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1. Einleitung

1.1. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

NSAID Nichtsteroidale Antirheumatika
ATP Adenosintriphosphat

MDR multidrug resistance

HIV Humane Immundefizienz-Virus
CPK Kreatinkinase

CYP Cytochrome P450

LB-Medium lysogeny broth Medium

nm Nanometer

rpm Runden pro Minute

M Mol

°C Grad Celsius

g Gramm

ul Mikroliter

ml Milliliter

min Minute

DNA Desoxyribonukleinséure

PCR Polimerase-Kettenreaktion

uv Ultraviolett

sek Sekunde

NCBI National Center for Biotechnology Information



1.2. Themenfindung

Im Jahr 2007 wurde die Entdeckung eines neue Zelltransporters veroffentlicht
(Ushijima, Hiasa et al. 2008). Die Japanische Forschergruppe suchte in
Saccharomyces cerevisiae (auch Bier oder Backhefe genannt) nach
Resistenzmechanismen gegen NSAIDs (nichtsteroidalen Antirheumatika) und
stiefen dabei auf das TPO!. Dieses Gen kodiert flir einen Membrantransporter. Bei
genauerer Betrachtung konnten Sie, den direkten Transport von NSAIDs, und hier
besonders Indomethacin zeigen. Als Homolog dieses Transporters erwies sich das
TETRAN (Tetracycline transporter-like protein). In Anlehnung an vorherige Studien
konnte auch bei Uberexpression dieses Transporters eine Resistenz gegen NSAIDs in

eukaryonten Zellen gezeigt werden.

Da von anderen Transportproteinen bereits bekannt ist, dass genetische Variationen
die Expression und die Transporteigenschaften beeinflussen entwickelte sich die
Idee, zu dieser Arbeit. Ndmlich sich mit den natiirlichen Polymorphismen des

TETRANSs und deren Auswirkungen zu beschaftigen.

1.3. Der zelluléiire Transport

1.3.1. Transportproteine und deren Funktion

Bei ersten Betrachtungen zum Zelltransport nahm man an, dass Stoffe passiv iiber
die Zellmembran diffundieren. Doch nach weiteren Forschungen wurden
herausgefunden, dass es dafiir spezielle Proteine gibt. Proteine die den
Stoffaustausch iiber die Membran erleichtern oder erst moglich machen. Diese
Proteine sind Kanéle und Transporter welche aufgrund ihrer Funktion eine
Schliisselposition in der zelluliren Homoostaste darstellen. Sie sorgen fiir die

Aufnahme und den Ausstrom fast aller wichtigen Substanzen wie zum Beispiel



Aminosiuren, Zucker, Nukleotiden, Ionen aber auch nahezu aller Medikamente. Es
wird vermutet, dass mindestens 5% des menschlichen Genoms und damit iiber 2000
Gene fiir Proteine mit Transportfunktion kodieren. Dies ldsst auf die herausragende
Bedeutung der Transporter flir die zellulire Homdostase und damit fiir das Leben

schlieBen (Hediger, Romero et al. 2004, Mutschler, Geisslinger et al. 2008).

Kandle, also Kanalproteine ermoglichen den Stoffaustausch iiber die Membran
entlang eines elektrochemischen Gradienten in beide Richtungen. Man kdnnte sie
auch einfach als ,,Locher* fiir spezielle Stoffe ansehen. Diese gibt es fiir simtlichen
Ionen und 16slichen Stoffe aber auch fiir Wasser in Form der Aquaporine. (Verkman

2002, Armstrong 2003, Chen 2003, Decoursey 2003, Beitz and Agre 2009)
Transporter unterteilt man grob in aktive und passive Transporter:

Die passiven Transporter sogenannte carrier ermoglichen einen Transport von
Stoffen entlang ihres elektrochemischen Gradienten durch die Zellmembran, dies
wird auch erleichterte Diffusion genannt. Aktive Transporter transportieren Stoffe
mit Hilfe von Energie auch gegen ein elektrochemisches Gefdlle und erzeugen
dadurch selbst einen elektrochemischen Gradienten von lonen oder 16slichen Stoffen
iiber der Zellmembran. Die dafiir benotigte Energie kommt meist aus energiereichen
Substraten wie ATP. Die aktiven Transporter werden weiter in zwei Untergruppen
unterteilt, je nachdem ob die Energie direkt von Energie liefernde Substrate wie ATP
(primédrer Transport) kommt oder indirekt ein elektrochemischer Gradient ausgenutzt

wird um Arbeit zu verrichten (sekundérer Transport).

Zu den primir aktiven, welche die Energie direkt aus ATP gewinnen gehdren ATP
bindende Transporter (ATP-binding cassette transporter =» ABC) und Ionenpumpen
(ATPasen). ABC Transporter binden und hydrolysieren ATP und nutzen die frei

werdende Energie fiir den Transport einer Vielzahl von Substanzen wie



Kohlenhydrate, Lipide, Aminosduren aber auch Medikamente iiber die Zellmembran
(Dean, Rzhetsky et al. 2001, Borst and Elferink 2002). Ebenso funktionieren
Ionenpumpen. Sie hydrolysieren ATP um Ionen wie Na*, K*, H, Ca?" und Cu?" liber
Membranen zu transportieren. Dadurch werden elektrochemische Ionengradienten
iiber den Membranen erzeugt, welche z.B. fiir die Nervenleitung von grofer
Bedeutung ist oder als Energiequelle fiir den sekundir aktiven Transport fungieren.
Als Sonderfall soll noch die Ausnutzung von Redoxpotentialen genannt werden, was
allerdings nur in der Atmungskette, bzw. der Photosynthese der Fall ist. (Dunbar and
Caplan 2000, Cuthbertson, Kos et al. 2010). Beim sekundir aktiven Transport wird
der aufgebaute Elektrogradient genutzt um Stoffe gegen ihren
Konzentrationsgradienten iiber Membranen zu transportieren. Dabei wird zwischen
Symportern, Co-Transportern und Antiportern unterschieden. Bei den Symportern
stromen lonen entlang ihres elektrochemischen Gradienten iiber die Zellmembran
und ermdglichen dadurch, dass ein weiteres Molekiil in die gleiche Richtung, aber
auch gegen seinen elektrochemischen Gradienten transportiert werden kann. Bei den
Antiportern wird durch den Fluss von Ionen entlang ihres elektrochemischen
Gradienten der Fluss von weiteren Molekiilen in die entgegengesetzte Richtung,

entgegen ihres elektrochemischen Gradienten, ermdglicht.

In der Regel besitzen Transporter eine bestimmte Stochiometie, was so viel bedeutet
wie eine festgelegte Anzahl von Teilchen (Ionen, organische Molekiile) welche pro
Transportvorgang iiber die Zellmembran geschleust werden. Bei Kanilen wird der
Stoffaustausch iiber die Offnungswahrscheinlichkeit und Leitfihigkeit des Kanals
beeinflusst. Diese werden je nach Kanal spannungsabhédngig, mechanisch, Liganden
gesteuert (zum Beispiel durch Hormone) oder auch Temperatur abhingig gesteuert

um an dieser Stelle ein paar Beispiele genannt zu haben.



1.3.2. Einteilung und Charakterisierung von Transporter

und Kanale

Membrantransporter lassen sich grundsétzlich nach ihrer Richtung im Zelltransport
unterscheiden. So gibt es Aufnahmetransporter, die Stoffe in die Zelle transportieren
und Efluxtransporter die Stoffe aus der Zelle transportieren. Eine weiter gingige
Einteilung ist in die Superfamilien wovon eine die Superfamilie der
ABC-Transporter (ATP binding cassette) und eine weitere die Superfamilie die der
SLC Transporter (solute carrier) ist. Alle Transporter einer Familie weillen eine
bestimmte Sekunddrstruktur auf, welche sich zum Beispiel durch Strukturmerkmale
wie mehrere membrandurchspannende Anteile mit wechselnden intra- und
extrazelluliren Segmenten (loops) darstellt (Christensen 1990, Leabman, Huang et

al. 2003).

1.3.3. Die Superfamilie der ABC-Transporter

Bei der Superfamilie der ABC-Transporter handelt es sich um eine der groften
bekannten Familie an Transportproteinen. Es sind zur Zeit gut 50 Mitglieder bekannt,
die sich in sieben Unterfamilien (ABCA-G) aufteilen (Dean 2005). Ihre Energie fiir
den Transport gewinnt diese Gruppe von Proteinen aus der Hydrolyse von ATP
(Horio, Gottesman et al. 1988). Die Klassifizierung der ABC Transporter erfolgt
aufgrund der Sequenz und Anordnung der ATP-Bindungsstellen, welche auch
Nukleotid-Bindungs-Doménen genannt werden und hochkonserviert sind. Diese
Nukleotid-Bindungs-Doménen enthalten in einem Abstand von 90-120 Aminoséduren
spezielle Abschnitte, die Walker A und Walker B genannt werden. Dazwischen
befindet sich noch die Region C, die die Konsensus-Sequenz LSGGQ enthilt.
Normalerweise besteht ein funktionsfdhiges Protein aus zwei
Nukleotid-Bindungs-Domédnen und zwei Transmembrandren Doménen. Die

Transmembrandren Domidnen bestehen in der Regel aus zwolf die Membran



durchspannende a-Helices, welche die Spezifitit festlegen. Es gibt auch den Fall,
dass je eine Nukleotid-Bindungs-Doméne und eine Transmembrandren Doméne ein
Protein bilden, dies sind dann die sogenannten Halbtransporter. In diesem Fall
missen sich allerdings zwei Proteine zu einer Funktionseinheit zusammenschlieBen
(Hirata, Okabe et al. 2009). Die Nukleotid-Bindungs-Doméinen ragen mit ihrem
hydrophilen Teil ins Zytoplasma und Ubertragen auf diese Weie die Energie fiir den
Transportvorgang an den Transporter (Higgins 1992, Cuthbertson, Kos et al. 2010,
George 2016).

Abb. 1: Darstellung eines ABC Transporters (Cuthbertson, Kos et al. 2010)

Die meisten ABC Transporter funktionieren nur in eine Richtung. Sie transportieren
entweder Stoffe wie Zucker, Aminosduren, Steroide, und andere Nahr- und Baustoffe
in die Zelle oder sie transportieren Substanzen wie Gallensdure, Glutationkonjugate
und auch Medikamente als Efluxtranporter aus der Zelle. Bei Eukaryonten gibt es
ABC-Transporter auch zwischen den zelluldren Kompartimenten um auch dort einen
reibungslosen Stoffaustausch zu gewéhren. Die Einteilung der ABC-Transporter

erfolgt nach Genstruktur, Ahnlichkeit in den Sequenzen der



Nukleotid-Bindungs-Doménen und Transmembrandren Doménen sowie der

Molekiilanordnung. In der folgenden Tabelle sollen einige Beispiele genannt werden.

Gruppe | Beispiel (Beispiel fiir physiologische Funktion)

ABCAL1 (Fettstoffwechsel)

A (Kasza, Hegyi et al. 2009)

ABCB3 (Peptidtransport zwischen den Kompartimenten)
(Herget and Tampe 2007)

ABCCS5 (Transporter fiir zyklische Nukleotide)
C (Dazert, Meissner et al. 2003, Meyer Zu Schwabedissen, Grube et al.

2005)

D ABCDI1-4 (Fettsaure Transporter in Peroxisomen)
(Leclercq, Skrzypski et al. 2008)

B ABCE]1 (RNase L Inhibitor)
(Zhao, Fang et al. 2004)

F ABCF1 (Regulation des inflamatorischen Zytokinweges)
(Powell, Tansey et al. 2013)

G ABCGS (Cholesteroltransporter)

(Wang, Grishin et al. 2011)

Tabelle 1: ABC Transporter abgewandelt nach (Higgins 1992, Cuthbertson, Kos et
al. 2010)

Auf wenige ABC Transporter soll im folgenden niher eingegangen werden, da sie in

der Erforschung von Transportproteinen eine Vorzeigestellung einnehmen.

1.3.3.1. Das P-Glykoprotein

Der wohl bekannteste ABC-Transporter ist das P-Glykoprotein das Produkt des
humanen MDR1-(ABCB1)-Gens (MDR: Multidrug resistance), das 1976 zum ersten
Mal von Juliano und Kollegen bei multidrug-resistenten Tumorzellen (Chinese

hamster ovary cells) beschrieben wurde (Juliano 1976, Juliano and Ling 1976,



Juranka, Zastawny et al. 1989). Dabei fiel auf, dass diese Zellen einen Mechanismus
besitzen, der es ihnen ermdglicht die Zytostatikakonzentration unter einen toxischen
Wert zu senken. Man fand als Grund ein Protein, welches unter ATP-Verbrauch in
der Lage ist Stoffe aus der Zelle zu transportieren. Heute wei3 man, dass die Palette
der transportierten Stoffen relativ groB ist (George 2016). Sie reicht von
Anthracyclinen, Taxanen, Daunorubicin und Vancaalkaloide bei den Zytostatika
(Shapiro, Fox et al. 1998), aber auch HIV-1 Protease-Inhibitoren wie Ritonavir und
Saqunavir (Lee, Gottesman et al. 1998). Obwohl P-Glykoprotein in einer Vielzahl
von maligne entarteten Geweben nachgewiesen wurde, zeigte sich auch eine
deutliche Expression in gesunden Geweben wie in Leber, Darm und
Blut-Gewebe-Schranken. Es besitzt aber nicht nur beim Medikamententransport
Bedeutung sondern ist auch bei vielen gesunden Transportprozessen im Korper
beteiligt, wo es zum Beispiel Abfallstoffe wie Gallensalze, BSEP (bile salt exporting
pump, ABCBI11), transportiert (Stieger and Beuers 2010). Die ubiquitire
Lokalisation und das extrem breite Substratspektrum von P- Glykoprotein weisen auf
eine sehr groBe Bedeutung bei der Disposition von Arznei- und Fremdstoffen hin.
Standen anfangs die in Phase I- und Phase II- Reaktionen involvierten hepatischen
Stoffwechselenzymen im Vordergrund intensiver pharmakogenetischer
Untersuchungen, so ergaben sich in den vergangenen Jahren auch zunehmend
Hinweise auf pharmakokinetisch relevante Polymorphismen von
Medikamententransportern. Auf Grund der hohen Vielfalt der Substrate wird
vermutet, dass das Protein mehrere variable Bindungsstellen, einen so genannten
Flip-Flop-Mechanismus, besitzt, die sich dem Substrat anpassen und so den

Transport gewédhrleisten (Loo and Clarke 1997).

So unterschiedlich wie die P-Glykoprotein-Substrate sind auch die Substanzen, die
den Transporter hemmen. Hauptsichlich besteht ihre Wirkung entweder in dem sie

an den Bindungstellen kompetitiv Substrate verdringen oder durch sterische



Hinderung deren Bindung beeinflussen. Dies ist durch sein ubiquitdres Vorkommen
und die Funktion in natiirlichen Prozessen nicht ganz unproblematisch. So zeigten
die Versuche von Schinkel et al an Knockout Méusen deren mdrla oder mdrlb Gen
nicht funktionierten erhebliche Mingel beim Substanzstoffwechsel. Die
Bluthirnschranke zeigte eine erhohte Durchldssigkeit, was zu hohen
Vinblastinspiegeln im Gehirn der Mause fiihrte (Schinkel, Mayer et al. 1997). In der
Folgenden Tabelle soll eine Auswahl von Hemmstoffen(Ledwitch and Roberts 2017)

genannt werden:

Hemmstoft Verwendung
Amiodaron Antiarrhytmika
Chinin Malariamittel
Ceftriaxon Antibiotikum
Diltiazem Kalziumantagonist
Verapamil Kalziumantagonist
Tamoxifen nichtsteroidales Antidstrogen
Tabelle 2: Transporterhemmstoffe

1.3.3.2. Das multidrug resistance associated protein (MRP)

Im Jahre 1992 entdeckte die Arbeitsgruppe um Cole in Lungenkarzinomzellen eine
Resistenz gegen Doxorubicin, welche nicht auf das P-Glykoprotein zuriickzufiihren
war, das multidrug resistance associated protein (MRP) wurde als Grund entdeckt
(Cole, Bhardwaj et al. 1992). Diese weitere ABC-Transportergruppe hat je nach Typ
nur eine 15-19% Ubereinstimmung in der Aminosiuresequenz mit dem
P-Glykoprotein. Bis heute sind 9 MRPs beschriecben MRP10 ist ein Pseudogen,

welches in fetaler Leber hoch exprimiert wird aber nicht funktionsfahig ist (Zhou,



Wang et al. 2008). Im Gegensatz zu P-Glykoprotein besitzen MRP1-3 und MRP6 am
N-Terminus fiinf weitere transmembranidre Helices, die als Transmembrandren
Domine 0 bezeichnet wird. Trotz dieser zusétzlichen Transmembrandren Doméne
besitzen sie nur zwei Nukleotid-Bindungs-Doménen. Diese Transmembranére
Domine 0 scheint filir die Affinitdt zu organischen Anionen verantwortlich zu sein,

welche zu einem Grofteil von diesen Transportern transportiert werden. .

1.3.3.3. Der Halbtransporter BCRP

Das menschliche Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, oder auch ABCP, MXR,
ABCG2 genannt) ist im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Mitgliedern der
ABC-Transporter ein Halbtransporter. Es wurde in einer Brustkrebs Zelllinie
gefunden, deren Resistenz gegen Doxorubicin und Verapamil sich nicht auf
P-Glycoprotein zuriickfiihren lie3. Wie oben bereits kurz erwdhnt gehort er zu der
Sorte Transporter die nur eine Nukleotid-Bindungs-Doméne und eine
Transmembranidren Doméne besitzen. Diese sind zusitzlich noch in umgekehrter
Reihenfolge angeordnet. Aktuell wird angenommen, dass es Homodimere bildet um
als ABC-Transporter zu funktionieren (Kage, Tsukahara et al. 2002). Grofle Mengen
BCRP lassen sich in Plazenta und Bluthirnschranke nachweisen. Weiterhin findet
man es auch in Leber, Lunge und Interstitium (Leslie, Deeley et al. 2005). Zu den
von BCRP transportierten Substanzen gehdren Mitoxantron, Donorubicin,
Daunorubicin und Topotecan. Vincaalkaloiede werden nach heutigem Kenntnisstand
nicht transportiert. Von besonderem Interesse ist hierbei, dass sich das
Substratspektrum durch Mutationen in der Gensequenz verdndert. Bei
Klonierungsversuchen fiel ein Austausch von bestimmten Aminoséduren auf, der dazu
fiihrt, dass die Spezifitit fiir Methotrexat verloren geht, wihrend das Protein eine
Spezifitit fiir Doxorubicin gewinnt. Die Transportfahigkeit fiir andere Substrate wie

Mitoxantron wird hingegen nicht beeinflusst. Wie allerdings eine Verdnderung der

10



Aminosduresequenz zu einer solch extremen Verdnderung der Spezifitit von BCRP
fithren kann, ist noch nicht aufgekliart worden (Algawi, Bates et al. 2004). Einen
selektiven Hemmstoff stellt das Pilzgift Fumitremorgin C dar, das jedoch wegen
seiner stark nervenschidigenden Eigenschaften nicht fiir den klinischen Einsatz
brauchbar ist (van Loevezijn, Allen et al. 2001, Gonzalez-Lobato, Real et al. 2010).
In den letzen Jahren wurden weitere Hemmstoffe getestet, wie zum Beispiel
Imatinib, das heute schon im Einsatz ist und als eines der teuersten Medikamente auf
dem deutschen Markt gilt, die eventuell eine Einzug in die Therapie finden konnen

(Pick, Klinkhammer et al.).

1.3.4. Die Superfamilie der SLC Aufnahmetransporter

Wenn man die Theorie, dass kein Stoff die Zellmembran frei durch diffundieren
kann, weiter verfolgt stellt sich natiirlich die Frage, wie kommen die Substrate in die
Zelle? Fiir diese Aufgabe gibt es eine weitere grole Familie an Membrantransporter,
die SLC-Familie (Solute-Carrier-Familie) Sie ist eine Unterfamilie der
Major-Facilitator-Superfamilie (MFS). Zur Zeit sind etwa 50 Familien bekannt die
insgesamt {liber 350 Transporter zusammenfassen. Die Einteilung wird anhand der
Substrataffinitit gemacht, wobei die Gene einer einzelnen Transporterfamilie
phylogenetisch miteinander verwand sind. Das bedeutet mindestens eine
Ubereinstimmung von 20-25% in der Aminosiure-Sequenz innerhalb der Familie
(Hediger, Romero et al. 2004). Die treibende Kraft dieser SLC-Transporter besteht
im Wesentlichen in der Kopplung von Symport oder Antiport von Ionen ( z.B. Na*,
H*, oder HCO?"). Deshalb ist die Aktivitit dieser Transporter von der Erhaltung eines
elektrochemischen Gradienten abhédngig. Einige dieser Transporter arbeiten auch
durch den passiven Transport. Die folgende Liste zeigt Beispiele der zur Zeit

bekannten SLC-Familien.
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SLC Familie | Art der Transporter

SLC 2 GLUT Transporter

SLC 7 Kationische Aminoséure / Glykoprotein assoziierte
Aminoséuretransporter

SLC 8 Natrium/Kalzium Austauscher

SLC 21/SLCO | Organische Anionen Transporter (OATP)

SLC 32 Vesikuldre Transporter fiir inhibitorische Aminosduren

SLC 33 Acetyl-CoA Transporter

SLC 47 Multidrug und Toxin Verdranger (Multidrug and Toxin Extrusion

MATE)

Tabelle 3: SLC Transporter modifiziert nach(Hediger, Romero et al. 2004,
Cuthbertson, Kos et al. 2010, Balcazar, Vanrell et al. 2017)

1.4. NSAID und ihre Nebenwirkungen

Weltweit konsumieren iiber 300 Millionen Menschen NSAID, mindestens 30

Millionen tiglich. Viele dieser Patienten befinden sich im Rentenalter. Bei der

freien Verfligbarkeit ist eine weitere Dunkelziffer nicht bekannt. Allgemein

lassen sich die meisten Nebenwirkungen auf die

Prostaglandinsynthesehemmung, da in manchen Geweben die Hemmung

jedoch das Wirkziel ist macht es das ganzen noch Komplexer inwieweit es

sich um Wirkung oder Nebenwirkung handelt. Weiterhin hdngt dies auch von

der Stoffkonzentration im einzelnen Gewebe ab. Eine Auflistung der

Nebenwirkungen befinden sich in folgender Tabelle (Modifiziert nach

(Hans-Peter Wirtha 2006))(Bundesérztekammer Arzneimittelkommission der

Deutschen Arzteschaft 2009)
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Organ Nebenwirkung

Nieren Niereninsuffizienz; Interstitielle

Nephritis; Elektrolytstorungen; Odeme

Herzkreislauf Hypertonie, Herzinsuffizienz, Infarkte

Verdauungstrakt Erosiv-ulzerose

Lasionen/Komplikationen bis zu

Blutungen
Lunge Eosinophiles Lungeninfiltrat; Asthma
Leber Transaminasenanstieg,

Arzneimittelinteraktionen

Blut Thrombozytenhemmung; Neutropenie
Haut Exanthem; Urtikaria

ZNS Kopfschmerzen; Tinnitus
Schwangerschaft Frithstadium: Abort

Spéatstadium: Blutung, Wehenschwéche

Verschluss des Ductus arteriosus

Tabelle 4: Nebenwirkungen der NSAIDs ein Auszug

1.5. Wenn Transporter die Wirkung von

Medikamenten beeinflussen oder Krankheiten
hervorrufen

Meist denkt man bei Interaktionen von Medikamenten an Cytocrom-P450-Enzyme.

Weniger bekannt ist jedoch, dass auch Transporter die Wirkung von Arzneistoffen
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beeinflussen. Zum Teil wurde in den vorangegangen Abschnitten kurz darauf
eingegangen. Da es sich dieses Thema aber immer mehr in den Vordergrund, von
Medikamentenwirkung und Krankheitsverstindnis, dringt soll hier auf einige

Beispiele ndher eingegangen werden.

1.5.1. Mukoviszidose (zystischen Fibrose)

Die durch ihr hdufiges Vorkommen wohl bekannteste Krankheit, die einen defekten
Transporter zur Ursache hat ist die Mukoviszidose. Sie ist die hdufigsten angeborene
Stoffwechselkrankheit der weilen Bevolkerung Europas und den USA. Sie wird
autosomal rezessiv vererbt, die Homozygotenfrequenz betrdgt 1:2500 Geburten bei
einer Verbreitung der Anlage von 4% in der Bevolkerung. Als Ursache gibt es iiber
1000 verschiedene Mutationen des CFTR-Gens, welches auf Chromosom 7
(7q31-32) liegt. Die Haufigste Mutation ist Delta-F-508 mit fast 70% aller Varianten,
bei allen anderen sind es wenige Prozent (Sheppard, Rich et al. 1993). Das
CFTR-Gen kodiert das zystische-Fibrose-Transmembran-Regulator Protein, einen
Chloridkanal aus der ABC-Transporterfamilie ABCC welcher an allen exokrinen
Driisen fiir die Schleimbildung nétig ist. Durch Mutationen im Gen kénnen vier
verschiedene Arten an Funktionsdefekte auftreten: Produktion eines unvollstindigen
Proteins, defektes Proteinprocessing: das Protein gelangt nicht an den
Bestimmungsort in der Zellmembran, defekte Regulation: Mutation der
Nukleotid-Bindungs-Doménen und Defekte Chlorid-Leitfahigkeit. Bei der Mutation
Delta-F-508 handelt es sich um den Fall des defekten Proteinprocessing. Durch eine
Deletion von 3 Nukleotiden an Position 508 wird die Aminosdure Phenylalanin nicht
eingebaut. Dies Verursacht eine Verdnderung in der Tertidrstruktur mit fehlender
Faltung des Proteins. Es gelangt nicht in das Endoplasmatische Retikulum
(Serohijos, Hegedus et al. 2008). Klinische Auswirkungen beruhen auf einer viel zu

zahen Schleimbildung. Es sollen hier zwei Auspriagungsorte genannt werden: Zéher
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Stuhl =» Mekoniumileus bei Geburt und bei dlteren Kindern und Erwachsenen
ebenfalls hiufiger Ileus. In den Lungen fiihrt zdhes Sekret zu chronischem Husten
und durch die mangelnde Clearence zu hdufigen Infektionen der Atemwege (Herold
2010). Die Therapie beschriankt sich zur Zeit auf symptomatische Behandlung. Eine
Gentherapie findet sich noch in der Erprobungsphase (Ferrari, Griesenbach et al.

2007, Prickett and Jain 2013).

1.5.2. OATP1B1 und der Statinstoffwechsel

Statine sind die Medikamentengruppe der Wahl bei der Therapie von
Hypercholesterindmien, welche durch eine Didt nicht in den Griff bekommen
werden. Sie wirken in der Hauptsache in der Leber, wo sie die HMG-CoA-Reduktase
als Schliisselenzym der Cholesterinsynthese hemmen. In Abhéingigkeit der Dosis
werden das Gesamtcholesterin um bis zu 40%, das LDL-Cholesterin um bis zu 45%
und Triglyceride um ca. 10-25% gesenkt. Das HDL-Cholesterin wird um 5-10%
erhoht. Neben der erwiinschten Wirkung als Cholesterinsenker haben die Statine
jedoch die duBerst unangenehme Nebenwirkung von Myopathien und Myalgien mit
CPK-Anstieg (1-2%). In extremen Fillen kann es sogar zu lebensbedrohlichen
Rhabdomyolysen kommen (Mutschler, Geisslinger et al. 2008). In Abhéngigkeit von
der Substanz erfahren Statine eine Verstoffwechslung iiber Cytocrom-P450-Enzyme
jedoch finden sich auch CYP-inerte Statine wie das Rosuvastatin. Um allerdings zu
den Enzymen zu gelangen, bzw. den Weg der bildren Elimination zu beschreiten
miissen die Statine in die Hepatozyten aufgenommen werden. Dies geschieht mit
Hilfe von Aufnahmetransportern, wobei OATP1B1 eine wesentliche Rolle spielt. In
jiingster Zeit fand man Polymorphismen im SLCO1B1-Gen. Einige darunter 521T>C
(cDNA ¢.521T>C, protein p.V174A, rs4149056) haben maligeblichen Einfluss auf
den Stofftransport. Diese Genvariante verringert die Transportaktivitit von

OATP1BI1 entscheidend, was eine erhohte Plasmakonzentration von Statinen zur
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Folge hat. Daraus resultiert dann auch eine hohere Chance fiir unerwiinschte
Nebenwirkungen wie die beschriebene in ihrer Ursache extrahepatisch gelegene
Rhabdomyolysen. Allerdings ist die Wirkung von SLCO1B1 ¢.521T>C nicht fiir alle
Statine gleich, was dann fiir einen moglichen Wechsel des Statins in der Therapie
genutzt werden kann. Weiterhin haben andere Varianten von OATP1B1 Einfluss auf
andere Medikamente, wie zum Beispiel auf die Methotrexatclearence verbunden mit
erhohten gastrointestinalen Nebenwirkungen von Methotrexat bei der Behandlung
von Kindern mit ALL. Aufgrund diesen Wissens fordern einige Autoren eine
Genotypisierung vor der Therapie mit Statinen um die Vorteile zu nutzen und Risiken
vorzubeugen. (Link, Parish et al. 2008, Romaine, Bailey et al. 2009, Niemi, Pasanen

et al. 2011)

1.5.3. Dubin-Johnson-Syndrom

Beim Dubin-Johnson-Syndrom handelt es sich um eine autosomal-rezesiv vererbte
Stoffwechselerkrankung. Bei welcher die Ausscheidung von konjugierten Bilirubins
gestort ist und darauf hin die Patienten unter gelegentlichem Ikterus leiden.
Zusitzlich werden in manchen Féllen unspezifische Beschwerden im rechten
Oberbauch beschrieben. Bei der Laboranalyse des Blutes findet sich eine
intermittierende Hyperbilirubindmie (davon 60% direktes Bilirubin). Zur Sicherung
der Diagnosen ist eine Leberbiopsie anzuraten. Bei der histologischen Begutachtung
lassen sich braun-schwarze Pigmente in den Lysosomen nachweisen. Die Patienten
haben sofern keine weiteren Krankheiten hinzukommen eine normale
Lebenserwartung und bediirfen keinerlei Therapie. Als einziges wird Patientinnen

mit Dubin-Johnson-Syndrom angeraten auf orale Kontrazeptiva zu verzichten.

Der Grund fiir das Dubin-Johnson-Syndrom sind Mutationen im ABCC2 Gen
vorkommen. Wie bereits oben erwdhnt kodiert dieses Gen fiir Multidrug

Resistance-Protein 2 (MRP2). Ein ABC-Transporter der auf der basolateralen
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Membran polarisierter Zelle sitzt und fiir den Efflux vieler Stoffe verantwortlich ist.
Darunter befinden sich einige Medikamente und auch kdrpereigene Stoffe wie das
genannte Bilirubinglukuronid. Mittlerweile gibt es auch schon einige Rattenmodelle
an denen die Transporteigenschaften von MRP2 untersucht werden. (Nies and

Keppler 2007)

1.5.4. Multidrug Resistance und die Unwirksamkeit von

Medikamenten durch Aktivierung von Transportern

Seit tiber 30 Jahren ist das Phidnomen der Multidrug Resistance bekannt. Es ist
vielleicht sogar das Phinomen warum es diese Arbeit iiberhaupt gibt. Denn durch die
Entdeckung von MRD wurden auch die ersten Transportproteine entdeckt. Als
Hauptursache lassen sich grob zusammenfassen die vermehrte Expression oder
Aktivierung von korpereigenen, membranstindigen Transportern, die unter
Energieverbrauch in der Lage sind, ein breites Spektrum von Fremdstoffen gegen ein
Konzentrationsgefalle aus Zellen oder Zellmembranen zu entfernen. Als Folge dieses
Transports sinken die Gewebe- und Plasmakonzentrationen der betroffenen
Arzneistoffe auf ein unzureichendes Niveau, was hdufig das Ende von notwendigen
Therapien bedeutet. So ist die Erfolgsaussicht einiger Therapien wie zum Beispiel
von Chemotherapie heute extrem von der Transporterexpresion des zu
»zerstorenden Tumors abhingig. Dadurch ist es nur schwer mogliche ist in manchen
Tumoren eine effektive Zytostatakakonzentration zu erreichen, einige Transporter

wurden bei den ABC-Transportern schon erwéihnt. (Beringer and Slaughter 2005).

1.6. Das Tetracycline transporter-like protein

2007 wurde von japanischen Forschern (Mima, Ushijima et al. 2007) das TPO1 Gen
in Saccharomyces cerevisiae entdeckt. Ortolog dazu fanden sie beim Menschen das

MFSD10 major facilitator superfamily domain containing 10 Gen welches fiir das
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Tetracycline transporter-like protein, kurz Tetran kodiert. Das neue Protein wurde als
erstes als eine Efluxpumpe fiir organische Anionen, darunter einige NSAIDs,
beschrieben. Unter den transportierten Medikamenten befinden sich unter Anderem
Indomethacin, Ibuprofen und Diclofenac nicht aber ASS. Tetran wird an sdmtlichen
Zellen des Korpers auf der luminalen Seite exprimiert. Eine besonders hohe
Expression findet man in Herz, Niere und Prostata aber auch in Milz, Magen,
Speiserohre und Plazenta. In Zellkulturversuchen bei denen Tetran {iberexprimiert
wurde stellte sich eine erhohte Aufnahme von organischen Anionen wie
Indomethacin heraus (Ushijima, Hiasa et al. 2008). Alle bisherigen Ergebnisse
deuten darauf hin, dass es sich um einen neuen humanen Membrantransporter fiir
organische Anionen handelt da er keinerlet Homologie zu anderen humanen
Transportern zeigt. Durch die luminale Lokalisation in den Nierentubulie gibt es die
Vermutung, dass Tetran an der Ausscheidung von organischen Anion in den Urin
beteiligt ist. Andererseits konnte es aber auch zur Reabsorption dienen. Der genaue
Mechanismus fiir Tetranabhéngigen Transport von organischen Anionen noch unklar.

Es wird vermutet, dass es sich um einen Antiporter handelt.

Zu seinen Strukturellen Eigenschaften (2. Aktualisierung vom 6. Mai 2017 NCBI
Reference Sequence: NM _001146069.1) gehoren eine Primidrsequenz von 455
Aminosduren, welche 11 putative transmembrane Anteile ausbildet (genaueres siche
Grafik Abbildung 10 im Ergebnisteil). Sein Molekulargewicht betrdgt ca 60 kDa.
Seine genetische Information befindet sich auf Chromosom 4 in der Region 4p16.3.
Die mRNA ist 1767 Basenpaare lang welche auf 13 Exons verteilt ist. Die

kodierende Sequenz besitzt 1368 Basenpaare.
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2. Material

2.1. Yerwendete Computerprogramme

Hersteller Programm

CLC Bio Aarhus Dénemark CLC Sequence Viewer 6

CLC Bio Aarhus Dénemark CLC Main Workbench 5 (30 Tage
Lizenz)

Neefix Laboratorium Amsterdam 4 Peaks

(Mek&Tosj.com)
TMRPress2D

HMM-TM: Prediction of

Transmembrane Alpha-Helical Proteins

Thomson Reuters Endnote
Tabelle 5: Verwendete Programme
2.2. Verwendete Gerite
Hersteller Gerit
SERVA Electrophoresis GmbH, Agarosegelkdmme

Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf® twin.tec PCR Plate 96,
skirted

Bioblock Scientific AG, Frenkendorf,

Schweiz

Heizblock
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Hersteller

Gerat

Eastman Kodak Company, Rochester,

NY, USA

KODAK Gel Logic 200 Imaging

System

PEQLAB, Erlangen

Nano DropTM 1000 Spectrophotometer

Biometra GmbH, Gottingen

Standard Power Pack P25

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA

VARIOMAG® Monoshake

Qiagen, Hilden

Vacuum Prep Tool Filter Probes

BioRad, Miinchen

iCycler 1Q5 Real Time-PCR Instrument

Tabelle 6: Verwendete Gerite

2.3. Verwendete Chemikalien

Hersteller

Chemikalie

Invitrogen, Karlsruhe

Vektor pcDNA 3.1 V5-His-TOPO

Invitrogen, Karlsruhe

Vektor pEF6/V5-His-TOPO

Invitrogen, Karlsruhe

Vektor pcDNA 3.1 Hygro-delT7prom

New England Biolabs

Restriktionsenzyme (siche Tabelle)

New England Biolabs

Quick Ligation™Kit

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

peqGOLD MicroSpin Tissue DNA Kit

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

peqGOLD MicroSpin Cycle Pure Kit

Pharmakologische Mikrobiologie
Greifswald

BL21DEpLysSCm*

Stratagene

SoloPack® Gold Supercompetent Cells
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Hersteller

Chemikalie

Invitrogen, Karlsruhe

DH 5a

Stratagene

QuickChange Site-Directed®

Mutagenesis Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., Opti-MEM
Waltham, MA, USA
Invitrogen, Karlsruhe Lipofectin

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Invitrogen, Karlsruhe

fetales Kélber Serum (FCS)

Nicht essenzielle Aminosduren (NEAS)

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA

Glutamax

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Invitrogen, Karlsruhe

Taq DNA Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe

MgCl»

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Agarose NEEO Ultra-Qualitit
Roti®garose

Qiagen, Hilden Binding Buffer
Qiagen, Hilden Washing Buffer
Invitrogen, Karlsruhe Trypsin

Invitrogen, Karlsruhe

D PBS CaCl; MgClx

Sigma, Deisenhofen

Ethidiumbromid

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien
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3. Methoden

3.1. Herstellen von Zellenklonen zur

Plasmidvermehrung

Es wurde zweierlei Zellenlinien verwendet, in welche Plasmide eingeschleust
wurden. Zum einen gekaufte SoloPack® Gold Supercompetent Cells von Stratagene,
zum anderen selbst hergestellte E. Coli Zellen vom Typ DH 5o und
BL21DEpLysSCm' (aus dem Labor der Pharmakologischen Mikrobiologie
Greifswald).

3.1.1. Herstellen kompetenter Zellen

Durch die Behandlung von prokaryontischen Zellen mit Chemikalien, in der Regel
mit Calciumchlorid, wird die Bereitschaft DNA aus der Umgebung aufzunehmen
erhoht (Cosloy and Oishi 1973, Hanahan 1983). Zellen welche auf diese Art und

Weise behandelt werden als kompetente Zelle bezeichnet.

S5ml LB-Medium wurden mit den gewiinschten Zellen beimpft und iiber Nacht bei
37° und 220 rpm inkubiert. Am ndchsten Morgen wurde diese Kultur in 50ml
LB-Medium bist zu einem ODgoonm-Wert von 0,2 verdiinnt und bis zum erreichen
eines ODgoonm-Wertes vom 0,6-0,8 weiter bei 37° und 220rpm inkubiert. Dies dauerte
in der Regel etwa 4 Stunden. Die Zellen werden im Anschluss 15min auf Eis gekiihlt,
in einer Zentrifuge, mit den Einstellungen 5000rpm, 15min bei 4°C, zu einem Pellet
verdichtet. Dieses Pellet wurde im Anschluss in 25ml 0,1M Calciumchloridldsung
resuspendiert. Nach weiteren 30min Inkubationszeit auf Eis wurde es erneut
zentrifugiert (3000g, 15min, 4°C). Die pelletierte Kultur wurde in 2,5ml
CaClo/Glycerin-Losung aufgenommen. Jeweils 200ul Aliquots dieser Losung

wurden in fliissigem Stickstoft schockgefroren. Die nicht nicht sofort verwendeten
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wurden bei -80°C gelagert und bei Bedarf aufgetaut. Abgewandelt nach (Miilhardt
2009).

3.1.2. Ligation

Durch Ligation ist es moglich ein bestimmtes Gen (Insert) in einen Vector zu
verpacken um diesen dann in ein Bakterium zu transformieren und damit zu
vermehren. Die Vectoren besitzen Antibiotikaresistenzen, welche es nachher

ermdglicht die positiven Zellklone zu isolieren.

Alle Ligationen wurden mit Hilfe des Quick Ligation™Kit von New England
Biolabs gemacht. Bei der Quickligase handelt es sich um eine T4 DNA Ligase. Sie
ist in der Lage sowohl glatte als auch iliberhdngende Restritionsschittstellen zu
verkniipfen. Dies bewerkstelligt sie indem sie eine Esterbindung zwischen einem
Phosphatrest und dem Zucker Desoxyribose ausbildet. Als Kofaktor benétigt sie
dafiir ATP.

Vector und Insert wurden mit Hilfe von Restriktionsenzymen so geschnitten, dass sie
zusammen passen. Die Restriktionsfragmente wurden anschlieBend mittels
Gelelektrophorse aufgetrennt und gereinigt. Geschnittener Vector und geschnittenes

Insert wurden dann mit Hilfe der Quickligase zusammengefiigt.

Das Pipettierprotokoll zu einen 20ul Ansatz sah folgendermaf3en aus:

Reagenz Menge
Quickligasepufter 10ul
Quickligase Ll
Vector 1 Teil
Insert 3 Teile
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Reagenz Menge

H>O auf 20ul auffiillen

Tabelle 8: Pipettierprotokoll der Ligation

Dieser Ansatz wurde dann vorsichtig zentrifugiert und bei Raumtemperatur Smin
stehen gelassen. Danach ging ein Teil sofort in die Transformation oder wurde bei

-20°C tiefgefroren.

3.1.3. Transformation

Die Transformation dient dazu Plasmid DNA in ein Bakterium zu schleusen. Bei
Plasmid DNA handelt es sich um extranukledre DNA, die auch natiirlich in Bakterien
vorkommt. Sie ist zum Beispiel fiir bestimmte Antibiotikaresistenzen, wie die -
Lactamase, verantwortlich. Dabei trdgt das Plasmid die genetische Information fiir
die B-Lactamase und macht dadurch das Bakterium resistent. Diese Eigenart der
extranukledren DNA (Plasmid) wird auch erwiinscht verwendet um Funktionen oder
Eigenschaften in ein Bakterium zu bekommen, oder einfach zur Vermehrung eines
Genes zur Weiterverarbeitung. Die Transformationen zu dieser Arbeit wurden
folgendermallen durchgefiihrt: 100ul kompetente Bakterien wurden langsam auf Eis
aufgetaut und dabei immer wieder geschwenkt. Auf diese Kultur wurden 10ul eins
Ligationsansatzes gegeben und 20min unter leichtem Schwenken gemischt. Danach
wurde das Gemisch fiir 30sek in einen 42°C heiflen Heizblock gestellt (Hitzeschock)
und im Anschluss sofort wieder fiir 10min auf Eis gekiihlt. Auf den Ansatz wurden
dann 350ul 37°C warmes LB ohne Zusdtze gegeben und fiir 60min, bei 37°C und
250rpm inkubiert. Nach dieser Zeit plattierte man die Bakterien auf
Selektionsaggarplatten (LB-Amp-Platten) aus. Die Platten kamen im Folgenden iiber
Nacht zur Inkubation bei 37°C in den Brutschrank.
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3.1.4. Vermehren der Zellklone

Die Zellklone wurden von der Platte oder aus Glycerolstocklosung mit
Pipettenspitzen in 4ml LB.amp, (50 pg/ml Ampicillin) geimpft. Die Kultur wurde
iiber Nacht bei 37°C und 250rpm inkubiert.

3.1.5. Glycerin-Bakterienstocklosung

Der Glycerinstock dient zur Konservierung und Aufbewahrung von
Bakterienstimmen ohne, dass man sie ,,pflegen* muss. Nach Bedarf kann man aus
ithm immer wieder eine Kultur nach der Beschreibung von 3.1.4 anlegen. Dazu
wurden 500ul Bakterienkultur aus 3.1.4 mit 500pl 30%-iger Glycerinldsung

vermischt und bei -80°C tiefgefroren. Diese sind dann ca. 5 Jahre haltbar.

3.2. Reinigung von Nucleinsauren

Samtliche angewendete Reinigungsverfahren bestehen aus industriellen KITs,

welche mit Hilfe von Silica-Membranen funktionieren.

Bei Silica-Membranen handelt es sich um eine Art von Anionenaustauscher. Silikate
binden in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper Salze spezifisch DNA, die
nach dem Waschen mit HoO oder TE-Puffer eluiert und direkt wieder verwendet

werden kann. Modifiziert nach (Miilhardt 2009)

3.2.1. Aus humanem Gewebe

Die DNA aus den Plazenten wurde mit Hilfe des peqGOLD MicroSpin Tissue DNA
Kits gewonnen. Dessen Schritte hier kurz anhand des modifizierten Manuals des

Herstellers, erldutert werden sollen:

A. Homogenisierung und Lyse
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Es wurden 2 mg Plazentagewebe tiefgefroren zerkleinern und in ein 2ml
Eppendorfgefdl geben. Anschliefend 400 pl DNA Lysis Buffer T, 20 pl Proteinase
K-Losung und 15 pl RNase A (20 mg/ml) zugeben, gevortext und bei 50 °C in einem
Wasserbad fiir 30 min inkubiert, wobei der Ansatz immer wieder gevortext wurde.
Unverdaute Partikel wurden durch Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 30 sek vom
Lysat getrennt werden und der Uberstand in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefif

uberfiihren.
B. Laden und Binden

Nach dem Lysevorgang wurden 200 pl DNA Binding Buffer zum Lysat geben und
durch Pipettieren gut gemischt. Der gesamte Ansatz wurde auf eine Siule mit Silica
Membran geladen und bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Sdulendurchfluss wurde

verworfen.
C. Waschen

650 ul DNA Wash Buffer wurde auf die Sidule gegeben und durch durch
Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 1 min gewaschen. Der Sdulendurchfluss wurde

erneut verworfen. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt.

D. Trocknen

Die Saule trocknete man durch Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 2 min
E. Elution

Die Saule steckte man in ein neues 1.5 ml Eppendorfgefid3 und eluierte die DNA mit
50 pl Elution Buffer, in dem der Elution Buffer direkt auf die Sdulenmatrix pipettiert
wurde und lie} die Sdule fiir 3 Minuten ruhen. Zum Schluss Zentrifugierte man die

Sdule fiir 1 Minute bei 6.000 x g.
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3.2.2. Aus Bakterienkultur

Die plasmid DNA aus der Bakterienkultur wurde mit Hilfe des peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit I gewonnen. Dessen Schritte hier kurz anhand des modifizierten

Manuals, des Herstellers, ebenfalls erldutert werden sollen:
A. Lyse der Bakterien

Die Bakterienkultur wurde in ein 2ml Eppendorfgefdl} iiberfiihrt und bei 6.000 x g
zentrifugiert. Den Uberstand weggekippt und erneut die Kultur iiberschichtet und
wiederholt, bis die gesamte Bakterienkultur zu einem Pellet verdichtet war. Das
Bakterienpellet wurde im Folgenden durch sorgfiltiges Vortexen in 250 pl Losung
I/RNase A resuspendiert. Dazu fiigte man 250 pl Losung II zu und mischte es durch

Schwenken bis ein klares Lysat entstand.
B. Neutralisierung des Lysats

Das aufgeklarte Lysat versetzte man mit 350 pl Losung III und mischte man wieder
durch vorsichtiges schwenken, bis sich ein weiles, flockiges Prézipitat bildete. Das

Tube wurde danach fiir 10 Minuten bei 10.000 x g zentrifugieren.
C. Laden und Binden

Den Uberstand iiberfiihrte man vorsichtig in eine Siule mit Silica Membran und
zentrifugierte fiir 1 Minute bei 10.000 x g, bis das Lysat vollstindig die

Silikamembran passierte. Den Sdulendurchfluss verwarf man.
D. Waschen

Die Sdule wurde in das bereits verwendete 2.0 ml Collection Tube zurticksteckt und

750 ul PW Plasmid Buffer die Sdule pipettiert. Fiir 1 Minute bei 10.000 x g

27



zentrifugiert und en Sdulendurchfluss verworfen. Dieser Schritt wurde einmal

wiederholt.

E. Trocknen

Die Saule trocknete man durch Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 2 min
F. Elution

Die Séule steckte man in ein sauberes 1.5 ml Eppendorfgefall und eluierte die DNA
mit 50 pl Elution Buffer, in dem der Elution Buffer direkt auf die S&ulenmatrix
pipettiert wurde und lie} die Sdule fiir 3 Minuten ruhen. Zum Schluss Zentrifugierte

man die Sédule fiir 1 Minute bei 6.000 x g.

3.2.3. Aus PCR und Agarosegel

Die DNA aus der PCR wurde mit Hilfe des peqGOLD Cycle-Pure Kit gewonnen.
Dessen Schritte hier anhand des modifizierten Manuals, des Herstellers, erldutert

werden sollen:
A. Agarosegelanalyse des PCR-Ansatzes

Der PCR Ansatz wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und die

gewiinschte Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten.
B. Laden und Binden

Das Volumen/Masse des PCR-Ansatzes/Gelstliick mittels wiegen bestimmt und
doppeltes Volumen/Masse CP Buffer zugeben. AnschlieBend durch Vortexen

sorgféltig gemischt.
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In eine Sdule mit Silica Membran wird der Reaktionsansatz pipettiert. Und danach
fir 1 Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Sdulendurchfluss verwarf man und

verwendete das Collection Tube weiter.
C. Waschen

750 upl des komplettierten CG Wash Buffers pipettierte man auf die Sdule und
zentrifugierte man fiir 1 Minute bei 10.000 x g. Den Sdulendurchfluss verwarf man

und wiederholte den Waschschritt einmal.

D. Trocknen

Die Séule trocknete man durch Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 2 min
E. Elution

Die Séule steckte man in ein sauberes 1.5 ml Eppendorfgefal und eluierte die DNA
mit 50 ul Elution Buffer, in dem der Elution Buffer direkt auf die Sdulenmatrix
pipettiert wurde und liefl die Sdule fiir 3 Minuten ruhen.Zum Schluss Zentrifugierte

man die Sdule fiir 1 Minute bei 6.000 x g.

3.3. Sequenzierung

Die DNA Sequenzierung dient dazu den genauen genetischen Code eines Genes zu
bestimmen. Die Technik um an diese gewiinschte Information zu gelangen hat sich in
den letzten Jahrzehnten rasend entwickelt und es kommen immer neuere und
ausgefallenere Methoden auf den Markt. Auf die Methode nach Sanger et al soll hier

nédher eingegangen werden (Sanger, Nicklen et al. 1977).

Der Anfang einer Sequenzierung dhnelt der PCR. Die DNA wird denaturiert und mit
einem Primer hybridisiert und dann mit Hilfe einer Polymerase (T7 oder Taq)

verldngert. Zu den iiblichen vier 2°-Desoxynucleotieden enthilt der Ansatz noch eine
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bestimmte Menge eines flinften Nucleotids, das im Unterschied zu den anderen
Nucleotiden am dritten C-Atom der Ribose keine Hydroxylgruppe hat um das
ndchste Nucleotid zu verkniipfen. Wird anstatt eines dNTP ein solches 2°,3°-
Didesoxynucleotid eingebaut kann der Strang nicht weiter verlangert werden. Dieser
Einbau erfolgt nach statistischen Gesetzten, je nach dem welche Base die Polymerase
gerade erwischt. Die neu synthetisierten DNA Stringe haben dadurch eine
unterschiedliche Lange. Das Didesoynucleotid, das eingesetzt wird (ddATP, ddCTP,
ddGTP, oder ddTTP), bestimmt somit mit welcher Base der neue Strang endet.
Dieser Ansatz mit jedem der vier Didesoxynucleotiden wiederholt wird und mit
einem deanturierendem Acrylamidgel per Elektrophorese nebeneinander der Lénge
nach auftrennt. Die Fragmente sind auf verschiedenste Weifle markiert um sie
sichtbar zu machen. Altere Methoden arbeiten mit radioaktiver Markierung und der
anschlieenden Belichtung eines Films, den man im Anschluss auswertet. Eine
andere Methode ist die Silberfirbung von Promega (SILVER SEQUENCE), bei der
auf Radioaktivitit verzichtet werden kann und das Ergebnis auf ein Filterpapier
geblottet wird. Die neueren automatischen Sequenzierer arbeiten mit vierfarbigen
Fluoreszenzfarbstoffen (jedes Didesoynucleotid eine Farbe), die durch einen Laser
angeregt werden. In diesem Fall kann die Sequenzierreaktion in einem Gefal3
durchgefithrt werden und es muss nur ein Gel gemacht werden, nicht vier
nebeneinander wie bei den dlteren Methoden. Diese Gel wird automatisch ausgelesen

und wie im folgender Abbildung dargestellt ausgegeben.

AAMNANAAANAAN

200 210
cccTGgCcTGCCCGGGCOCT

Abb 2: Sequenzierungdiagramm
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Die Sequenzierungen fiir diese Arbeit wurden von MWG in Ebersberg durchgefiihrt.
Dazu schickte man 1,5 pg DNA in 15 pL in Eppendorfgefdflen dort hin und meldete
dies iiber deren Internetseite an. Nach wenigen Tagen konnte man von deren Website
die fertigen Sequenzierungen herunterladen und verwenden. Auf diese Analyse so in
folgendem Punkt genauer eingegangen werden, da es sich hierbei um den GroBteil

dieser Arbeit handelt.

3.4. Analyse der Sequenzen

Die Analyse des sequenzierten Materials kann in zwei Gruppen aufgeteilt werden.
Zum einen die kleine Gruppe der Kontrollsequenzierungen, bei denen Plasmid-DNA
aus den Versuchen eingeschickt wurde, um eine bleibende Qualitidt der Versuchs
DNA zu bestitigen. Auf der anderen Seite menschliche DNA, welche aus
menschlichen Plazenten gewonnen wurde, um nach natiirlichen Polymorphismen zu

suchen.

3.4.1. Analyse der Kontrollierten Sequenzen aus den

Versuchen

Die Ergebnisse der Sequenzierungen wurde mit mit Hilfe des Programmes CLC
Sequence Viewer 6 mit der Referenz DNA des TETRANs verglichen. Bei exakter

Ubereinstimmung konnte die DNA weiter verwendet werden.

3.4.2. Analyse der Polymorphismen aus den

Plazentaproben

Dieser Teil der Arbeit dient dazu die Polymorphismen des TOP1 Gens zu detektieren

und in einer graphischen Auswertung zusammenzufassen.
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3.4.2.1. Detektieren der einzelnen Exone

Zu Beginn wurde festgelegt wie man die 13 Exone am effektivsten erfassen kann.
Um dies dann zu bewerkstelligen wurden von MWG sechs Primer generiert mit

denen die Sequenzierungen dort durchgefiihrt wurden.

L [100 |200 [300 |400 |500 |00 [700 |soo

________________________________________________________________|
exon exon exon
exon exon exon I

[o00 [1K [1,100 [1,200 [1,300 [1,400 [1,500 1,600 [1,700
|
exon exon exon
exon exon
exon

AbD 3: Erfassung der Exone nach NCBI (hellgrau kodierende Sequenz; schwarz
Exon)

Primer Erfasste Exone
Primer 1 1+2+3

Primer 2 4+5

Primer 3 5+6

Primer 4 7+8+9

Primer 5 9+10+11
Primer 6 12+13

Tabelle 9: Primer und ihre Exone

3.4.2.2. Erstellen der unterschiedlichen Sequenzen sowie erfassen
der Polymorphismen und deren Zusammenfassung

Die Schritte zur Erlangung der kodierenden Sequenzen, in denen anschlieend die

Polymorphismen erfasst wurden sollen hier Schritt fiir Schritt dargestellt werden.



A)Finden des einzelnen Exons in den Sequenzierungsergebnissen mit dem
CLC-Sequenz Viewer mittels der Alignmentfunktion, dabei wurden nur die

dominanten Sequenzen erfasst.
B) Ubertragung des Exons in das Textprogramm Pages

C) Markieren des Polymorphismuses sowie grau Hinterlegung der Kodierenden

Sequenz in Pages

D)Erfassen des nicht von CLC-Sequenz Viewer detektierten (siche A))

Polymorphismus durch das manuelle Vergleichen Base fiir Base in 4Peaks
E) Markieren des in D) gefundenen Polymorphysmuses:

F) Die in B) und E) erfassten kodierenden Sequenzen Exone mit Polymorphismen
wurden wieder in CLC-Sequenz Viewer eingelesen und als kodierende Sequenz

abgespeichert.

G)Einmal die aus B) als (Plazentaprobe Nr.)prog und aus E) als (Plazentaprobe
Nr.)seq. Alle Sequenzen aus F) wurden wieder iiber die Programmfunktion

Alignment verglichen.

H)Aus der in G) entstandenen Darstellung wurden die Polymorphismen in das

Tabellenprogramm Numbers iibertragen
I) Erstellung einer zusammenfassenden Grafik

Die in 3.4.2.2. erfassten Polymorphismen wurden mit Hilfe einer

zusammenfassenden Grafik dargestellt.

A)Zu Beginn wurden mit dem Internetprogramm HMM-TM: Prediction of
Transmembrane Alpha-Helical Proteins die Transmembrandoménen ermittelt.

Dazu verwendete man die Referenzsequenz von TETRAN.
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B)Mit denen in A) ermittelten Transmembrandoménen und die Referenzsequenz
wurden mit Hilfe des Javaprogramms TMRPres2D ein 2D-Model errechnet.Da
man in dem Modell aus B) nichts verdndern oder beschreiben kann wurde nach
dessen Vorbild ein neues Modell in Pages entworfen. In diesem wurden alle

Ergebnisse aus 3.4.2.2. eingetragen bzw. markiert. Siehe Ergebnisteil.

3.5. Restriktionsverdau

3.5.1. Funktionsweise

Restriktionsenzyme oder Restriktionsendonucleasen sind Enzyme welche an einer
bestimmten Sequenz der DNA schneiden. Sie kommen normal in der Natur vor und
werden von Bakterien zur Phagenabwehr verwendet. Die erste Beobachtung dazu
machte Lurica Anfang der 1950 Jahre (Luria 1953), er stellte fest, dass Phagen in
einer Bakterienkultur A schlecht wuchsen , in einer Bakterienkultur B jedoch sehr
gut. Den Begriff restricted (beschriankt) wurde erst 1962 von Arber und Dussoix
verwendet (Arber and Dussoix 1962) und bezog sich auf das beschriankte Wachstum
der Phagen. Diese Phdnomene wurde spéter dann mit der Entdeckung der
Endonucleasen erklért. Ein Bakterium zerstort nichts was es Anhand des spezifischen
Methylierungsmusters der DNA als eigen erkennt. So kann das Bakterium sicher

sein, dass es nicht seine eigene DNA abbaut.

1973 fithrten Smith und Nathans die ersten Nomenklatur zur Ordnung der
Restriktionsenzyme ein (Smith and Nathans 1973) und unterteilten sie in 3 Typen.
Diese einfachere Nomenklatur findet man auch heute noch recht hdufig,weshalb sie

hier kurz dargestellt werden soll
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Typ

I schneidet die DNA an einer zufédlligen Stelle weit von der

Erkennungssequenz entfernt, bendtigt ATP

II schneidet die DNA innerhalb oder in unmittelbarer Nahe der

Erkennungssequenz, bendtigt kein ATP

I schneidet die DNA etwa 20 bis 25 Basenpaare von der Erkennungssequenz
entfernt, benotigt ATP

Tabelle 10: Einteilung der Restriktionsenzyme nach (Smith and Nathans 1973)

Die heute geltende Nomenklatur geht auf das Jahr 2003 zuriick (Roberts, Belfort et
al. 2003) und besitzt vier Typen an Restriktionsenzymen. Diese ist allerdings sehr

umfangreich und hat sich deshalb noch nicht ganz durchgesetzt.

Die meisten im Labor verwendeten Restriktionsenzyme gehdren dem Subtyp II nach
Smith et al (oder Subtyp IIP nach Roberts et al) an. Sie erkennen vier, fiinf, sechs
oder acht Basenldngen (4-, 5-, 6-, bzw. 8-cutter) und schneiden innerhalb der
Erkennungssequenz. Die Erkennungssequenzen sind in der Regel Palindrome, was so

viel bedeuten wie symmetrisch aufgebaut. Dabei sind beide Striange gleich.

Zum Schneiden selbst ist zu sagen, dass fast alle Restriktionsenzyme Fragmente mit
5¢-Phosphatende und 3°‘-OH-Ende generieren. Deren Enden sind entweder glatt
(blund ends), das heiit beider Enden sind gleich lang, oder sie stehen iiber (sticky
ends). Je nach dem was iibersteht spricht man von 5‘-Uberhang oder 3‘-Uberhang.
Dieser Uberhang ist in der Regel zwei oder vier Basen lang, wobei der lingere,

wegen seiner besseren Ligationseigenschaft, bevorzugt wird(Siu-Hong Chan).
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3.5.2. Durchfithrung

Die fiir die Durchfilhrung wurde immer nach folgendem Pippetier-Protokoll

verfahren:
Reagenz Menge
NEB Puffer laut Hersteller 2ul
BSA 10x 2ul
Enzym Iul was in der Regel 10U entspricht
Probe 0,2-1ug DNA
Wasser auf 20ul auffiillen
Tabelle 11: Pipettierprotokoll des Restriktionsverdaus

Dieser Ansatz wurde dann bei 37°C fiir 2h im Cycler belassen und bis zur

Aufreinigung bei 4°C gekiihlt.

3.5.2.1. Verwendete Restriktionsenzyme

Es wurden folgende Restriktionsenzyme alle von der Firma New England Biolabs

verwendet:

Enzym Schnittstelle Uberhang

5'---G CTAGC---3'
Nhel 5"- CTAG
3'---CGATC G---5'

5'---G  GATCC---3'
BamHI 5" - GATC
3'---CCTAG G---5'
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Enzym Schnittstelle Uberhang

5'---A AGCTT---3'
HindIII 5"-AGCT
3'---TTCGA A---5'

5'---T CTAGA---3'
Xbal 5"- CTAG
3'---AGATC T---5'

5'---GGTAC C---3'
Kpnl GTAC- 3’
3'---C CATGG---5'

Tabelle 12: Verwendete Restriktionsenzyme nach NEB Enzymfinder

3.6. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von DNA-Fragmenten. Dazu wird ein
Gel mit den Proben und einem Marker beladen und in ein elektrisches Spannungsfeld
gebracht. Unter der elektrischen Spannung wandern positiv geladene Teile zur
Kathode und negativ geladene Teile zur Anode. Weiterhin wandern kleine Fragmente
schneller und dadurch weiter als groBBere. Um eine grofere Strecke fiir die Proben zu
haben wird der pH-Wert des Puffers so gewihlt, dass alle Fragmente die selbe
Ladung haben.

Es wurden 1%ige Agarosegele verwendet. Diese wurden aus einem Teil Agarose und
99 Teilen TBE Puffer gegossen. Dazu wurde die Mischung bis sie fliissig und
homogen wurde in der Mikrowelle erhitzt und vor dem GieBBen mit Ethidiumbromid
versetzt. Nach dem Auskiihlen belud man diese mit den Proben und legte sie in eine
Trennkammer welche mit TBE-Puffer gefiillt wurde. Nach dem sich die Fragmente
unter Spannung aufgetrennt wurden. Im Anschluss wurden die Gele unter UV-Licht

zur Dokumentation fotografiert und gegebenenfalls weiter verarbeitet.
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3.7. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das Grundprinzip der PCR ist bereits seit 1970er Jahren bekannt ging dann wieder in
Vergessenheit und wurde Anfang der 1980er Jahre von Kary Banks Mullis, welcher
dafiir auch den Nobelpreis bekam, wiederentdeckt (Saiki, Scharf et al. 1985, Mullis,
Faloona et al. 1986). Die Technik wurde seit dieser Zeit stindig weiter verfeinert und
verbessert, wobei die wesentlichen Schritte noch immer die selben sind. Der typische
Ablauf besteht aus einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem
Elongationsschritt. Die Denaturierung findet bei 94°C, wobei die beiden
DNA-Strange getrennt werden, statt. Beim Annealing wird die Temperatur auf 55°C
gesenkt um den Primern die Moglichkeit zu geben sich an den Einzelstrang zu
hybridisieren. Im letzten Schritt, der Elongation, wird die Temperatur auf das
Optimum der Polymerase 72°C gesteigert. Am Ende eines Zyklus hat sich dann
durch diese Prozedur die vorgegebene DNA-Menge verdoppelt. Bei erneuter

Wiederholung hat man dann die vierfache Menge usw.

Im Rahmen der TETRAN-DNA Vermehrung wurde das iibliche Zyklenprogramm
verwendet: Eine initiale Denaturierung von 5 min bei 94°C, dann 30 Zyklen
bestehend aus jeweils 30 sek bei 94°C, 30 sek bei 55°C und 90 sek bei 72°C, und um
sicher zu sein, dass die Polierase fertig wird noch eine Abschlusselongation bei 72°C
iiber 5 min. Im Anschluss wurde die Reaktion auf 4°C abgekiihlt bis sie aus dem

Cykler genommen wurde.

Der Ansatz fiir die PCR sah folgendermallen aus (es handelte sich um das ,,Taq DNA

Polymerase, recombinant® Kit von Invitrogen:

Reagenz Volumen | Endkonzentration

10X PCR Puffer minus Mg** 10ul 1X
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Reagenz Volumen | Endkonzentration

10 mM dNTP mixture 2 ul 0,2 mM each
50 mM MgCl, 3ul 1,5 mM
Primer (10 uM) 5ul 0,5 mM each
Proben DNA 22,5 ul

Taq DNA Polymerase (5U/ul) 0,5 ul 2,5U
Destilliertes Wasser 43 ul

Gesamtansatz 100pl

Tabelle 13: Pipettierprotokoll fiir PCR-Ansatz

3.8. Gezielter Basenaustausch (site-directed
mutagenisis)

Der gezielte Basenaustausch wird verwendet um eine oder auch mehrere bestimmte
Basen in der DNA auszutauschen um so eine spezielle Version eines Genes zu
erhalten. Dies geschieht in der Regel dann, wenn man ein Gen hat, von dem man
verschieden Polymorphismen und deren Auswirkungen im Protein testen mochte,
zum Beispiel die Referenzsequenz ist vorhanden aber man mochte mit einer anderen,
die in der Natur hdufiger vorkommt arbeiten. Ein hdufige Methode dazu ist indem
man einen Primer nimmt, der in der Mitte die gewlinschte Mutation tragt. Zusétzlich
wird ein zweiter Primer bendtigt, der genau komplementér zum ersten ist. Mit einer
Proofreading-Polymerase fiihrt man eine kurze PCR von wenigen Zyklen durch und
verdaut dann den Ansatz mit Dpnl. Dpnl schneidet nur methylierte und

hemimethylierte DNA, nicht aber unmethylierte. Da die Urspungs-DNA aus
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Bakterien stammt, die fiir gewohnlich die Plasmide methyliert wird nur diese
abgebaut. Nicht aber die DNA aus der PCR, da diese nicht methyliert ist. Nach dem

Verdau kann dann die neue DNA in Bakterien transfiziert und vermehrt werden.

Es wurde das QuickChange Site-Directed® Mutagenesis Kit von Stratagene
verwendet. Nach einer Starphase von 30sek bei 95°C fanden 18 Zyklen im Sycler
statt, welche folgendermallen aussahen: 30sek bei 95°C, 60sek bei 55°C, 8min bei
68°C. Im Anschluss an die PCR wurde der Ansatz mit 1pul Dpnl fiir 6h bei 37°C

verdaut.

Das Pipettierprotokoll sah folgendermaf3en aus:

Reagenz Volumen
Puffer Sul
Primer for lul
Primer rev Il
Quick solution Tul
dNTPS 1ul
Referenzsequenz DNA lul

H2O 40ul

Pfu Turbo DNA polymeras 1ul
Tabelle 14: Pipettierprotokoll gezielter Basenaustausch
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3.9. Die Zellkultur

3.9.1. Verwendete Chemikalien und Losungen

Reagenz Menge

Das Zellkulturmedium setzte sich folgendermal3en zusammen:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 1 Flasche 500ml
fetales Kélber Serum (FCS) 50ml

Nicht essenzielle Aminosduren (NEAS) Sml

Glutamax Sml

Weitere Reagenzien:

Trypsin nach Bedarf
D PBS CaCl» MgCl» nach Bedarf
Dimethylsulfoxid (DMSO) nach Bedarf

Tabelle 15: Zellkulturmedium

3.9.2. Durchfithrung:

Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37°C und einer befeuchteten
Atmosphire von 5% CO:2 und 95% Luft inkubiert. Fiir alle Kulturen wurde das oben
beschriebene Kulturmedium verwendet. Mit Erreichen von 90-100% Konfluenz
wurden die Zellen zur Subkultivierung je nach Bedarf und weiterer Verwendung der
Zellen im Verhéltnis von 1:2 bis 1:100 gesplittet. Das Passagieren und 16sen der
Zellen vom Boden des Kulturbehiltnisses fand Hilfe von Trypsin, ein proteolytisches
Enzym, statt. Die Arbeitsschritte fiir eine Kulturflasche soll hier kurz erldutert
werden. Dafiir wurde zuerst das Medium in der Flasche entfernt und der Zellrasen
zweimal mit 10ml D _PBS gespiilt. Danach wurden 3ml Trypsin/EDTA zugegeben

und fiir 5-10 min in den Brutschrank gestellt (es wurde immer wieder unter dem
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Mikroskop kontrolliert wie weit der Losevorgang war). Anschlieend wurden 7ml
Medium zur Trypsinneutralisierung in die Zellkulturflasche pipettiert. Die
Suspension in ein 15ml-Rohrchen {iberfiihrt und bei 600g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet je nach
Teilungsverhiltnis der Zelllinie in 3ml bis 10ml vorgewdrmtem Kulturmedium
aufgelost und dann entsprechend auf bedarfsgerechte Zellkulturbehéltnisse verteilt.
Der Inhalt der Kuturbehéltnisse wurde dann mit Kulturmedium ergénzt, so dass die
Zellen ca. Smm bedeckt waren. Wenn andere Behéltnisse verwendet wurden, wurden
die Volumina der Losungen darauf angepasst. Zur lingeren Lagerung wurde das
Zellpellet in Einfriermedium (10% DMSO, 40% DMEM, 50% FCS) suspendiert, in
einer Einfrierbox auf -80°C gefroren und am nichsten Tag in fliissigem Stickstoff bei

-196°C uberfiihrt.

3.10. Transiente Transfektion

Transfektion bedeutet fremde DNA in eine eukariotische Zelle zu bringen. Dabei
unterscheidet man die transiente Transfektion von der stabilen Transfektion. Bei der
transienten Transfektion wird die fremde DNA immer von der Zelle innerhalb von
wenigen Tagen vollstindig abgebaut. Das heilit die das Gen der Fremd-DNA wird
nur fiir kurze Zeit abgelesen und deren Proteine exprimiert. Bei der Stabilen
Transfektion wird die Fremd-DNA in das Genom der Zelle aufgenommen und ist
damit zum Bestandteil der Zell-DNA. Es gibt verschiedene Methoden und
Moglichkeiten die Fremd-DNA in die Zelle zu bringen. Im Falle dieser Arbeit wurde
die transiente Transfektion gewéhlt und mit Hilfe der Lipofektion (Felgner, Gadek et
al. 1987) durchgefiihrt. Bei der Lipofektion handelt es sich um ein Verfahren bei dem
kationische Liposomen verwendet werden. Diese erhédlt man durch die Verwendung
eines Lipidgemisches in wissriger Losung welches in einem Ultraschallbad

unterzogen wird. Bei dieser Behandlung im Ultraschallbad entstehen Liposomen, die
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dann in einem lyophilisierten Lipidfilm aufbewahrt werden. Im vorliegenden Fall

wurden diese Liposomen in Form von Lipofectin der Firma Invitrogen bezogen.

Der Versuchsaufbau fiir die Lipofektion sah folgendermaflen aus: Zuerst wurden 10°
Zellen in einem10cm grofen Well ausgesdt und fiir 24 Stunden wie unter 3.9.
beschrieben kultiviert. Die Zellen wurden im Anschluss mit reinem Opti-MEM
gewaschen und im Anschluss unter Opti-MEM Kultur gesetzt. Auf diese Zellkultur
wurde dann vorsichtig der Transfektionsmix getrdufelt und weiter im Brutschrank
iiber Nacht kultiviert. Am nichsten Morgen wurden die Zellen gewaschen und

weitere 24 unter Opti-Mem gehalten.

Die Herstellung des Transfektionsmixes soll hier beschrieben werden. 125ul
Opti-MEM und 7,5ul Lipofectin wurden in einem Eppendorfgefall gemischt und 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In einem neuen Eppendorfgefill wurden
50ul Opti-MEM mit 1000ng Vector gemischt, dazu wurden dann 50ul
Lipofectingemisch gegeben und wieder gemischt. Nach 45 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur konnte der Transfektionsmix wie oben beschrieben verwendet

werden.

3.11.Western Blot

Der Blot dient zum Nachweil von verschiedenen Zellbestandteilen, welche mit
Gelen zuerst getrennt und dann auf eine Membran gebracht werden um sie dort ndher
zu untersuchen. Als erstes machte dies ein Sir Edwin Mellor Southern mit DNA in
den 1970er Jahren, weshalb die Methode bei DNA auch zu seinen Ehren Southern
Blot genannt wird (Southern 1975). Darauf hin machte man das Gleiche auch mit
RNA (Northern Blot) und mit Proteinen (Western Blot). Die Herren Northern und
Western gibt es allerdings nicht, die Methoden wurden nur an die Anlehnung an

Herrn Southern so genannt.
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3.11.1.Aufarbeitung der Zellen

Da fiir die Aufgabenstellung nach dem TETRAN gesucht wurde, welches ein
Membranprotein ist. Mussten zuerst alle anderen storenden Zellorganellen entfernt
werden. Dazu wurden die Zellen aufgeschlossen und die Membranfraktion isoliert.
Dies geschah mit Hilfe eines Homogenisationspuffer (10mM Tris/HCI, 250mM
Sucose, 0,1lmM EDTA, pH 7,4) welcher mit den Zellen gemischt wurde. Zuvor
mussten die Proteasen noch blockiert werden wofiir ein Inhibitorengemisch (0,1M
PMFS, 1mg/ml Aprotinin, 0,5mg/ml Leupeptin) zugesetzt wurde. AnschlieSend
wurde das Ganze homogeniesiert. Dieses Homogenat wurde im Anschluss bei
9000xg fir 15 Minuten zentrifugiert. Im Pellet befanden sich dann Zellkern,
Mitochondiren, Teile des Zyoskeletts und andere Zellorganellen. Das Pellet wurde
verworfen und der Uberstand in ein Ultrazentifugenrdhrchen iiberfiihrt und bei
100000xg und 4°C (der Rotor musste vorgekiihlt sein) fiir eine Stunde zentrifugiert.
Im Pellet befanden sich dann die Membranfraktionen, welche fiir das weitere
Vorgehen gebraucht wurden. Das Pellet wurde in 5mM Tris/HCl, pH 74

aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C weggefroren.

3.11.2.Proteinbestimmung mit der BCA-Methode

In alkalischer Losung bilden Proteine, genauer die Bestandteile Cystein, Cystin,
Tryptophan, Tyrosin und die Peptidbindungen, mit Cu?"-Ionen einen Komplex
(Biuret-Reaktion). Die Cu?*-lonen des Komplexes werden zu Cu*-lonen reduziert,
und diese bilden bei 37°C mit Bicinchonininsdure (BCA) einen violetten

Farbkomplex, welcher bei 562nm sein Absorptionsmaximum hat.

10ul eines 1:10 in 5SmM Tris/HCI verdiinnten Proteingemisches wurden mit 90ul
Bicinchonininséure und 10ul Kupfersulfatlosung versetzt. Der Ansatz wurde 30 min

bei 37°C und die Proteine bei oben genannter Wellenlédnge im Photometer gemessen.
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Die Standardkurve wurde mittels BSA bestimmt. Die Stammldsung enthielt 1mg

BSA/ml in 5SmM Tris/HCI.

3.11.3.Diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat
Polyacrylamidgel Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Elektrophorese wurde in Anlehnung an die Methode nach Laemmlie

durchgefiihrt (Laemmli 1970).

3.11.3.1. Vorbereitung der Proben

Die Proteinextrakte wurden mit 4x Laemmlipuffer versetzt und bei 37°C fiir 30
Minuten inkubiert. Das B-Mercaptoethanol im Puffer sorgt fiir die Spaltung der
Schwefelbriicken zwischen den Cysteinen, wodurch die Tertidrstuktur aufgespalten
wird. Als Folge der Spaltung werden die Proteine mit SDS beladen und dadurch
einer elektrophoretischen Auftrennung durch konstant negative Ladung zugénglich.
Die Auftrennung im Polyacrylamidgel erfolgt aufgrund des Molekularsiebeftektes
der pordsen Polyacrylamidmatrix. Die SDS-Protein-Komplexe werden nach ihrem
Stokes-Radius und damit nach ihrem Molekiilgewicht kontinuierlich aufgetrennt. Fiir

die Zuordnung der MolekiilgroBe 14duft ein Proteinstandard bei der Elektrophorese

mit.
Reagenz Menge Endkonzentration
2M Tris/HCI, pH 6,8 Iml 0,25M
-Mercaptoethanol 250ul 2%
30% SDS 2ml 7,5 %
Glycerol 87% 5,6ml 40 %
Bromphenolblau Spatelspitze -
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Reagenz

Menge

Endkonzentration

H>O

auf 12,5ml auffiillen

Tabelle 16: Zusammensetzung des 4x Laemmlipuffers

3.11.3.2. Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Bei den Verwendeten Gelen handelte es sich um diskontinuierliche Gele, welche aus

einem grofBporigen Sammelgel zu Beginn und einem kleinporigen Trenngel

bestanden.

Der Grund fiir das diskontinuierliche Gel ist der Sammeleffekt am Ubergang der der

Gele. Durch den Sammeleffekt werden die einzelnen Banden konzentriert und eine

Aggregation verhindert. Beim Ubertritt in das Trenngel beginnt die

zonenelektrophoretische Auftrennung der Proteinionen. Die Elektrophorese wurde

bei 100V unter Verwendung eines 1x Tankpuffers durchgefiihrt.

Reagenz Menge Endkonzentration

0.SM THSHCL pH . 2,5l I
30% Acrylamid 1,3ml 4%
10% SDS 100ul 0,01 %
10% APS 100ul 0,01 %
TEMED 10ul -
H20 auf 10ml auffiillen -

Tabelle 17: Zusammensetzung des 4% Sammelgels
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Reagenz Menge Endkonzentration

OSM T, pH 63 2,5ml Iy
30% Acrylamid 2,5ml 7,5 %
10% SDS 100ul 0,01 %
10% APS 100ul 0,01 %
TEMED 10ul -
H>O auf 10ml auffiillen -
Tabelle 18: Zusammensetzung des 7,5% Trenngels

Komponente Menge Endkonzentration
Tris/HCI 6g 25mM
Glycerin 288¢g 1,9M
SDS 20g 10 %
H20 auf 21 auffiillen -

Tabelle 19: Zusammensetzung des Tankpuffers

3.11.4.Elektroblotting

Die mit Hilfe des SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Anschluss senkrecht

auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die geschah durch die Anlegung eines

elektrischen Feldes von konstanten 350mA. (Towbin, Staehelin et al. 1979).

Durch Zugabe von 20% Methanol in den Towbinpuffer wird die Interaktion der

Proteine mit dem SDS minimiert. Dies ermdglicht eine Wechselwirkung der Proteine

mit der hydrophoben Membranoberfliche der Nitrozellulosemembran.
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Reagenz Menge Endkonzentration
Tris/HCI 60,6g 250mM
Glycerin 288g 1,9M
H20 auf 21 auffiillen -
Tabelle 20: Zusammensetzung des Towbinpuffers

Nach dem Transfer wurde das Ergebnis durch eine unspezifische Ponceau-S-Farbung

(0,2% Ponceau S in 3% TCA) kontrolliert.

3.11.5.Detektion des TETRANSs mit spezifischen

Antikorpern

Der Nachweis des TETRANs auf der Nitrozellulosemembran erfolgte mit
spezifischen Antikorpern. Zu Beginn wurde die Membran entweder mit 10%
Magermilchpulver oder 5% FCS in TBST {iber Nacht bei 4°C unter kontinuierlichem
Schiitteln blockiert. Im Anschluss wurde die Membran mit TBST bei
Raumtemperatur gewaschen und danach mit dem Primérantikorper verdiinnt in 1%
BSA in TBST fiir 1,5 Stunden unter Schwenken inkubiert. Wozu die Membran in
Folie mit dem Antikorper eingeschweiflit wurde um Antikdrper zu sparen. Die
Losung mit dem Primérantikrper wurde abgegossen, und bei -20°C aufbewahrt, und
mit TBST dreimal fiir 10 Minuten gewaschen. 20ml eines Sekunddrantikérpers
(1:2000) werden zur Membran gegeben und genauso wie die Prozedur des

Primédrantikorpers durchgezogen.(Ogata, Arakawa et al. 1983)

Der Nachweill der immobiliesierten Antikdrper und damit des TETRANSs erfolgte
durch Chemoluminiszens. Der Sekundérantikorper ist mit der Meerretich-Peroxidase
(HRP) markiert, welche Luminol oxidiert. Hierdurch wird Luminol in einen

angeregten Zustand versetzt. Bei dessen Riickkehr in den Grundzustand Licht
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emittiert wird. Das Maximum der Lichtemission erfolgt bei 428nm. Dieses Licht
wird verwendet um einen Rontgenfilm zu schwérzen, welcher dann mittels
Durchlichtscanners digitalisiert wurde und dann am Computer weiter verarbeitet und

ausgewertet wurde.

Primérantikdrper Sekundérantikorper
Anit-Tetran (1:50) Anti-Hase HRP (1:2000)
Anti-V5 (1:200) Anti-Maus HRP (1:2000)

Tabelle 21: Antikérper zum Nachweis des TETRANs (Westernblott)

3.12.Immunofirbung von eukarionenten Zellen

3.12.1.Gewinnung der Zellen

Bei einer neuen Umbettung der Zellen nach 3.9.2 erfolgte das Einbringen eines

Deckgldschen. Welche dann mit den Zellen iiberwachsen wurden.

3.12.2.Firben der Zellen

Es erfolgte das einmalige Waschen der Zellen mit PBS und anschlieBende Fixierung
mit 4% Paroformaldehyd in PBS pH7,2 fiir 15min bei Raumtemperatur. Diese
wurden erneut mit PBS iiber 5min gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellen
erfolgte die Inkubation mit 0,1% Triton x-100 fiir 10min mit anschlieBendem
zweimaligem Waschen mit PBS. Zur Blockung wurde eine 5%FCS-haltige
PBS-Losung fiir 3h aufgetragen. Nach dem die Blockungslosung auf den
Deckgléschen entfernt wurde, wurden 50ul des Primédrantikorpers aufgetragen, mit
Parafilm abgedeckt und {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlielend erfolgte die
erneute dreimalige Waschung mit PBS fiir je Smin. Nach dem Auftragen von 50ul

Sekundirantikorper (s. Tabelle) und Abdecken mit Parafilm erfolgte die erneute
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Inkubation iiber Nacht bei 4°C. Es erfolgte ein weiteres mal die dreimalige
Waschung mit PBS fiir je Smin. Die fertig behandelten Deckgldschen wurden mit
Hilfe von 1:1000 DAPI in Aquamount auf dem Objekttriger aufgebracht und tiber
Nacht bei 4°C getrocknet.

Primérantikdrper Sekundérantikorper

Anit-Tetran Japan (1:50) Anti-Kninchen bei 488nm (1:200)

Tabelle 22: Antikorper zum Nachweis des TETRANSs (Zellfarbung)

3.12.3.Fotografieren der Zellen

Die Aufnahmen der Zellen erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskop bei 488nm (griin)
zur Darstellung der Zellmembran mit angefirbtem Transporterprotein. Und bei
461nm (blau) zur Darstellung der Zellkerne, welche sich mittels DAPI Farbung in

der Fixierung angeféarbt haben. Als VergroBBerungsfaktor wurde 20x gewéhlt.

Zusammenfassend stellten sich die Kerne blau und die gesuchten Membranproteine

griin dar.

50



4. Ergebnisse

4.1. Gezielter Basenaustausch (site-directed
mutagenisis) in Position 33 und 77

Bei NCBI sind bereits vor dieser Arbeit zwei Polymorphismen G33C und C77T
beschrieben. Dies erfolgte mit dem gezielten Basenaustausch der Referenzsequenz
welche als Plasmid DNA vorlag. Das Ergebnis soll hier als Bilder der Sequenzierung

dargestellt werden:

Arg Pro Arg

33G (Referenzsequenz) 33C

Abb. 4: Sequenzgrafik Position G33C
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Thr v 1 Ile¢

JW

77C (Referenzsequenz) 77T

Abb. 5: Sequenzgrafik Position C77T

4.2. Klonierung des TETRANS in prokarioneten

Zellen

Die Referenzsequenz und die Polymorphismen G33C und C77T wurden mittels

Vektoren in Bakterien kloniert.
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4.3. Lokalisation von TETRAN

Mittels Westernblot und Immunofirbung von Zellen ist die Lokalisation des

TETRANS nachgewiesen worden.

4.3.1. Westernblot

Marker Leber Niere Plazenta MDCK Il MDCK Il MDCK Il
Tetran 33G | Tetran ref
Klon 8 Klon 2
180
116 =
90
58 <4
48 =} 2
- P [ R )
-
. -—
36 —_—
-~
26 — ‘ - 9 !I S
B

Abb. 6: Westernblott Tetran in einzelnen Geweben und MDCK II Zellen, roter
Rahmen (Anit-Tetran (1:50))
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4.3.2. Immunofarbung der uiberexprimierende Zellen

Abb. 7: Tetran 33G Klon 8

Abb.8: Tetran ref Sequenz Klon 2
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Abb. 9: MDCK II (Nullprobe)

4.4. Untersuchung auf Polvmorphismen des
TETRANS

4.4.1. Proben

Als Untersuchungsmaterial wurde von 25 menschlichen Plazenten die DNA
aufgereinigt und das MFSD10/TPO1 Gen mit sechs Primeransitzen sequenziert.

Dies bedeutet 50 Gensequenzen bei 25 Proben und diploidem Organismus.

4.4.2. Auflistung der gefundenen Polymorphismen

Es ergaben sich bei der Durchsicht der Sequenzierung im Folgenden aufgelistete
Polymorphismen, welche sich in 28 Synonyme und 85 nicht Synonyme, bei denen

sich die Primérsequenz dndert, unterteilen lassen.
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4.4.2.1. Genetische Polymorphismen die zu Synonymen fiihren

Position | Basentausch Aminoséure

G S P L el P
den Ref > Mut ST, Ref > Mut Primérsequenz
Sequenz

24 C>A ATGCACCCCG Gly>Gly 8
33 G>A ACGCCCACCC Pro>Pro 11
33 G>C CCGCCCAcCCC Pro>Pro 11
36 C>A ACCACCCATC Arg>Arg 12
57 G>T TCCGGAGCGC Pro>Pro 19
60 G>C CGAGCGCCGC Pro>Pro 20
69 C>A CGTGGTCACC Arg>Arg 23
78 C>T TGTTGTCTTT Thr>Thr 26
81 G GGTCTTTCTC Val>Val 27
93 C>T TCTCCTGCTG Gly>Gly 31
93 C>A ACTCCTGCTG Gly>Gly 31
120 G>C CCTGCTGCTG Thr>Thr 40
132 C>G CCTGCTGCCC Pro>Pro 44
141 C>T TGGGCTGTTG Pro>Pro 47
144 G>A ACTGTTGGAG Gly>Gly 48
144 G>T TCTGTTGGAG Gly>Gly 48
145 C>T TTGTTGGAGA Leu>Leu 49
147 G>T TTTGGAGAGC Leu>Leu 49
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Position | Basentausch Aminosaure

i |t | tomn 1. | | st
den Ref > Mut ist die Mutation) Ref > Mut Primérsequenz
Sequenz

156 C>T TCACGGCCGT Ser>Ser 52
162 C>T TCGTGCCCAC Gly>Gly 54
165 T>C CGCCCACGAC Arg>Arg 55
270 G GCTCATTGGC Gly>Gly 90
483 G>A AGCCATCGTT Thr>Thr 161
489 C>A AGTTGCTGAC lle>lle 163
552 C>T TTCACTGGGC Phe>Phe 184
1017 G>A AAAGCGGGCC Val>Val 339
1020 G>A ACGGGCCCTC Lys>Lys 340
1116 C>T TGCCGCCGTT Ala>Ala 372
Tabelle 23: Genetische Polymorphismen die zu Synonymen fiithren

44.2.2. Genetischen Polymorphismen die zum
Aminosaurenaustausch fiihren

Position | Basentausch 10 Basen (1. Base | Aminosdure | Aminosdure in
in der im Vergleich ist die Mutation) im Vergleich | der
codieren | zur Referenz zur Referenz | Primérsequenz
den Ref> Mut Ref> Mut
Sequenz
22 G>A AGCTGCACCC Gly>Ser 8
23 G>T TCTGCACCCC Gly>Val 8
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Position | Basentausch 10 Basen (1. Base | Aminosdure | Aminoséure in

in der im Vergleich ist die Mutation) im Vergleich | der

codieren | zur Referenz zur Referenz | Primédrsequenz

den Ref> Mut Ref> Mut

Sequenz
26 G>T TCACCCCGCG Cys>Phe 9
27 C>A AACCCCGCGC Cys>Stop 9
32 C>A AGCGCCCACC Pro>Gln 11
37 C>A ACACCCATCC Pro>Thr 13
38 C>A AACCCATCCA Pro>Gln 13
47 A>T TCCAGCAGCC His>Leu 16
49 C>G GAGCAGCCGC GIn>Glu 17
50 A>G GGCAGCCGCC GIn>Arg 17
51 G>C CCAGCCGCCG GIn>His 17
52 C>T TAGCCGCCGG GIn>Stop 18
53 A>G AGCCGCCGGA GIn>Arg 18
53 A>C CGCCGCCGGA GIn>Pro 18
54 G>T TCCGCCGGAG GIn>His 18
55 C>G GCGCCGGAGC Pro>Ala 19
56 C>T TGCCGGAGCG Pro>Leu 19
59 C>T TGGAGCGCCG Pro>Leu 20
63 G>C CCGCCGCATG Glu>Asp 21
64 C>A CGCCGCGTGG Arg>Thr 22
70 G>T GTGGTCACCG Val>Leu 24
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Position | Basentausch 10 Basen (1. Base | Aminosdure | Aminoséure in
in der im Vergleich ist die Mutation) im Vergleich | der
codieren | zur Referenz zur Referenz | Primédrsequenz
den Ref> Mut Ref> Mut
Sequenz
76 A>T TCCGTTGTCT Thr>Ser 26
77 C>T TCGTTGTCTT Thr>Ile 26
79 G>T TTTGTCTTTC Val>Phe 27
79 G>C CTTGTCTTTC Val>Leu 27
91 G>T TGCCTCCTGC Gly>Cys 31
94 C>T TTCCTGCTGG Leu>Phe 32
94 C>A ATCCTGCTGG Leu>Ile 32
101 T>A AGGACCTCCT Leu>GlIn 34
113 C>T TCTTCACGCT Ala>Val 38
124 C>G GTGCTGCCCC Leu>Val 42
125 G GGCTGCCCCT Leu>Arg 42
127 C>G GTGCCCCTGC Leu>Val 43
130 C>A ACCCTGCTGC Pro>Thr 44
137 G GGCCCGGGCT Leu>Arg 46
140 C>A ACGGGCTGTT Pro>His 47
142 G>A AGGCTGTTGG Gly>Arg 48
142 G>T TGGCTGTTGG Gly>Trp 48
146 T>C CGTTGGAGAG Leu>Pro 49
148 G GTGGAGAGCC Leu>Val 50
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Position | Basentausch 10 Basen (1. Base | Aminosdure | Aminoséure in

in der im Vergleich ist die Mutation) im Vergleich | der

codieren | zur Referenz zur Referenz | Primédrsequenz

den Ref> Mut Ref> Mut

Sequenz
155 G>T TCCACGGCCG Ser>Ile 52
156 C>G GCACGGCCGT Ser>Arg 52
157 C>G GACGGCCGTG His>Asp 53
159 C>G GGGCCGTGCC His>Gln 53
163 C>T TGTGCCCACG Arg>Cys 55
164 G>C CTGCCCACGA Arg>Pro 55
171 C>A AGACCCCCTC His>Gln 57
181 >G GATGGCTCCT Tyr>Asp 61
190 T>C CGGCAGGGCG Trp>Arg 64
193 C>G GAGGGCGGGG GIn>Glu 65
203 T>A AGGACTGGTT Val>Glu 68
265 G>A AGAGGTCTCA Gly>Arg 89
290 C>G GTGTCCTGCA Phe>Cys 97
311 C>T TGCCACTCAC Ala>Val 104
319 A>T TCTGGGGCCA Thr>Ser 107
439 A>T TGGCTGATTG Arg>Trp 147
440 G>C CGCTGATTGG Arg>Thr 147
457 A>C CGCAAAGGGA Ser>Arg 153
458 G>C CCAAAGGGAA Ser>Thr 153
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Position | Basentausch 10 Basen (1. Base | Aminosdure | Aminoséure in

in der im Vergleich ist die Mutation) im Vergleich | der

codieren | zur Referenz zur Referenz | Primédrsequenz

den Ref> Mut Ref> Mut

Sequenz
460 A>T TAAGGGAACG Lys>Stop 154
461 A>C CAGGGAACGT Lys>Ser 154
463 G>T TGGAACGTCA Gly>Trp 155
472 A>C CGCCTCTCCA Ser>Arg 158
484 G>T TCCATCGTTG Ala>Ser 162
488 T>A ACGTTGCTGA Ile>Asn 163
535 G>T TTCATTGGGG Val>Phe 179
631 G>T TCAGCCTCCG Ala>Ser 211
672 G>T TACGCTGCCC Glu>Asp 224
728 C>G GTGATCTGCT Ala>Gly 243
740 G>T TCCCCCTGGC Ser>lle 247
762 C>G GTCGGCTGTC Phe>Leu 254
773 C>T TTCGTGGCCA Ala>Val 258
810 C>G GAGCCTGCGC Ser>Arg 270
820 C>T TGCCTGGGCC Arg>Cys 274
850 T>A ATCCTGTTCT Phe>Ile 284
943 A>G GTCGGCCTCA Ile>Val 315
959 C>G GCACCATCCA Ala>Gly 320

1022 G>A AGGCCCTCCT Arg>Gln 341
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Position | Basentausch 10 Basen (1. Base | Aminosdure | Aminoséure in

in der im Vergleich ist die Mutation) im Vergleich | der

codieren | zur Referenz zur Referenz | Primédrsequenz

den Ref> Mut Ref> Mut

Sequenz
1036 C>G GTGGTGCCCG Leu>Val 346
1072 T>A ACTCTGCCCG Ser>Thr 358
1081 G>A ATGCTGGGCC Val>Met 361
1126 G>A ATGGTGCCCT Val>Met 376
1291 G GGGTCCGGGC Trp>Gly 431
1337 G>T TTTACCCGGC Ser>Ile 446
1361 C>G GGGTGAGTAG Ala>Gly 454

Tabelle 24: Genetischen Polymorphismen die zum Aminoséurenaustausch fiihren

4.4.2.3. Die hiufigsten Polymorphismen

Da manche Polymorphismen héufiger vorkamen sollen diese hier noch einmal

dargestellt werden.

Position | Basentausch 10 Basen Aminosd | Aminosd | Kommt
in der im Vergleich D ure im ure in in 25
. (1. Base ist die .
codieren | zur Referenz Mutati Vergleich | der Proben x
den Ref> Mut utation) zur Primérse | mal vor
Sequenz Referenz | quenz
Ref>
Mut
69 C>A CGTGGTCACC | Arg>Arg 23 28
120 G>C CCTGCTGCTG | Thr>Thr 40 25
36 C>A ACCACCCATC | Arg>Arg 12 10
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Position | Basentausch 10 Basen Aminosd | Aminosd | Kommt
in der im Vergleich o ure im ure in in 25
. (1. Base ist die .
codieren | zur Referenz Mutati Vergleich | der Proben x
den Ref> Mut TEIGY zur Primérse | mal vor
Sequenz Referenz | quenz
Ref >
Mut
93 C>T TCTCCTGCTG | Gly>Gly 31 11
24 C>A ATGCACCCCG | Gly>Gly 8 8
33 G>A ACGCCCACCC | Pro>Pro 11 6
57 G>T TCCGGAGCGC | Pro>Pro 19 4
78 C>T TGTTGTCTTT | Thr>Thr 26 3
156 C>T TCACGGCCGT | Ser>Ser 52 3
33 G>C CCGCCCACCC | Pro>Pro 11 4
Tabelle 25: Die Haufigsten Synonyme
Position | Basentausch 10 Basen Aminosd | Aminos | Kommt
in der im Vergleich | Base ist di ure im durein | in 25
codierend | zur Referenz 1(\/[ ) z:se istdie Vergleich | der Proben x
en Ref> Mut iz zur Primérse | mal vor
Sequenz Referenz | quenz
Ref >
Mut
59 C>T TGGAGCGCCG | Pro>Leu 20 11
54 G>T TCCGCCGGAG | GIn>His 18 11
63 G>C CCGCCGCGTG | Glu>Asp 21 10
27 C>A AACCCCGCGC | Cys>Stop 9 9
52 C>T TAGCCGCCGG | GIn>Stop 18 6
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Position | Basentausch 10 Basen Aminosid | Aminos | Kommt
in der im Vergleich | Base ist di ure im durein | in25
codierend | zur Referenz 1(\/1 " ?.Se stdie Vergleich | der Proben x
en Ref > Mut T o) zur Primérse | mal vor
Sequenz Referenz | quenz
Ref >
Mut
23 G>T TCTGCACCCC | Gly>Val 8 6
38 C>A AACCCATCCA | Pro>Gln 13 6
70 G>T GTGGTCACCG | Val>Leu 24 6
113 C>T TCTTCACGCT | Ala>Val 38 5

Tabelle 26: Die Haufigsten nicht Synonyme

4.4.3. Zusammenfassende Grafiken das Protein und seine

Polymorphismen

Zur besseren Darstellung wurden mehrere Grafiken des Proteins erstellt an denen die

Polymorphismen dargestellt sind.
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Abb. 11: Hiufigste Polymorphismen und deren Gensequenzbild
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5. Diskussion

In den Untersuchungen von Ushijima et al aus den Jahren 2007 und 2008 (Mima,
Ushijima et al. 2007, Ushijima, Hiasa et al. 2008) zeigten sich spezifische
Transportmechanismen fiir NSAID in der Bierhefe welche dem TPO1 Transporter
zugeschrieben wurden. Beim Menschen entspricht dies dem TETRAN (MFSD10

major facilitator superfamily domain containing 10)

In Anlehnung an diese Ergebnisse der japanischen Forschungsgruppe sollte die
Eigenschaft genetischen Varianten genauer beleuchtet werden. Da bereits von
anderen Transportproteinen ein massiver Einfluss genetischer Varienaten auf die
Transporteigenschaft von Transportern bekannt ist. Dabei wurde die Expression des
Transportproteins in verschiedenen Geweben ebenso betrachtet wie weitere
unbekannte genetische Varianten des Proteins gesucht, wobei dem letzten Punkt

besonderer Augenmerk galt.

5.1. Herstellen von TETRAN iiberexprimierenden

Zellen

Mittels site-directed mutagenisis wurden zundchst zwei genetische Varianten
zusétzlich zur Referenzsequenz generiert, in prokarionten Zellen vermehrt und

mittels transienten Transfektion in MDCK 11 Zellen transfiziert.

Die Expression des Transportproteins gelangen fiir einen Klon der Refenzsequnez
und einen Klon mit der Variante G33C. Mit der Variante C77T konnte kein

exprimierender Klon produziert werden.

Bei diesen beiden Zellklonen konnte der Nachweis der Expression von TETRAN

mittels Westernblottanalyse und Immunofirbung mit Floureszensmikroskopie
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nachgewiesen werden. Die restlichen produzierten Zellkulturen zeigten keinen

Anbhalt fiir eine erhohte Expression des gesuchten Proteins.

Es gelang nur der Nachweis, dass die verwendete Methode zur Herstellung einer
Zellkultur mit Uberexprimierung des TETRANs méglich ist. Die Ausbeute der
jeweils hergestellten Zellen war jedoch zum Schluss zu gering um weitere
Experimente mit den proteinexprimierenden Zellen durchzufithren. Dadurch konnten
auch keine Transportversuche mit den verschiedenen Genotypen durchgefiihrt
werden. Eine Aussage zur unterschiedlichen Transportkapazitit konnte im Rahmen
dieser Studie nicht erbracht werden. Es konnte lediglich der Nachweis erbracht
werden, dass durch transiente Transfektion MDCK II Zellen mit einer gewissen

Uberexpression von TETRAN hergestellt werden konnen.

Dabei ist zu beachten, dass sich nach (Ushijima, Hiasa et al. 2008) eine besonders
hohe Expression von TETRAN in Nierenzellen des Menschen findet und die
verwendeten MDCK II Zellen Nierenzellen des Hundes sind. In sdmtlichen MDCK
11 Zellkulturen. Es bleibt dadurch offen in wie weit die signifikante Uberexpression
von TETRAN in MDCK II Zellen moglich ist. Selbst in der Nullprobe konnte eine

gewisse Expression von TETRAN nachgewiesen werden.

Um die unterschiedlichen genetischen Varianten und deren Transportkapazitit zu
erfassen sollte eine andere Zelllinie verwendet werden. Da bei MDCK II Zellen ein

zu grofBer Einfluss der natiirlichen Expression postuliert werden muss.

5.2. Nachweis von TETRAN in verschiedenen
Geweben

Analog zu der Forschungsgruppe in Japan erfolgte in kleinerem Umfang der

Nachweis von TETRAN in menschlichem Gewebe anhand gekauften
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Gewebeproben. Im Speziellen wurde Lebergeweben, Nierengewebe und
Plazentagewebe dafiir aufgearbeitet und mittels Westernblot analysiert. Dabei zeigte

sich in allen verwendeten Geweben eine Expremierung von TETRAN.

Eine besonders hohe Expression konnte in Lebergewebe nachgewiesen werden.
Ebenso zeigte sich eine gute Nachweisbarkeit in Plazentagewebe. Der Nachweis in
Nierengeweben entsprach denen der MDCK II Zellen, welche urspriinglich von

Hundenierenzellen gewonnen wurden.

Im Vergleich mit den Ergebnissen von (Ushijima, Hiasa et al. 2008) zeigte sich in der
Vorliegenden Studie die hochste Expressionsrate in der Leber und die niedrigste der
untersuchten in der Niere. Die Forschungsgruppe um Ushijima konnte dies
umgekehrt nachweisen. Plazentagewebe war sowohl bei den Forschern in Japan als
auch in der Vorliegenden Studie zwischen den beiden anderen Geweben angesiedelt.
Zu beachten ist dabei, dass unterschiedliche Nachweismethoden verwendet wurden.
In dieser Arbeit erfolgte dies mittels Westernblotanalyse zum direkten Nachweis des
Proteins und die Gruppe in Japan verwendeten die Northernblotmethode zum

Nachweis der mRNA.

Eine Vergleichbarkeit der Expressionshdufigkeit bleibt nach der vorliegenden Studie
offen. Es kann jedoch gezeigt werden, dass sdmtliches untersuchte Gewebe das
Protein TETRAN exprimiert. Dieser Vorteil wurde bei dieser Studie mit der

verhéltnisméBig guten Verfiigbarkeit von Plazentagewebe zu Nutzen gemacht.

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Aufarbeitung zur genetischen
Sequenzierung in konstanter Qualitdt durchfiihrbar ist und sich dadurch fiir eine

vergleichende Sequenzierung gut eignet.
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5.3. Genetische Varianten im TETRAN Protein

Wie bereits beschrieben eignet sich Plazentagewebe sehr gut um eine Sequenzierung
zum Nachweis von Genvarianten durchzufiihren. Dazu gehoren besonders die gute

Verfiigbarkeit und die geringe Verunreinigung durch anderes Gewebe.

5.3.1. Der Einfluss der genetischen Sequenz auf die

Primarstruktur

Andert sich eine Base im genetischen Code kann dies drei verschiedene

Auswirkungen auf die Primérsequenz eines Proteins bedeuten.

Die einfachste ist die, dass sich die Primérsequenz nicht édndert. Dies geschieht meist
wenn die sich dndernde Base an der dritten Stelle des fiir die Aminosdure
codierenden Tripletts steht. Dies siecht man am besten in der Code-Sonne, welche
1972 zum ersten mal von Bresch und Hausmann beschrieben wurde (Bresch and

Hausmann 1972).

Die zweite Variante ist die wenn sich die Aminosdure in der Primirsequenz dndert.
Dabei kann es zu sehr unterschiedlichen Auswirkungen auf das Protein kommen

(Passarge and Wirth 2004).

- Zum einen das Protein verdndert sich in seiner Sekundérstruktur mit der
darauf hin folgenden Tertidrstruktur nicht und die Eigenschaft des Proteins

bleibt identisch.

- Die Sekundarstruktur und die folgende Tertidrstruktur verdndert sich so
massiv, dass das Protein nicht mehr funktionstiichtig ist oder eine andere

Funktion erhalt

- Genauso ist auch die Mdglichkeit eine Verbesserung der Funktion moglich.
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Bei der dritten und letzten Variante bildet sich durch die genetische Verdnderung ein
Stoppcodon. Je nach dem an welcher Stelle des Genes sich dann dieses befindet kann
es zum volligen oder nur teilweise Fehlen des Proteins einhergehen. Wobei meist

eine Funktionseinschrinkung des Proteins die Folge ist.

Von allen drei Varianten muss in der durchgefiihrten Studie beziiglich des TETRANS
ausgegangen werden. Wobei die Vorhersage der Struktur zum Zeitpunkt der
Entstehung dieser Arbeit nach hherem Rang der Struktur immer ungenauer wird.

Die genauste berechenbare Aussage betrdgt aktuell ca. 80%. (Kandoi, Leelananda et

al. 2017)

Sdmtliche Mutationen wurden in einer Zusammenfassenden Grafik dargestellt. Dabei
zeigt sich, dass die Mutationen iiber das komplette Protein verteilt sind. Eine
Hiufung sieht man jedoch zu Beginn der Primérsequenz. Bei der Lokalisation
(Intra/Extrazelluldr bzw in der Membran) zeigt sich keine Hiufung in einem

bestimmten Zellkompartiment.

5.3.2. Synonyme in der Primarsequenz

Wie Tabelle 25 beschreibt zeigte die vorliegende Studie 28 Synonyme in der
codierenden Sequenz. Diese habe fiir die Primédrstruktur und die folgende Faltung
des Proteins keinen Einfluss und konnen dadurch als genetisch stumme Mutationen
bezeichnet werden (Chamary and Hurst 2012). Diese werden erst relevant wenn im

selben Tripplett eine weitere Mutation auftritt.

Bei der Auswertung von 25 Proben wurde in Position 69 der genetischen Sequenz die
Mutation C>A 28 mal nachgewiesen. Wobei sich diese auf 13 mal homozygot und 15
mal heterozygot verteilt. Und dadurch héufiger als die aktuelle Referenzsequenz

gefunden.
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In der @nlicher Weise verhilt es sich mit Position 120 (G>C). Dort zeigte sich in 25

Proben (11mal homozygot und 14 mal heterozygot) eine Anderung zur

Referenzsequnenz.
69 C>A CGTGGTCACC Arg>Arg
120 G>C CCTGCTGCTG Thr>Thr

In der Summe bedeutet dies, dass in der vorliegenden Auswertung in die Position 69
mit einer anderen Base hiufiger besetzt ist als mit der Base der aktuell bei NCBI
gelisteten Referenzsequenz. Und in Position 120 die selbe Haufigkeit aufweist wie
die Referenzsequenz. Da jedoch die Primérsequenz fiir das Protein die selbe bleibt ist

dies nur von theoretischem Interesse.

5.3.3. Nichtsynonyme in der Priméirsequenz

Bei der Durchsicht der vorliegenden Daten zeigten sich 85 Anderungen im Gencode
welche Einfluss auf die Primirsequenz des Proteins haben. Das heif3t die Stelle einer
Aminosdure wurde durch eine andere ersetzt. In drei Situationen bildete sich anstatt

des Wechsels einer Aminoséure ein Stopcodon.

Bei der Berechnung der Transmembranabschnitte konnte keine Anderung gegeniiber
der Referenzsequenz nachgewiesen werden. Es konnte auch keine Anderung der
verschiedenen Mutationen beziiglich der Funktion des Proteins (mangels
Transportversuche) nachgewiesen werden. Es muss jedoch postuliert werden, dass
einige Mutationen eine Verdnderung des aktiven Zentrums zur Folge haben konnen.
Hierbei konnte dann auch die Lage der einzelnen Mutation von entscheidender
Bedeutung sein. Dies konnte bereits in einigen Studien und Fallberichten gezeigt

werden.(Sandrock, Halimeh et al. 2012)
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Bei der Entstehung des Stopcodons muss von einem Funktionsverlust des Proteins
ausgegangen werden, da das Protein auf diese Weille nicht aus der DNA {ibertragen
werden kann. Diese befinden sich alle im vorderen Bereich des Proteins (Position: 9;
18; 154). In allen drei Fillen wurde eine heterozygote Situation nachgewiesen, so
dass das Gen immer noch einmal intakt war und das Protein exprimiert werden
konnte. Da keine homozygote Situation vorlag kann vorsichtig davon ausgegangen
werden, dass ein stabiler Zelltransport ohne mindestens ein funktionierendes Gen
nicht moglich ist, bzw. das dies zur Apoptose der Zelle fithrt bzw der Mensch nicht
lebensfahig ist. Dies kann jedoch auch der verhéltnisméfBig niedrigen Fallzahl von 25
Individuen geschuldet sein. Weiterhin ist bis zum Entstehungszeitpunkt dieser Arbeit
die natiirliche Funktion des TETRAN Proteins nicht klar. Es konnte durchaus
moglich sein, dass die Funktion durch ein anderes Protein iibernommen werden

kann.

6. Schlussfolgerungen

6.1. Warum Wechsel zur Plazentasequenzierung?

Nach dem es technische Probleme bei der Etablierung einer stabilen Zelllinie gab
und nur geringe Mengen an verwertbarem Datenmaterial produziert werden konnte
erfolgte die Erweiterung der Arbeit um die genetische Sequenzierung von 25
Plazentaproben. Dadurch gelang das Aufspiiren von 113 genetischer
Polymorphismen im Vergleich zur Refenzsequenz. Welche in eine

zusammenfassende Grafik (Abb. 9 und 10) fiihrten.
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6.2. Versuch eines Vergleiches zur japanischen

Forschungsgruppe

Die Forscher aus Japan sowie die letzte Aktualisierung der NCBI Gendatenbank vom
6. Juni 2017 zeigt, dass TETRAN in samtlichen Geweben in unterschiedlicher
Konzentration exprimiert wird und filir den Transport von NSAIDs mitverantwortlich

gemacht wird.

In dieser Arbeit zeigte sich ebenfalls eine unterschiedliche Exprimierung des
Proteins. Der direkte Vergleich ist bei unterschiedlichen Untersuchungsmethoden
und im Verhiltnis geringen Untersuchungsreihen nur bedingt moglich. Ein Beweis

des Transportes muss diese Arbeit jedoch ohne Transportversuche schuldig bleiben.

6.3. Der Polymorphismus und die Folgen

Es konnten im Gencode des TETRAN unterschiedliche Polymorphismen
nachgewiesen werden. Von allen nachgewiesenen genetischen Varianten kann nach
den gewonnenen Erkenntnissen fiir das Auftreten eines Stopcodons eine
physiologische Relevanz postuliert werden, da es nie homozygot auftrat und dadurch

das Protein in jeder Probe exprimiert werden konnte.

Im Falle eines Aminosdureaustausches kann eine Funktionsinderug bzw
Funktionsverlust in Anlehnung an die Mukoviszidose und das
Dubin-Johnson-Syndrom (Nies and Keppler 2007) bzw. des Statinstoffwechsels mit
Anderungen im OATP1B1 (Link, Parish et al. 2008, Romaine, Bailey et al. 2009)
postuliert werden. Hieraus konnte auch die unterschiedliche Wirkung/Nebenwirkung

verschiedener NSAIDs bei verschiedenen Patientengruppen hergeleitet werden.
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7. Zusammenfassung

Bei ersten Betrachtungen zum Zelltransport nahm man an, dass Stoffe passiv iiber
die Zellmembran diffundieren. Nach weiteren Forschungen musste dies revidiert
werden. Heute weill man, dass dies fast nur liber spezielle Proteine moglich ist. Diese
Proteine sind Kandle und Transporter welche aufgrund ihrer Funktion eine
Schliisselposition in der zelluliren Homdostaste darstellen. Sie sorgen fiir die

Aufnahme und den Ausstrom fast aller wichtigen Substanzen.

Im Jahr 2007 wurde die Entdeckung eines neue Zelltransporters, TETRAN
(Tetracycline transporter-like protein), veroffentlicht. In ersten Untersuchungen
zeigte sich ein bevorzugter Transport von NSAIDs iiber die Zellmembran. NSAIDs
haben bei unterschiedlichen Personen abweichende Wirkungen bzw.

Nebenwirkungen deren Gund bis heute noch nicht endgiiltig geklart ist.

In dieser Arbeit konnten polymorphe TETRAN {iberexprimierende Zellen erzeugt
werden und der Nachweis unterschiedlich starker Expression des Proteins in
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden. Unter anderem zeigte sich eine gute
Expression in Plazentagewebe. Welches auch wegen guter Verfiigbarkeit zur
Reihensequenzierung von 25 Proben genutzt wurde. Es zeigten sich 28 Synonyme
und 85 Verdnderungen im Gencode welche Einfluss auf die Primdrsequenz des
Proteins haben. Diese wurden alle in einer berechneten Grafik des Proteins
zusammengefasst und dargestellt. In drei Situationen bildete sich anstatt des
Wechsels einer Aminosdure ein Stopcodon. Dies trat jedoch nie homozygot auf. So
das immer ein vollstdndiges Protein vorhanden war. In Anlehnung an vergleichbare
Studien konnte dies mit ein Grund der differenten Wirkung von NSAIDs sein.

Umfangreichere Beweise konnen in weiteren Studien noch folgen.
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19

Appendix

Tabellenverzeichnis

ABC Transporter abgewandelt nach (Higgins 1992, Cuthbertson, Kos et al.
2010)

Transporterhemmstofte

SLC Transporter modifiziert nach(Hediger, Romero et al. 2004, Cuthbertson,
Kos et al. 2010, Balcazar, Vanrell et al. 2017)

Nebenwirkungen der NSAIDs ein Auszug

Verwendete Programme

Verwendete Gerite

Verwendete Chemikalien

Pipettierprotokoll der Ligation

Primer und ihre Exone

Einteilung der Restriktionsenzyme nach (Smith and Nathans 1973)
Pipettierprotokoll des Restriktionsverdaus

Verwendete Restriktionsenzyme nach NEB Enzymfinder
Pipettierprotokoll fiir PCR-Ansatz

Pipettierprotokoll gezielter Basenaustausch
Zellkulturmedium

Zusammensetzung des 4x Laemmlipuffers
Zusammensetzung des 4% Sammelgels
Zusammensetzung des 7,5% Trenngels

Zusammensetzung des Tankpuffers
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21
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9.2.

10
11

Zusammensetzung des Towbinpuffers

Antikorper zum Nachweis des TETRANs (Westernblott)

Antikorper zum Nachweis des TETRANSs (Zellfarbung)

Genetische Polymorphismen die zu Synonymen fiihren

Genetischen Polymorphismen die zum Aminosdurenaustausch fiihren
Die Haufigsten Synonyme

Die Haufigsten nicht Synonyme

Abbildungsverzeichnis

Darstellung eines ABC Transporters (Cuthbertson, Kos et al. 2010)
Sequenzierungdiagramm

Erfassung der Exone

Sequenzgrafik Position G33C

Sequenzgrafik Position C77T

Westernblott Tetran in einzelnen Geweben und MDCK II Zellen, roter

Rahmen (Anit-Tetran (1:50))

Tetran 33G Klon 8 (Zellfarbung)

Tetran ref Sequenz Klon 2 (Zellfarbung)

MDCK II (Nullprobe) (Zellfairbung)

Zusammenfassende Grafik mit allen gefundenen Mutationsstellen

Haufigste Polymorphismen und deren Gensequenzbild
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