
multidrug resistenten Zellen ist hiufig eine gleichzeitige Uberexpression von LRP
und MRP zu beobachten | |. Die genaue Funktion
des Lung Resistance-related Proteins ist bisher nicht bekannt.

Neben den MDR-verwandten Proteinen wurden auch zahlreiche andere Mechanis-
men fiir das Auftreten von Mehrfachresistenz in vitro dokumentiert. Sie kénnen sowohl
auf Verdnderungen der Target-Enzyme und Proteine basieren (wie bei Topoisomerase
II) | |, als auch auf verstarkter Fremdstoff-Entgiftung wie im Falle des
Glutathion-S-Transferase Gens | |. Verdnderungen im zelluldren
Metabolismus sowie die verstiarkte Fahigkeit zur DNA-Reparatur oder auch fehlschla-
gende Apoptose sind weitere Griinde. Dies ist beispielsweise bei Genen des Bcl-2 Path-
ways der Fall | ]. Diese Mechanismen sind verantwortlich fiir die sogenannte
nicht-klassische Multidrug Resistenz.

1.3 Die Familie der ABC-Transporter

1.3.1 Eigenschaften

Die Superfamilie der sogenannten ABC-Transporter, auch Traffic-ATPasen genannt, ist
eine der grofiten Proteinfamilien, die sowohl in Prokaryonten, als auch in Eukaryon-
ten bekannt ist. Gebildet wird diese Familie von groffen Membranproteinen, die die
Fahigkeit besitzen, unter Verbrauch von ATP zahlreiche Substanzen entgegen steiler
Konzentrationsgradienten durch Membranen zu transportieren. Die Bezeichnung ABC-
Transporter basiert auf der charakteristischsten Eigenschaft aller Mitglieder dieser Su-
perfamilie, der hochkonservierten ATP-binding-cassette | ]. In allen ABC-
Transportern sind zwei Kern-Konsensussequenzen vorhanden, welche als Walker Motiv A
bzw. B bezeichnet werden und direkt in die ATP-Bindung involviert sind | |-
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90 - 120 Aminosduren

Signature-
oder
Walker A C-Motiv  Walker B
GNSGCGKST ILLLDE
LSGGQKQRIAIA

Abbildung 1.2: Schematische Abbildung der hochkonservierten ATP-binding-cassette. Die AS-
Konsensussequenzen sind jeweils als Standard Einbuchstaben-Code angegeben

(hier: ABCB-Subfamilie).

Der konservierte Abstand von 90-120 Aminosauren zwischen diesen beiden Kern-Konsen-
sussequenzen, sowie das sogenannte Signature- oder C-Motiv direkt upstream der Walker-
B-Site unterscheidet die Mitglieder der ABC-Superfamilie von anderen ATP-bindenden
Proteinen, wie z. B. den Kinasen | , |. In Abbildung
1.2 ist die hochkonservierte ATP-Bindungsstelle schematisch dargestellt.

Wiéhrend die Gesamtsequenzhomologie dieser Nucleotidbindungsstelle (NBD) fiir alle
ABC-Transporter ca. 30 % betréigt, gibt es signifikante Unterschiede in der Primérstruk-
tur der Transmembran-Doménen (TM) | |. Die nachfolgende Abbildung
1.3 zeigt schematisch die Struktur einiger ABC-Transporter im Vergleich.

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der strukturellen Organisation einiger ABC-
Transporter im Vergleich. Die meisten Mitglieder der ABC-Familie sind
typischerweise als sogenannte “full”-Transporter organisiert, wie z. B. bei
den Pgps. Die Anordnung der NBDs und TM-Regionen kann variieren.
Die MRPs haben zusétzliche fiinf TM-Helices (Abbildung modifiziert nach

[ D)

1.3.2 Mitglieder der ABC-Superfamilie

Bislang wurden im humanen Genom 48 verschiedene ABC-Transportergene identifiziert,
die fiir die ABC-Proteine codieren und auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert
sind | , |. Aufgrund von Aminosiduresequenz-Analysen der
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ATP-bindenden Doménen wurden die 48 humanen ABC-Transporter in sieben Unterfa-
milien eingeteilt, welche - abgesehen von OABP - mehrere Mitglieder enthalten. Die Gene
der einzelnen Unterfamilien weisen daneben zumeist auch eine beachtliche Ubereinstim-
mung in ihren TM-Domé&nen auf. Dennoch korrespondiert die Funktion der ABC-Gene
h&ufig nur wenig mit der Einteilung in die verschiedenen Untergruppen. Oft zeigen Gene
unterschiedlicher Subfamilien mehr Ahnlichkeit in der Substraterkennung als Gene der
gleichen Untergruppe | ]. In Tabelle 1.1 ist die Einteilung
der ABC-Transporter in die sieben Subfamilien gezeigt. Die Zugehorigkeit einiger Gene
der ABCB- und ABCC-Subfamilien wird in Form eines phylogenetischen Stammbaumes
in Abbildung 1.4 dargestellt.

Trivialname Neue Bezeichnung Mitglieder

ABC1 ABCA 12
MDR / TAP ABCB 11
MRP /CFTR ABCC 12
ALD ABCD 4
OABP ABCE 1
GCN 20 ABCF 3
White ABCG 5

Tabelle 1.1: Einteilung der Mitglieder der ABC-Transporterfamilie in sieben Subfamilien auf-
grund der Sequenzhomologie ihrer ATP-binding-cassette [ |

MDRI1
4‘: MDR2/3
sPGP/BSEP
MRPI

——— MRP3

MRP2
MRP6
MRP4

MRP5

— SURI

L sur2

CFTR

Abbildung 1.4: Abbildung eines Teils des phylogenetischen Stammbaums der ABC-
Transporter-Superfamilie [ , ]. Ge-
zeigt sind Mitglieder der ABCB- und ABCC-Unterfamilie.
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1.3.3 Funktion und Bedeutung

Die von den Transportergenen codierten Membranproteine fungieren als zelluldre Efflux-
pumpen zur Kontrolle intrazelluldrer Konzentrationen potentiell schadlicher Substan-
zen. Sie kénnen zahlreiche Substanzklassen, wie z. B. Ionen, Phospholipide, Polysac-
charide, Steroide, Aminosduren sowie Gallensalze und auch Peptide fiir die Antigen-
produktion entgegen dem Konzentrationsgradienten durch Membranen transportieren
[ , |. Die exakte Funktionsweise der ABC-
Transporterproteine ist bislang nicht gekléart. Fiir die unterschiedlichen Transporter wer-
den verschiedene Modelle fiir den Transportmechanismus diskutiert.

Neben ihrer physiologischen Funktion als Lipidtransporter bzw. bei der bilidren Aus-
scheidung wird einigen Proteinen der ABC-Familie eine bedeutende Rolle beim Transport
von Medikamenten und deren Metaboliten zugeschrieben. Insgesamt sind acht der 48 hu-
manen ABC-Transporter an der Vermittlung von Mehrfachresistenz beteiligt (MDRI,
MRP1, 2, 3, 4, 5, 6, BCRP) | |. Andere fungieren als Pep-
tidtransporter, die an der Antigenprasentation beteiligt sind, wie z. B. TAP1 und 2
| |. Aufgrund ihrer Transporteigenschaften sind die Mitglieder der
ABC-Superfamilie somit nicht nur fiir die Physiologie des Menschen von Bedeutung,
sondern es wird ihnen auch eine wichtige Rolle in der Pharmakologie und Toxikologie zu-
geschrieben. Als Hauptaufgaben der ABC-Transporter konnen folgende zwei Funktionen
genannt werden:

1. Genereller Schutz des gesamten Organismus vor potentiell toxischen Substanzen
durch aktiven Transport aus dem Zellinneren in den Extrazellularraum

2. Steuerung der Zellfunktion durch gezielten Transport von Zellbestandteilen

Daneben spielen einige Mitglieder der ABC-Familie aber auch eine entscheidende Rol-
le bei der Ausbildung humaner Erbkrankheiten, die durch genetische Defekte der entspre-
chenden Transporter hervorgerufen werden. In Tabelle 1.2 sind diese Krankheiten sowie
die damit in Verbindung stehenden ABC-Transporter aufgelistet |

.

1.4 MDR1 und P-glycoprotein

1.4.1 Lokalisation von MDR1

Das P-glycoprotein codierende Multidrug Resistance 1 (MDR1) Gen wurde auf dem
langen Arm von Chromosom 7 (7q21) lokalisiert | , |-
Es setzt sich aus insgesamt 29 Exons zusammen, die von -1 bis 28 nummeriert sind.
Diese Nummerierung spiegelt die Tatsache wider, dass die MDRI1-mRNA von zwei ver-
schiedenen Promotoren ausgehend transkribiert werden kann [ |. Dabei
handelt es sich um einen upstream Promotor und einen downstream Promotor, wobei
letzterer in den meisten Zelltypen bevorzugt exprimiert wird | |. 1987
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Transporter Krankheit
ABC1 (ABCA1) Tangier Krankheit
ABCR (ABCA4) Stargard Krankheit (STGD)

altersbedingte Macula Degeneration (AMD)
Retinitis Pigmentosa

TAP2 (ABCB3) Immundefizienz

PGY3 (ABCB4) progressive familidre intrahepatische Cholestasis (PFIC3)
ABC7 (ABCBT) sideroplastische Andmie und Ataxie

BSEP (ABCBI11) progressive intrahepatische Cholestasis (ICP)

MRP2 (ABCC2) Dubin-Johnson-Syndrom (DJS)

MRP6 (ABCC6) Pseudoxanthoma elasticum

CFTR (ABCCT) Cystische Fibrose (Mucoviszidose)

SUR1 (ABCC8) familidre persistente Hyperinsulindmie des Kindesalters
ALD (ABCD1) Adrenoleukodystrophie

White3 / 4 (ABCG5 / 6) Sitosteroldmie

Tabelle 1.2: Humane Krankheiten, an deren Entstehung verschiedene ABC-Transporter maf-
geblich beteiligt sind.

wurde die gesamte Promotorregion des humanen MDR1-Gens von Ueda et al. kloniert
und sequenziert | ]. Der upstream Promotor des MDR1-Gens befindet
sich am Anfang von Exon -1, wihrend der downstream Promotor in Exon 1 lokalisiert ist.
Die Haupttranskriptions-Initiationsstelle liegt bei Nukleotid -148, das ATG Translations-
Startcodon in Exon 2. Die Exon-Intron-Struktur ist im Anhang in tabellarischer Form
wiedergegeben. Die proteincodierende Sequenz des MDR1-Gens umfasst 27 Exons, von
denen 14 die linke und 13 die rechte Hélfte des Proteins codieren | ].

Wie sich herausstellte, gehért MDR1 zu einer Gruppe von “housekeeping” Genen, die
keine TATA-Box besitzen, aber ein Initiatorelement upstream der Haupttranskriptions-
Startstelle haben. Dabei handelt es sich um eine invertierte CCAAT-Box (Y-Box) zwi-
schen -219 und -229. Daneben besitzt der humane MDR1-Promotor einige Erkennungs-
sequenzen fiir Transkriptionsfaktoren, darunter auch die fiir Spl, NF-Y (CP-1), YB-1
und YY-1, sowie eine GC-reiche Region upstream der Haupttranskriptions-Startstelle
[ |. In Abbildung 1.5 wird die Promotorstruktur des humanen MDR1-
Gens schematisch dargestellt.

1.4.2 Struktur und Eigenschaften von P-glycoprotein

Wie zuvor beschrieben, gilt eine Uberexpression des MDR1-Genproduktes P-glycoprotein
als haufigste Ursache fiir das Auftreten von Kreuzresistenzen gegen verschiedene Che-
motherapeutika in der Tumorbehandlung. Transfektionsstudien mit full-length MDR1-
cDNA haben ergeben, dass diese die Ausbildung eines kompletten MDR-Phénotyps in
drug-sensitiven Zellen bewirkt | |. Bei dem durch das MDR1-Gen codier-
ten Protein Pgp handelt es sich um ein plasmamembranstindiges Glycoprotein, das zu
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Exon -1 Exon 1a | Exon 1b Intron 1 Exon 2
Translations-
startcodon
Y-Box e L
CAAT- | | sp-1 (3) sp-1 (4) Initiator: V-1
Box | Sp-1(1) |J Sp-1(2) | element

\ GTCAAT \\ GAGGCTGATIGGCTGGG \\ GGGGCGIGGGCIGAG \\ CTCATIC \\ TATCTT \\ ATG Q\
| 1T | | 1T | | ] I I 17 | [ Al
264 -259 -233 -217 -203 -189 150| -144 -66 -61 +1

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des humanen MDR1-Promotors und wichtiger Bin-
dungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren

den Mitgliedern der in Kapitel 1.3 beschriebenen, hochkonservierten Superfamilie der
ABC-Transporter zahlt | , ].

P-glycoprotein ist der wohl bekannteste und bislang auch bestuntersuchte Vertreter
der Multidrug Resistenz-vermittelnden Proteine. Es wurde 1976 erstmals von Juliano &
Ling in Ovarialzellen des chinesischen Hamsters gefunden | ]. Seither
ist der Fokus zahlreicher Untersuchungen auf Pgp gerichtet.

Vorkommen und Nomenklatur

P-glycoprotein wird nicht nur beim Menschen gefunden, sondern bei praktisch allen Orga-
nismen. Die Sequenzhomologie der einzelnen Transporter zwischen den unterschiedlichen
Spezies ist beachtlich. So wird fiir P-glycoprotein bei Vergleich der gesamten Amino-
sduresequenz des Menschen und der Maus eine Homologie von ca. 75 % gefunden. Bei
Mensch und Hamster betragt sie sogar 90 % | ]

Durch Klonierung konnte bestéatigt werden, dass es beim Menschen zwei unterschied-
liche Isoformen von P-glycoprotein gibt, wahrend beim Nager sogar drei verschiedene
Isoformen existieren (siehe Tabelle 1.3) | |. Trotz der hohen Sequenziden-
titat von mehr als 70 % unter allen P-glycoproteinen werden die MDR-Genprodukte auf-
grund ihrer unterschiedlichen Funktionen und Eigenschaften in zwei Klassen eingeteilt.
Klasse 1 beinhaltet die Arzneimittel-transportierenden P-glycoproteine oder Multidrug-
Transporter. Dazu zéhlen humanes MDRI1 | |, Maus mdrla und mdrlb
| |, Hamster pgpl und pgp2 | | sowie mdrla und mdrlb
der Ratte. Zur zweiten Klasse gehoren die nicht Arzneimittel-transportierenden P-glyco-
proteine, die von humanem MDR2/3 | ], Maus mdr2 | |
sowie Hamster pgp3 | | codiert werden. Alle drei Isoformen von Pgp
werden in verschiedenen gesunden Geweben exprimiert. Wie aus zahlreichen Studien her-
vorgeht, liefern P-glycoproteine der Klasse 1 mehrfach resistente Zellen, wihrend Pgps
der Klasse 2 keine Mehrfachresistenz-vermittelnden Funktionen zugeschrieben werden
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Organismus Drug Transporter Phosphatidylcholin

Translokatoren
Mensch MDR1 MDR3
Maus mdrla mdrlb mdr2
Ratte mdrla mdrlb mdr2
Hamster pgpl pgp2 pep3

Tabelle 1.3: Nomenklatur der Multidrug Resistance (MDR) Gene bei verschiedenen Saugern.

[ , |. Aus Studien an mdr2 knock-out Mausen geht
hervor, dass dieses als Phosphatidylcholin-spezifische Translokase in der kanalikuldren
Membran von Hepatocyten fungiert | |, da diese mdr2 defizienten M&use

nicht dazu in der Lage waren, Phospholipid in die Galle zu transportieren. In neueren
Studien wird jedoch berichtet, dass auch humanes MDR3 in die Ausbildung von Kreuz-
resistenzen involviert zu sein scheint | |.

Zur Orientierung ist in Tabelle 1.3 eine Ubersicht iiber die Nomenklatur der Multidrug
Resistance Gene bei Mensch, Maus, Ratte und Hamster gegeben.

Molekiilstruktur

Humanes P-glycoprotein setzt sich aus 1280 Aminosduren zusammen und hat ein Mo-
lekulargewicht von 170 kDa. Ein allgemein anerkanntes Modell fiir die Topologie von
Pgp basiert im Wesentlichen auf computerunterstiitzten Hydrophatie-Berechnungen und
Aminosaure-Sequenzvergleichen mit bakteriellen Transportproteinen | ,

9 Y ) ]

Aus diesem Modell geht hervor, dass das P-glycoprotein-Molekiil eine bilaterale Sym-
metrie besitzt. Es ist aus zwei homologen Halften von jeweils 590 Aminosduren aufgebaut,
welche tiber eine 60 AS lange Linkerregion miteinander verkniipft sind | ,

) , ]. Daneben gibt es eine zusétzli-
che kurze Sequenz von 40 AS am Start. Jede dieser Halften, die zueinander 43 % Sequenz-
homologie aufweisen, besitzt ein kurzes, hydrophiles amino-terminales Segment, sechs
Transmembran-Doméanen (TM), die durch hydrophile Loops separiert sind, und eine hy-
drophile carboxy-terminale Region | , |
N- und C-Terminus sowie die beiden Nucleotid-Bindungsstellen (NBD) sind jeweils in-
trazellular lokalisiert. Aufgrund der ringférmigen Orientierung der TM-Doménen in der
Plasmamembran bildet P-glycoprotein eine Pore oder eine Art Kanal [ ,

|. Abbildung 1.6 zeigt schematisch das 12-TM-Modell des huma-
nen P-glycoproteins | , ) |

Mit Hilfe von Epitop-Insertions-Untersuchungen gelang Kast et al. die experimentel-
le Bestatigung dieses berechneten 12-TM-Modells von P-glycoprotein | |-
Ebenfalls konsistent mit diesem Modell sind Lokalisations-Daten, die aus Studien mit
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Topologie des humanen P-glycoproteins und sei-
ner funktionellen Regionen, modifiziert nach | |

Antikérpern erhalten wurden, welche spezifisch den N- oder C-Terminus, die erste oder
vierte extrazelluldre Region oder die ATP-Bindungsstellen erkennen | ,

]. Schinkel et al. konnten mittels Deletionsanalyse und ortsgerich-
teter Mutagenese die vorhergesagte Position der Glycosylierung am ersten extrazellularen
Loop (TM 1-TM 2) nachweisen | |-

Die Tatsache, dass einige Mutationen, die die Substratspezifitdt von P-glycoprotein
verandern, iber die membrandurchspannenden Regionen verteilt sind, fiihrte zu der An-
nahme, ein Teil der TM-Domé&nen kénne zu den Substratbindungsstellen beitragen. Tat-

sachlich konnte mit Hilfe von Photoaffinitats-Labelling | |, Punktmuta-
tionen | , | und der Konstruktion chimerer Proteine
[ | gezeigt werden, dass sich eine Substratbindungsstelle in der amino-

terminalen Hélfte in oder nahe bei TM 5-6 befindet und eine zweite in der carboxy-
terminalen Halfte in oder nahe bei TM 11-12. Die C-terminalen Regionen jeder Hélfte
enthalten Konsensussequenzen, die fiir die ATP-Bindung und die Hydrolyse verantwort-

lich sind | |. Beide Nucleotidbindungsstellen von Pgp vermitteln die
Hydrolyse von Nukleotiden. Diese ATPase-Aktivitdt wird fiir den Transport von Sub-
straten benotigt | , |. Dariiberhinaus stellten Ur-

batsch et al. fest, dass eine katalytische Aktivitidt nur dann mdoglich ist, wenn beide
Nucleotid-Bindungsstellen von Pgp synchron agieren | |. Dabei wird
angenommen, dass die beiden NBDs in einer steady-state Katalyse alternieren. Die Ko-
operation der beiden Nucleotidbindungsstellen ist tiberdies so stark, dass bei Nichtfunk-
tionieren einer der NBDs keine ATP-Hydrolyse stattfindet, selbst wenn die zweite NBD
ein gebundenes Nucleotid enthélt | |
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Substrate und Substratspezifitat

Eine der Hauptaufgaben von P-glycoprotein liegt darin, zellfremde Substanzen aus der

Zelle bzw. aus der Zellmembran nach aufen zu befordern und somit den Organismus

vor Fremdstoffen, insbesondere Toxinen bzw. toxischen Metaboliten zu schiitzen (vgl.

Kapitel 1.3). Da es sich bei Pgp um eine energieabhéngige Effluxpumpe fiir Fremdstoffe

handelt, wird zum Transport der Substanzen aus der Zelle heraus Adenosintriphosphat

(ATP) als Energielieferant benotigt | , ,
].

Zu den Substraten von P-glycoprotein z&hlen kationische oder nicht ionische orga-
nische Verbindungen mit relativ komplizierter Molekiilstruktur, die zumeist hydrophobe
und amphiphatische Eigenschaften aufweisen. Eine Konsensus-Struktur dieser Substan-
zen kann jedoch nicht definiert werden | , ,

]. In den meis-
ten Fallen handelt es sich um Naturstoffe mit komplexer ngstruktur die bei physiologi-
schem pH-Wert eine positive Ladung am Stickstoffatom tragen [ ]
und in Pflanzen, Bakterien, Pilzen oder Schwidmmen gefunden werden. Die Groéfse der
Substrate reicht von 250 Da (Cimitidin) bis 1900 Da (Gramicidin D) | ]
In der Medizin werden viele dieser Substanzen als Arzneimittel eingesetzt, insbesondere
als Chemotherapeutika zur Behandlung maligner Tumore. Die bekannten Verbindungen
Vinblastin, Colchicin oder Doxorubicin sind Beispiele hierfiir | ,

|. Eine Auswahl der Substrate von P-glycoprotein ist in Ta-
belle 1.4 zusammengestellt Abbildung 1.7 zeigt die Struktur einiger Substanzen, die zu
den Substraten von P-glycoprotein zéhlen.

Anthracycline Epipodophyllotoxine cytotoxische Substanzen
Doxorubicin Etoposid Colchicin
Daunorubicin Teniposid Emetin

Actinomycin D
Vinca-Alkaloide Immunosuppresiva Puromycin
Vinblastin Cyclosporin A Mitoxantron
Vincristin FK506

Sonstige
Steroide lineare / cyclische Peptide Rhodamin 123
Aldosteron Leupeptin Hoechst 33342
Dexamethason Pepstatin A Triton-X-100

Gramicidin D Prenyl-Cys methylester

Taxane Nonactin
Paclitaxel Yeast a-factor
Docetaxel

Tabelle 1.4: Substrate von P-glycoprotein | ]
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Abbildung 1.7: Struktur einiger Substrate von P-glycoprotein.
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Fiir die Substratspezifitiat sind Bereiche der 1. Loop-Domaéne, sowie der 6., 11. und
12. transmembrandren Doméne verantwortlich (sieche Abbildung 1.6). Wird eine einzi-
ge Aminosaure in der Proteinsequenz durch eine andere ersetzt, so kann dies eine vol-
lig verdnderte Substratspezifitdt zur Folge haben | |. Dies ist bei-
spielsweise der Fall bei einer Spontanmutation des MDR1-Gens (Exon 7), die in einer
Gly185Val Aminosduresubstitution von P-glycoprotein resultiert | ,

].

Als endogene Substrate von P-glycoprotein werden kiirzerkettige Lipide diskutiert
[ ]. Sowohl MDR1-Pgp als auch MDR3-Pgp sind dazu in der
Lage, Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin zu transportieren. Beide Isofor-
men scheinen also zumindest einige Substrate zu teilen | |. Die-

ser Befund impliziert, dass MDR1- und MDR3-Pgp moglicherweise einen gemeinsamen
Grundmechanismus fiir die Substrattranslokation haben.

Bislang bleibt ungeklart, wie P-glycoprotein biochemisch dazu in der Lage ist, diese
Vielzahl unterschiedlicher Strukturen zu erkennen und zu transportieren.

1.4.3 Physiologische Funktionen von P-glycoprotein

P-glycoprotein wird sowohl in neoplastischen Zellen, als auch in zahlreichen gesunden Ge-
weben in unterschiedlichen Mengen exprimiert. Mit wenigen Ausnahmen ist P-glycopro-
tein grundsatzlich in polarisierten epithelischen Zellschichten zu finden, wo es in den
apikalen oder luminalen Membrandoménen der Zelle lokalisiert ist. Diese Lokalisation
von Pgp lasst vermuten, dass es primér an der Extrusion von Substanzen aus der Epi-
thelschicht in den angrenzenden luminalen Raum beteiligt ist und so zum Schutz der
Zelle gegen natiirlich auftretende Toxine dient.

So werden an der apikalen Oberfliche von Epithelzellen des unteren Gastrointestinal-
traktes (Jejunum, Ileum, Colon) hohe Gehalte an P-glycoprotein gefunden, was zu der
naheliegenden Annahme fiihrt, dass eine Aufgabe von Pgp darin besteht, die Resorpti-
on bestimmter Substrate iiber den Verdauungstrakt zu verhindern und gleichzeitig die
Ausscheidung durch die intestinale Mucosa zu erleichtern | ]

Daneben ist Pgp in Leber, Pankreas und Nebenniere, sowie in der Biirstensaum-
membran der proximalen Tubuli der Niere lokalisiert [ |. Die Ex-
pression des MDR1-Genproduktes in diesen Geweben ist konsistent mit seiner Rolle
bei der bilidren und renalen Exkretion von Xenobiotika und endogenen Metaboliten

[ ) J

Anhand von Versuchen mit mdrla/1b knock-out Mausen konnte diese Efflux-Rolle
von P-glycoprotein bestatigt werden. Diese Pgp-defizienten Tiere zeigten auf der einen
Seite eine ganz normale Entwicklung, wiesen aber andererseits erhebliche Defekte sowohl
in der Verteilung als auch in der Akkumulation und Exkretion von Medikamenten auf

[Schinkel et al., 1994, 1995, 1997].
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Pharmakokinetische Rolle von P-Glycoprotein
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Verteilung und pharmakokinetischen Rolle von
P-glycoprotein im Korper.

Desweiteren ist P-glycoprotein auch an wichtigen pharmakologischen Barrieren des
Korpers vorhanden. So wird es z. B. auf der luminalen Oberflache kapillarer Endothel-
zellen, die die Blut-Hirn-Schranke bilden, exprimiert, wo es die Akkumulation hydro-
phober Agenzien im ZNS verhindert [Thichaut et al., 1989, Cordon-Cardo et al., 1989,
Schinkel et al., 1994, Sparreboom et al., 1997]. Ebenso wie in der Blut-Hirn-Schranke
nimmt Pgp im Knochenmark und in der Blut-Testis-Schranke eine protektive Rolle
zur Vermittlung des xenobiotischen Efflux in diesen Geweben ein [Schinkel et al., 1994,
van Helvoort et al., 1996].

Wahrend der Schwangerschaft sind hohe P-glycoprotein-Gehalte auch in den pla-
centalen Trophoblasten zu finden. Dort dient es vermutlich zum Schutz des sich entwi-
ckelnden Fotus gegen Toxine im Blutstrom [Arceci et al., 1988 Sugawara et al., 1988,
Piekarz, et al., 1993]. Dagegen spricht jedoch eine ebenfalls hohe Konzentration an Pgp
im Endometrium, aufgrund derer Pgp-Substrate eher in das Lumen transportiert wiirden
als heraus [Schinkel et al., 1997].

Die Verteilung des MDR1-Genproduktes P-glycoprotein im Organismus und die da-
mit zusammenhéngende pharmakokinetische Rolle dieses Transporters wird in Abbildung
1.8 veranschaulicht.

In neoplastischen Geweben ist hiufig eine Uberexpression von Pgp zu beobachten,
die zumeist auf der vermehrten MDRI1-Genamplifizierung [Cordon-Cardo et al., 1990]
beruht oder auf der Aktivierung der Genexpression.

Diese Uberexpression von Pgp kann zum einen durch chemische Komponenten indu-
ziert werden. Zum anderen kann sie auch physikalischen Stress als Ursache haben. Dazu
gehoren beispielsweise Rontgenstrahlung [McClean et al., 1993], ultraviolette Strahlung
[Uchiumi et al., 1993] oder auch Hitzeschock [Chin et al., 1990].
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Da die Pgp-Uberexpression und die daraus resultierende Multidrug Resistenz ein
Hauptproblem fiir die Tumorbehandlung mittels Chemotherapie darstellt, ist es beson-
ders wichtig, Faktoren, die die Substratspezifitdt von Pgp beeinflussen, zu bestimmen.

1.4.4 Funktionsweise und Transportmechanismen

Die exakte Funktionsweise des ABC-Transporters P-glycoprotein ist bislang nicht be-
kannt, jedoch werden hauptséchlich zwei Vorschlige fiir den Mechanismus des Substrat-
transports aus dem Zellinneren in den Extrazellularraum diskutiert. Diese sind in Abbil-
dung 1.9 schematisch dargestellt und werden im Folgenden n&her erlautert.

e Bei dem allgemein anerkannten Modell des Hydrophobic Vacuumcleaner (obe-
re Abbildung) wird P-glycoprotein eine aktive Transportfunktion zugeschrieben

[ I

Bei diesem Modell wird die Hypothese aufgestellt, dass P-glycoprotein aufgrund sei-
ner ringférmigen Anordnung in der Membran einen hydrophilen Durchgang formt.
Auf diese Weise wird eine Art Kanal gebildet, durch dessen Mitte die entsprechen-
den Substanzen vom Zytosol ins extrazellulare Medium transportiert und gleichzei-
tig vor der hydrophoben Lipidphase abgeschirmt werden. Der Transport erfolgt da-
bei durch eine Konformationsénderung der Substratbindungsstellen, welche durch
die Hydrolyse von Adenosintriphosphat hervorgerufen wird | ,

]

e Daneben wird das sogenannte Flippase-Modell diskutiert (untere Abbildung)
[ |. Nach dieser Vorstellung fingt P-glycoprotein das
Molekiil ab, sobald es durch die Membran tritt, um es dann vom Innenblatt zum
Aufienblatt der Membran zu beférdern. Von dort diffundiert es schliefflich in den
Extrazellularraum. Alternativ wird das im Innenblatt der Lipiddoppelschicht inter-
kalierte Substrat ins Aufenblatt “geflippt” und in den Extrazellularraum freigesetzt.
Die Bewegung der Substanz vom Innen- ins Aufienblatt verlauft schnell, wihrend
es sich bei der Bewegung vom Innenblatt ins Zytosol um einen relativ langsamen
Prozess handelt.

Diese Flippasefunktion wurde auch schon fiir andere Transporter der ABC-Familie
beschrieben, was auf eine mogliche Konservierung der Funktionsweise der Proteine
dieser Familie hindeutet [ ].

Ungeklart ist bislang jedoch die Frage, wie es moglich ist, dass P-glycoprotein ein
solch breites Spektrum an Substraten transportieren kann.
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Funktionsweise von P-glycoprotein nach dem
sogenannten Hydrophobic Vacuumcleaner-Modell | ]
bzw. nach dem Flippase-Modell | ] (Abbildung mo-
difiziert nach | D.

1.5 Reversion der Pgp-vermittelten Multidrug Resistenz

Aufgrund seiner urséchlichen Rolle fiir das Auftreten von Resistenzen bei der chemothe-
rapeutischen Behandlung maligner Tumore wurden zahlreiche Anstrengungen unternom-
men, um Modulatoren oder Inhibitoren fiir die P-glycoprotein-vermittelte Resistenz zu
entwickeln. Ziel bei der Entwicklung dieser sogenannten Chemosensitizer ist es, die Sensi-
tivitdt von Tumorzellen gegeniiber Chemotherapeutika wiederherzustellen. Zwei Haupt-
ansatzpunkte liegen den Strategien zur Reversion der Pgp-vermittelten Mehrfachresistenz
zugrunde:

e die Reduktion der Expression und / oder
e die Inhibition der funktionellen Aktivitdt von P-glycoprotein

Durch die gleichzeitige Gabe von Chemotherapeutika und Modulatoren, die auf oben
genannte Weise die Funktion von Pgp beeintriachtigen, soll eine verstéarkte intrazellulére
Akkumulation der Medikamente erzielt werden.
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Ca-Kanalblocker Verapamil, Nifedipin
Calmodulin-Inhibitoren Trifluoperazin
Immunsuppresiva Cyclosporin A, FK 506
antihormonelle Agenzien Tamoxifen
antipsychotische Agenzien Phenothiazine
antiarrhythmische Agenzien | Chinidin

Tabelle 1.5: Bekannte Therapeutika, die als Chemosensitizer fiir die Pgp-vermittelte Mehr-
fachresistenz wirken.

Tsuro et al. gelang 1981 zum ersten Mal eine pharmakologische Reversion von Pgp-
vermittelter MDR in in vitro Studien an einer Maus-Zelllinie | ]. Dabei
stellte sich heraus, dass die gleichzeitige Gabe des Calcium-Kanal-Blockers Verapamil die
intrazellulire Akkumulation von Vincristin in den Zellen begiinstigte. Als Folge davon
wurde eine Verstdarkung der antiproliferierenden Wirkung beobachtet. Seither wurden in
der Literatur zahlreiche MDR-Modulatoren beschrieben, die die Drug-Efflux-Funktion
von Pgp herabsetzen und so zu einer Reversion der zelluldren Resistenz fiihren.

Da viele der Modulatoren fiir die Mehrfachresistenz selbst Substrate von P-glycopro-
tein sind, wie z. B. Verapamil, ist die Annahme einer kompetitiven oder nicht kom-
petitiven Inhibition naheliegend. Auch Interferenz mit der Substraterkennung kann der
Reversion zugrunde liegen | , |.

In ihrer Struktur und ihren Eigenschaften sind diese modulierenden Verbindungen
ebenso unterschiedlich wie die zuvor beschriebenen Substrate von P-glycoprotein. MDR-
reversierende Eigenschaften werden gefunden bei Calcium-Kanal-Blockern, antipsychoti-
schen Agenzien, Calmodulin-Inhibitoren, antihormonellen und antiarrhythmischen Agen-
zien sowie bei Immunsuppresiva | , | (vgl. Tabelle 1.5).

Die meisten Chemosensitizer sind somit Therapeutika, die urspriinglich in anderen
Bereichen eingesetzt wurden und benétigen sowohl préaklinisch als auch klinisch héhere
Dosen, um geniigend hohe Plasmakonzentrationen zur Reversion der MDR zu erreichen.
In diesen Konzentrationsbereichen ist jedoch die Eigentoxizitat vieler Modulatoren sehr
hoch, und somit ist es nicht moglich, angemessene Plasmakonzentrationen der modulie-
renden Agenzien zu erreichen. Daneben sind weitere Aspekte zu berticksichtigen, die fiir
das Scheitern vieler Modulatoren in klinischen Studien verantwortlich sind:

e In Tumorzellen sind neben MDR1/Pgp zahlreiche andere Mechanismen an der Aus-
bildung von Multidrug Resistenz beteiligt (siehe Kapitel 1.2.2), welche durch Pgp-
Modulatoren nicht angegangen werden.

e Die Bioverflighbarkeit modulierender Substanzen in vivo kann durch fehlende Pgp-
Bindungsspezifitiat ebenso beeinflusst werden, wie durch Serumproteine (z. B. Ami-
daron oder Pyridamol).

e Daneben ist zu bertiicksichtigen, dass Pgp-Modulatoren die Pharmakokinetik von
Antitumormedikamenten d&ndern kénnen. Sofern die Dosis dieser Chemotherapeuti-
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ka nicht angemessen reduziert wird, kann dies zu einer gesteigerten Toxizitat fithren.
Als Nebeneffekt wird zudem die normale Funktion von Pgp in gesunden Geweben
vermindert.

Derzeit laufen klinische Studien mit nicht zytotoxischen Substanzen, die als Modula-
toren Anwendung finden sollen | , -
Dazu gehort beispielsweise PSC833, ein nicht immunotoxisches Analogon von Cyclospo-
rin A.

1.6 Genetische Polymorphismen

Genetische Variationen in der Nucleotidsequenz der DNA kénnen aufgrund ihrer Lokali-
sation den Informationsgehalt der DNA &ndern und somit interindividuelle funktionelle
Unterschiede zur Folge haben. Beispielsweise kénnten Polymorphismen die Suszeptibili-
tat gegeniiber xenobiotischen Agenzien verédndern. Somit stellen sie auch einen méglichen
Ansatzpunkt zur Erklarung der individuell unterschiedlichen Behandlungserfolge z. B. bei
der Krebstherapie dar | ].

Mogliche Ursachen fiir solche genetischen Verdnderungen sind beispielsweise fehler-
hafte DNA-Replikation oder auch thermische Zusammenstofe der DNA mit anderen Mo-
lekiilen. Sequenzverdnderungen kénnen auch durch Rekombination verschiedener Gene
entstehen. Daneben konnen UV-Strahlung sowie chemische Induktion, z. B. durch toxi-
sche Metabolite, zu genetischen Verédnderungen fithren | ]. Die héufig-
sten genetischen Variationen sind die sogenannten SNPs, die “single nucleotide polymor-
phisms”. Dabei handelt es sich um Verdnderungen einzelner Basen der Nucleotidsequenz,
die mit einer Haufigkeit von mindestens 1 % auftreten | |. Eines der best un-
tersuchten polymorphen Gene ist das Cytochrom P450 2D6, von dem etwa 60 verschiede-
ne Variationen bekannt sind | , |. Auch
in ABC-Transportergenen sind einige Polymorphismen bekannt, die z. B. bestimmte
Krankheiten zur Folge haben (siehe Kapitel 1.3, Tabelle 1.2).

Ein bedeutender Aspekt der genetischen Forschung liegt darin, Zusammenhénge zwi-
schen Sequenzvariationen und bestimmten Phénotypen zu ergriinden. Genetische Varia-
tionen konnen sehr unterschiedliche Folgen haben. Veranderungen in der Promotorregion
eines Gens konnten sich beispielsweise auf die Regulation der Genexpression auswirken,
wahrend Variationen in der codierenden Sequenz u. a. einen Einfluss auf die Gesamtstruk-
tur eines Proteins, seine Stabilitdt sowie seine subzelluldre Lokalisation haben kénnten.
Im Falle von Transportergenen, wie dem MDR1-Gen, konnten solche Polymorphismen
auch zu einer verdnderten Substratspezifitat fithren | |-
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Problemstellung

Untersuchungen an Genen der ABC-Transporterfamilie ergaben, dass einige natiirlich
auftretende Polymorphismen entscheidend zur Entstehung verschiedener Erbkrankheiten
beitragen (siehe Kapitel 1.3, Tabelle 1.2). Die Aufkldrung genetischer Faktoren, wie bei-
spielsweise natiirlich auftretende Mutationen humaner ABC-Transporter, ist aber nicht
nur zum Verstindnis der Atiologie bestimmter Erkrankungen von Bedeutung, sondern
sie soll dariiberhinaus auch Aufschluss geben {iber pharmakokinetische bzw. pharmako-
dynamische Aspekte von Medikamenten.

Wie aus zahlreichen Studien hervorgeht, sind viele Medikamente Substrate von P-
glycoprotein, dem bislang am meisten untersuchten ABC-Transporter. Damit ist Pgp in
die Gewebeverteilung und Pharmakokinetik vieler Arzneistoffe involviert und agiert z. B.
auch als Teil der Blut-Hirn- bzw. Blut-Testis-Schranke | |. Aus diesem
Grund kann die therapeutische Effektivitat solcher Substanzen sowohl durch den Grad
der Expression als auch durch die Funktionalitit des MDR1-Genproduktes beeinflusst
werden | ].

Verschiedene Studien zeigen, dass die Expression von Pgp individuell sehr stark va-
rileren kann | , , ]. Die
grofte Variabilitdt in der Expression dieses bedeutenden Transportproteins kénnte einen
Grund fiir unterschiedlich starke Arzneimittelwirkungen und -nebenwirkungen bei ver-
schiedenen Individuen darstellen. Dies legt nahe, dass genetische Variationen fiir dieses
Phanomen verantwortlich sein kénnten. Tatsédchlich konnte im Experiment an kiinst-
lich verursachten Mutationen gezeigt werden, dass diese sich auf die Substratspezifitat
von Pgp ebenso auswirken, wie auf die Transporteffektivitét | ,

, , |. Es ist daher na-
heliegend, dass auch natiirlich auftretende Polymorphismen des humanen MDR1-Gens
solche Effekte bewirken konnten.

Insbesondere Polymorphismen in funktionell relevanten Positionen wie beispielsweise
in bestimmten transmembranspannenden Regionen oder den Nucleotidbindungsstellen
sind von besonderem Interesse, da genetische Variationen in diesen Bereichen einen Ein-
fluss auf Bindung und Transport von Pgp vermuten lassen.
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Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit genetische
Faktoren existieren und fiir die variable Expression dieses Transporters verantwortlich
sind.

Die vorliegende Arbeit unterteilt sich im Wesentlichen in zwei Hauptaufgaben:

e Anhand einer Probandenstudie sollten zunéchst mit Hilfe unterschiedlicher Scree-
ningverfahren natiirlich auftretende Mutationen des humanen P-glycoproteins de-
tektiert und eine statistische Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Polymorphis-
men aufgestellt werden. Daneben sollten Screeningverfahren etabliert werden, die
es ermoglichen, gezielt und effektiv nach bestimmten Polymorphismen zu suchen.

o Als weitere Aufgabe sollten die gefundenen Mutationen beziiglich ihrer Effekte auf
den Organismus untersucht werden. Dazu war zunichst die Entwicklung geeigneter
Verfahren zur Untersuchung der Funktionalitdt genetischer Variationen notwendig.
Fiir Polymorphismen, die sich in der nichtcodierenden Region des Gens befinden,
war dazu die Etablierung eines geeigneten Reportergensytems erforderlich, wéh-
rend zur Untersuchung interessanter Mutationen in den Exonbereichen des Gens
die Herstellung und Optimierung eines Expressionssystems notwendig war. Zusétz-
lich sollten die Auswirkungen codierender Polymorphismen auf die Transportei-
genschaften von Pgp mittels eines Funktionalitats-Assays (R123-Assay) untersucht
werden.
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Material und Methoden

3.1 Zellkulturen

e HepG2-Zellen: Bei der Zelllinie HepG2 handelt es sich um menschliche Hepa-

toblastomzellen eines 15jdhrigen ménnlichen Argentiniers [Knowles & Aden, 1983,
ATCC].

e COS-7 Zellen: Es handelt sich hierbei um Nierenzellen des Affen (African Green
Monkey, Cercopithecus aethiops) [AT CC]. Diese fibroblasten-ahnliche Zelllinie wur-
de aus CV-1 Simian Zellen durch Transformation mit einer SV-40 Mutante, welche
fir das Wildtyp-T-Antigen kodiert, etabliert [Gluzman, 1981]. Da COS-7-Zellen
eine sehr geringe Pgp-Basalexpression aufweisen, sind sie fiir Untersuchungen der
Pgp-Expression besonders gut geeignet.

Abbildung 3.1: Kultur von COS-7-Zellen (links) und HepG2-Zellen (rechts).
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3.2 Medien
Zellkulturmedium DMEM 450 ml
FKS 50 ml
Pen/Strep 5 ml
Lagerung bei 4°C
Einfriermedium FKS 88 %
DMSO 12 %
Lagerung bei -20°C
2YT-Medium NaCl 5g
Bacto-Trypton 16 g
Yeast-Extract 10g
H5O bidest ad 11
pH ad 7,0; autoklavieren
LB-Medium NaCl 10g
Bacto-Trypton 10g
Yeast-Extract 5g
H5O bidest. ad 11
pH ad 7,0; autoklavieren
LB-Agar NaCl 5g
Bacto-Trypton 5g
Yeast-Extract 25g
Bacto-Agar 10g
H-5O bidest. ad 500 ml
pH ad 7,0; autoklavieren; nach Abkiih-
len auf ca. 50°C: 250 ul Ampicillin [100
mg/ml| zugeben, Petrischalen damit be-
schichten; Lagerung bei 4°C
3.3 Puffer und L6sungen
TE-Puffer Tris 10 mM
EDTA - 2H,0 1 mM
pH ad 8,0
TBE-Puffer (10x) Tris 108 g
Borsaure 55 g
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 ml
H-5O bidest. ad 11
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Tris-Sucrose-Puffer Tris
Sucrose
pH ad 7,4; Lagerung bei 4°C

HBS-Puffer HEPES
NaCl
NasHPO, - H,O
pH ad 7,4; sterilfiltrieren

PBS-Puffer KCI
NaCl
KH>PO,
NayHPO,
pH ad 7,4; sterilfiltrieren

DEPC-H,0 DEPC
H5O bidest.

mind. 1 h rithren; UN stehen lassen; auto-

klavieren

GT-Losung Guanidiniumthiocyanat
Tris
EDTA - 2H-0
in DEPC-H5O; pH ad 7,5
vor Gebrauch zugeben:
(B-Mercaptoethanol

MOPS (10x) MOPS
NaOAc
EDTA - 2H,0
pH ad 7,0; autoklavieren

Denaturierungs- Formamid, deionisiert
puffer (RNA) Formaldehyd
10x MOPS
DEPC-H->0O
Ethidiumbromid [5 mg/ml]
vor Gebrauch frisch ansetzen

DMSO-Schocklésung DMSO in PBS
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Protein-Storage- EDTA - 2H50 1 mM
Puffer Tris 100 mM
pH ad 7,4
vor Gebrauch zusetzen:
PMSF 1 mM
Leupeptin 10 pug/ml
Pepstatin 10 pug/ml

Schwellpuffer Tris/HCI 10 mM
NaCl 10 mM
MgCls - 6H20 1,5 mM
NaN3 0,05 %
sterilfiltrieren; Lagerung bei 4°C
vor Gebrauch zusetzen:
PMSF 100 mM
DTT 100 mM

PAGE- Tris 30 g

Elektrodenpuffer Glycin 144 g
10 % SDS 50 ml
H-5O bidest. ad 51
SDS zuletzt zugeben

Anodenpuffer 1 Tris 0,3 M
Methanol 10 %
pH ad 10,4

Anodenpuffer 11 Tris 25 mM
Methanol 10 %
pH ad 10,4

Kathodenpuffer Tris 25 mM
Glycin 40 mM
Methanol 10 %
SDS 0,05 %
pH ad 9,4

TBS-Puffer NaCl 140 mM
Tris 10 mM
pH ad 7,4

TBS-T-Puffer Tween-20 0,05 %

in TBS
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Lammli-Puffer Tris/Glycerin (1,2M; pH 6,8) 200 ul
SDS (10 %) 200 pl
Bromphenolblau (0,05 %) 40 pl
(-Mercaptoethanol 20 pl
vor Gebrauch frisch ansetzen

Lowry-A NayCO3 (2%) 100 Teile
K-Na-Tartrat (2,7 %) 1 Teil
CuSOy4 (1 %) 1 Teil

Lowry-B Folin-Ciocalteaus-Phenolreagenz 1 Teil
H-5O bidest. 1 Teil

SSCP-Proben- Formamid 940 ul

puffer(DS) Bromphenolblau 10 pl
Xylencyanol 10 pl
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 pl
vor Gebrauch frisch ansetzen

SSCP-Denatu- Formamid 920 ul

rierungspuffer(SS) Bromphenolblau 10 pul
Xylencyanol 10 pl
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 pl
NaOH (1 M) 20 pl
vor Gebrauch frisch ansetzen

SSCP-Entwickler NayCOs3 30¢g
Formaldehyd (37 %) 1,5 ml
H5O bidest. ad 11
vor Gebrauch zugeben:
NTS 2 mg

SSCP-Fixierer Essigsaure 7%

Silberfarbung AgNO3 1 mg
Formaldehyd (37 %) 1,5 ml
H5O bidest. ad 11
frisch ansetzen

3.4 Gele

Agarosegel (1 %) Agarose lg

1x TBE 100 ml

in der Mikrowelle aufkochen; abkiihlen auf
ca. 40°C; 20 pl Ethidiumbromid zugeben;

ca. 1 h ausharten



Kapitel 3. Material und Methoden 29
Formaldehyd Agarose 15g
-Agarosegel 10x MOPS 15 ml
H5O bidest. 108 ml
in der Mikrowelle aufkochen; abkiihlen auf
ca. 60°C; 27 ml Formaldehyd zugeben; ca.
3 h aushéarten; nach ca. 1 h mit 1x MOPS
iiberschichten

Trenngel (8 %) H50O bidest. 7050 ul
Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8) 3750 pul
10 % SDS 150 pul
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 4000 pl
10 % APS 50 pul
TEMED 5 ul
2-3 h polymerisieren

Sammelgel (6 %) H50O bidest. 5300 pul
Tris/HCI (0,5 M; pH 6,8) 2500 pl
10 % SDS 100 pl
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 2000 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 5 pl
30 min polymerisieren

SSCP-Gele (2 St.) H50O bidest. 70 ml
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 20 ml
10x TBE 10 ml
TEMED 30 pul
APS (10 %) 500 pl
2 h polymerisieren

Polyacrylamidgel Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 13,3 ml
10x TBE 5 ml
H>O bidest. 1,3 ml
APS (10 %) 350 ul
TEMED 18 pul

3.5 Chemikalien
[@3%P]-ACTP

2-3 h polymerisieren

Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)

Agarose
Ammoniumacetat

ICN, Eschwege
Roth, Karlsruhe
Peqlab, Erlangen
Merck, Darmstadt
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Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Bacto-Agar
Bacto-Trypton
Borsaure
Bromphenolblau

Calciumchlorid
Chloroform

Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonucleotide
Dimethylsulfoxid
Dimethylformamid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiotreitol
DMEM-Grundmedium
DNA-Molekulargewichtsstandard

Entwicklerlésung
Essigsaure (100 %)
Ethanol, p.a.
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat

Fixierlosung
Folin-Ciocalteaus-Phenolreagenz
Formaldehyd (37 %)

Foétales Kélberserum

FuGENE 6

Gelbeladungspuffer (DNA-Gele)
Glucose

Glycerin

Glycin

Guanidiniumthiocyanat

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit (USA)
Difco, Detroit (USA)
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Peqlab, Erlangen

Ilford, Dreieich
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Ilford, Dreieich

Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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HEPES

Isoamylalkohol
Isopropanol

Kaleidoscope Prestained Protein Standard

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogencarbonat

Kaliumdihydrogenphosphat

Kalium-Natrium-Tartrat
Kanamycin
Kupfersulfat

Leupeptin

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol p.a.
(B-Mercaptoethanol
MOPS

Natriumacetat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumisocitrat
Natriumdodecylsulfat
Natriumthiosulfat

PCR-Puffer
PCR-Primer
PCR-Wasser
p(dT),-Primer
Penicillin/Streptomycin
Pepstatin A

Phenol

PMSF

Roth, Karlsruhe

Merck-Schuchardt, Mannheim
Merck, Darmstadt

BioRad, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
MWG-Biotech, Eberstein
Fresenius, Bad Homburg

Roche, Mannheim
Biochrom-Seromed, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
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Rhodamin 123

Silbernitrat
Sucrose

TEMED

Tris
Trypsinlosung
Tween-20

Verapamil
Xylencyanol

Yeast-Extract

3.6 Enzyme

AMV-Reverse Transkriptase
CIAP

Lysozym
Restrictionsendonucleasen

RNAse A

RNAsin

Proteinase K
Pfu-Turbo-Polymerase
Tag-Polymerase
T4-DNA-Ligase

3.7 Antikorper

C494, MDRI1 spezifisch

HRP-gekoppeltes anti-Maus IgG aus Ziege

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Biochrom-Seromed, Berlin
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit (USA)

Amersham, Braunschweig
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Promega, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Stratagene, Heidelberg

Gibco BRL, Eggenstein
Roche, Mannheim

Alexis, Griinberg
Sigma, Deisenhofen
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3.8 Kits

Blood & Cell Culture Kit

Clontech Site Directed Mutagenesis Kit
Dual Luciferase Reporter Assay System
ECL™ Detection Kit

Expand Long Template PCR System

T™

GatewayTM Cloning System

Qiaﬁlter® Plasmid Maxi Kit

Qiaprep® Spin Miniprep Kit

QuikChange XL Site Directed Mutagenesis Kit
MoBio Ultra Clean Kit

pCMV-Script PCR Cloning Kit

Wizard Plus Minipreps DNA Purification Kit
RNeasy Blood Mini Kit

3.9 Gerate

Autoklav
5075 EL

Brutschrank
Heraeus B 5060

Elektrophoresekammern

Easy Cast B1A (Agarosegel)
Horizon 11-14 (Horizontalgel)
Gibco BRL V 15-17 (Vertikalgel)
Mini-Protean II (Western-Blot)
Peguin P9 DS water-cooled (SSCP)

Filmmaterial
Hyperfilm MP

Filterpapier
Whatman 3 MM

Fluoreszenz-Spektrometer
Lumineszenz-Spektrometer LS5

Qiagen, Hilden
Clontech, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg
Dianova, Hamburg
Stratagene, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Systec, Wettenberg

Heraeus, Hanau

AGS, Heidelberg

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
AGS, Heidelberg

Owl scientific, Woburn, USA

Amersham Pharmacia, Freiburg

Whatman, Kent, UK

Perkin-Elmer, Uberlingen
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Fotokassetten
X-Omatic mit Verstarkerfolien

Geldokumentations-Videosystem
Eagle Eye 11

Heizbl6cke
Thermostat 5320
Multi-Blok Heater, Lab-Line

Kulturschalen
Petrischalen (94 x 16 mm)
Petrischalen (60 x 15 mm)

Luminometer
Luminat LB 9507

Membran
PVDF

Mikroskop
Leica DM IRB

Photometer
Uvicon Spektrophotometer 930

Radiodetektor
Handmonitor LB 112

Schiittelinkubator
TM 30

Spannungsgerite
PS3002, ST606, ST 305
LKB-GPS 200/400
PowerPac 300
Powerpack 25

Kodak, Stuttgart

Stratagene, Heidelberg

Eppendorff, Hamburg
Alletric, Wien, A

Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen

Berthold, Wildbach

Millipore, Schwalbach

Leica, Wetzlar

Kontron, Miinchen

Berthold, Wildbach

Edmund Biihler, Tiibingen

Gibco BRL, Eggenstein
Pharmacia, Freiburg
BioRad, Miinchen
Beckman, Miinchen
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Sterilbank
UVF6-125

Ultraschall-Sonde
Labsonic 2000

Waagen
BP 210s
BP 410s
BP 400

Semidry-Apparatur
SemiPhor TE 70 Series

Thermocycler

GeneAmp PCR System 9700
Genius

Cyclogene

Zentrifugen
J2-21-Zentrifuge
Kiihlzentrifuge GS-6R
Microfuge R Zentrifuge
Optima TL Ultrazentrifuge
Laborzentrifuge 1K15

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Braun, Melsungen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Go6ttingen

Amersham Pharmacia, Freiburg

Perkin Elmer, Lincoln, USA
Techne, Cambridge, UK
Techne, Cambrigde, UK

Beckman, Miinchen
Beckman, Miinchen
Beckman, Miinchen
Beckman, Miinchen

Sigma, Steinheim
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3.10 Zellkulturmethoden

3.10.1 Herstellung von Ratten-Kollagenlésung und Beschichtung der
Kulturplatten

Die Kultivierung von Zelllinien erfolgt auf mit Kollagenlésung beschichteten Kultur-
schalen. Zur Herstellung dieser Losung werden aus abgehduteten Rattenschwénzen die
Kollagenfasern mit einer Zange herausgezogen, 4 h unter einer Rotlichtlampe getrocknet
und anschliefend durch UV-Bestrahlung sterilisiert. Die so gewonnenen Fasern kénnen
bei -20°C gelagert werden. Fiir die Kollagenlésung werden jeweils 500 mg der Fasern
mindestens 12 h bei 4°C in 440 ml steriler Essigsaure (0,05 %) geriihrt. Um nicht gel6s-
te Faserbestandteile abzutrennen, wird die Suspension anschlieffend 3 h bei 3500 g/4°C
(Beckman-Kiihlzentrifuge, Rotor JA-14) zentrifugiert. Nach Beendigung der Zentrifuga-
tion wird die iiberstehende Losung dekantiert und bei 4°C gelagert.

Zur Beschichtung der Kulturschalen werden diese mit der beschriebenen Kollagenlo-
sung gleichméafig benetzt, indem auf eine Platte etwas Losung gegeben und diese dann
sukzessive auf die nichste Platte abgegossen wird. Die beschichteten Kulturschalen wer-
den iiber Nacht unter UV-Licht getrocknet.

3.10.2 Kultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgt auf kollagenierten Petrischalen mit einem Durch-
messer von 96 mm. Als Nahrmedium werden jeweils 7 ml DMEM mit L-Glutamin und
D-Glucose zugegeben. Das Medium enthéalt daneben 10 % FKS sowie einen Zusatz von
1 % Penicillin/Streptomycin, welches ein Bakterienwachstum in den Zellkulturen ver-
meiden soll. Die Zellkulturen werden bei 37°C in einer 5 %igen COy-Atmosphére im
Brutschrank gehalten. Spéatestens alle drei Tage wird ein Medienwechsel durchgefiihrt,
um die Zellen mit frischen N&hrstoffen zu versorgen. Sind die Kulturschalen konfluent
mit Zellen bewachsen, werden die Zellen passagiert und auf neue Kulturschalen ausgesat.

3.10.3 Bevorratung
Einfrieren

Zur Bevorratung der Zellkulturen ist es moglich, diese in fliissigem N einzufrieren und
zu lagern. Der Zellrasen einer konfluenten Kulturschale wird mittels Trypsin abgel6st, in
Medium aufgenommen und 5 min bei 500 g/4°C (Beckman-Kiihlzentrifuge) zentrifugiert.
Das erhaltene Zellpellet wird in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryorohr-
chen iiberfiihrt. Die so behandelten Zellen werden zunéchst 24 h bei -80°C vorgefroren
und anschlieftend in fliissigem Stickstoff gelagert.

Auftauen

Zum Auftauen der Zellen wird das Kryoréhrchen in der Hand erwéarmt und der Inhalt in
ein Zentrifugenréhrchen mit 10 ml Medium iiberfiihrt. Nach 3 miniitiger Zentrifugation
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bei 500 g/4°C wird der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert
und auf eine Kulturschale mit 6 ml Nahrlésung ausplattiert. Nach 24 h erfolgt ein Me-
dienwechsel.

3.10.4 Zellernte

Zur Zellernte wird der Zellrasen konfluent bewachsener Kulturschalen zun&chst zweimal
mit PBS-Puffer gespiilt. Auf jede Platte werden 400 bzw. 800 ul (60 bzw. 96 mm) Tris-
Sucrose-Puffer gegeben. Die Zellen werden mit einem Einweg-Zellschaber abgeerntet und
in Eppendorff-Cups tiberfithrt. Nach 5 miniitiger Zentrifugation bei 1000 g/4°C wird der
Uberstand verworfen und das Zellpellet bis zu seiner weiteren Verwendung bei -20°C
eingefroren.

3.11 Proteinisolierung

3.11.1 Gewinnung von Plasmamembranproteinen aus Zellkulturen

Zur Gewinnung von Plasmamembranproteinen aus Zellkulturen werden 3-4 konfluent
bewachsene Zellkulturplatten zunéchst mit eiskalter Saline zweimal gewaschen. Die Zellen
werden auf Eis in jeweils 800 ul Schwellpuffer abgeschabt und in Eppi-Cups tiberfiihrt.
Nach 5 miniitiger Zentrifugation bei 4000 g/4°C wird der Uberstand abgegossen und
die Pellets in insgesamt 800 ul Schwellpuffer resuspendiert und vereinigt. Es werden 8
ul EDTA-L6sung zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert, bevor die Zellen mittels einer
Ultraschallsonde 20 s lang lysiert werden. Zelltriimmer, -kerne und Mitochondrien werden
durch 10 miniitige Zentrifugation bei 5000 g/4°C abgetrennt. Es werden jeweils 700 ul
der Uberstinde in UZ-Eppendorffs iiberfiihrt und zur Gewinnung der PM-Fraktion 30
min bei 100000 g/4°C zentrifugiert. Das Pellet wird auf Eis kurz an Luft getrocknet, in
einer geeigneten Menge Schwellpuffer (mit 1 % EDTA) aufgenommen und zur Lagerung
bei -80°C eingefroren.

3.11.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wird nach einer von Lowry entwickelten
Methode durchgefiihrt | |. Es handelt sich hierbei um ein colorimetri-
sches Messverfahren, bei dem der Proteingehalt photometrisch ermittelt werden kann. Je
5 pl Proteinprobe werden mit 95 pl HoO und 100 pl NaOH [1 N] vermischt und mit 1
ml Lowry A Losung versetzt. Nach 10 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wer-
den 100 pl frisch hergestellte Lowry B Losung zugegeben und weitere 30 min inkubiert.
Anschliefiend wird die Extinktion bei 720 nm im Photometer gegen HoO gemessen. Fiir
den Nullwert wird anstelle einer Proteinprobe HoO bzw. Puffer verwendet. Die Protein-
konzentration wird anhand einer BSA-Eichgeraden nach folgender Formel berechnet:

¢(Protein) = AE - 15 -

F = Verdiinnungsfaktor
0,01
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3.12 DNA-Isolierung

3.12.1 DNA-Isolierung aus Blut

Zur DNA-Gewinnung wird freiwilligen Probanden jeweils ca. 30 ml venoses Blut ent-
nommen. Um eine Gerinnung des frischen Blutes zu verhindern, werden die Proben in
Glasrohrchen abgefiillt, die Natriumcitrat als Gerinnungshemmer enthalten. Die Blut-
proben sollten sofort nach Entnahme weiterverarbeitet werden.

Um die Lymphozyten von den Leukozyten abzutrennen, werden die Blutproben zu-
néchst 20 min in einer vorgekiihlten Zentrifuge bei 1500 g/4°C zentrifugiert.

Archivierung von Lymphozyten

Unter sterilen Bedingungen werden 1760 ul des iiberstehenden Serums in ein Kryoréhr-
chen pipettiert und mit 240 ul DMSO versetzt (88 % Serum : 12 % DMSO). Die Losung
wird gemischt und sofort auf Eis gestellt. Zur Archivierung werden die Lymphozyten
zunéchst bei -80°C im Biofreezer vorgefroren und anschlieffend in fliisssigem Stickstoff
gelagert.

Gewinnung genomischer DN A

Zur Gewinnung genomischer DNA wird das Blood & Cell Culture Kit von Qiagen ver-
wendet. Das restliche, durch Zentrifugation gewonnene Serum (ca. 15 ml) wird auf zwei
Falconréhrchen verteilt und auf Eis gestellt. Die weitere Aufarbeitung erfolgt nach den
Angaben des Herstellers.

Nach Bestimmung von Konzentration und Reinheit wird die DNA bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.12.2 DNA-Isolierung aus Zellkulturen

Bei dieser Methode handelt es sich um eine nach Worner modifizierte Phenolextrakti-
onsmethode | ]

Pro DNA-Isolierung werden jeweils 3-4 konfluent bewachsene Zellkulturschalen (ca.
20-25 Mio. Zellen) bendtigt. Die Zellen werden zunéchst mit einem sterilen Einmalscha-
ber im Medium abgeerntet, in einem Falcontube vereinigt und auf Eis gestellt. Um das
Medium abzutrennen wird 10 min bei 3000 g/4°C zentrifugiert und der Uberstand voll-
standig abgesaugt. Das Zellpellet wird nun in 10 ml Extraktionspuffer resuspendiert und
mit 500 pl Proteinase K [10 mg/ml] und 100 pl RNAse A [10 mg/ml| versetzt. Zum
Proteinverdau wird diese Mischung 3 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubation folgt eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Dazu wird
die Suspension mit 10 ml Phenol ausgeschiittelt und zur Phasentrennung 5 min bei 3500
g/4°C zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wird in ein neues Zentrifugenréhrchen
pipettiert, in das jeweils 5 ml Phenol und SEVAG (Chloroform:Isoamylalkohol = 24:1)
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vorgelegt wurden. Nach erneuter Zentrifugation bei 3500 g/4°C wird die obere Phase noch
einmal mit 10 ml SEVAG ausgeschiittelt und ein letztes mal zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen, mit 500 ul NH4OAc [7,5 M] gemischt und zur DNA-Fallung mit 20
ml kaltem (-20°C) Ethanol versetzt. Die DNA-Fallung erfolgt bei -20°C iiber Nacht.

Nun wird der Niederschlag 20 min bei 3500 g/4°C abzentrifugiert, die iiberstehende
Losung bis auf ca. 1 ml abgegossen und das Pellet in der verbleibenden L&sung resus-
pendiert. Nach Uberfithren der Suspension in ein Eppendorff-Cup wird weitere 10 min
bei 15000 g/4°C zentrifugiert. Zur Reinigung kann die DNA mit EtOH (70 %) gewa-
schen werden. Anschliefend wird der Uberstand verworfen, die Restfliissigkeit mit einem
Wattestdbchen entfernt und das DNA-Pellet in geeigneter Menge H2O bidest. geldst. Die
Lagerung erfolgt bei -20°C.

Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben

Die Konzentrationsbestimmung wassriger DNA- bzw. RNA-Losung (siehe Kapitel 3.13)
erfolgt photometrisch {iber Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von A = 260 nm.

Dabei entspricht eine Absorption von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstran-
giger DNA bzw. 40 ug/ml einzelstrangiger DNA oder RNA.

Zur Messung wird 1 pl DNA in 499 pl HoO bidest. geldst und die Extinktion in einer
Quarzkiivette ermittelt:

50

1g
Sl g9 N A
c { ] (260nm) 1000

] F = Verdiinnungsfaktor (hier F' = 500)
W

Zur Uberpriifung der Reinheit wird aufierdem die Extinktion bei 280 nm gemessen
und der Quotient aus beiden Extinktionen berechnet. Dabei sollte dieser einen Wert
zwischen 1,6 und 1,8 annehmen.

3.13 RNA-Isolierung

3.13.1 RNA-Isolierung aus Gesamtblut

Die Gewinnung von RNA aus frischem Blut erfolgt mit Hilfe des RNeasy Blood Mini
Kits der Firma Qiagen. Alle Schritte werden bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt.
Dabei sollte moglichst ziigig gearbeitet werden, da die RNA sehr empfindlich ist. Die
Durchfiihrung der RNA-Isolierung erfolgt nach Angaben des Herstellers.

Die gewonnene RNA wird sofort auf Eis gestellt und zur Aufbewahrung bei -80°C
eingefroren.

3.13.2 RNA-Isolierung aus Zellkulturen

Zur Isolierung von RNA aus Zellkulturen kommt eine Methode nach Chomczynski zur
Anwendung | |. Die konfluent bewachsenen Kulturplatten wer-
den zunéchst auf Eis gestellt und 3 min mit je 1 ml GT-Losung inkubiert. Die Zellen
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werden mit einem Einmal-Zellschaber abgeerntet, in ein Rundbodenréhrchen iiberfiihrt
und auf Eis gestellt. In jedes Rohrchen werden nun 3 ml Phenol, 300 ul Natriumacetat
(2 M, pH 4,0) und 600 pl Chloroform : Isoamylalkohol (49 : 1) pipettiert. Die Mischung
wird kraftig geschiittelt und nach 15 miniitiger Inkubation auf Eis bei 3500 g/4°C fiir 30
min zentrifugiert. Es folgt die RNA-Fé&llung bei -80°C fiir mindestens 1 h. Anschliefend
wird erneut 30 min bei 3500 g/4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das
RNA-Pellet in 300 pul GT-Puffer aufgenommen und in ein Eppendorff-Cup iiberfiihrt.
Nach Zugabe von 300 pl Isopropanol pro Probe wird ein weiteres Mal bei -80°C mindes-
tens 1 h gefillt. Es folgt eine 10 miniitige Zentrifugation bei 15000 g/4°C. Der Uberstand
wird abgegossen, das Pellet mit 100 pl Ethanol (70%) gewaschen und erneut bei 15000
g/4°C zentrifugiert. Die tiberstehende Losung wird verworfen und das getrocknete Pellet
in 30-50 ul DEPC-Wasser aufgenommen. Zur Lagerung wird die gewonnene RNA bei
-80°C im Biofreezer aufbewahrt.

Konzentrationsbestimmung von RN A-Proben

1 pl RNA wird in 499 ul HoO bidest. gelost. Die Ermittelung der Konzentration erfolgt
analog zur Konzentrationsbestimmung von DNA photometrisch. Zur Berechnung des
Konzentrationswertes wird folgende Formel verwendet:

Mg 40
‘ Lzl 1000
Auch hier kann zur Uberpriifung der Reinheit auRerdem die Extinktion bei 280 nm

gemessen und der Quotient aus beiden Extinktionen berechnet werden. Dieser Wert sollte
fiir RNA-Proben bei ca. 1,8 liegen.

] = E(260nm) - F F = Verdiinnungsfaktor (hier F' = 500)

3.14 Polymerase Ketten Reaktion

Mit Hilfe der sogenannten PCR-Technik kann eine definierte Nucleotidsequenz selektiv
in grolen Mengen aus DNA repliziert werden | |, ohne dass dabei Re-
striktionsenzyme, Vektoren oder Wirtszellen benétigt werden. Dazu kann jeder beliebige
DNA-Bereich ausgewahlt werden, unter der Voraussetzung, dass die Sequenzen an seinen
Enden bekannt sind. An diese DNA-Enden miissen vor jeder Strangsynthese zwei kurze
Oligonucleotide binden, an jedes Strangende der Doppelhelix eines. Diese Oligonucleotide
dienen als Primer fiir die PCR und begrenzen den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt.
Die Herstellung der benétigten Primer erfolgt auf synthetischem Weg.

Bei der PCR wird in einem ersten Schritt die DNA-Doppelhelix durch Hitzedena-
turierung in Einzelstrange getrennt. Anschliefend hybridisieren die beiden Primer an
die komplementéren Strange. Diesen Vorgang bezeichnet man als Annealing. Ausgehend
von den Primern erfolgt in beide Richtungen die DNA-Synthese komplementérer Stréange
durch eine hitzebestédndige DNA-Polymerase, z. B. die sogenannte Taqg-Polymerase. Hier-
bei handelt es sich um eine Polymerase, die aus dem thermostabilen Bakterium Ther-
mophilus aquaticus gewonnen wird. Die einzelnen Schritte der PCR werden in einem
Thermocycler automatisiert wiederholt.
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Fiir die zu amplifizierenden DNA-Fragmente miissen zunachst geeignete Primerpaare
ausgewdhlt werden. Dazu ist es notwendig, dass die DNA-Sequenz bekannt ist. Als Primer
werden zwei kurze DNA-Sequenzen (ca. 20-24 Nucleotide) mit folgenden Eigenschaften
ausgesucht: Jeweils ein Primer in forward- und ein Primer in reverse-Richtung werden be-
notigt. Die beiden Primer miissen so beschaffen sein, dass sie moglichst einen GC-Gehalt
von 40-60 % haben und sich in ihrer Schmelztemperatur um nicht mehr als 3°C unter-
scheiden. Auflerdem muss darauf geachtet werden, dass die beiden Oligonucleotide nicht
zueinander komplementér sind, da sie sich sonst gegebenenfalls bei der PCR aneinander
lagern, anstatt an das DNA-Template zu binden. Entsprechend der Schmelztemperatur
des Primerpaares wird nun ein geeignetes Temperaturprogramm ausgewahlt.

3.14.1 Amplifizierung kleiner Fragmente

Die Amplifizierung kleiner PCR-Fragmente (bis ca. 1 kb) erfolgt nach folgendem Sche-
ma. Zunéchst wird auf Eis eine Standard-Reaktionslésung fiir die PCR unter Verwendung
von Tag-Polymerase zusammenpipettiert (sieche Tabelle: PCR-Zusammensetzung). An-
schlieffend wird der Ansatz sofort in einen Thermocycler gestellt und das entsprechende
Temperaturprogramm gestartet. Nach Beendigung des Temperaturprogramms folgt ein
Kiihlprogramm (— 4°C).

PCR-Reaktionsansatz
PCR-Puffer (10x) 2,50 pl  forward-Primer [10 pM] 1,00 pl
MgCl; [50 mM] 1,00 pul reverse-Primer [10 pM]| 1,00 ul
dNTP-Mix [10 mM] 0,50 ul  DNA [100ng/pd] 1,00 pl
DMSO 1,00 pl  Tag-Polymerase [5U/ul] 0,13 ul
H>O bidest. 16,87 ul

Denaturierung Annealing Produktsynthese
Temperatur 95°C X°C 72°C
Zyklus 1 5 min 2 min 1 min
Zyklen 2-34 1 min 1 min 1 min
Zyklus 35 1 min 1 min 5 min

Tabelle 3.1: Standard-PCR-Temperaturprogramm. Die Annealingtemperatur X°C wird ent-
sprechend der Schmelztemperatur der verwendeten Primer eingestellt.

Zur Amplifizierung der 27 Exons sowie der 5-flankierenden Region des MDR1-Gens
wurden optimale Primerpaare ermittelt und das PCR-Temperaturprogramm entspre-
chend der jeweiligen Schmelztemperatur der Primer angepasst. Die verwendeten Primer-
paare sowie die optimierten Annealingtemperaturen sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.2: Primerpaare zur Amplifizierung der 27 Exons sowie der 5’-flankierenden Region

des humanen MDR1-Gens mittels PCR.
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3.14.2 Amplifizierung grofier Fragmente

Zur Amplifizierung groffer DNA-Fragmente (ca. 5 kb) mittels PCR sind besondere Ver-
suchsbedingungen notwendig. In dieser Arbeit kamen zwei Methoden zur Anwendung;:

Expand Long Template PCR-System

Dieses System der Firma Boehringer eignet sich zur Amplifizierung von bis zu 5 kb
grofen DNA-Fragmenten. Bei diesem System wird ein Polymerase-Mix aus Tag- und
Pfu-Polymerase verwendet, wodurch die Genauigkeit der Amplifikation stark verbessert
wird. Die erhaltenen PCR-Produkte besitzen sticky-ends.

Fiir die Durchfithrung der PCR werden zunéchst zwei getrennte Master-Mix ange-
setzt. Diese werden anschliefend auf Eis zusammenpipettiert, gut gemischt und sofort
in den Thermocycler gestellt. Die Zusammensetzung der Reaktionslosungen sowie das
verwendete Temperaturprogramm sind in den nachfolgenden Tabellen angegeben.

Mix 1 Mix 2
dNTP-Mix [10 mM] 1,5 pl | Puffer 3 (10x) 5,00 ul
forward-Primer [10 puM] 1,5 pl | MgCly [256 mM]| 1,50 pl
reverse-Primer [10 pM] 1,5 pl | Enzymmix 0,75 pul
Template-cDNA 2-5 pul | HoO bidest. ad 25 ul
H5O bidest. ad 25 pl
Denaturierung Annealing Produktsynthese
Temperatur 94°C 63°C 68°C
1 Zyklus 2 min 30 s
10 Zyklen 15 s 30 s 4 min
15 Zyklen 15 s 30s 4 min + 10 s pro Zyklus
1 Zyklus 15s 30 s 7 min

Tabelle 3.3: Temperaturprogramm zur Amplifizierung der MDR1-cDNA mittels Expand Long
Template PCR-System.

Verwendung von Pfu-Turbo-Polymerase

Geeignet zur Amplifizierung von 5-15 kb groffen DN A-Fragmenten ist die Verwendung des
proof-reading Enzymes Pfu-Turbo-Polymerase. Dabei erhélt man blunt-end-Amplifikate
mit einer Fehlerrate von lediglich 1,6:10°% Fehler/Base | |. Der Re-
aktionsansatz, der auf Eis zusammenpipettiert wird, sowie das fiir die Amplifikation der
MDR1-cDNA optimierte Temperaturprogramm sind in den nachfolgenden Tabellen auf-
gefiihrt.
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PCR-Reaktionsansatz

H>O bidest. 39,0 pl
10x Puffer 5,0 ul
ANTP-Mix [10 mM] 1,0 il
DNA-Template [100 ng/ pl] 1,0 pl
forward-Primer [10 pM] 1,5 pl
reverse-Primer [10 puM] 1,5 pl
Pfu-Turbo-Polymerase [2,5 U/ pl] 1,0 ul

Denaturierung Annealing Produktsynthese
Temperatur 95°C 68°C 72°C
1 Zyklus 2 min
20 Zyklen 30s 30 s 30s
30 Zyklen 30s 30 s 4 min 30 s
1 Zyklus 15 s 30s 10 min

Tabelle 3.4: Temperaturprogramm zur Amplifizierung der full-length-MDR1-cDNA mit Pfu-
Turbo-Polymerase.

3.15 Single Strand Conformation Polymorphism

Als Screeningverfahren zur Analyse von Konformationspolymorphismen der DNA-Ein-
zelstrange wurde in der vorliegenden Arbeit die sogenannte SSCP-Methode angewendet
[ , , |. Es handelt sich dabei um
eine Elektrophoresemethode, bei der die unterschiedlichen Laufeigenschaften der DNA-
Einzelstrange in einem neutralen Polyacrylamidgel bei Anlegen eines elektrischen Feldes
ausgenutzt werden. Verantwortlich fiir diese Unterschiede ist zum einen die Grofe der
DNA-Strange und zum anderen auch ihre Sequenz. Unterscheiden sich die entsprechen-
den Eingzelstrange in ihrer Sequenz um mindestens eine Base, so kénnen unterschied-
liche Sekundérstrukturen auftreten. Dies fiihrt in einem nicht denaturierenden Gel zu
einer verdnderten Beweglichkeit der mutierten Strénge gegeniiber den normalen Stran-
gen. PCR-Produkte liefern in einem SSCP-Gel iiblicherweise zwei Banden. Bei Auftreten
einer DNA-Mutation findet zumeist eine Konformationsdnderung statt, was eine Veran-
derung des Bandenmusters im SSCP-Gel zur Folge hat. Liegen Mutationen vor, so lassen
sich diese somit durch Silberfarbung der verwendeten Gele sichtbar machen. Durch dieses
einfache Verfahren wird die Detektion von ca. 80 % aller DNA-Mutationen ermoglicht

[ |-

3.15.1 Versuchsdurchfiihrung

Vor Beginn des eigentlichen Versuches miissen die Polyacrylamidgele vorbereitet werden.
Da Konformationen temperaturabhéngig sind | |, wird zunédchst die wasserge-
kiihlte Gelkammer mittels eines Kryostaten auf 4°C temperiert. Anschliefend werden die
Gele in die Kammer gesetzt und mit kaltem 1xTBE-Puffer geflutet. Um eventuell vorhan-
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dene Acrylamid-Monomere zu entfernen, werden die Geltaschen nach Herausnehmen der
Kamme mit Puffer gespiilt. Dies ist notwendig, da Monomere den Gellauf stéren wiirden.
Bevor die Proben aufgetragen werden, sollte ein Gelvorlauf bei 20 mA fiir mindestens 15
min erfolgen.

Wahrenddessen werden die Proben vorbereitet. Jeweils 5 ul der PCR- Produkte wer-
den mit 7,5 pl Denaturierungspuffer versetzt und bei 97°C 10 min im Thermocycler dena-
turiert. Dadurch wird eine Auftrennung der Einzelstrange bewirkt. Anschlieftend werden
die Proben 5 min auf Eis inkubiert, bevor jeweils 10 ul davon auf das Gel aufgetragen
werden. Daneben wird eine Doppelstrangkontrolle mit aufgetragen. Dazu wird eine PCR-
Probe (5 pl) mit Probenpuffer (7,5 ul) versetzt und direkt in die Geltasche pipettiert. Die
Elektrophorese wird bei 40 mA durchgefiihrt und dauert je nach Fragmentgrofte 3-4 h.

3.15.2 Silberfarbung der SSCP-Gele

Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Gele aus der Kammer genommen und
vorsichtig von den Platten gelost. Zur Fixierung der Banden werden die Gele nun in
500 ml 7,5 %ige HOAc iiberfiihrt und mindestens 20 min lang sanft geschiittelt. An-
schlieffend werden die Gele 3x2 min mit HoO bidest. gewaschen und schliefflich 30 min
in 500 ml Impréagnierlésung inkubiert. Um die Banden sichtbar zu machen, werden die
Polyacrylamidgele nun kurz mit HoO bidest. abgespiilt und in 500 ml eisgekiihlten, frisch
angesetzten Entwickler iiberfiihrt. Sobald die ersten Banden zu erkennen sind, wird die
Entwicklerlosung durch frische ersetzt. Haben die Banden die gewiinschte Intensitat er-
reicht, so wird zum Abstoppen der Farbereaktion 500 ml eiskalte Fixierl6sung zugegeben.
Nach 5 min Inkubation ist die Neutralisationsreaktion beendet und die Gele kénnen nun
fotografiert und ausgewertet werden.

3.16 Plasmidisolierung aus Bakterienkulturen

3.16.1 QIAprep Spin Miniprep Plasmidisolierung

Diese Methode eignet sich zur Isolierung von bis zu 20 pg Plasmid-DNA aus 5 ml
Ubernacht-Bakterienkulturen. Die Bakterienkulturen werden zunichst in Zentrifugen-
rohrchen tiberfithrt und zur Zellernte 5 min bei 3000 g/RT zentrifugiert. Die Isolierung
der Plasmid-DNA erfolgt anhand der Vorgaben im Handbuch [Qiagen, QIAprep Spin
Miniprep|.

Nach Bestimmung der Konzentration wird die Plasmid-DNA bei -20°C bis zur weite-
ren Verwendung gelagert.

3.16.2 Wizard Miniprep Plasmidisolierung

Die Ubernacht-Bakterienkultur wird in ein Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und die Zel-
len werden durch 3-miniitige Zentrifugation bei 3000 g gesammelt. Auch hier wird zur
Isolierung die Beschreibung im Handbuch des Herstellers angewendet [Promegs, Wizard
Miniprep Kit|.
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3.16.3 Plasmidisolierung nach der Kochmethode

Die Kochmethode dient im Gegensatz zu den bereits genannten Methoden nicht zur Iso-
lierung hochreiner Plasmide, sondern stellt eine Moglichkeit zur schnellen Aufarbeitung
vieler Plasmide aus unterschiedlichen Klonen dar. So kann man aus einer Vielzahl von
Bakterienklonen schnell denjenigen mit dem gewiinschten Plasmid ausfindig machen und
danach wie oben beschrieben weiterverarbeiten.

Zur Plasmidisolierung mittels der Kochmethode werden 8-12 Bakterienklone mit ei-
ner abgeflammten Impfése oder einem sterilen Zahnstocher auf eine antibiotikahaltige
Agarplatte ausgestrichen und tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C zum Wachstum in-
kubiert. Der gewachsene Bakterienrasen wird mit einer abgeflammten Impfése vorsichtig
vom Nahrboden abgeschabt und in jeweils 300 pl STET-Puffer aufgenommen. Die Zel-
len werden resuspendiert und auf Eis mit je 15 pl Lysozym-Losung [10 mg/ml| versetzt.
Nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis wird die Mischung 2 min bei 95°C denaturiert.
Anschliefend wird 10 min bei 15000 g/4°C zentrifugiert, um die Zellbestandteile abzu-
trennen. In frische Eppendorff-Cups werden pro Probe 200 ul Isopropanol vorgelegt und
jeweils 280 pl des Uberstandes zugegeben. Zur DNA-Fillung wird der Ansatz mindestens
15 min bei -20°C stehengelassen, bevor 10 min bei 15000 g/4°C zentrifugiert wird. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet kurz an Luft getrocknet und in einer geeigneten
Menge HsO bidest. aufgenommen. Das Plasmid kann direkt weiterverwendet oder bei
-20°C zur Lagerung eingefroren werden.

3.17 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme spalten DNA an spezifischen Stellen. In den Bakterien, aus denen
sie isoliert werden, fungieren sie als Teil eines Schutzmechanismus, des sogenannten
Restriktions-Modifikations-Systems, indem sie jede Fremd-DNA, die von auflen in die
Zelle eindringt, zerstoren. Man unterscheidet drei Arten von Restriktionsenzymen (I, II,
III). In der Gentechnik werden Typ-II-Restriktionsendonukleasen eingesetzt, welche die
DNA spezifisch innerhalb einer Erkennungssequenz schneiden. Auf welche Lange ein En-
zym ein DNA-Fragment zurechtschneidet, ist zum einen von der Erkennungssequenz und
zum anderen von der Position der Schnittstelle in der Sequenz abhingig.

Die meisten Enzyme liefern bei der DNA-Spaltung kurze, kohésive Einzelstrangenden
(sticky ends), deren iiberstehende Basen sich wieder mit komplementiren Sequenzen,
die vom selben Enzym geschnitten wurden, zusammenlagern kénnen. Bei Verwendung
mancher Enzyme erhdlt man aber auch glatte Enden (blunt ends).

Zur Durchfiihrung eines Restriktionsverdaus werden die in nachfolgender Tabelle an-
gegebenen Komponenten zusammenpipettiert und fiir 3 h bis UN bei 37°C inkubiert. An-
schlieffend wird zur Inaktivierung des Enzyms 5 min auf 65°C erhitzt. Die Vollstandigkeit
des Restriktionsansatzes kann nachfolgend auf einem Agarosegel tiberpriift werden.
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Restriktionsverdau

DNA-Templat 1 ug
10xPuffer 1pl
Enzym 10
H->O ad 10 pl

Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP

Wird durch Mutation der DNA eine Base in der Erkennungssequenz eines Restriktions-
enzyms verdndert, so kann das Enzym an dieser Stelle nicht mehr schneiden und die
Schnittstelle entfillt. Umgekehrt kénnen durch Mutation auch neue Restriktionsschnitt-
stellen durch Entstehen neuer Erkennungssequenzen gebildet werden. Aufgrund dessen
konnen entsprechende DNA-Abschnitte zweier verschiedener, genetisch nicht ganz identi-
scher Individuen bei einem Restriktionsverdau haufig Fragmente unterschiedlicher Lénge
ergeben. Diesen Effekt bezeichnet man als Restriction Fragment Length Polymorphism.

3.18 Expressionsuntersuchungen

3.18.1 Untersuchung der RN A-Expression

Die Bestimmung der mRNA-Expression erfolgt mit Hilfe radioaktiver RT-PCR. Zu die-
sem Zweck wird zunédchst die RNA mittels einer RT-Reaktion in cDNA revers trans-
kribiert. Anschlieftend wird in einer Standard-PCR-Reaktion ein Fragment amplifiziert,
wobei radioaktives a32dCTP zur Strangsynthese eingesetzt wird. Zur Uberpriifung ei-
ner gleichméafigen Amplifikation wird zusétzlich zu dem gewilinschten PCR-Produkt ein
Kontrollfragment amplifiziert. In diesem Fall handelt es sich um ein 110 bp grofes
Fragment der humanen GAPDH-cDNA (EMBL GeneBank Accession Number M33197)
[ |. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 3.5 angegeben.

Nach Auftrennung der RT-PCR-Produkte auf einem Polyacrylamidgel kann diese ra-
dioaktive Markierung anschliefend auf einem Réntgenfilm sichtbar gemacht werden. Zur
Bestimmung der mRNA-Expression wird die Schwérzung des Rontgenfilms densitome-
trisch mittels der Software TINA (Version 2.0, Raytest) ausgewertet. Die Hintergrund-
schwéarzung des Rontgenfilms wird als Nullwert gesetzt.

MDR1-Fragment 157 bp
RT-MDR1-for 5-CCC ATC ATT GCA ATA GCA GG-3’ bp 3020-3039
RT-MDRI1-rev 5-GTT CAA ACT TCT GCT CCT GA-3’ bp 3176-3157
GAPDH-Fragment 110 bp
GAPDH-for 5-TGG GGA AGG TGA AGG TCG A-3° bp 62-81
GAPDH-rev 5-GAA GGG GTC ATT GAT GGC AA-3’ bp 171-152

Tabelle 3.5: Primerpaare zur Untersuchung der MDR1-mRNA-Expression.
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RT-Reaktionsansatz

H50O bidest. 6,6 ul
5x RT-Puffer 3,0 ul
dNTP-Mix [10 mM] 1,5 ul
poly(dT):5 [10 pM] 1,5 pl
RNA-Templat [100 ng/pl] 2,0 pl
AMV-RT [39 U/pul] 0,2 pl
RNAsin [30 U/ul] 0,2 pl

Annealing reverse Transkription Enzymdenaturierung

Temperatur 23°C 42°C 95°C
Zeit 10 min 60 min 5 min

Tabelle 3.6: Temperaturprogramm fiir eine Reverse-Transkriptions-Reaktion.

Die Zusammensetzungen fiir die Reaktionslésungen sowie die optimierten Tempe-
raturprogramme fiir die RT-Reaktion bzw. die radioaktive PCR sind den angegebenen
Tabellen zu entnehmen.

Detektion der PCR-Produkte auf einem Polyacrylamidgel

Waihrend der PCR wird das Polyacrylamidgel vorbereitet. Nach Beendigung der PCR
werden die gesamten PCR-Proben mit je 5 ul Gel-Loading-Solution versetzt und nach
kurzer Zentrifugation vollstéandig in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgt
bei 200 V wihrend ca. 1,5 h. Das Gel wird vorsichtig aus der Kammer gel6st und auf
ein Whatman-Filterpapier aufgebracht. Mit Hilfe einer Vakuumpumpe wird das Gel bei
gleichzeitiger Erwarmung auf ca. 60°C getrocknet. Nach 1-2 h wird auf das getrocknete
Gel unter Rotlicht in einer Filmkassette ein Rontgenfilm aufgebracht. Nach 3-6 h Inku-
bation wird der Rontgenfilm bei Rotlicht solange in Entwicklerlosung geschwenkt, bis
eindeutige Banden zu erkennen sind. Danach wird der Rontgenfilm kurz in HoO bidest.
gespiilt und schliellich 10 min in Fixierlésung gelegt. Nach Trocknen des Films an Luft
konnen die Banden densitometrisch ausgewertet und somit die relative RNA-Expression
bestimmt werden.

3.18.2 Untersuchung der Proteinexpression

Zur Ermittlung der Expression von Proteinen wird das sogenannte Western-Blotting-
Verfahren angewendet. Die Western-Blot-Methode dient zur Analyse bestimmter Pro-
teine eines Proteingemisches, welches tiber eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt wird | |. Mittels Elektroblot werden anschlies-
send die im elektrischen Feld aufgetrennten Proteine positionsgenau auf eine spezielle
Membran iibertragen. Diese Membran besitzt zwar eine hohe Bindungskapazitét fiir Pro-
teine, jedoch werden diese nicht kovalent an die Membran assoziiert, so dass sie weiter un-
tersucht werden kénnen | |. Die unbesetzten Membranbindungsstellen
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radioaktive PCR

PCR-Puffer (10x) 2,5 pl

dNTP-Mix [10 mM] 0,125 pl

MgCly [50 mM] 1,25 pl

DMSO 1,0 pl

for-Primer [10 uM] 1,0 pd

rev-Primer [10 pM] 1,0 pul

GAPDH-for [10 uM] 1,0 pl

GAPDH-rev [10 uM] 1,0 pl

Taq-Polymerase [5 U/ul] 0,125 pl

a3?P-dCTP 1,0 pl

RT-Ansatz 2,0 pl

H>0O bidest. 13,0 ul

Denaturierung Annealing Produktsynthese

Temperatur 95°C 50°C 72°C
Zyklus 1 5 min 2 min 1 min
Zyklen 2-34 1 min 1 min 1 min
Zyklus 35 1 min 1 min 5 min

Tabelle 3.7: Temperaturprogramm fiir eine radioaktive PCR.

werden durch Magermilchpulver blockiert. Anschliefend wird die Membran mit speziel-
len, gegen die zu bestimmenden Proteine gerichteten Antikérpern inkubiert. Mit einem
enzymgekoppelten zweiten AK, der gegen den ersten AK gerichtet ist, werden die Pro-
teinbanden im sogenannten Immunoblot sichtbar gemacht.

Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese

Das bei der diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese eingesetzte Detergens Natrium-
dodecylsulfat (SDS) fiihrt zu einer “Eliminierung” von Form und Ladung der Proteine.
Durch Zugabe von 3-Mercaptoethanol werden sdmtliche Disulfidbriicken der Proteine ge-
spalten, und durch Binden von SDS an die Proteine in einem konstanten Verhéltnis von
1,4 g SDS/g Protein werden diese in eine stabihnliche Form gezwungen. Durch Ubertra-
gung einer groken negativen Ladung von SDS auf das gebundene Protein wird dessen ur-
spriingliche Ladung maskiert und somit weisen SDS-beladene Proteine nahezu identische
Ladungs-Masse-Verhéltnisse auf. Aus diesem Grund kénnen Proteine entsprechend ihrer
molaren Massen in einer diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt werden
| |. Zu diesem Zweck werden die Proteine zunéchst auf ein grobporiges
Sammelgel aufgetragen, um sie vor Eintritt in das engporige Trenngel zu fokussieren. Im
Trenngel werden die Proteine dann mit guter Auflésung und hoher Bandenschérfe nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
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Gellauf

Von jeder Probe werden 40-60 ug Protein mit HoO bidest. auf 12 pl aufgefiillt und
mit jeweils 8 pl frisch hergestelltem Lammli-Puffer versetzt. Nach kurzer Zentrifugation

wird das Gel mit den gesamten Probenansitzen sowie 5 ul Molekulargewichtsstandard
beladen. Die Elektrophorese erfolgt bei 120 V in ca. 2 h oder bei 8 mA UN.

Elektroblot

In dieser Arbeit wurde der sogenannte Semi-Dry-Blot, modifiziert nach Mansfield, fiir
den Transfer der Proteine auf die Membran durchgefiihrt [ ]. Dazu wird
zunéchst die PVDF-Membran auf Gelgrofse zurechtgeschnitten und ca. 10 s in Methanol
p.a. geschwenkt. Nach dreimaligem Spiilen in HyO bidest. wird die Membran fiir mindes-
tens 10 min in Anodenpuffer II eingeweicht, wihrend das Gel 10 min in Kathodenpuffer
gelegt wird. Die Anode des Elektroblot-Gerates wird nun mit Anodenpuffer I benetzt und
ein im gleichen Puffer getranktes Filterpapier aufgelegt. Es folgen zwei in Anodenpuffer
II eingeweichte Filterpapiere sowie die Membran. Um ein Austrocknen der Membran zu
vermeiden, wird diese mit etwas Anodenpuffer II befeuchtet, bevor das Gel vorsichtig
aufgebracht wird. Zuletzt werden drei in Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere aufge-
legt. Beim Aufbau der Schichten miissen jegliche Luftblasen sorgfiltig entfernt werden,
da diese einen gleichméfigen Transfer verhindern wiirden. Schliefslich wird bei konstanter
Stromstérke von 100 mA 1-2 h geblottet.

Immunoblot

Nach Beendigung des Transfers werden die Markerbanden auf der Membran vorsichtig
mit einem weichen Bleistift gekennzeichnet, die Membran in TBS-T-Puffer geschwenkt
und anschliefend mindestens 1 h lang in Magermilchlésung blockiert. Es folgen zwei
Waschschritte zum Entfernen der Blockierlosung, bei denen jeweils dreimal kurz mit TBS-
T gespiilt und danach 10 min in TBS-T geschiittelt wird. Nun wird der erste Antikérper
(C494 in TBS mit 5 % Magermilchpulver, Verdiinnung 1:1000) zugegeben und 2-3 h
unter Schiitteln inkubiert. Wie zuvor wird zweimal mit TBS-T-Puffer gewaschen, bevor
mit dem zweiten Antikorper (IgG Anti-Maus aus Ziege in TBS-T, Verdiinnung 1:10000)
1 h lang inkubiert wird. Zum Schluss folgen zwei weitere Waschschritte mit TBS-T.

ECL*-Detektion

Zur Detektion werden unter Rotlicht 2 ml ECLT-Mix auf die mit Kiichenpapier vorsichtig
abgetupfte Membran pipettiert. Nach 5 miniitiger Inkubation bei RT wird der Mix ab-
getropft, die Membran in eine Filmkassette gelegt und ein Rontgenfilm aufgebracht. Die
in Abbildung 3.2 beschriebene Lumineszenzreaktion dient zum Sichtbarmachen der Pro-
teinbanden auf dem Rontgenfilm. Die Entwicklung des Rontgenfilms erfolgt nach 10-30
min Inkubation wie unter Kapitel 3.18.1 beschrieben.
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Abbildung 3.2: Chemolumineszenz-Reaktion von Lumigen PS-3 mit Meerrettich-Peroxidase.

3.19 Transportassay mit Rhodamin

Rhodamin 123 (R123) ist ein kationischer Fluoreszenzfarbstoff, der aufgrund seiner star-
ken Lipophilie leicht membrangingig ist und sich in den Mitochondrien der Zellen ein-
lagert. Da R123 zu den Substraten von P-glycoprotein zdhlt, ldsst es sich sehr gut
fiir Untersuchungen der Pgp-Transporteigenschaften einsetzen |

|. Abbildung 3.3 zeigt die Molekiilstruktur von Rhodamin 123
Je hoher die Transportaktivitdt von Pgp ist, desto starker wird R123 aus den Zellen
herausgepumpt und umso geringer sind die verbleibenden R123-Gehalte in den Zellen
nach einer festen Inkubationszeit. Pgp-Inhibitoren, die mit Rhodamin 123 um die Pgp-
Bindung konkurrieren, wie z. B. Verapamil und andere lipophile Transportsubstrate,
sollten zu einer Akkumulation von R123 in den Zellen fiihren.

Nach Extraktion des intrazellular verbleibenden Rhodamins mittels n-BuOH wird
die relative R123-Menge durch Messung von Fluoreszenzeinheiten (FE) bestimmt. Um
den Einfluss unterschiedlicher Zellzahlen einzelner Platten zu korrigieren, wird von jeder
Platte der Proteingehalt als Maf fiir die Zellmenge bestimmt. Somit erh&lt man als
endgiiltige Messgrofie FE/mg Protein.

Abbildung 3.3: Struktur von Rhodamin 123 (= 2-(6-Amino-3-imino-3H-xanthen-9-yl)benzoic
acid methyl ester).
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Versuchsdurchfiithrung

Zur Durchfiihrung dieses Assays werden zunichst semikonfluent bewachsene Zellkultur-
schalen (60 mm) mit den wie in Kapitel 4.2 beschrieben hergestellten Expressionsvekto-
ren transient transfiziert. Die Transfektion erfolgt hierbei nach der FuGENE 6-Methode
(siehe Kapitel 3.22.2).

Nach 46-stiindiger Inkubation werden die Zellen wie folgt behandelt: Als Negativkon-
trolle werden drei nichttransfizierte Zellkulturplatten mit jeweils 10 ul DMSO versetzt.
Die mit den Expressionsvektor-Konstrukten transfizierten Zellen werden ebenfalls mit
10 pl DMSO behandelt. Daneben werden jeweils drei nichttransfizierte Zellkulturschalen
mit 10 uM Verapamil versetzt. Sie dienen spéter als Positivkontrolle.

Nun werden sédmtlichen Zellschalen jeweils 4,8 pl (= 6 puM) R123-Losung [5 mM]
zugesetzt und weitere 2 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Zur Ernte werden die
Zellen zunichst zweimal mit Saline gespiilt und anschlieffend in 500 ul eisgekiihltem
Tris-Sucrose-Puffer abgeschabt. Die Zellsuspension wird in Eppendorff-Cups iiberfiihrt

und auf Eis gestellt. Die Homogenisierung erfolgt iiber Ultraschallbehandlung mit einer
Sonde.

Fiir die Proteinbestimmung sowie Western-Blotting werden 200 pl des Homogenates
abgenommen und wie zuvor beschrieben weiterverarbeitet. Die verbleibenden 300 ul Ho-
mogenat werden mit jeweils 1 ml n-Butanol versetzt, 2 s gevortext und zur Extraktion
5 min bei RT inkubiert. Zur Phasentrennung folgt eine 2 miniitige Zentrifugation bei
15000 g/RT. Von der iiberstehenden Butanolphase werden 800 ul abgenommen und in
einem frischen Eppendorff-Cup mit weiteren 700 ul n-Butanol vermischt. Die Messung
am Fluoreszenzspektrometer erfolgt in Quarzkiivetten. Fiir die Nullwerteinstellung wird
das als Extraktionsmittel verwendete n-Butanol eingesetzt. Gemessen wird die relative
intrazelluldire R123-Menge in Fluoreszenzeinheiten (FE). Die erhaltenen Werte werden
spater auf die Proteinmenge bezogen. Am Fluoreszenzspektrometer werden fiir die Mes-
sung folgende Einstellungen vorgenommen:

Excitation 505 nm
Emission 534 nm
Fix Scale 1
Response 3

Bandbreite beidseitig 2,5
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3.20 Klonierung eines DNA-Fragmentes in ein Vektorkon-
strukt

Zur Klonierung eines DNA-Fragmentes in ein Plasmid werden zunéchst geeignete Re-
striktionsschnittstellen ausgewahlt, die es ermé6glichen, die DNA in Leserichtung in den
Vektor einzuklonieren. Sowohl das DNA-Fragment als auch das Plasmid werden nun ei-
nem vollstindigen Restriktionsverdau (siehe Kapitel 3.17) unterworfen. Nach Beendigung
des Verdaus wird das DNA-Fragment auf einem Agarosegel iiberpriift und gegebenenfalls
gereinigt. Um einer Selbstligation vorzubeugen wird der verdaute, linearisierte Vektor
dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung erfolgt mit Hilfe von calf intestinal alkaline
Phosphatase (CIAP). Die Reaktionslosung wird wie unten angegeben zusammen pipet-
tiert. Nach 40 minittiger Inkubation bei 37°C folgt eine Enzyminaktivierung fiir 30 min
bei 56°C.

Dephosphorylierungsansatz
linearisierter Vektor 10 pug
Puffer (10x) 10 pl
CIAP [20 U/ul] 4 pl
H5O bidest. ad 100 ul
Inaktivierungsansatz
Reaktionsansatz 100 pl
SDS (10 %) 5,3 ul

EDTA (0,5 M; pH 8,0) 1,1 4l
Proteinase K [20 mg/ml] 0,5 pul

Nach vollstandiger Dephosphorylierung des Plasmids folgt eine Reinigung mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion. Dazu wird zunéchst der gesamte CIAP-Ansatz mit 100
ul Rhenol:Chloroform (1:1) versetzt, kraftig geschiittelt und 5 min bei 3500 g/RT zen-
trifugiert. Die obere Phase wird abgenommen und mit 10 ul NaOAc (3 M; pH 5,4) und
200 p] Ethanol p.a. gemischt. Nach mindestens zweistiindiger Fallung bei -80°C wird bei
15000 g/4°C fiir 10 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird kurz an Luft getrocknet
und in einer geeigneten Menge HoO bidest. aufgenommen. Anschliefend erfolgt die Liga-
tion, d.h. das Einfiigen des DNA-Inserts in den Vektor. Diese Reaktion wird iiblicherweise
durch das Enzym T4-DNA-Ligase vermittelt. Die Zusammensetzung der Reaktionslosung
ist dabei abhéngig von der Grofe des Vektors sowie von der Grofe des zu insertierenden
DNA-Stiicks (siehe Tabelle).

Abhéngig davon, ob die zu ligierenden DNA-Strénge sticky oder blunt ends besit-
zen, werden Dauer und Temperatur der Ligation entsprechend angepasst. Besitzen beide
DNA-Strange sticky ends, so empfiehlt sich eine ca. dreistiindige Ligation bei 37°C. Be-
sitzen beide Enden dagegen blunt ends, ist eine Ligation bei 4°C iiber Nacht ratsam.
Danach wird die Groéfse des entstandenen Produktes auf einem Agarosegel tiberpriift.
Anschlieffende Sequenzanalyse gibt Aufschluss tiber die Richtung des Einbaus.
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Ligationsansatz

linearisierter Vektor 100 ng
DNA-Insert 0,05-1 ug
Ligase-Puffer (10x) 1,5 ul
T4-DNA-Ligase 10U
H>O bidest. ad 15 pl

3.21 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese stellt eine bedeutende Technik zum Studium von Protein-
Struktur-Funktions-Beziehungen und Genexpression in vitro dar. In dieser Arbeit kamen
zwei unterschiedliche Methoden zum Einbau von Punktmutationen in cDNA zur Anwen-
dung.

Transformer Site Directed Mutagenesis Kit (Clontech)

Diese Methode nach Deng und Nickoloff dient zur Einfiihrung spezifischer Basenaustau-
sche in doppelstrangige Plasmide | |. Bei dieser Methode werden
gleichzeitig zwei Oligonucleotidprimer an einen Strang eines denaturierten doppelstran-
gigen Plasmids angelagert. Der erste Primer (Mutationsprimer) dient zur Einfithrung
der gewiinschten Mutation. Der zweite Primer (Selektionsprimer) soll eine vorhandene
Restriktionsschnittstelle so verdndern, dass eine andere, im Plasmid einzigartige Schnitt-
stelle entsteht, iiber welche dann eine gezielte Selektion stattfinden kann.

Nach Standard-DNA-Verldngerung, Ligation und einer ersten Selektion durch Re-
striktionsverdau wird die Mischung aus Ursprungsplasmid und mutiertem Plasmid in
einen reparaturdefizienten mutS E. coli-Stamm (BMH 71-18) transformiert, iiber Nacht
inkubiert und anschlieffend die Plasmid-DNA aus der gemischten Bakterienkultur isoliert.
Bei einem nun folgenden, zweiten Restriktionsverdau wird selektiv das Ursprungsplas-
mid linearisiert und ist somit fiir eine Transformation in Bakterien ca. 100x weniger
effizient | , ]. Aus diesem Grund wird bei einer
Endtransformation der verdauten Plasmid-DNA-Mischung hauptsachlich das unverdau-
te, mutationstragende Plasmid transformiert.

Versuchsdurchfithrung

Die Einfiihrung der Mutationen in das Plasmid wird in 7 Schritten ausgefithrt, welche in
Abbildung 3.4 zur Veranschaulichung schematisch dargestellt sind.

Die genaue Versuchsdurchfithrung erfolgt nach Angaben des Herstellers [Clontech,
Manual].
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Abbildung 3.4: Schematische Abbildung des Mutationseinbaus mit Hilfe des Transformer Site
Directed Mutagenesis Kits von Clontech.

QuikChange XL Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

Das QuikChange XL-Kit der Firma Stratagene ermoglicht ebenfalls den Einbau site-
spezifischer Mutationen in nahezu jedes doppelstrangige Plasmid | |
mit einer Effizienz von > 80 %. Punktmutationen, AS-Austausche und Deletionen bzw.
Insertionen werden durch Einsatz spezieller Oligonucleotid-Primer, die die gewiinschte
Mutation tragen, in die entsprechende DNA-Sequenz kloniert. Die Primer sind kom-
plementar zu den gegeniiberliegenden Vektorsequenzen im Bereich der Mutation und
werden in einer PCR unter Verwendung der High-Fidelity Polymerase Pfu-Turbo verlan-
gert. Durch Einbeziehen der Primer wird ein Plasmid mit sogenannten “staggered nicks”
generiert (siehe Abbildung 3.5). Ein anschlieRender Verdau des PCR-Produktes mit dem
Restriktionsenzym Dpnl ermd6glicht eine Selektion des mutierten synthetisierten Plasmids
durch spezifische Linearisierung des Ursprungsplasmids | |-



Kapitel 3. Material und Methoden 56

Schritt 1:
Plasmiddenaturierung
und Anlagerung der
Mutationsprimer

Verwendung von Pfu Turbo
Polymerase resultiert in unter-
brochenen zirkularen Strangen,
die die mutationstragenden
Primer enthalten

Schritt 2:

Restriktionsverdau des methylierten,
nichfmutierten parentalen DNA-
Templats mit Dpnl

Schritt 3:

Transformation der zirkuléren,
unterbrochenen dsDNA in ultra-
kompetente E.coli und Reparatur
der Lucken im mutierten Plasmid
durch diese E.coli

O-0-0-0-0

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Mutationseinbaus mittels QuikChange XL Site-
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene.

Zunachst wird der angegebene Reaktionsansatz auf Eis zusammen pipettiert. Zuletzt
wird 1 pl Pfu-Turbo-Polymerase zugegeben und sofort das entsprechende Temperatur-
programm (siehe Tabelle 3.8) gestartet. Nach Beendigung des Temperaturprogrammes
wird jeder Ansatz mit 1 pl Dpnl [10 U/pl] versetzt und zum Verdau 1 h bei 37°C inku-
biert. Die Produkte werden nun nach der iiblichen Methode in ultrakompetente E. coli
des Stammes XL-10 Gold Cam transformiert und schlieflich auf ampicillinhaltige LB-
Agarplatten ausgestrichen. Die nach 16 stiindiger Inkubation gewachsenen Klone werden
wie {iblich weiterverarbeitet. Die nachfolgende Plasmidisolierung liefert die gewiinschte
mutationstragende Vektorsequenz, was durch Sequenzanalyse iiberpriift wird. Abbildung
3.5 zeigt eine vereinfachte Darstellung des Vorgehens.
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Reaktionsansatz
10x Puffer 5 ul
DNA-Template 20 ng
for-Primer 125 ng
rev-Primer 125 ng
dANTP-Mix 1 pl
Quik-Solution 3 ul
H>0 bidest. ad 50 pl
Pfu-Turbo (2,5 U/pl] 1 pl
Denaturierung Annealing Strangsynthese
Temperatur 95°C 60°C 68°C
1 1 min
18x 30 s 50 s 18 min 54 s *
1 7 min

Tabelle 3.8: Temperaturprogramm fiir die QuikChange-Reaktion. Die Zeit * wird entsprechend
der PlasmidgroRe angepasst (12s/100bp), hier: 9641bp.

3.22 Transfektion

3.22.1 Calciumphosphat Coprazipitationsmethode

Zur Transfektion von Zellkulturen mit Plasmiden kommt hier hauptsachlich eine Standard-
Calciumphosphat Coprézipitationsmethode | | zum Einsatz. Bei diesem Ver-

fahren werden pro Ansatz auf jeweils 3 Kulturschalen (60 mm) ca. 1 Mio. Zellen ausge-

streut. Nach 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C wird ein Medienwechsel durchge-

fithrt. Zur Transfektion werden fiir jeden Ansatz gleiche Volumina (300 pl) 2xHBS-Puffer

und Plasmidlésung in sterilen Falcontubes vorgelegt. Die Plasmidlosung setzt sich wie

folgt zusammen:

Transfektionsansatz 1

CaCly [2M] 37 ul
Vektorkonstrukt 6 ug
ggfs. Kontrollplasmid 1,2 ug
H5O bidest. ad 300 ul

Die vorbereitete Plasmidlésung wird langsam unter sterilen Bedingungen und unter ste-
tem Vortexen zum HBS-Puffer zugetropft. Bei diesem Vorgang bildet sich feinverteiltes
Coprazipitat. Nach 30 miniitiger Inkubation bei RT wird diese Losung kurz aufgeschiit-
telt und tropfenweise je 600 ul auf jede Kulturplatte gegeben. Die Zellen werden nun 4
h im Brutschrank bei 37°C inkubiert und anschliefend einer DMSO-Schockbehandlung
unterworfen. Dazu wird das Medium von jeder Platte abgesaugt, 2 min mit einer 10
Y%igen DMSO-Schocklésung inkubiert (1 ml / Platte) und wieder frisches Medium auf
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die Zellen gegeben. Nach weiteren 48 h Inkubation werden die Zellen nach den iiblichen
Methoden geerntet und weiterverarbeitet.

3.22.2 Transfektion mittels FuGENE 6

Bei Verwendung dieser Methode kann eine zwei- bis dreimal héhere Transfektionseffizienz
erreicht werden als bei der Calciumphosphat-Methode. Fiir jede Zellkulturschale (60 mm)
werden jeweils 2 ug Plasmid mit 6 pl FUGENE 6 in 100 pl Medium pipettiert, kurz
gemischt und ca. 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach dem Auftropfen der
Transfektionslosung wird fiir weitere 48 h inkubiert, bevor die Zellen nach den géngigen
Methoden weiterverarbeiet werden.

Transfektionsansatz 2

Vektorkonstrukt 2 ug
FuGENE 6 6 pul
Kulturmedium ad 100 pl

3.23 Reportergenassay

Zur Untersuchung der spezifischen Aktivitit eines Promotors in Zellen, die das zugehori-
ge Gen normalerweise exprimieren, wird ein heterologes Gen in einem geeigneten Vektor
unter die Kontrolle des betreffenden Promotors gesetzt. Auf diese Weise lédsst sich die
Expression des endogenen Gens von der des fremden Gens unterscheiden. Das heterologe
Gen wird als Reportergen bezeichnet. Bevorzugt werden solche Gene als Reporterge-
ne eingesetzt, die leicht nachweisbare Enzyme, wie beispielsweise die firefly-Luciferase,
codieren. Dabei ist es wichtig, dass sich die vom Reportergen codierte Enzymaktivitat
eindeutig von allen anderen Aktivitdten einer Sdugerzelle unterscheidet und auch keine
Wechselwirkung bzw. Beeinflussung durch andere Zellaktivitidten stattfindet.

Zur Messung der Reportergenaktivitdat wird der Luciferase-Assay Dual Luciferase™

Reporter Assay (Promega) verwendet. Bei diesem Assay wird das Reportergen (firefly-
Luciferase) mittels ATP, Mg2+ und O oxidiert und somit zur Lichtemission bei A =
560 nm angeregt, welche mit Hilfe eines Luminometers gemessen werden kann (siehe
Abbildung 3.6). Die firefly-Luciferase-abhangige Reaktion wird nachfolgend blockiert und
gleichzeitig das Kontrollgen (renilla-Luciferase) zur Lichtemission angeregt. Hierbei dient
Coelenterazin als Substrat (sieche Abbildung 3.7).

Zur Bestimmung der Reportergen-Aktivitat werden jeweils 20 ul der Zelllysate in
Luminometerréhrchen vorgelegt, mit 100 pl Luciferase Assay Reagent II versetzt und die
Lichtemission 10 s lang mit einer Verzogerungszeit von 2 s im Luminometer gemessen.
Anschliefsend werden 100 pl Stop & Glo™ Losung zugegeben und zur Bestimmung der
Kontrollgen-Aktivitat die Lichtemission erneut gemessen.
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Abbildung 3.6: firefly-Luciferase-katalysierte Oxidation von Luciferin unter Freisetzung eines
Photons.
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Abbildung 3.7: renilla-Luciferase-katalysierte Oxidation von Coelenterazin zu Coelenteramid.

Zur Auswertung werden die Reportergen-Aktivitdten (RA) durch Quotientenbildung
auf die Kontrollgen-Aktivitaten (KA) normiert. Die erhaltenen Werte werden als relative
Reportergen-Aktivitdten (rel. RA) bezeichnet.

RA
rel. RA = KA (%]

In dieser Arbeit wurde der pGL2-basic-Vektor (Promega) verwendet. Der pGL2-
Vektor erlaubt die quantitative Analyse von Faktoren, die potentiell die Genexpression in
Sédugerzellen regulieren. Er tragt die codierende Sequenz der firefly-Luciferase, welche die
transkriptionelle Aktivierung der Aktivitat in transfizierten eukaryotischen Zellen iiber-
wacht. Eine Abbildung des pGL2-basic-Vektors befindet sich im Anhang (Abbildung
C.1).
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Ergebnisse

Im Hinblick auf die grofle individuelle Variabilitdt in der Expression von P-glycoprotein
soll in dieser Arbeit geklart werden, inwieweit genetische Faktoren fiir die variable Ex-
pression dieses ABC-Transporters verantwortlich sind. Der erste Teil der vorliegenden
Arbeit befasste sich mit dem Screening nach natiirlich auftretenden Polymorphismen des
MDR1-Gens, welche im zweiten Teil funktionell charakterisiert wurden.

4.1 Identifizierung natiirlich auftretender Polymorphismen
des humanen MDR1 Gens

Zum Screening nach potentiellen natiirlichen Mutationen des MDR1-Gens wurden zu-
néichst sdmtliche Exons sowie die proximale Promotorregion des Gens aus DNA-Proben
(bzw. RNA-Proben) freiwilliger Probanden amplifiziert und nachfolgend einer SSCP-
Analyse unterworfen. Exons einzelner Individuen, die in der SSCP-Analyse auffillig wa-
ren, wurden durch anschlielende Sequenzanalyse hinsichtlich vorhandener Mutationen
charakterisiert.

Die Auswahl der Primer fiir die PCR erfolgte anhand der bekannten MDR1-Gense-
quenzen AC002457 fiir die Promotorregion sowie die Exons 2-7 und AC005068 fiir die
Exons 8-28 (EMBL GeneBank). Dabei wurden die Primer so konstruiert, dass neben
den vollstdndigen Exonsequenzen auch die fiir das Spleiffen der mRNA relevanten Exon-
Intron-Grenzen mit erfasst wurden. Verwendete Primerpaare, optimierte Annealingtem-
peraturen, sowie das Temperaturprogramm sind in den Tabellen 3.1 und 3.2 angegeben.

4.1.1 MDRI1-Polymorphismen in humanen periphiren Lymphozyten
in Kaukasiern

Zur Gewinnung der genomischen DNA aus periphiren Lymphozyten wurde 91 freiwil-
ligen Probanden (41 w, 50 m) jeweils 20 ml vendses Blut entnommen (Dr. J. Fischer,
Betriebsarzt Universitat Kaiserslautern) und mittels des Qiagen Blood & Cell Culture
Kits aufgearbeitet.
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Um Aufschluss iiber moglicherweise vorhandene Konformationspolymorphismen zu
erhalten, wurden fiir ein erstes Screening-Verfahren zunichst 36 der 91 DNA-Proben
ausgewdhlt. Die Auswahl erfolgte anhand der zur Verfiigung stehenden DNA-Mengen.
Von diesen 36 Proben wurden alle 27 codierenden Exons sowie die Promotorregion des
MDR1-Gens amplifiziert. Nachfolgend wurden die so erhaltenen PCR-Produkte mittels
SSCP-Analyse untersucht. PCR-Produkte, die nach Anfarben der Polyacrylamidgele auf-
fallig vom Wildtyp abweichende Bandenmuster aufwiesen, wie z. B. verdnderte Banden-
anzahl oder Verschiebung der Banden, wurden zur Analyse der Basenfolge sequenziert
(Fa. SEQLAB, Goéttingen). In Abbildung 4.1 sind am Beispiel von Exon 12 derartige
Bandenverschiebungen dargestellt.

b
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Abbildung 4.1: Durch verschiedene Konformationspolymorphismen hervorgerufene Banden-
verdnderungen nach SSCP-Analyse am Beispiel von Exon 12.

Natiirliche Polymorphismen des MDR1-Gens

Mittels der oben genannten Verfahren konnten 15 verschiedene Polymorphismen des hu-
manen MDR1-Gens detektiert werden, von denen einige zum Zeitpunkt der Entdeckung
noch nicht in der Literatur beschrieben wurden. Um eventuelle Sequenzierfehler oder
Fehler der Tag-Polymerase auszuschlieffen, wurden sdmtliche mutationstragenden Pro-
ben mehrfach untersucht. Position, Sequenz und Art dieser MDR1-Polymorphismen sind
in Tabelle 4.1 aufgefiithrt. Die von Chen et al. 1990 verdffentlichte Sequenz wurde als
“Wildtyp” definiert und zur Nummerierung der Basenpositionen der detektierten SNPs
herangezogen | | (EMBL GeneBank M14758).

Aufgrund ihrer Lokalisation haben 12 der 15 gefundenen Mutationen keine Auswir-
kungen auf die Aminosduresequenz des Proteins. Bei vier dieser nicht codierenden Po-
lymorphismen handelt es sich um sogenannte stille oder “Wobble”-Mutationen, die zwar
im codierenden Bereich der MDR1-Gensequenz lokalisiert sind, aber keinen Einfluss auf

die Translation und damit auf die Aminosduresequenz des entstehenden P-glycoproteins
haben.
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Typ Position

Art der Mutation

1 5-FR -320AA Deletion, nicht codierend
2 5-FR -318AC Deletion, nicht codierend
3 Exon 7 T617C Val206Ala
4 Exon 7 T662C Ile221Thr
5 Intron 9  A999 + 19G intronisch
6 Intron 11  AA1225 - 48CC intronisch
7 Intron 11  A1225 - 27C intronisch
8 Intron 11 1225 - 18AT intron. Deletion
9 Intron 11 A1225 - 2G intronisch
10 Exon 12 C1236T still*
11 Exon 12 G1296A still
12 Exon 12 G1326C still
13 Intron 12 C1350 4 44T intronisch*
14 Exon 21 G2677T Ala893Ser*
15 Exon 26 C3435T still*

Tabelle 4.1: Position, Sequenz und Auswirkung von 15 verschiedenen Polymorphismen des
humanen MDRI1-Gens, die in einer Probandenstudie in periphdren Lympho-
zyten detektiert wurden. Die mit * gekennzeichneten Polymorphismen wurden
schon in fritheren Studien beschrieben [ , ,

]

Sechs SNPs befinden sich in den Intronbereichen 9, 11 und 12 nahe der Exon-Intron-
Grenzen. Aufgrund ihrer Lage im Erkennungsbereich von Exon 12 war die A1225-2G
Variation (Typ 9) als einzige der intronischen Sequenzverianderungen von Interesse, da
sie zu Spleifvarianten fithren kénnte. Durch diesen SNP wird die hochkonservierte 3’-
Spleifistelle in Intron 11 von AG zu GG verdndert. Es wére denkbar, dass dieser Po-
lymorphismus eine Auswirkung auf das RNA-Spleiffen hat. Aufgrund der mutierten
Erkennungssequenz konnte beim Spleifivorgang neben den Introns auch das komplette
Exon 12 entfernt werden, welches die erste Nucleotidbindungsstelle des resultierenden
P-glycoproteins darstellt.

Zwei weitere nicht codierende Polymorphismen konnten in der MDR1-Promotorregion
detektiert werden. Bei beiden Variationen in der 5’-flankierenden Region handelt es sich
um Deletionen einzelner Basen (-318 AA und -320AC), die am Anfang von Exon 1la ca.
50 bp upstream der CAAT-Box lokalisiert sind (vergleiche Abbildung 1.5).

Die tibrigen drei Polymorphismen in den Exons 7 und 21 fiihren zu einem Aminosiu-
reaustausch im MDR1-Genprodukt P-glycoprotein. Der in Exon 7 detektierte und bisher
nicht bekannte T617C Polymorphismus hat eine Anderung der Aminosiuresequenz in
Position 206 (Val — Ala) zur Folge. Eine weitere neue Mutation in Exon 7, T662C, fiihrt
zum Austausch von Ile — Thr in Codon 221 der Aminosaduresequenz. Exon 7 codiert fiir
den Teil der Proteinsequenz, der die dritte und vierte Transmembrandoméne bildet. Die
Exon-Intron-Struktur von P-glycoprotein ist im Anhang zu finden.
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Neben diesen beiden Polymorphismen in Exon 7 konnte eine weitere Mutation detek-
tiert werden, die in einer Aminosdure-Substitution resultiert. Es handelt sich dabei um die
bereits mehrfach in der Literatur beschriebene Variation G2677T in Exon 21 (Ala893Ser)

[ ’ ) ’ ]

Die tibrigen Exons zeigten keinerlei Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse, was darauf
hindeutet, dass die 36 Probanden dort keine Mutationen aufweisen.

Haufigkeitsverteilung

Aufgrund der Tatsache, dass in Exon 12 aufergewOhnlich viele verschiedene Variationen
auftraten, wurde die Studie bzgl. Exon 12 von 36 auf 91 Probanden ausgeweitet. Fiir die
zusatzlichen 55 Proben wurde das gleiche Untersuchungsverfahren angewendet wie zuvor
beschrieben. Nach Sequenzanalyse der im SSCP-Gel auffilligen PCR-Produkte konnte
die in der Tabelle 4.2 dargestellte Haufigkeitsverteilung festgestellt werden. Fiir die unter-
schiedlichen Polymorphismen werden allelische Frequenzen von 0,5 bis 31,9 % gefunden.
Diese errechnen sich aus der Anzahl homozygoter und heterozygoter Genotypen. Im An-
hang wird tabellarisch dargestellt, welche Mutationen bei welchen Probanden detektiert
werden konnten (siche Tabelle B.1). Bei einigen Probanden wurde das gleichzeitige Auf-
treten von zwei verschiedenen SNPs festgestellt.

Anzahl n allelische
Typ Mutation homozygot heterozygot Frequenz [%] Literatur*
1 -320AA 0 1 1,4 -
2 -318AC 1 2 5,5 -
3 T617C 0 3 4,2 ;
4 T662C 0 1 1,4 -
5 A999+19G 0 1 1,4
6 AA1225-48CC 0 1 0,5 -
7 A1225-27C 1 6 4.4 -
8 1225-18AT 0 2 1,1 -
9 A1225-2G 0 1 0,5 -
10 C1236T 1 4 3,3 38,0 - 41,0
11 G1296A 0 1 0,5 -
12 G1326C 0 20 11,0 ;
13 C1350+44T 0 3 1,6 49-59
14 G2677T 1 2 5,6 10,6 - 41,6
15 C3435T 9 5 31,9 31,8 - 48,1

Tabelle 4.2: Hiufigkeitsverteilung der detektierten MDRI1-Polymorphismen nach Untersu-
chungen an 36 (Typ 1-5, 14, 15) bzw. 91 kaukasischen Probanden (Typ 6-
13). n ist die Anzahl der Probanden, die die betreffende Mutation tréagt.

* : : I
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Cascorbi et al. beschrieben einen Link zwischen dem codierenden Polymorphismus
G2677T in Exon 21 und der Wobble-Mutation C3435T in Exon 26 | .
Ein solcher Zusammenhang konnte anhand der vorliegenden Daten nicht bestétigt wer-
den, da der G2677T SNP in dieser Probandenstudie lediglich dreimal detektiert wurde.
Eine Kopplung zwischen den iibrigen Mutationen konnte nicht nachgewiesen werden.

4.1.2 MDRI1-Polymorphismen in humanem Lebergewebe (Kaukasier)

Neben den humanen periphiren Lymphozyten standen insgesamt 74 DNA- bzw. RNA-
Proben aus humanem Lebergewebe als Untersuchungsmaterial zur Verfiigung. Die Biop-
sien waren Patienten kaukasischer Herkunft entnommen worden, von denen die meisten
an Lebertumoren erkrankt waren. Genaue Angaben iiber die Erkrankung lagen nicht
vor. Zur Verfiigung gestellt wurden diese Proben freundlicherweise vom Dr. Margarete-
Fischer-Bosch Institut fiir Klinische Pharmakologie Stuttgart (Studie IKP 148).

Aufgrund sehr geringer Probenmengen wurde die Untersuchung auf die Exons 7,
12 und 21 sowie 26 beschrinkt. Obwohl es sich bei C3435T in Exon 26 um eine stil-
le Mutation handelt, wurde diese zusétzlich untersucht, da in zahlreichen Publikationen
[ , , , | ein
Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und der Funktionalitdt von Pgp pos-
tuliert wurde.

Die von den meisten Probanden (50) zur Verfligung stehende DNA war nur ausrei-
chend fiir eine einzige PCR. Da bei Exon 12 die meisten Variationen aufgetreten waren
und sich auch einige Polymorphismen in den intronischen Bereichen befanden, wurde
dieses limitierte DNA-Material zur Amplifizierung von Exon 12 verwendet. Fiir weitere
Untersuchungen stand lediglich RNA zur Verfligung, welche zunichst mittels RT-PCR
in cDNA transkribiert wurde. Eine Betrachtung der Exon-Intron-Grenzen war deshalb
bei diesen Proben nicht moglich. Die fiir die RT-PCR verwendeten Primerpaare sind in
Tabelle 4.3 angegeben.

Exon Primer T4 [°C]

7 5-GAGCTTAACACCCGACTTACAG-3’ 50
5-GACCTCTTCAGCTACTGCTCC-3’

12 5’-GTATTGACAGCTATTCGAAGAGTG-3’ 48
5-GCATTGGCTTCCTTGACAGCT-3’

21 5-GAGCATTGACTACCAGGCTCG-3’ 50
5-GCATTGGCTTCCTTGACAGCT-3’

26  5-CATCCTGTTTGACTGCAGC-3 50
5-CACCAGAGAGCTGAGTTC-3’

Tabelle 4.3: Primer fiir die Amplifizierung der Exons 7, 12, 21 und 26 mittels RT-PCR.



Kapitel 4. Ergebnisse 65

Haufigkeitsverteilung

Beim Screening der 74 Leberbankproben konnten vier der zuvor beschriebenen Poly-
morphismen detektiert werden. Bei insgesamt 26 der 74 Probanden wurde die Variation
C1236T (Typ 10) nachgewiesen. Dabei wurden 10 homozygote und 16 heterozygote Fille
detektiert, was einer allelischen Frequenz von 24,3 % entspricht. Der C1350+44T Poly-
morphismus (Typ 13) wurde lediglich bei 2 von 50 Probanden detektiert. Damit ergibt
sich eine allelische Haufigkeit von 4,0 % fiir diesen SNP. Die bekannte Variation C2677T
(Ala893Ser) in Exon 21 (Typ 14) findet sich in 33,1 % der Untersuchten. Besonders
interessant ist die Haufigkeitsverteilung der Wobble-Mutation C3435T in Exon 26. Die
Genotypisierung von 70 der insgesamt 74 Probanden lieferte jeweils 33 TT- und CT-
Trager (47,1 %), aber lediglich 4 CC-Trager (Wildtyp, 5,7%). Damit erhdlt man eine
allelische Frequenz von 68,5 %. Zur Ubersicht sind alle Werte in Tabelle 4.4 aufgefiihrt.

Anzahl allelische

Typ Mutation n Frequenz [%] Literatur*®
10 C1236T 26 24,3 38.0- 41,0
13 CI350+44T  2%* 4,0 49-59
14 G2677T 33 33.1 10,6 - 41,6
15 C3435T 66 68,5 31,8 - 48,1

Tabelle 4.4: Hiufigkeitsverteilung der MDR1-Polymorphismen nach Untersuchung an 74 bzw.
50** humanen Lebergeweben (Kaukasier). n ist die Anzahl der Probanden, die
die betreffende Mutation tragt. *| , ,

-

4.1.3 MDRI1-Polymorphismen in humanen peripharen Lymphozyten
(Chilenen)

Neben den bereits in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.2 beschriebenen kaukasischen Proben
wurde ein Mutationsscreening einer chilenischen Population durchgefiihrt. Die von J.
F. Miquel (Santiago, Chile) zur Verfiigung gestellten DNA-Proben waren aus humanen
periphéren Lymphozyten isoliert worden | |. Alle 62 Probanden waren
chilenischer Herkunft, gehérten jedoch drei unterschiedlichen ethnischen Gruppen an:
Maoris, Mapuches und Amerindians. Die Zugehorigkeit der einzelnen Probanden zu den
unterschiedlichen ethnischen Gruppen war jedoch nicht bekannt.

Desweiteren war die Halfte dieser Probanden an einem Gallenleiden (Cholelithiasis,
Gallensteine) erkrankt, die iibrigen 31 Probanden waren gesund. Interessanterweise war
auch der kaukasische Proband mit dem bislang einzigartigen A1225-2G SNP (siehe Ka-
pitel 4.1.1) an Gallensteinen erkrankt. Da diese Erkrankung fiir das Alter des Probanden
von 22 Jahren eher ungewdhnlich ist, wurde ein méglicher Zusammenhang zwischen der
Krankheit und der MDR1-Variation nicht ausgeschlossen. Das Screening der 62 chileni-
schen Probanden sollte Aufschluss dariiber geben.
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Mittels der zuvor beschriebenen Verfahren (PCR und anschliefende SSCP-Analyse)
wurde gezielt nach der A1225-2G Mutation (Typ 9) gescreent. Dabei wurden lediglich
solche PCR-Produkte mittels Sequenzierung analysiert, die im SSCP-Gel eine dhnliche
Bandenverdnderung aufwiesen, wie diese mutationstragende Probe.

Neben dem Screening nach der A1225-2G Mutation wurde eine Genotypisierung in
Bezug auf die Variationen -318 AC, T662C und C3435T (Typ 2, 4 und 15) durchgefiihrt.
Da mangels DNA-Menge keine vollstdndige Exonanalyse durchgefiihrt werden konnte,
wurden zum gezielten Screening nach den drei genannten Polymorphismen folgende zwei
Methoden angewendet:

e Die Genotypisierung beziiglich der Mutation C3435T in Exon 26 erfolgte mittels
RFLP-Analyse (RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism). Dies ist
moglich, da durch diesen Polymorphismus die Erkennungssequenz fiir das Restrik-
tionsenzym Mbol bzw. fiir das Isoschizomer Ndell wie folgt verdndert wird: GATC
— GATT. Verdau mit diesen Enzymen liefert bei Verwendung der in Tabelle 3.2
angegebenen Primer zwei Fragmente der Grofen 191 bp und 88 bp, sofern es sich
um die Wildtypsequenz handelt. Bei Vorhandensein eines T-Allels erhélt man 3
Banden (heterozygot), bei zwei 3435T-Allelen nur eine Bande (homozygot).

e Die Mutationen -318 AC, T662C und C3435T wurden mittels allelspezifischer PCR
ermittelt. Dazu wurden Primer konstruiert, von denen jeweils einer genau an der
Mutationsstelle endet. Trégt der Primer die WT-Sequenz, so werden nur von WT-
Templaten Produkte erhalten. Trégt der Primer die gesuchte Mutation, so werden
nur mutierte Template amplifiziert. Erhdlt man in beiden Fallen ein Produkt, so
ist die Mutation nur auf einem Allel (heterozygot) vorhanden.
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Abbildung 4.2: Bandenmuster der PCR-Produkte (Exon 26) verschiedener Probanden nach
Restriktionsverdau mit Ndell.
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Haufigkeitsverteilung

Die Ergebnisse des Screenings sind in Tabelle 4.5 wiedergegeben. Die Mutation an der
3’-Spleifistelle in Exon 11 (A1225-2G) konnte bei keinem der 62 chilenischen Probanden
detektiert werden. Eine mogliche Korrelation zwischen dieser Mutation und der Erkran-
kung an Cholelithiasis wurde somit weitgehend ausgeschlossen.

Interessanterweise wurde die Deletion -318AC im Promotorbereich des MDR1-Gens
mit einer allelischen Frequenz von 24,2 % detektiert. Im Vergleich zu den kaukasischen
Proben tritt diese genetische Variation bei den chilenischen Probanden also um das Fiinf-
fache haufiger auf. Die Verteilung bei an Gallensteinen erkrankten und bei gesunden Pro-
banden ist etwa gleich groft, so dass auch hier ein Zusammenhang ausgeschlossen werden
kann. Dies ist auch der Fall bei dem Aminosadure-substituierenden SNP T662C, der bei
den 62 untersuchten chilenischen Proben mit einer Allelfrequenz von 33,9 % gefunden
wurde. Das ist mehr als acht mal so hdufig wie bei den kaukasischen Proben. Dagegen
trat der C3435T Polymorphismus in Exon 26 mit einer etwas niedrigeren Haufigkeit von
27,4 % auf, wiahrend er bei 33,1 % der kaukasischen Proben gefunden wurde. Hier zeig-
ten die an Gallensteinen leidenden Probanden eine leichte Tendenz zu héherer allelischer
Frequenz als die gesunden Probanden (siehe Tabelle 4.5).

Diese teilweise starken Unterschiede in der allelischen Frequenz im Vergleich zu den
kaukasischen Probanden sind vermutlich auf die ethnische Zugehorigkeit zuriickzufiihren.
In der Literatur wurde schon mehrfach iiber solche Differenzen bei der Haufigkeitsvertei-
lung natiirlich auftretender Polymorphismen in Bezug auf ethnische Gruppen berichtet

[ ) ) |

Anzahl allelische Frequenz [%)]

Typ Mutation n he ho ges krank gesund
2 -318AC 30 24,2 0 24,2 27,4 21,0
4 T662C 34 76,5 23,5 33,9 35,4 32,2
9 A1225-2G 0 0 0 0 0 0
15  C3435T 24 14,5 129 27,4 32,2 22,5

Tabelle 4.5: Hiufigkeitsverteilung der detektierten MDR1-Polymorphismen in humanen peri-
phéiren Lymphozyten nach Untersuchungen an 62 Probanden (Chilenen). he: he-
terozygot; ho: homozygot; ges: gesamt.
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4.2 Funktionelle Charakterisierung genetischer Variationen

Nach Abschluss des Mutationsscreenings an DNA-Proben unterschiedlicher Herkunft
wurden Untersuchungen zur Funktionalitdt verschiedener, interessant erscheinender ge-
netischer Variationen angestellt.

4.2.1 Bestimmung der MDR1-mRNA-Expression

Um festzustellen, ob eine Korrelation zwischen den gefundenen Polymorphismen und der
MDRI1-mRNA-Expression besteht, wurde mittels radioaktiver RT-PCR eine Bestimmung
der relativen mRNA-Expressionen vorgenommen. Ein mitgefiihrtes GAPDH-Fragment
diente der Normierung. Die Auswertung der mRNA-Expressionswerte erfolgte densito-
metrisch mit Hilfe der Software TINA 2.0.

Untersuchung der RNA-Expression in humanen periphiren Lymphozyten
(Kaukasier)

Mit Hilfe des RNeasy-Kits (Qiagen) wurde aus den periphdren Lymphozyten die RNA
der 91 zuvor nach natiirlich auftretenden Polymorphismen gescreenten kaukasischen Pro-
banden (siehe Kapitel 4.1.1) gewonnen. Die semiquantitative Bestimmung der MDRI-
mRNA-Gehalte erfolgte wie in Kapitel 3.18.1 beschrieben. Abbildung 4.3 zeigt beispiel-
haft einen fir die Auswertung herangezogenen Réntgenfilm mit 19 der 91 Proben.

5 6 7 8 9 10 1112 1314 15 16 17 18 19 20 23 24 25
MDR 1 ey - 4= 157 bp

GAPDH ==—p ‘ - - o ' . - i i - - <+ 110bp

Abbildung 4.3: Rontgenfilm zur Bestimmung der MDR1-mRNA von 19 der insgesamt 91 kau-
kasischen Probanden (periphéire Lymphozyten).

In den Abbildungen 4.4 (Probanden 5-50) bzw. 4.5 (Probanden 51-95) ist die densi-
tometrische Auswertung der relativen mRNA-Gehalte grafisch dargestellt. Aufgetragen
wurden die relativen densitometrischen Einheiten (DE) in Prozent. Diese werden durch
Quotientenbildung aus den densitometrischen Werten fiir das MDR1-Fragment und das
GAPDH-Fragment erhalten. Proben, fiir die keine GAPDH-Expression detektiert wurde,
wurden nicht zur Auswertung herangezogen. Der Mittelwert iiber alle Probanden wurde
als 100 % gesetzt und die Werte fiir die einzelnen Probanden danach errechnet.
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Abbildung 4.4: Densitometrische Auswertung der MDR1-mRNA-Expression in humanen peri-
phéren Lymphozyten (Probanden 5-50).* = 36 Probanden, an denen sdmtliche
Exons untersucht wurden.
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Abbildung 4.5: Densitometrische Auswertung der MDR1-mRNA-Expression in humanen peri-
phéren Lymphozyten (Probanden 51-95). * = 36 Probanden, an denen sdmtli-
che Exons untersucht wurden.
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Abbildung 4.6: Densitometrische Auswertung der MDRI-mRNA-Expression in humanen pe-
riphdren Lymphozyten (Kaukasier) in Abhingigkeit der detektierten MDR1-
Polymorphismen. n = Anzahl der mutationstragenden Probanden.

Die einzelnen Probanden wiesen deutliche Unterschiede in der RNA-Expressionshéhe
auf. Um festzustellen, ob diese Schwankungen auf die unterschiedlichen genetischen Va-
riationen zuriickzufiihren sind, wurden die relativen mRNA-Gehalte beziiglich der ver-
schiedenen Mutationen berechnet. Die Mittelwerte + Standardabweichungen sind als
Diagramm in Abbildung 4.6 dargestellt und zur besseren Ubersicht in Tabelle 4.6 wie-
dergegeben.

Bei Vergleich mit der Wildtyp-Expression (102,7 £+ 46,6) sind fiir einige Polymor-
phismen deutliche Unterschiede in der RNA-Expression zu erkennen. Fiir die Deletion
-320AA wird beispielsweise ein um das Zweifache erhohter MDRI-mRNA-Gehalt ge-
funden, wahrend fiir die nur zwei Basen entfernt liegende Deletion -318AC kaum ein
Unterschied zur WT-Expression besteht. Der SNP T617C dagegen scheint eine Erniedri-
gung der RNA-Expression zur Folge zu haben. Bei Probanden, die die Mutation T662C
bzw. A1225-2G tragen, wurde sogar ein volliger Expressionsverlust festgestellt.

Eine eindeutige Korrelation zwischen dem Auftreten bestimmter Mutationen und der
Expressionshéhe der MDRI1-mRNA lasst sich aus diesen Daten jedoch nicht ableiten, da
eine statistische Aussage aufgrund der teilweise sehr geringen mutationstragenden Pro-
bandenzahlen unmoglich ist. Ein Signifikanztest war lediglich fiir diejenigen Polymorphis-
men moglich, die bei mindestens drei Probanden detektiert wurden (T617C, A1225-27C,
C1236T, G1326C, C1350+44T, G2677T, C3435T). Obwohl einige Tendenzen zu erhoh-
ter oder erniedrigter RNA-Expression in Relation zu den auftretenden Polymorphismen
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Anzahl allelische

Typ Mutation n Frequenz [%] rel. DE [%]
WT  Wildtyp 102,7 + 466
1 -320AA 1 1,4 210,3
2 -318AC 3 5.5 110,7 + 52,2
3 T617C 3 4,2 18,6 + 22,8
4 T662C 1 1,4 0
5 A999+19G 1 1,4 69,0
6 A1225-48CC 1 0,5 134,4
7 A1225-27C 7 4.4 522 + 32,3
8 1225-18AT 2 1,1 126,9
9 A1225-2G 1 0,5 0
10 C1236T 5 3.3 372 + 39,3
11 G1296A 1 0,5 86,2
12 G1326C 20 11,0 772 4+ 821
13 C1350+44T 3 1,6 597 + 31,0
14 G2677T 3 5.6 1052 + 88,1
15  (C3435T 14 31,9 1159 £+ 76,8

Tabelle 4.6: Mittelwerte + SD der MDRI-mRNA-Expression in humanen periphidren Lym-
phozyten in Abhangigkeit der detektierten MDRI1-Polymorphismen (Kaukasier,

nges:36 (Typ 1-5, 14, 15) bzw. ngeS:91 (Typ 6-13)).

vorhanden sind, liefert der Dunnett’s Test fiir die relativen RNA-Gehalte dieser SNPs
im Vergleich zum Wildtyp aufgrund der hohen Standardabweichungen p-Werte > 0,05.
Dies legt nahe, dass keine dieser genetischen Verdnderungen einen Einfluss auf die RNA-
Expression von MDRI1 austiibt.

Wie bereits erwahnt, wiesen die Trager der Mutationen T662C und A1225-2G keine
detektierbare mRNA-Expression auf. Spatere Untersuchungen zeigen jedoch, dass T662C
keine verringerte Expression verursacht (siehe Kapitel 4.2.6). A1225-2G wurde leider
in keiner weiteren Population gefunden, so dass ein moglicher Einfluss auf die MDRI-
mRNA-Expression nicht weiter untersucht bzw. verifiziert werden konnte. Moglicherweise
liegen den niedrigen MDRI1-mRNA-Gehalten dieser beiden Probanden andere Ursachen
zugrunde, wie beispielsweise Polymorphismen in regulierenden Transkriptionsfaktoren.
In Kapitel 5 wird auf die méglichen Griinde fiir die interindividuellen Schwankungen in
der MDRI1-mRNA naher eingegangen.

Untersuchung der RNA-Expression in Leberproben (Kaukasier)

Die MDRI-mRNA-Expression der 74 Leberbankproben wurde nach den gleichen Ver-
fahren bestimmt, wie zuvor beschrieben. Abbildung 4.7 zeigt die relativen MDRI1-RNA-
Gehalte der 74 einzelnen Probanden. Auch bei dieser Studie wurde die mRNA-Expression
in Bezug auf die unterschiedlichen genetischen Variationen gesetzt. Die relativen densi-
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Abbildung 4.7: Densitometrische Auswertung der MDRI-mRNA-Expression in humanen Le-
berproben (Kaukasier, n=74).
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Anzahl allelische

Typ Mutation n Frequenz [%] rel. DE [%)]
WT Wildtyp 4 110,6 + 21,1
10 C1236T 26 24.3 936 + 26,1
13 C1350+44T 2% 4,0* 113,9
14  G2677T 33 33,1 97,5 £ 254
15  C3435T 66 68,5 99.6 + 246

Tabelle 4.7: Mittelwerte + SD der mRNA-Expression in humanen Leberproben (Kaukasier) in
Abhéngigkeit der detektierten MDR1-Polymorphismen (n o og— 14 bzw. n . es*:50).
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Abbildung 4.8: Densitometrische Auswertung der MDRI-mRNA-Expression in huma-
nen Leberproben (Kaukasier) in Abhéngigkeit der detektierten MDRI-
Polymorphismen. n = Anzahl der mutationstragenden Probanden.

tometrischen Einheiten (DE) £+ Standardabweichungen sind in Tabelle 4.7 aufgelistet.
Abbildung 4.8 zeigt anschaulich die Expressionshéhen im Vergleich zum Wildtyp. Wie
anhand der Daten eindeutig zu erkennen ist, liegen die mittleren RNA-Expressionen der
mutationstragenden Proben im Bereich der Expression fiir die Wildtyp-RNA. Dies wird
im Dunnett’s Test mit p > 0,05 bestéatigt.

Auch bei dieser Studie wurde die mRNA-Expression in Bezug gesetzt auf das Vor-
handensein der unterschiedlichen Mutationen. In Tabelle 4.7 sind die mittels densito-
metrischer Auswertung bestimmten Werte + SD fiir die MDRI-mRNA-Expression in
Abhéngigkeit der aufgetretenen Mutationen angegeben.
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Mutationsprimer

Mut-AA 5-CTA GAG AGG TGC ACG GAA GCC AG-3
Mut-AC 5-CTA GAG AGG TGC ACG GAA GCC AGA AC-¥
Selektionsprimer

Sel-Sca 5-GTG ACT GGT GAG GCC TCA ACC AAG TC-3

Tabelle 4.8: Primer fiir den Einbau der Deletionsmutationen -320AA bzw. -318AC in
das Vektorkonstrukt pGL2/MDRI1. Rot: Einfiihrung einer einzigartigen Scal-
Restriktionsschnittstelle in den pGL2-Vektor.

4.2.2 Regulation der MDR1-Genexpression

Zur Untersuchung des Einflusses von genetischen Variationen in der Promotorregion auf
die Aktivierbarkeit der MDR1-Genexpression wurden Reportergenkonstrukte mit den
beiden in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Deletionen AA bzw. AC hergestellt und in einem
Luciferase-Assay getestet.

Fiir die Untersuchungen wurde freundlicherweise von T. Gant | | ein Repor-
tergenkonstrukt (pGL2/MDRI1) zur Verfiigung gestellt, das ein 980 bp grofies Insert der
5’-flankierenden Region des MDR1-Gens enthélt. Bei diesem Insert handelt es sich um ein
Pstl-Fragment der genomischen Sequenz, welches die Haupt-Downstream-Transkriptions-
startstelle trégt. Isoliert wurde es aus einem Klon einer Cosmid-Library, die aus humanen
KB-V1 vinblastinresistenten Zellen erstellt worden war. Nach Subklonieren in den Vektor
pGEM3 wurde das Konstrukt pMDR-P2 erhalten | ]. Uber die PstI-
Schnittstellen wurde das 980 bp-Fragment von Gant zunéchst in den Vektor pGEMZ4
subkloniert und nach erneutem Ausschneiden mit Pstl und Kpnl in den Vektor pGL2-
basic (Fa. Promega, siche Abbildung C.1) insertiert. Das fertige Reportergenkonstrukt
pGL2/MDRI1 erwies sich nach funktionellen Tests als aktiv | |.

Mit Hilfe des Transformer-Site-Directed Mutagenesis Kits (Fa. Clontech) wurden in
den MDR1-Promotor des pGL2/MDRI1-Vektors die beiden detektierten Deletionen AA
bzw. AC eingebaut (siehe Kapitel 3.21). Beide Deletionen sind am Beginn von Exon la
ca. 50 bp downstream der CAAT-box lokalisiert (siche Abbildung 1.5).

Zur Einfiihrung der Deletionen -320AA bzw. -318AC in das Vektorkonstrukt wurden
die in Tabelle 4.8 aufgelisteten Mutationsprimer sowie ein Selektionsprimer konstruiert.
Der gelungene Einbau der Deletionsmutationen in den Vektor pGL2/MDR1 wurde an-
hand von Sequenzanalysen verifiziert.

Die so hergestellten Reportergenkonstrukte pGL2/MDR1-AA bzw. pGL2/MDR1-AC
sowie das Ursprungskonstrukt pGL2/MDR1 wurden mittels Calciumphosphat-Copréazipi-
tationsmethode (Kapitel 3.22.1) transient in die humane Hepatoblastom-Zelllinie HepG2
transfiziert. Die Reportergenaktivitit nicht transfizierter HepG2-Zellen wurde als Ba-
salwert von den lbrigen Messwerten subtrahiert. Die Ergebnisse des Reportergenassays
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Abbildung 4.9: Relative Reportergenaktivititen + SD von HepG2-Zellen 48h nach Transfek-
tion mit den Reportergenkonstrukten pGL2/MDR1, pGL2/MDR1-AA bzw.
pGL2/MDR1-AC; n=3: Zahl der unabhingigen Transfektionen.

sind in Abbildung 4.9 dargestellt. Angegeben sind die relativen Reportergenaktivitaten
in Prozent, die durch Quotientenbildung von Reportergenaktivitdt und Kontrollgenakti-
vitdt erhalten werden.

Weder die Deletion -320AA noch die Deletion -318AC in der 5’-flankierenden Region
des MDR1-Gens fiihrte zu einer signifikanten Veranderung der relativen Reportergenak-
tivitdt im Vergleich zur Aktivierung durch den Wildtyp-Promotor. Die Ergebnisse des
Luciferase-Assays zeigen deutlich, dass keine der beiden untersuchten SNPs in der Pro-
motorregion des MDR1-Gens einen Einfluss auf die Basalaktivitat ausiibt. Der Dunnett’s
Signifikanztest bestatigt dies mit p > 0,05.

4.2.3 Strategien zur Herstellung eines MDR1-Expressionssystems zur
Untersuchung der Expression und Aktivitidt von P-glycoprotein

Zur Untersuchung der Funktionalitdt der genetischen Variationen des MDR1-Gens, wel-
che in einer Aminosduresubstitution von P-glycoprotein resultieren (T617C, T662C,
G2677T), war zundchst die Etablierung eines entsprechenden Expressionssystems erfor-
derlich. Dabei handelte es sich um einen Expressionsvektor mit einem geeigneten Pro-
motor, unter dessen Kontrolle die gesamte codierende Sequenz, d. h. die vollstandige
MDR1-cDNA einkloniert werden sollte (sieche Abbildung 4.10). Nach Transfektion dieses
Expressionssystems in low-MDR1-exprimierende COS-7 Zellen wurde die P-glycoprotein
Expression mittels Western-Blotting bestimmt (siehe Kapitel 3.18.2). Zur Ermittlung der

Transportaktivitat von Pgp wurde der Rhodamin123-Transportassay angewendet (siehe
Kapitel 3.19).
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Abbildung 4.10: Schematische Darstellung der Klonierung eines Expressionssystems fiir MDR1
mittels Ligation.

Herstellung des Expressionsplamids durch Ligation

Die Herstellung des Expressionssystems sollte zunédchst mit den gingigen Klonierungs-
strategien (Restriktion + Ligation, siche Kapitel 3.20) realisiert werden. Im Folgenden
wird kurz auf die verschiedenen getesteten Verfahren eingegangen. Die Vektoren pCl-neo
(Promega) sowie pCMV-Script (Stratagene) wurden als geeignete Expressionsvektoren
ausgewdahlt und fiir die Klonierungsversuche eingesetzt. Schematische Abbildungen beider
Expressionsvektoren finden sich im Anhang (Abbildungen C.4 bzw. C.5).

Gewinnung der full-length MDR1-cDNA

Die Gewinnung der full length MDR1-cDNA erfolgte mittels PCR. Als Template fiir die
Amplifizierung diente das MDR1 enthaltende Plasmid pHAMDRI1 | ,

|, das freundlicherweise von S. E. Kane, Beckman
Research Instltute (Duarte, Kanada) zur Verfligung gestellt worden war | |
Durch Einsatz des Proofreading-Enzyms Pfu-Turbo-Polymerase (Stratagene) wurde ein
ca. 4,2 kb grofes MDR1-Fragment mit zwei adhésiven Strangenden (blunt ends) erhalten.
Die Verwendung modifizierter forward-Primer (siche Tabelle 4.9) ermdglichte das Ein-
fiihren von fiir die Ligation geeigneten Restriktionsschnittstellen. Durch den eingesetzten
reverse-Primer war die Verwendung einer in der Sequenz enthaltenen Xhol-Schnittstelle
moglich. Die Basenfolge des MDR1-PCR-Produktes wurde durch Sequenzieren in beide
Richtungen verifiziert (Fa. Seqlab, Gottingen).

Zur Ligation in den pCMV-Script-Vektor wurde das MDR1-Amplifikat ohne vorheri-
gen Restriktionsverdau eingesetzt. Fiir die Klonierung in den pCl-neo-Vektor wurde das
MDR1-Insert zunichst mit den entsprechenden, in Tabelle 4.9 angegebenen Restrikti-
onsenzymen, wie in Kapitel 3.17 beschrieben verdaut.

Klonierungsstrategien
e Der pCl-neo-Vektor wurde entsprechend der fiir die cDNA-Amplifizierung verwen-

deten Primerpaare mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut, wie zuvor das
MDRI1-PCR-Produkt. Nach Dephosphorylierung des linearen Vektors mit CIAP
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Sequenz Enzym
forward-Primer
1 5-CGG TGG CAC TCG AGT AGC GGC TCT TC-3 Xhol
2 5-CTG TGC TTA TGC CCG CAG CTC GAG CCG-3’ Xhol
3 5-GCT CTT GCC TAG CTA GCG CAA GGC CCT-3 Nhel
4 5-CAG TGA TAG AGC TCT TGC CTA GCT AGC GCA AG-3 Nhel
reverse-Primer
1 5-GCA TCC GGC ACC TCC TCG TCC TGA G-3’ Xhol

Tabelle 4.9: Primer, die zur Amplifizierung der MDR1-cDNA eingesetzt wurden, Rot: Restrik-
tionsschnittstelle.

erfolgte die Ligation mit Hilfe von T4-DNA-Ligase. Dabei wurden verschiedene
Reaktionszusammensetzungen (Vektor:Insert = 1:1 - 1:50) sowie unterschiedliche
Reaktionsbedingungen (T = 4°C - 37°C; t = 3h - UN) getestet.

e Die Verwendung des Expressionsvektors pCMV-Script erfordert ein Insert mit zwei
adhésiven Enden. Da der Vektor in linearisierter Form vorliegt, wird dem Reakti-
onsansatz das Restriktionsenzym Srfl zugegeben, um eine Selbstligation zu vermei-
den. Die Ligation wurde geméf der Herstellervorschrift durchgefiihrt (siehe Kapitel
3.20). Wie auch bei Verwendung des pCl-neo-Vektors wurden verschiedene Reak-
tionsbedingungen getestet.

Trotz Verwendung zahlreicher unterschiedlicher Reaktionsbedingungen und Ligati-
onsansitze war es nicht mdglich, mittels der oben genannten Verfahren das gewiinschte
MDR1-Expressionssystem herzustellen. Aufgrund dessen wurde nach einer alternativen
Klonierungsstrategie gesucht.

Herstellung des Expressionsplamids mit Hilfe von Rekombinase

Eine Alternative zur Ligation stellt eine auf dem Prinzip der Rekombination basierende
Methode dar | |. In der vorliegenden Arbeit wurde die rekombinatori-
sche Klonierung der MDR1-cDNA mittels GatewayTM—Cloning—Technology (Invitrogen)
realisiert. Diese Technologie wird im Wesentlichen durch zwei Reaktionen bestimmt:

1. In einer ersten Reaktion wird ein attB-flankiertes PCR-Produkt der Gensequenz in
einen Donorvektor eingebracht, um einen sogenannten Eingangsklon zu erhalten.

2. In einer zweiten Reaktion wird durch Rekombination des zuvor gewonnenen Ein-
gangsklons mit dem Zielvektor der Expressionsvektor kreiert. Diese Reaktion wird
durch einen Mix aus verschiedenen Rekombinationsproteinen vermittelt.

Beide Reaktionen sind zur Veranschaulichung in Abbildung 4.11 schematisch darge-
stellt.
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Abbildung 4.11: Die Klonierung des Expressionsvektors pEx-MDR1 mittels Clonase erfolgt in

zwei Schritten: I. In der sogenannten BP-Reaktion wird der Eingangsklon aus
dem entsprechenden MDR1-PCR-Produkt synthetisiert. Vermittelt wird diese
Reaktion durch einen Enzym-Mix, der neben dem A-Rekombinationsprotein
Int das E.coli Protein IHF enthélt. Die Verwendung von Primern mit ter-
minalen, 25 bp langen attB-Adaptersequenzen ermdoglicht direktionale Klo-
nierung des PCR-Produktes. II. Die sogenannte LR-Reaktion dient zur Her-
stellung des Expressionsplasmids pEx-MDR1 aus dem Eingangsklon mittels
LR-Clonase. Die Rekombinationsproteine schneiden links und rechts des Gens
im Eingangsklon und klonieren das so gewonnene Insert in die korrespondie-
renden attR-Stellen des Zielvektors. Zur Vermittlung dieser Reaktion dienen
die A-Rekombinationsproteine Int und Xis sowie das E.coli Protein THF. Ab-
bildung modifiziert nach der Herstellervorschrift (Invitrogen).
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forward

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAGCGCGAGGTCGGGATGG-3’
reverse

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCAGAGTTCACTGGCGCTTTG-3’

Tabelle 4.10: Primerpaar zur Herstellung des Eingangsklons aus MDR1-cDNA; Kursiv: attB-
Sites. Rot: Start-bzw. Stop-Codon. Fragmentgrofie: 3864 bp.

Als Donorvektor wurde der Vektor pDONRTM der Fa. Invitrogen verwendet (sie-
he Abbildung C.2, Anhang). Fiir die Herstellung des MDR1-Eingangsklons wurden die
in Tabelle 4.10 wiedergegebenen Primer konstruiert. Die Amplifizierung der full-length
MDR1-cDNA mit diesen Primern unter den in Kapitel 3.14.2 angegebenen Bedingungen
liefert ein Fragment von 3864 bp.

Als Zielvektor fiir die Herstellung eines MDR1-Expressionssystems wurde der Vektor
pDest12.2 ausgewahlt (Abbildung C.3, Anhang). Dieser Vektor ist geeignet zur Expressi-
on nativer Proteine in Sdugerzellen. Aus diesem Grund muss das aus dem Eingangsklon
in den Vektor transferierte DNA-Fragment ein ATG-Translationsstart-Codon enthalten
(s.0.). Das erhaltene Konstrukt pEx-MDRI hat eine Grofie von 9461 bp.

Um selektiv den gewiinschten Expressionsvektor zu gewinnen, enthalten sowohl der
Donor- als auch der Zielvektor in der MCS zwischen den att-Adaptersequenzen die Se-
quenz des ccdB-Proteins. Dieses interferiert mit der E.coli DNA-Gyrase und verhindert so
das Wachstum der meisten E.coli-Stamme. Auf diese Weise wird die ausschlieflliche Ver-
mehrung des entstandenen Vektors gewéhrleistet, wihrend das gleichzeitig entstandene
ccdB-Nebenprodukt zum Absterben der E.coli-Bakterien fiihrt.

In der nachfolgenden Tabelle sind die optimierten Reaktionslésungen fiir beide Reak-
tionen angegeben. Die Durchfiihrung der einzelnen Schritte erfolgte analog zur Vorschrift
des Herstellers.

Reaktion 1 Reaktion 2

MDR1-Amplifikat 500 ng Eingangsklon 250 ng
pDONR2.01 2,0 ul pDest12.2 300 ng
BP-Puffer (5x) 4,0 pl LR-Puffer (5x) 4,0 pl
TE-Puffer ad 16 pl TE-Puffer ad 16 pl

Mit Hilfe dieses Rekombinationsprinzips konnte das gewiinschte MDR1-Expressions-
plasmid pEx-MDRI1, das die gesamte MDR1-cDNA enthélt, kloniert werden. Zur in vitro
Untersuchung der drei in Kapitel 4.1.1 genannten codierenden MDR1-Polymorphismen
wurden diese in das erhaltene Expressions-Vektorkonstrukt, wie nachfolgend beschrieben,
eingebaut.
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4.2.4 Ortsgerichtete Mutagenese zur Einfiihrung der zu untersuchen-
den Polymorphismen in den Expressionsvektor

Der Einbau der Aminosaure-substituierenden Mutationen T617C (Typ 3), T662C (Typ 4)
und G2677T (Typ 14) erfolgte, wie in Kapitel 3.21 beschrieben, mit Hilfe des QuikChange
XL Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene). Die fiir den Einbau der gewiinschten
Basenaustausche in das MDR1-Gen konstruierten Primerpaare sind in Tabelle 4.11 an-
gegeben.

Die erfolgreiche Klonierung der drei zu untersuchenden Mutationen wurde durch Se-
quenzanalyse der verschiedenen Vektorkonstrukte verifiziert (siehe Abbildung 4.12).

Mutation Sequenz

T617C (Exon 7)

forward 5-CACTGGGTTTATAGCAGGATTTACACGTGG-3’
reverse 5-CCACGTGTAAATCCTGCTATAAACCCAGTG-3’

T662C (Exon 7)
forward 5-CCTTGTGATTTTGGCCACCAGTCCTGTTCTTGG-3’
reverse 5-CCAAGAACAGGACTGGTGGCCAAAATCACAAGG-3’

G2677T (Exon 21)
forward 5-GAACTAGAAGGTTCTGGGAAGATCGCTACTG-3’
reverse 5-CAGTAGCGATCTTCCCAGAACCTTCTAGTTC-3’

Tabelle 4.11: Primerpaare zur Einfiihrung der Mutationen T617C, T662C und G2677T in den
Expressionsvektor pEx-MDR1. Rot: Basenaustausche.
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Abbildung 4.12: Sequenzen der WT-DNA im Vergleich zu den mutierten Sequenzen. Links:
T617C. Mitte: T662C. Rechts: G2677T.

4.2.5 Transfektion in low-MDR1 exprimierende COS7-Zellen

Die wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben hergestellten Expressions-Vektorkonstrukte wurden
transient in low-MDR1-exprimierende COS-7-Zellen transfiziert. Fiir diese Untersuchun-
gen erfolgte die Transfektion mittels der FuGENE 6-Methode (siehe Kapitel 3.22.2). Um
eine erfolgreiche und gleichmifiige Transfektion nachzuweisen, wurde fiir jedes Plasmid
aus einem Teil der transfizierten Zellen die DNA gewonnen und eine PCR durchgefiihrt.
Dabei erfolgte die Primerwahl derart, dass ein Primer im Vektor und der andere in der
MDR1-Gensequenz angreift (forward: 5-CATCAGCAGCTGCTGGCACAGA-3’, rever-
se: 5’-CTATGACGTCGCATGCACGCG-3’).

In Abbildung 4.13 ist der Transfektionsnachweis durch Auftrag der erhaltenen PCR-
Produkte auf ein Agarosegel dargestellt. Mittels TINA 2.0 wurde eine densitometrische
Messung der Banden vorgenommen. Der Wert fiir die stirkste Transfektion (pEX-MDR-
T662C) wurde als 100 % gesetzt, die iibrigen Werte danach errechnet (sieche Abbildung
4.14). Die folgenden Transportuntersuchungen sowie Expressionsstudien beziehen sich
auf diese Werte. Wie man aus den Abbildungen entnehmen kann, ergeben sich keine
grofien Unterschiede in der Transfektionseffizienz.



Kapitel 4. Ergebnisse 83

1k DNA-Ladder
Positivkontrolle
Negativkontrolle
PEX-MDRT-WT
PEX-MDR1-1617C
PEX-MDR1-1662C
PEX-MDR1-G2677T

& 500 p

== 400 bp

. = 300 bp
w= 200 bp

100 bp

120 bp s - - -

Abbildung 4.13: Amplifikation eines ca. 120 bp groRen MDR1-Fragments zur Uberpriifung der

Transfektion.
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Abbildung 4.14: Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels densitometrischer Auswertung.

4.2.6 Nachweis der P-glycoprotein Expression mittels Western-Blot

Die Expression von P-glycoprotein in Abh&ngigkeit vom Genotyp wurde mittels Western-
Blot quantifiziert. Dazu wurde zunéchst die Plasmamembranprotein-Fraktion mittels der
in Kapitel 3.18.2 beschriebenen Methode aus den COS-7 Zellen isoliert, die mit den ver-
schiedenen Expressionsvektor-Konstrukten transfiziert worden waren. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration wurden jeweils 60 ug fiir einen Western-Blot vorbereitet. Visua-
lisierung der Proteinbanden mittels Lumineszenzreaktion lieferte das in Abbildung 4.15
gezeigte Ergebnis. Diese Abbildung steht représentativ fiir n=3 durchgefiihrte Versuche,
welche alle fiir die densitometrische Auswertung (Abbildung 4.16) herangezogen wurden.

Wie eindeutig zu erkennen ist, zeigen die als Kontrolle mitgefiihrten, nicht transfizier-
ten COS-7 Zellen bei gleicher eingesetzter Gesamtproteinmenge eine deutlich geringere
Expression an P-glycoprotein, als die mit den Vektorkonstrukten transfizierten COS-7
Zellen. Um eine Aussage lber die relative Pgp-Expression zu ermoéglichen, wurden die
erhaltenen Banden mittels TINA 2.0 densitometrisch ausgewertet. Anschliefend wurden
diese Densitometrie-Werte mit der Transfektionseffizienz (siehe Kapitel 4.2.5) verrechnet.
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Abbildung 4.15: Ergebnisse des Western-Blots zur Untersuchung der Wirkung verschiedener
Mutationen des MDR1-Gens auf die Expression von P-glycoprotein. Kontrolle
= nicht transfizierte COS-7 Zellen.
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Abbildung 4.16: Densitometrische Auswertung + SD der in Abbildung 4.15 dargestellten Pro-
teinexpression. n=3 unabhingige Western-Blots, Kontrolle = nicht transfi-

zierte COS-7 Zellen.

Die densitometrische Auswertung liefert unter Einbeziehung der Tranfektionseffizi-
enz die in Abbildung 4.16 als Diagramm dargestellten Ergebnisse. Bei Vergleich der
Pgp-Expression nicht transfizierter COS-7 Zellen mit COS-7 Zellen, die mit dem Expres-
sionsplasmid pEx-MDRI1-W'T transfiziert wurden, kann man eine Steigerung um etwa
das Doppelte erkennen. Damit erweist sich das klonierte Vektorsystem als geeignet fiir
die Expression von Pgp in Zellkulturen.

Fiir den Aminosdure-substituierenden Polymorphismus T662C (Ile221Thr, Exon 7)
bzw. G2677T (Ala893Thr, Exon 21) liefert die densitometrische Auswertung des Western-
Blots keine Verdnderung der Expression des MDR1-Genproduktes P-glycoprotein im
Vergleich zum Wildtyp. In Gegenwart des G2677T SNPs ist die Expressionshche ge-
geniiber der Wildtyp-Expression geringfiigig vermindert. Betrachtung der Ergebnisse des
Dunnett’s Signifikanztests ergibt, dass keine dieser beiden codierenden genetischen Va-
riationen einen Einfluss auf die P-glycoprotein-Expression ausiibt. Die p-Werte ergeben
sich jeweils zu p > 0,05. Fiir die Variation T617C (Val206Ala, Exon 7) dagegen wird
im Western-Blot eine deutlich h6here Pgp-Expression gefunden als fiir den Wildtyp. Der
Dunnett’s Test zeigt, dass es sich hierbei um eine signifikante Steigerung (p < 0,05) han-
delt. Demnach scheint dieser codierende MDR1-Polymorphismus fiir die P-glycoprotein-
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Expression von Bedeutung zu sein. Allerdings wiesen die betroffenen Probanden eine sehr
geringe mRNA-Expression auf, was dazu im Widerspruch steht.

4.2.7 Bestimmung der Transportaktivitat von P-glycoprotein

Zur Bestimmung der Transportaktivitidt von P-glycoprotein in Abhéngigkeit von gene-
tischen Variationen des MDR1-Gens wird ein Vergleich des Transports bei Wildtyp und
mutiertem Pgp vorgenommen. Der hier angewandte Rhodamin123-Assay soll Aufschluss
iiber mogliche Einfliisse der Aminosdure-Substitutionen in der Proteinsequenz auf die
Transporteigenschaften geben.

Zur Bestimmung der Transportaktivitdt wurden ebenfalls wieder die mit den Ex-
pressionsvektor-Konstrukten transient transfizierten COS-7 Zellen herangezogen. Die wie
oben beschrieben transfizierten Zellen wurden nach 46-stiindiger Inkubation, wie in Ka-
pitel 3.19 beschrieben, fiir die Transportstudie weiter behandelt.

Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte Zellen mitgefiihrt. Als Positivkontrolle
dienten nicht transfizierte Zellen, die mit 10 uM Verapamil beimpft wurden. Transfizierte
Zellen wurden zum Vergleich ebenfalls mit 10 uM Verapamil behandelt. Verapamil dient
nachweislich als Inhibitor von P-glycoprotein, welches kompetitiv mit anderen Substraten
von Pgp um dessen Bindungsstellen konkurriert. Die im R123-Assay detektierte Menge
an Rhodamin sollte somit in den Zellen bei gleichzeitiger Verapamil-Behandlung anstei-
gen. In Tabelle 4.12 sind die Ergebnisse des R123-Transportassays aufgefiihrt und in
Abbildung 4.17 als Diagramm dargestellt. Auch hier wurden die erhaltenen Messwerte
auf die Transfektionseffizienz bezogen (Kapitel 4.2.5).

Mutation R123-Fluoreszenz [%] R123-Fluoreszenz [%)]
(+ 10xM Verapamil)

Wildtyp 58,3 + 12,0 108,0 & 8,7
T617C 73,0 & 11,3 127,5 & 3,7
T662C 48,2 + 4,3 102,1 + 3,3
G2677T 64,8 + 6,2 117,3 + 2,0

Tabelle 4.12: Mittelwerte und Standardabweichungen des Rhodamin-123-Assays.

Die blauen Balken entsprechen den Werten fiir die R123-Messung ohne Verapamilzu-
gabe. Bei der Transfektion mit dem WT-Plasmid bzw. mit dem Expressionsvektor fiir die
Mutation T662C ist zu erkennen, dass im Vergleich zu den nicht transfizierten Zellen ein
starkerer Auswértstransport von Rhodamin stattfindet. Dieses Ergebnis ist konsistent
mit der stidrkeren Expression von Pgp, die im Western-Blot festgestellt werden konnte.

Der Rhodamin123-Efflux-Assay liefert keine signifikanten Unterschiede in der R123-
Fluoreszenz zwischen den verschiedenen genetischen Variationen und dem Wildtyp-Pgp.
Dies bedeutet, dass das Vorhandensein der drei eingebauten Mutationen T617C, T662C
oder G2677T keine Auswirkung auf die Transportaktivitdt von P-glycoprotein hat. Be-
trachtet man auch die Werte fiir die gleichzeitige Behandlung mit dem Pgp-Inhibitor
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Verapamil (rot), so sind auch hier geringe Schwankungen vorhanden, die sich aber im
Dunnett’s-Test als nicht signifikant erweisen (P > 0,05).

200
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Abbildung 4.17: Ergebnisse des Rhodamin-123-Assays zur Untersuchung der Wirkung ver-
schiedener Mutationen des MDR1-Gens auf die Pgp-Transporteigenschaften.
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Diskussion

5.1 Identifizierung natiirlich auftretender Polymorphismen

des humanen MDR1-Gens

5.1.1 Genetische Variationen

In den vergangenen Jahren wurden insgesamt 28 unterschiedliche natiirliche Polymorphis-
men des humanen MDR1-Gens in 27 verschiedenen Positionen detektiert und zum Teil
charakterisiert | , , ,

Y Y Y )
) ) Y Y )
) Y )

, , |. Aufgrund dieser zahlreichen Publi-
kationen ist zu vermuten, dass genetische Variationen im MDRI1-Gen keine ungewShn-
lichen Erscheinungen sind, zumal einige der detektierten SNPs sogar mit recht hoher
Héaufigkeit auftreten. So wird beispielsweise der C3435T Polymorphismus in Exon 26
mit einer allelischen Frequenz von bis zu 0,52 gefunden | |. Andere
Mutationen des humanen MDR1-Gens werden dagegen nur sehr selten detektiert.

)

In der vorliegenden Arbeit konnten in einem Mutationsscreening mittels PCR-SSCP-
Methode 15 verschiedene natiirliche genetische Variationen des humanen MDRI1-Gens
detektiert werden. Diese sind im Kapitel Ergebnisse in Tabelle 4.1 dargestellt. Ledig-
lich vier dieser hier identifizierten Polymorphismen waren bis dato bekannt und wurden
schon in fritheren Publikationen beschrieben. Weitere 11 SNPs wurden in dieser Arbeit
zum ersten Mal in einem Screening an Probanden detektiert. Bei diesen erstmalig identifi-
zierten Polymorphismen handelt es sich um zwei Aminosédure-substituierende Variationen
in Exon 7, sowie um drei stille Exonmutationen, fiinf intronische Sequenzverdnderungen
und zwei Deletionen im Promotorbereich des Gens.

Neben dem Mutationsscreening an verschiedenen Populationen wurden einige der
gefundenen MDR1-Polymorphismen funktionell charakterisiert. In Tabelle 5.1 sind alle
28 bisher in der Literatur beschriebenen, natiirlich auftretenden Polymorphismen des
MDR1-Gens sowie samtliche in dieser Studie detektierten SNPs zusammengestellt.
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Tabelle 5.1: Natiirliche Polymorphismen des humanen MDR1-Gens; Literaturdaten entnom-

]. *: in der Literatur beschriebene SNPs, die auch

in dieser Arbeit detektiert wurden. Fett: in dieser Arbeit erstmalig detektierte

MDR1-Polymorphismen.

men aus |
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Einige der bereits bekannten Mutationen konnten in der Probandenstudie an peri-
phéren Lymphozyten nicht detektiert werden. Als moglicher Grund hierfiir kommt zum
einen eine teilweise sehr geringe Allelfrequenz einiger SNPs in Frage (z. B. T307C: 1,2 %;
C3396T: 0,53 %; A3320C: 0,2 %; G2677A: 1,9 %; G1199A: 5,5 %; | :

]). Daneben sind einige Polymorphismen in Intronbereichen lokali-
siert, die in dem durchgefiihrten Screening nicht erfasst wurden (A-329-41G; C338+139T
und A2065+137G). Als weiterer Punkt ist zu beriicksichtigen, dass nur solche PCR-
Proben sequenziert wurden, die bei der SSCP-Analyse ein auffalliges Bandenmuster
zeigten (siehe Kapitel 4.1.1). Da DNA-Strénge trotz vorhandener Basenaustausche un-
ter Umsténden die gleiche Konformation haben kénnen, ist es moglich, dass diese bei
einer SSCP-Analyse nicht sichtbar werden. Aus diesem Grund werden mittels der SSCP-
Methode nur ca. 80 % aller SNPs detektiert | |. Es wére somit denkbar, dass
nicht alle bei den Probanden vorkommenden SNPs auch tatséchlich gefunden wurden.
Dazu wire eine Sequenzanalyse sdmtlicher Exons aller Probanden notwendig.

5.1.2 Verteilung natiirlicher MDR1-Polymorphismen in unterschiedli-
chen Populationen

Die in Kapitel 4.1.1 dargestellten 15 genetischen Variationen des humanen MDR1-Gens
wurden in einem Mutationsscreening an 36 bzw. 91 DNA-Proben aus periphdren Lym-
phozyten kaukasischer Herkunft detektiert (siehe Tabelle 4.1). Neben dieser Probanden-
studie wurden zwei weitere Populationen beziiglich Polymorphismen gescreent. Dabei
wurde aufgrund der sehr geringen Probenmengen jeweils nur nach bestimmten Mutatio-
nen gesucht. Bei einer dieser beiden Kohorten handelte es sich um 74 weitere kaukasische
Probanden, von denen DNA- und RNA-Proben, die aus Leberbiopsien gewonnen wor-
den waren, zur Verfiigung standen. Die meisten dieser Probanden waren an Lebertumo-
ren erkrankt. Genauere Angaben iiber die jeweiligen Erkrankungen lagen jedoch nicht
vor. Bei der anderen Kohorte handelte es sich um Probanden chilenischer Herkunft, von
denen DNA aus periphdren Lymphozyten erhalten worden war. Exakt die Halfte der
chilenischen Probanden litt an Gallensteinen (siche Kapitel 4.1.3). Die drei untersuch-
ten Kohorten wiesen fiir die gefundenen SNPs teilweise sehr unterschiedliche allelische
Frequenzen auf.

Bei den Proben aus Lebergewebe ist vor allem das ungewdhnlich haufige Auftreten
der C3435T-Mutation in Exon 26 interessant. Bei den insgesamt 74 untersuchten Pro-
banden wurde lediglich viermal der Wildtyp (CC) gefunden. Der CT-Genotyp und der
TT-Genotyp waren jeweils 33 mal vertreten. Damit ergab sich fiir diese Probandenstudie
eine allelische Frequenz von 68,5 % fiir den C3435T SNP. Vor dem Hintergrund, dass die
meisten Probanden dieser Kohorte an Lebertumoren erkrankt waren, stellt sich die Frage,
ob Trager dieser Mutation moéglicherweise anfélliger fiir bestimmte Krankheiten wie bei-
spielsweise Lebertumoren sind. Da aber keine genauen Angaben iiber die Erkrankungen
der Probanden vorlagen, ist eine Interpretation diesbeziiglich schwierig.

Auch bei den chilenischen Probanden wurde fiir den C3435T-Polymorphismus bei
den an Gallensteinen leidenden Probanden eine etwas hohere allelische Frequenz ge-
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Polymorphismus Kaukasier Chilenen

“318AC 5,5 24,2
T662C 4,2 33,9
C3435T 31,9 24,0

Tabelle 5.2: Ethnische Unterschiede in der Verteilung natiirlicher SNPs. Angegeben sind je-
weils die allelischen Frequenzen in % der in periphiren Lymphozyten detektierten
Polymorphismen.

funden, als bei den gesunden Probanden. Dieser Unterschied jedoch ist vergleichsweise
gering. Dennoch kénnte auch dieser Befund einen Hinweis darauf geben, dass Tréger der
C3435T-Variation eher von bestimmten Krankheiten betroffen werden, als Personen, die
den CC-Genotyp aufweisen. Eine Korrelation zwischen den iibrigen untersuchten Poly-
morphismen und der Cholelithiasis der chilenischen Probanden wurde nicht festgestellt,
da die Verteilung dieser Polymorphismen bei gesunden und kranken Probanden gleich
war.

Es stellt sich die Frage, ob es beziiglich des ethnischen Hintergrundes Unterschiede
in der Verteilung der Variationen gibt. Tatséchlich ergaben sich bei dem in dieser Ar-
beit vorgenommenen Mutationsscreening unterschiedliche Haufigkeitsverteilungen fiir die
jeweils untersuchten Populationen. Tabelle 5.2 zeigt die allelischen Frequenzen der bei
beiden ethnischen Gruppen detektierten Polymorphismen im Vergleich.

Wihrend die C-Deletion in der Promotorregion der kaukasischen Probanden ledig-
lich mit einer Frequenz von 5,5 % detektiert wurde, zeigte sich fiir diesen SNP bei den
chilenischen Probanden eine ca. fiinffache Haufigkeit. Fiir die T617C-Variation in Exon
7 ist das gleiche Phdnomen zu beobachten. Dieser Polymorphismus wird in der chileni-
schen Bevolkerung ca. acht mal so haufig gefunden. Dagegen ist der bei der kaukasischen
Bevolkerung mit iiber 30% vertretene C3435T-Polymorphismus in Exon 26 bei den chile-
nischen Probanden etwas seltener zu finden. Diese zum Teil deutlichen Unterschiede der
allelischen Frequenz sind vermutlich auf den ethnischen Hintergrund der untersuchten
Probanden zuriickzufiihren.

In friitheren Studien waren schon mehrfach ethnische Unterschiede in der Haufigkeit
verschiedener Polymorphismen beschrieben worden. So berichteten z. B. Ameyaw et al.
von bemerkenswerten Differenzen in den allelischen Frequenzen des C3435T-Polymor-
phismus (Exon 26) zwischen afrikanischer (17-27 %) und asiatischer (45-52 %) Bevolke-
rung | ]. Ahnliches wurde auch in einer japanischen Studie festgestellt
[ |. Diese unterschiedlichen Haufigkeiten der SNPs bei verschiedenen eth-
nischen Populationen sind vermutlich auf evolutiondre Prozesse zuriickzufiihren. Naka-
mura et al. berichteten von ethnischen Unterschieden verschiedener Populationen in der

MDR1-Prozessierung, angefangen bei der transkriptionellen Initiation bis hin zur RNA-
Reifung | ].
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5.2 Funktionelle Charakterisierung natiirlich auftretender
Polymorphismen des humanen MDR1-Gens

Da genetische Variationen des humanen ABC-Transportergens MDRI1 relativ haufig auf-
treten und der ethnische Hintergrund einen starken Einfluss auf die allelische Frequenz
einiger dieser Polymorphismen hat, ist die funktionelle Charakterisierung von grofsem
Interesse. Es stellt sich die Frage, ob polymorphe Varianten in Verbindung mit einer ver-
anderten Pharmakokinetik und /oder Pharmakodynamik stehen und ob allgemein verbrei-
tete codierende Polymorphismen die Funktion des MDR1-Genproduktes P-glycoprotein
beeinflussen. Dies ist besonders im Hinblick auf die grofe interindividuelle Variabilitat
von P-glycoprotein von Interesse.

Zahlreiche Studien zur funktionellen Charakterisierung einiger der bislang identifi-
zierten Polymorphismen sind in der Literatur beschrieben (siehe dazu Tabelle 5.4). Tat-
sachlich zeigt die Mehrheit der in der Vergangenheit untersuchten, natiirlich auftretenden
Polymorphismen keine klinische Relevanz, da die meisten der gefundenen Mutationen we-
der auf die Transportaktivitdt noch auf die Expression des MDR1-Genproduktes einen
Einfluss austiben. Lediglich zwei der bislang charakterisierten Polymorphismen scheinen
fiir die Funktionalitdt von P-glycoprotein von Bedeutung zu sein. Dabei handelt es sich
zum einen um die von Hoffmeyer et al. beschriebene stille Mutation C3435T in Exon

26 | | und zum anderen um die codierende Mutation G2677T(A)
in Exon 21, welche zu einer Aminosiuresubstitution (Ala893Ser(Thr)) in der Protein-
sequenz fiihrt | , |. Auf diese beiden Variationen

wird in Kapitel 5.3 genauer eingegangen.

5.2.1 Analyse der MDRI1-mRNA-Expression

Um eine mogliche Korrelation zwischen den detektierten Polymorphismen des MDRI1-
Gens und der mRNA-Expression feststellen zu kénnen, wurde diese zunichst semiquan-
titativ mittels RT-PCR bestimmt (siche Kapitel 4.2.1). Es wurden RNA-Proben aus
periphéren Lymphozyten und aus Lebergewebe kaukasischer Probanden untersucht. Die
aus diesen Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse liefern fiir keine der 15 detektierten
MDR1-Polymorphismen einen eindeutigen Zusammenhang mit der mRNA-Expression.

Bei Betrachtung der densitometrischen Auswertungen der MDRI1-mRNA-Expression-
en in den zunichst untersuchten periphdren Lymphozyten sind fiir die SNPs T662C
und A1225-2G véllige Expressionsverluste zu beobachten (siche Abbildung 4.6). Bisher
wurde in der Literatur keine natiirliche genetische Variation des humanen MDR1-Gens
beschrieben, die zu einem volligen Expressionsverlust fiihrt. Da die hier vorgestellten
Ergebnisse fiir beide Polymorphismen jedoch nur auf der Untersuchung von jeweils ei-
nem einzigen mutationstragenden Probanden beruhen, ist eine eindeutige Aussage nicht
moglich. Der Expressionsverlust konnte moglicherweise in anderen Faktoren begriindet
liegen (s. u.). Auch bei der Deletion -320AA im Promotorbereich des Gens, deren Tri-
ger eine im Vergleich zum Wildtyp um das Zweifache erhéhte RNA-Expression aufweist,
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ist keine statistische Aussage moéglich. Eine Tendenz zu verminderter MDRI-mRNA-
Expression ist hingegen bei der Aminosdure-substituierenden Variation T617C in Exon
7 zu erkennen, die bei insgesamt drei Probanden der Studie detektiert wurde. Fiir diesen
Polymorphismus, sowie fiir simtliche anderen SNPs, die bei mindestens drei Probanden
detektiert wurden, wurde der Dunnett’s Signifikanztest durchgefiihrt. Aufgrund hoher
Standardabweichungen der Expressionswerte fiir die einzelnen Polymorphismen ergab
diese statistische Untersuchung, dass keine der betreffenden Mutationen mit einer signi-
fikant veranderten Expression der MDRI-mRNA korreliert (p > 0,05) (siehe auch Kapitel
4.2.1).

Neben den bereits genannten, teilweise sehr geringen mutationstragenden Probanden-
zahlen sind fiir die erhaltenen Ergebnisse die starken individuellen Schwankungen in der
MDRI1-mRNA-Expression der einzelnen Probanden verantwortlich (sieche Abbildung 4.5).
Diese grofe individuelle Variabilitdt in der MDRI-mRNA-Expression der untersuchten
Probanden kénnte moglicherweise auf den Einfluss anderer Mechanismen zuriickzufiihren
sein. Neben den genetischen Variationen des MDR1-Gens selbst kénnten auch Verédnde-
rungen in anderen Genen die Regulation der MDR1-Basalexpression beeinflussen. In der
Literatur wird beispielsweise eine Korrelation zwischen der Expression von MDR1 und
Cyp3A4 beschrieben | , |. Ebenso konnte sich eine
Mutation des p53-Gens, welches in humanen Tumoren haufig genetische Verdnderungen
aufweist und die MDR1-Promotor-Transaktivierung induziert | I,
auf die MDR1-Expression auswirken. Auch Spl ist an der Regulation der Basalexpression
von MDRI1 beteiligt | |. Demnach konnte eine genetische Veran-
derung des Spl ebenso einen Einfluss auf die MDR1-Expression haben, wie auch eine
Mutation anderer Transkriptionsfaktoren (z. B. EGR1 | ]), welche in
die MDR1-Expression involviert sind.

Auch Mutationen in der MDR1-Sequenz selbst, welche moglicherweise bei dem Scree-
ning mittels PCR-SSCP nicht erfasst wurden, kommen in Frage. Obgleich dieses ange-
wandte Screeningverfahren aufgrund der Sequenzlange von etwa 200 bis 400 bp optimal
zur Untersuchung der gescreenten Exons geeignet ist, liegt die Wahrscheinlichkeit fiir das
Auffinden von genetischen Polymorphismen mittels dieser Methode dennoch bei nur ca.

80 % | !

Aufgrund der geringen Probenmengen konnten lediglich vier der 15 verschiedenen, an
periphiren Lymphozyten detektierten MDR1-Polymorphismen auch in den Lebergewe-
beproben gepriift werden. Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, wurde auch fiir diese Proben
eine RNA-Analyse durchgefiihrt. Es wird auch bei diesen Proben keine Korrelation eines
der Polymorphismen mit der Expression an MDRI-mRNA gefunden. Dieses Ergebnis ist
konsistent mit dem Befund bei den periphiren Lymphozyten.

Im Vergleich zu den untersuchten periphidren Lymphozyten sind die individuellen
Schwankungen der mRNA-Expression zwischen den einzelnen Probanden hier jedoch
wesentlich geringer. Ein moglicher Grund dafiir kénnte eine gleichméafigere Expression
von MDRI1 in der Leber im Vergleich zu den Lymphozyten sein. Es ist bekannt, dass
in den verschiedenen Lymphozytenunterarten unterschiedliche Mengen an Pgp expri-
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miert werden | , |. Fiir die hier durchgefiihr-
te Probandenstudie wurde jeweils die gesamte Lymphozytenpopulation verwendet. Es
ware moglich, dass die MDR1-Expression in dieser Gesamt-Lymphozytenpopulation auf-
grund variierender Mengen an den verschiedenen Unterarten (CD56+, CD8+,CD14+,
etc.) nicht so konstant ist, wie in festen Geweben wie der Leber | |. In
fritheren Studien wurde angenommen, dass die Expression der ABC-Transporter in B-
und T-Zellen etwa gleich stark ist | , |

5.2.2 Einfluss zweier Deletionen in der MDR1-Promotorregion auf die
Regulation der Genexpression

In vitro Experimente sollten dariiber Aufschluss geben, ob die Aktivierbarkeit der MDR1-
Genexpression durch die in der Promotorregion detektierten Deletionen -320AA bzw.
-318 AC beeinflusst wird. Die Untersuchungen an zu diesem Zweck mit Reportergenkon-
strukten transfizierten HepG2-Zellen lieferten im Luciferase-Assay folgendes Ergebnis:
Weder die Deletion AA in Position -320 noch die zwei Basen entfernt lokalisierte Deleti-
on AC zeigten eine verinderte Reportergenaktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Aufgrund
der Lokalisation der beiden Mutationen am Beginn von Exon 1la ist das Ergebnis nach-
vollziehbar. In der Probandenstudie an periphdren Lymphozyten wurde fiir den Trager
des homozygoten AC-SNPs ein Wert fiir die MDRI-mRNA-Expression gefunden, der im
Bereich der Expression der beiden Probanden mit heterozygotem SNP liegt. Auch dies
war ein Hinweis darauf, dass diese Mutation keine funktionelle Relevanz besitzt. Beide
Deletionen liegen ca. 50 bp upstream der CAAT-Box und sind somit vermutlich zu weit
von wichtigen funktionellen Elementen des Promotors entfernt, um einen entscheidenden
Einfluss ausiiben zu kénnen.

5.2.3 Klonierung eines Expressionssystems fiir MDR1

In vitro Studien stellen eine geeignete Methode dar, um genetische Variationen n&her
zu charakterisieren. Die funktionelle Charakterisierung der codierenden MDR1-Polymor-
phismen in in vitro Experimenten erforderte daher die Herstellung eines geeigneten Ex-
pressionssystems fiir MDR1. Die iibliche Klonierungsmethode mittels Ligation erwies
sich zur Herstellung eines MDRI1-Expressionssystems als nicht geeignet. Neben einer
Insertlénge von ca. 4 kb kommen als mogliche Griinde fiir die Probleme bei den Klo-
nierungsversuchen mit Hilfe von Ligase vermutlich sterische Probleme aufgrund der Se-
kundarstruktur in Frage. Aus diesem Grund kam eine Klonierungsstrategie zum Einsatz,
bei der sogenannte Rekombinationsproteine verwendet werden (siehe Kapitel 4.2.3). Mit
Hilfe dieser Strategie gelang es, das Expressions-Vektorkonstrukt pEx-MDR1 herzustel-
len, das die gesamte MDRI1-cDNA enthé&lt. Dieses klonierte Expressionssystem zeigte
sich als funktionell aktiv und konnte somit zur Transfektion in eine geeignete Zellkultur
verwendet werden.
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5.2.4 Einfluss verschiedener codierender MDR1-Polymorphismen auf
die P-glycoprotein-Expression

Aufgrund ihrer niedrigen MDRI1-Basalexpression erwiesen sich COS-7-Zellen fiir eine
Pgp-Expressionsanalyse als geeignet. Mittels Western-Blotting wurde der relative P-
glycoprotein-Gehalt der mit den klonierten Expressions-Vektorkonstrukten transfizierten
COS-7-Zellen bestimmt, um so eine Aussage iiber den Einfluss der verschiedenen codie-
renden MDRI1-Polymorphismen machen zu kénnen. Wie in den Abbildungen 4.15 und
4.16 deutlich zu sehen ist, zeigen die als Kontrolle mitgefiihrten, nicht transfizierten COS-
7-Zellen eine wesentlich schwéichere Pgp-Expression, als die mit den Expressionsvektor-
Konstrukten transfizierten Zellen. Eine Verstarkung dieses Effekts kénnte eventuell durch
den Einbau einer vollstindigen Kozak-Sequenz in das Expressionssystem erzielt werden,
welche im MDR1-Gen selbst nicht enthalten ist. Mittels Western-Blot sollte untersucht
werden, ob die durch die Polymorphismen des MDR1-Gens hervorgerufenen Verénde-
rungen der Aminosiuresequenz eine Auswirkung auf die Expression von P-glycoprotein
haben. Untersucht wurden die drei Aminosaureaustausche Val206Ala (T167C), Ile221Thr
(T662C) und Ala893Ser (G2677T). Aufgrund ihrer Lokalisation in der Gensequenz wire
jedoch fiir keinen dieser drei Polymorphismen eine funktionelle Bedeutung zu erwarten.

Erwartungsgemaf sollte die Aminoséure-Substitution Valin gegen Alanin in Position
206 der Proteinsequenz keinen starken Einfluss auf die Pgp-Expression ausiiben, da bei-
de Aminosduren unpolar (lipophil) und strukturell neutral sind. Das Polypeptidgeriist
wird somit durch diesen Austausch nicht wesentlich verandert. Bemerkenswert ist jedoch,
dass gerade diese Variation mit einer leichten, aber signifikanten Expressionssteigerung
im Vergleich zum Wildtyp einhergeht. Die Ursache fiir diesen starken Effekt ist unklar.
Interessant ist daneben auch, dass in der Probandenstudie an periphiren Lymphozy-
ten eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante Verringerung der RNA-Expression bei
Tragern dieser Mutation gefunden wurde. Diese Erniedrigung der RNA-Expression lasst
sich moglicherweise auf Veranderungen anderer Gene zuriickfiihren, die die Regulation
des MDR1-Gens beeinflussen (siehe Kapitel 5.2.1). Zu erwahnen ist an dieser Stelle auch,
dass bei allen drei Probanden der T617C-SNP heterozygot vorliegt, wahrend er in das
verwendete Expressionsplasmid homozygot kloniert wurde. Somit ware es auch moglich,
dass der TC-Genotyp im Gegensatz zum CC-Genotyp eventuell keine Auswirkung auf die
Expression hat. Zur Klarung der Ursache fiir die starken Unterschiede zwischen RNA-
und Proteinexpression wére eine Untersuchung der P-glycoprotein-Expression an Gewe-
beproben betroffener Probanden mittels Western-Blot notwendig, da genaugenommen
ein direkter Vergleich zwischen in vivo RNA-Expression und in vitro Proteinexpression
nicht vorgenommen werden sollte.

Sowohl die Mutation T662C (Exon 7) als auch die Variante G2677T (Exon21) resul-
tieren in einem Austausch eines lipophilen Restes (Ile bzw. Ala) gegen einen hydrophilen
Rest (Thr bzw. Ser). Die Veranderung der Polaritat durch Substitution einer unpola-
ren Alkylgruppe gegen eine polare Hydroxygruppe kénnte moglicherweise einen Einfluss
auf die Sekundarstruktur des Proteins ausiiben. Beide Aminosadure-Substitutionen zeig-
ten jedoch im Western-Blot keine verédnderte Pgp-Expression im Vergleich zum Wild-
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typ. Im Falle der G2677T-Mutation ist dieses Ergebnis konsistent mit den gefundenen
RNA-Gehalten in den Probandenstudien (siehe Kapitel 4.2.1). Auch hier wurden keine
Veranderungen im Vergleich zur Wildtyp-RNA sichtbar. Vergleicht man die Ergebnis-
se der Analysen fiir die Proteinexpression und die RNA-Expression unter dem Einfluss
der Variation T662C, so wird im Western-Blot keine Anderung des Proteingehaltes im
Vergleich zum Wildtyp gefunden. Dagegen wurde bei der RNA-Analyse ein vollstéandiger
Expressionsverlust detektiert. Dieser ist jedoch aufgrund der Tatsache, dass lediglich ein
einziger Proband fiir diese Untersuchung zur Verfiigung stand, nicht aussagekréftig. Die
Untersuchung weiterer Probanden mit einem T662C-Polymorphismus wire notwendig,
um eine statistische Aussage zu ermoglichen.

5.2.5 Einfluss verschiedener codierender MDR1-Polymorphismen auf
die Transportaktivitit von P-glycoprotein

Da Verédnderungen der codierenden Sequenz des MDR1-Gens nicht nur eine Auswirkung
auf die Gesamtstruktur und die Stabilitdt und damit auch auf die Expression haben kon-
nen, sondern vor allem auch auf die Affinitdt bestimmter Substrate sowie deren Trans-
porteffizienz, wurde abschlieffend ein Rhodamin123-Transportassay durchgefiihrt. Dieser
Transportassay dient zur Messung der Pgp-Substrat- Anreicherung in den Zellen und kann
somit Aufschluss iiber die Funktionsfahigkeit des Proteins geben.

Im R123-Assay wurden mit den unterschiedlichen Expressionskonstrukten transfi-
zierte COS-7-Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin123 (siche Abbildung 3.3),
welcher Substrat von Pgp ist, behandelt. Im Vergleich wurden ebenso behandelte Zel-
len zusétzlich mit Verapamil versetzt. Verapamil, das ebenfalls ein Substrat von Pgp ist,
wirkt als kompetitiver Inhibitor. In Abbildung 4.17 sind die Ergebnisse des Rhodamin123-
Assays dargestellt. Deutlich ist die Hemmung des R123-Transports bei gleichzeitiger Be-
handlung mit Verapamil zu sehen.

Wie anhand der Ergebnisse des Western-Blots zu erwarten, fithren die beiden SNPs
T662C in Exon 7 sowie G2677T in Exon 21 zu keiner signifikant verdnderten Trans-
portaktivitat von P-glycoprotein. Die erhaltenen Werte liegen im Bereich der Wildtyp-
Aktivitat. Somit haben diese beiden MDR1-Polymorphismen keinen Effekt auf die Pgp-
Transportaktivitéat.

Die im Western-Blot ermittelte Expressionssteigerung von Pgp bei Vorliegen der
T617C-Mutation lieke im R123-Assay eine deutliche Steigerung des Transportes erwar-
ten. Dies wiirde an einer wesentlich niedrigeren Akkumulation von R123 in den Zellen
im Vergleich zum Wildtyp sichtbar. Tatséachlich zeigte sich im Rhodamin123-Assay kein
merklicher Unterschied in der Transportaktivitdt von mit pEx-MDR1-T617C transfizier-
ten Zellen im Vergleich zu den mit dem WT-Plasmid behandelten Zellen. Anstelle der zu
erwartenden deutlichen Abnahme der R123-Menge in den Zellen ist ein leichter, jedoch
im Bereich der Fehlertoleranz liegender Anstieg zu beobachten. Dieses Ergebnis zeigt,
dass auch der T617C-Polymorphismus des humanen MDR1-Gens keine Aktivierung der
Transporteffizienz bewirkt. Es stellt sich nun die Frage, wie es moglich ist, dass zwar mehr
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SNP RNA-Expression Pgp-Expression Transportaktivitat

in vivo in vitro in vitro
T617C \, (n=3) T =
T662C * (n=1) = =
G2677T = (n=3) =

Tabelle 5.3: Effekte der drei codierenden Polymorphismen T617C, T662C und G2677T im Ver-
gleich zum Wildtyp-MDR1-Gen. * nicht valide bestimmbar aufgrund der geringen
Allelfrequenz.

P-glycoprotein vorhanden ist, aber nicht mehr Substrat transportiert wird. Ein moglicher
Grund wére, dass das verstéarkt exprimierte Protein nicht an die dufsere Plasmamembran
transportiert wird. Um dieser Frage nachzugehen, wiren immunohistochemische Unter-
suchungen notwendig.

Schlussfolgerungen

Betrachtung aller durchgefiihrten Untersuchungen zur funktionellen Charakterisierung
der Aminosaure-substituierenden MDR1-Polymorphismen liefert die folgenden Erkennt-
nisse:

e Die bei insgesamt drei Proben der Studie an periphédren Lymphozyten kaukasischer
Probanden detektierte MDR1-Variation T617C in Exon 7 zeigte keine eindeutige
funktionelle Relevanz. Einer Expressionserh6hung im Western-Blot steht eine un-
veranderte Transportaktivitat im Vergleich zum Wildtyp gegeniiber. Auch die Er-
gebnisse der mRNA-Analyse der drei Probanden ldsst sich mit der Pgp-Expression
in vitro nicht in Ubereinstimmung bringen. Um eine eindeutige Aussage machen

zu konnen, sind weitere Untersuchungen zu diesem MDR1-Polymorphismus erfor-
derlich.

e Im Gegensatz dazu sind sowohl fiir den T662C-Polymorphismus als auch fiir die
Variation G2677T die Ergebnisse der Untersuchungen konsistent. Beide SNPs iiben
weder auf die Expression noch auf die Transportaktivitiat von P-glycoprotein einen
Einfluss aus.

Zur Veranschaulichung sind die Ergebnisse in Tabelle 5.3 zusammengestellt. An dieser
Stelle soll nochmals daraufhin gedeutet werden, dass eine Untersuchung von sowohl RNA-
als auch Proteinexpression in vivo notwendig wéare, um eine eindeutige Aussage iiber den
Zusammenhang zwischen den detektierten Polymorphismen und dem Gehalt an MDRI-
mRNA und P-glycoprotein machen zu kénnen.
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5.3 Vergleich der Ergebnisse mit in der Literatur beschrie-
benen Studien

5.3.1 C3435T

Im Jahr 2000 machten Hoffmeyer et al. die Entdeckung, dass die weit verbreitete ge-
netische Variation C3435T des humanen MDR1 Gens (allelische Frequenz 0,481) einen
Einfluss auf die duodenale Expression von P-glycoprotein ausiibt | |
Bei dieser Mutation in Exon 26 handelt es sich erstaunlicherweise um eine sogenannte
stille oder “Wobble’-Mutation, die eigentlich keinen Effekt mit sich bringen sollte. Mittels
quantitativer Immunohistochemie und Western-Blotting wurde in der Studie festgestellt,
dass bei Tragern des TT-Allels die Expression von Pgp in duodenalen Enterozyten um
das Zweifache niedriger liegt als beim Wildtyp (CC). Begriindet wurde diese verminder-
te Expression mit der Hypothese eines potentiellen Links zu einem Polymorphismus in
der Promotorregion des MDR1-Gens. Bislang wurde ein solcher Polymorphismus jedoch
noch nicht verdffentlicht.

Seither wurden zahlreiche Untersuchungen zu diesem Phinomen angestellt. Inter-
essanterweise sind die Ergebnisse dieser Studien sehr divergent, teilweise sogar kontro-
vers. Einige Studien berichten von dhnlichen Ergebnissen wie Hoffmeyer et al., wihrend
andere keinerlei Effekte des C3435T-SNPs auf die Expression bzw. auf die Transportei-
genschaften von Pgp feststellen konnten. In Tabelle 5.4 sind einige Ergebnisse der in der
Literatur beschriebenen Studien aufgefiihrt.

Die von Hoffmeyer et al. beschriebene Korrelation zwischen dem TT-Genotyp und
einer stark verminderten MDR1-Expression konnte in der vorliegenden Arbeit nicht be-
statigt werden. Die Untersuchung der mRNA-Expression an zwei verschiedenen Popula-
tionen (periphére Lymphozyten / Lebergewebe) ergab bei Vorliegen des 3435T-Allels im
Vergleich zum Wildtyp (CC) keinen Unterschied. Die Bestimmung der MDRI-mRNA-
Expression in periphdren Lymphozyten mag aufgrund der starken interindividuellen
Schwankungen kritisch zu betrachten sein, jedoch wurde an den untersuchten Lebergewe-
ben das gleiche Ergebnis erhalten. Dieses Ergebnis ist konsistent mit einigen in der Lite-
ratur beschriebenen Studien | , , I,
welche ebenfalls in Tabelle 5.4 aufgelistet sind.

5.3.2 G2677T

Cascorbi et al. machten die Feststellung, dass in der iiberwiegenden Zahl der Félle ein
Link zwischen dem synonymen C3435T-Polymorphismus in Exon 26 und dem codie-
renden G2677T SNP in Exon 21 besteht | |. Diese Tatsache konnte
moglicherweise einen Ansatzpunkt zur Erklarung der gefundenen Unterschiede in der
MDR1-Expression und der Aktivitdt bei Auftreten des C3435T-Polymorphismus lie-
fern. Da jedoch die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zum Einfluss der G2677T-
Variation auf die Pgp-Aktivitdt bzw. Expression ebenso divergent und kontrovers sind,
ist auch diese Erklarung nicht ausreichend. In Tabelle 5.4 sind neben der Studien zum
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G2677T des humanen MDRI1-Gens auf die Expression bzw. Aktivitdt von P-
glycoprotein. n = Anzahl der Probanden. * nicht statistisch signifikant.

Tabelle 5.4: Publizierte Untersuchungen zur Auswirkung der Polymorphismen C3435T bzw.
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C3435T-Polymorphismus auch einige der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse zur
funktionellen Charakterisierung des G2677T-SNPs zusammengestellt.

Der von Cascorbi et al. beschriebene Link zwischen den beiden genannten Polymor-
phismen | | konnte in der Probandenstudie an periphiren Lympho-
zyten nicht festgestellt werden, da lediglich drei Probanden den G2677T-SNP aufwiesen.
Lediglich bei einem dieser drei Probanden wurde gleichzeitig der C3435T SNP detektiert
(heterozygot). Die Untersuchungen an Lebergeweben dagegen bestitigen diesen Link: 13
von 18 TT-Genotypen in Position 2677 wiesen auch den TT-Genotyp in Position 3435
des MDR1-Gens auf. Weitere 10 von 15 GT-Genotypen in Position 2677 waren auch
Trager eines T-Allels in Position 3435.

Abgesehen von dieser offensichtlichen Verbindung zwischen den beiden genetischen
Variationen in den Exons 21 und 26 wurden fiir den G2677T-SNP keine Effekte gefun-
den. Weder die Expression noch die Transportaktivitdt von P-glycoprotein wurden durch
diesen codierenden Polymorphismus des MDR1-Gens beeinflusst. Diese Ergebnisse wider-
sprechen auch der Hypothese, dass der gefundene Link zwischen den beiden Polymor-
phismen eine Rolle fiir die funktionelle Bedeutung spielen kénnte. Ahnliche Ergebnisse
wurden in der Literatur beispielsweise auch von Kimchi-Sarfaty et al. sowie Calado et al.
beschrieben | , |

Durch Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse und der bereits veroffentlichten Daten
wird die hohe Variabilitiat und Komplexitat der Auswirkungen der beschriebenen MDR1-
Polymorphismen ersichtlich.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Screening auf natiirlich auftretende Polymorphis-
men des humanen MDRI1-Gens in drei verschiedenen Probandenstudien durchgefiihrt.
Es wurden 15 verschiedene genetische Variationen des ABC-Transportergens identifi-
ziert. Zwei Variationen sind in der Promotorregion des Gens lokalisiert, sechs befinden
sich in Intronbereichen und sieben liegen in der codierenden Sequenz des MDR1-Gens.
Lediglich drei Polymorphismen bewirken eine Aminosduresubstitution im resultierenden
P-glycoprotein. Von den 15 detektierten Polymorphismen wurden 11 in dieser Arbeit
erstmalig beschrieben.

Bei dem Screening nach MDR1-Polymorphismen an verschiedenen Populationen wur-
den starke Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung festgestellt, die auf den ethnischen
Hintergrund der Probanden zuriickzufiihren sind.

Mittels Reportergensassay wurden zwei in der 5’-flankierenden Region des humanen
MDR1-Gens lokalisierte Deletionen untersucht. Beide Deletionen zeigen keinen Einfluss
auf die MDR1-Basalexpression.

Um die in vitro Untersuchung codierender Polymorphismen des humanen MDRI1-
Gens zu ermoglichen, wurde ein Expressionssystem fiir MDR1 konstruiert. Als geeignet
fiir die Klonierung erwies sich hierbei die Verwendung eines Rekombinationssystems.

Mit Hilfe des in dieser Arbeit hergestellten Expressionssystems wurden die drei codie-
renden SNPs T617C (Val206Ala), T662C (Ile221Thr) und G2677T (Ala893Ser) funktio-
nell charakterisiert. Im Western-Blot sowie mittels Rhodamin123-Transportassay wur-
de festgestellt, dass zwei der drei untersuchten, Aminosidure-substituierenden MDR1-
Polymorphismen (T662C und G2677T) weder auf die Expression, noch auf die Trans-
portaktivitiat von P-glycoprotein einen Einfluss ausiiben. Fiir den dritten codierenden
SNP hingegen (T617C) wurden im Western-Blot und im R123-Assay leicht kontroverse
Effekte gefunden, die keine eindeutige Aussage zulassen. Zur Charakterisierung dieser ge-
netischen Variation sind weitere Untersuchungen notwendig. Es wurde somit eine Reihe
von Polymorphismen bzw. Mutationen des MDR1-Gens entdeckt, die die Funktion des
Proteins jedoch nicht mafsgeblich beeinflussen und somit vermutlich fiir die Trager der
Mutationen nicht von Bedeutung sind.
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Anhang A

Angaben zum MDRI1-Gen

A.1 Sequenz des MDR1-Gens

e Die Sequenz der MDR1-RNA ist in der EMBL GeneBank zu finden unter der
Zugangsnummer M14758.

e Die Sequenz der genomischen DNA ist in der EMBL GeneBank zu finden unter
den Zugangsnummern AC002457 sowie AC005068.

A.2 Exon-Intron-Struktur des MDR1-Gens

mRNA- mRNA- Protein-
Region | Start Ende Basen Start Stop Basen Charakteristika
Exon 1 | 140636 140959 324 96 424 329 keine
Intron 1 | 140960 141529 570
Exon 2 | 141530 141597 68 425 492 68 1-23 innen
Intron 2 | 141598 145899 4302
Exon 3 | 145900 145948 49 493 541 49 23-39 innen
Intron 3 | 145949 156033 10085
Exon 4 | 156034 156202 169 542 710 169 40-97 TM1 + auften
Intron 4 | 156203 171490 15288
Exon 5 | 171491 171542 52 711 762 52 97-114 aufen
Intron 5 | 171543 174737 3195
Exon 6 | 174738 174929 192 763 954 192 114-178 TM2 -+ innen
Intron 6 | 174930 175472 543
Exon 7 | 175437 175644 172 955 1126 172 178-235 TM 3+4
Intron 7 | 95207 99888 4682
Exon 8 95082 95206 125 1127 1251 125 236-277 innen
Intron 8 | 87752 95081 7730
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ii

Exon 9

Intron 9

Exon 10
Intron 10
Exon 11

Intron 11
Exon 12
Intron 12
Exon 13
Intron 13
Exon 14
Intron 14
Exon 15
Intron 15
Exon 16
Intron 16
Exon 17
Intron 17
Exon 18
Intron 18
Exon 19
Intron 19
Exon 20
Intron 20
Exon 21

Intron 21
Exon 22
Intron 22
Exon 23
Intron 23
Exon 24
Intron 24
Exon 25
Intron 25
Exon 26
Intron 26
Exon 27
Intron 27
Exon 28

87580
84658
84544
84398
84287
84116
83990
83874
83670
83338
83167
79844
79682
78819
78642
78095
77948
75248
75176
73165
73087
70361
70277
65317
65113
54696
54595
53286
53145
50485
50328
49248
49050
43301
43094
39863
39716
38269
38065

87751
87579
84657
84543
84397
84286
84115
83989
83873
83669
83337
83166
79843
79681
78818
78641
78094
77947
75283
75175
73164
73086
70360
70276
65316
65112
54695
54594
53285
53144
50484
50327
49247
49049
43300
43093
39862
39715
38268

172
2922
114
146
111
171
126
116
204
332
171
3323
162
863
177
547
147
2664
108
2011
78
2726
84
4960
204
10417
101
1309
141
2660
157
1080
198
5749
207
3231
147
1447
204

1252

1424

1538

1649

1775

1979

2150

2312

2489

2636

2744

2822

2906

3110

3211

3352

3509

3707

3914

4061

1423

1537

1648

1774

1978

2149

2311

2488

2635

2743

2821

2905

3109

3210

3351

3508

3706

3913

4060

4264

172

114

111

126

204

171

162

177

147

108

78

84

204

101

141

157

198

207

147

204

277-334 TM 5+6

335-373 TM 6 + innen

374-410 innen

411-452 ATP 1

453-520 innen

521-577 innen

578-631 innen

632-690 innen

690-739 TM 7

740-775 TM 8

776-801 innen

802-829 innen

830-897 TM 9410

898-931 innen

931-978 TM 11 + aullen

979-1030 TM 12 + innen

1031-1100 ATP 2

1101-1165 innen

1166-1214 innen

1215-1282 innen

Exon-Intron-Struktur des humanen P-glycoproteins. Die Angaben fiir die Promotorregion
sowie Exon 1 - 7 beziehen sich auf die EMBL Acc. Nr. AC002457, fiir die Exons 8 - 28 auf
die Acc. Nr. AC005068. Die Angaben fiir die mRNA sind der Sequenz aus der EMBL-
Datenbank mit Acc. Nr. M14758 entnommen.



Anhang B

Probandenstudien

B.1 Periphire Lymphozyten (Studie I)

Typ SNP Proband
1 -320AA 38
2 -318AC 52, 59, 80
3 T617C 43, 44, 67
4 T662C 76
5 A999+19G 71
6 AA1225-48CC 21
7 A1225-27C 15, 40, 42, 43, 46, 50, 78, 89
8 1225-18AT 31, 89
9 A1225-2G 74
10 C1236T 39, 59, 67, 71, 78
11 G1296A 71
12 G1326C 5,6, 7,13, 21, 23, 26, 39, 40, 43,

46, 60, 62, 66, 70, 75, 79, 81, 82, 83
13 C1350+44T 35, 66, 81

14 G2677T 38, 41, 74
15 (34357 22, 28, 29, 30, 31, 38, 41, 43, 44, 45,
52, 70, 72, 73

Tabelle B.1: Verteilung der detektierten Polymorphismen bei den einzelnen Probanden der Stu-
die (I) in periphdren Lymphozyten.
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B.2 Lebergewebe (Studie II)

Typ SNP Proband

10 C1236T 4,6, 7,8, 12, 15, 22, 23, 24, 31,
33, 35, 37, 41, 52, 53, 55, 57, 59, 60,
63, 67, 68, 69, 70, 74

13 C1350+44T 19, 45

14  G2677T 1,2,6,7, 8,9, 12, 15, 18, 24,
28, 29, 31, 33, 35, 37, 38, 41, 48, 49,
51, 52, 53, 57, 59, 60, 63, 67, 68, 69,
70, 72, 73

15 (C3435T alle aufer 27, 34, 56, 62

Tabelle B.2: Verteilung der detektierten Polymorphismen bei den einzelnen Probanden der Stu-
die (II) in Lebergewebe.



Anhang C

Vektoren

Amp

<‘.‘MCS

pGL2-basic
5598 bp

Sv40

Luc
Abbildung C.1: Schematische Darstellung des Reportergenvektors pGL2-basic (Promega).

rrnB

attP11

PDONR
4470 bp

ccdB

attP2

Abbildung C.2: Schematische Darstellung des Donorvektors pDONR, (Invitrogen).
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CMV Promotor

~ Spé Promotor

atiRl

pDest12.2
7278 bp cod?
atiR2
T7 Promotor
Sv40
Promotor

Sv40 Polyadeny-
lierungssignal

Abbildung C.3: Schematische Darstellung des Zielvektors pDest12.2 (Invitrogen). Der Vek-
tor enthélt einen CMV-Promotor upstream der attR1-Stelle. Downstream der
attR2-Stelle befindet sich das SV40-Polyadenylierungssignal.

CMV LE.
Enhancer/
Promotor
PCl-neo
. 5472 bp By wvos
Amp
SV40 Late
poly A
Synthetic . Sv40 Enhancer/
poly A Early Promotor

Abbildung C.4: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pCIl-neo (Promega). Der
Vektor enthélt einen CMV-Promotor upstream der MCS, sowie einen SV40-
Promotor downstream der MCS. Der pCl-neo-Vektor vermittelt Ampicillin-
Resistenz.
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MCS

4

CMV- -
Promotor pCMV-Script g\r/cz)lr‘?wo'ror
4278 bp

NeoR

Abbildung C.5: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pCMV-Script (Stratage-
ne). Der Vektor enthilt einen CMV-Promotor upstream der MCS, sowie
einen SV40-Promotor downstream der MCS. Der pCl-neo-Vektor vermittelt
Neomycin-Resistenz.
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