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Allgemeine Einleitung

1. Allgemeine Einleitung

1.1. Homocystein

1.1.1. Homocystein und kardiovaskulire Erkrankungen

Kardiovaskuldre FErkrankungen sind ein groBes Gesundheitsproblem in den
industrialisierten Liandern der ersten Welt. In den Niederlanden, der Schweiz, Osterreich
und Deutschland waren in den Jahren 1999 (Niederlande) und 2001 (Schweiz, Osterreich,
Deutschland) zum Beispiel 36 bzw. 46% aller Todesfille auf kardiovaskuldre
Erkrankungen zuriickzufiihren (De Bree et al. 2002, Stanger et al. 2003). Diese Zahlen
verdeutlichen, dass kardiovaskuldre Erkrankungen eine immense Belastung fiir die
Gesundheitssysteme dieser Lénder darstellen. Durch die steigende Zahl von &lteren
Menschen in der Bevolkerung wird diese Belastung zunehmen. Die meisten
kardiovaskuldren Erkrankungen kdnnen auf einen hohen Blutdruck, das Rauchen oder eine
Fettstoffwechselstorung, verbunden mit einer Erhéhung der Trigliceride und des LDL-
Cholesterins sowie einer Erniedrigung des HDL-Cholesterins, zuriickgefiihrt werden
(Wald et al. 2002, Manolio et al. 1996, LaRosa 1986). Neben diesen verdnderlichen
Risikofaktoren gibt es die unverdnderlichen Risikofaktoren: Alter, Geschlecht und die
Familiengeschichte (Eikelboom et al. 1999). Da aber nicht alle kardiovaskuldren
Ereignisse auf diese bekannten Risikofaktoren zuriickzufiihren sind, wird intensiv nach
weiteren Risikofaktoren gesucht. In diesem Zusammenhang wird seit einigen Jahren die
nicht proteinogene Aminosdure Homocystein (Abb.: 1) untersucht (De Bree et al. 2002,

Mangoni und Jackson 2002).

A) B)
i, W, W
HS-CH,-CH,-CH (I:H-CHZ-CHZ-S-S-CHZ-CHZ-(;:H
|
COOH COOH COOH
©)
N N,
CH-CH,-CH,-S-S-CH,-CH
| |
COOH COOH

Abbildung 1: Chemische Strukturen von Homocystein, Homocystin und dem gemischten Homocystein-
Cystin-Disulfid.

A) Homocystein, B) Homocystin (Homocysteindisulfid), C) Gemischtes Homocystein-Cystein-Disulfid.

Die Disulfide entstehen bei der Oxidation von zwei Homocysteinmolekiilen- bzw. einem Homocystein- und
einem Cysteinmolekdil.



Allgemeine Einleitung

Das medizinische Interesse an Homocystein erwachte 1962, als Carson und Neill,
Gerritsen et al. und Laster et al. (Carson und Neill 1962, Gerritsen et al. 1962, Laster et al.
1965) unabhingig voneinander {iber angeborene Stoffwechseldefekte bei mental
zuriickgeblieben Patienten berichteten. Im Laufe der Untersuchungen wurde bei den
Patienten Homocystin im Urin nachgewiesen (Laster et al. 1965, Mudd et al. 1964). Die
Ursache fiir diese Homocystinurie wurde auf einen Defekt im Gen der Cystathionin-f3-
Synthase (CBS-Gen) zuriickgefiihrt (Laster et al. 1965, Finkelstein et al. 1964). Die
Vermutung, dass die Homocystinurie verantwortlich fiir die mentale Behinderung der
Patienten war, konnte nicht bestétigt werden (Finkelstein 2000). 1969 beschrieb McCully
(McCully 1969) zwei Patienten, die aufgrund wunterschiedlicher Ursachen eine
Homocystinurie hatten. Bei beiden Patienten wurden arterielle Lésionen festgestellt, die
von McCully auf die Homocystinurie zuriickgefiihrt wurden. Diese Untersuchungen waren
die Grundlage fiir die Hypothese, dass erhohte Homocysteinkonzentrationen ein
Risikofaktor fiir Atherosklerose sind (McCully und Wilson 1975). Weitere Hinweise
wurden als erstes von Wilcken und Wilcken im Jahr 1976 (Wilcken und Wilcken 1976)
geliefert. Sie konnten zeigen, dass Patienten mit koronarer Herzerkrankung ofter einen
pathologischen Homocysteinstoffwechsel hatten als gesunde Kontrollprobanden. In der
Folgezeit wurden weltweit zahlreiche Studien zu diesem Aspekt durchgefiihrt. In einer von
Boushey et al. (Boushey et al. 1995) durchgefiihrten Meta-Analyse von 1995 wurden 27
Studien, drei prospektive und 24 retrospektive, ausgewertet. Ein Anstieg des
Homocysteinspiegels um 5 pmol/l war mit einer Risikoerhohung fiir koronare
Herzerkrankungen bzw. cerebrovaskuldre Erkrankungen von 1,6 (95% CI: 1,4-1,7) fiir
Minner und von 1,8 (95% CI: 1,3-1,9) fiir Frauen assoziiert. Diese Ergebnisse
unterstiitzten die Hypothese eines kausalen Zusammenhanges zwischen erhohten
Homocysteinkonzentrationen und kardiovaskuldren Erkrankungen (Boushey et al. 1995).
Nach dieser Meta-Analyse sind weitere Studien, insbesondere auch prospektive Studien
durchgefiihrt worden. In zwei voneinander unabhidngigen Meta-Analysen wurden die
Ergebnisse der bis zum Jahr 2002 zur Verfiigung stehenden Studien ausgewertet (Ford et
al. 2002, Homocysteine Studies Collaboration 2002). Beide Studien kommen zu dem
Ergebnis, dass der Homocysteinspiegel mit kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert ist.
Ein Homocysteinanstieg um 5 umol/l ist nach Ford et al. (Ford et al. 2002) mit einer
Risikoerhdhung von 1,06-1.10 bei prospektiven Studien, 1,23-1,58 bei eingebetteten Fall-
Kontroll-Studien und 1,70-2,16 bei retrospektiven Fall-Kontroll-Studien assoziiert. In der

Studie der "Homocysteine Studies Collaboration" (Homocysteine Studies Collaboration
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2002) wurde der Effekt einer 25% Reduzierung des Homocysteinspiegels auf
kardiovaskuldre Erkrankungen untersucht. Die Studie kommt zu dem Ergebnis, dass diese
Reduzierung mit einer Risikoerniedrigung von 0,77-0,87 bei prospektiven Studien und
0,46-0,86 bei retrospektiven Studien assoziiert ist. Die unterschiedlichen Ergebnisse
zwischen retrospektiven und prospektiven Studien sind nach den Autoren auf einige
Schwachpunkte des retrospektiven Studiendesigns, wie zum Beispiel Schwierigkeiten
beim Rekrutieren von passenden Kontrollprobanden oder eine fiir die Untersuchung nicht
ideale Blutentnahme sowie Lagerung, zuriick zu fiihren.
Ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Homocysteinspiegel und kardiovaskuldren
Erkrankungen kann aus den zur Verfligung stehenden Studien allerdings nicht abgeleitet
werden (Eikelboom ef al. 1999). Die durchgefiihrten Studien legen zwar nahe, beweisen
aber nicht, dass moderat erhohte Homocysteinspiegel (12-30 umol/l, Stanger et al. 2003)
bei Gesunden eine Gefahr fiir das Auftreten von kardiovaskulidren Erkrankungen darstellen
(De Bree et al. 2002).
Als Ursache fiir homocysteininduzierte kardiovaskuldre Erkrankungen wird die
Schiadigung der Endothelzellen und das mit dieser Schidigung verbundene Ausldsen einer
endothelialen Dysfunktion diskutiert (Sydow und Boger 2001). Die endotheliale
Dysfunktion wird als ein frithes Zeichen fiir den Beginn von kardiovaskuldren
Erkrankungen angesehen (Celermajer et al. 1993). In vivo und in vitro Experimente lassen
vermuten, dass erhohte Homocysteinkonzentrationen iiber folgende Mechanismen eine
Schidigung des Endothels bewirken (Abb.: 2):
1. Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezien (Blundell et al. 1996, Harker et al. 1976,
Harker et al. 1983, Welch et al. 1998),
2. Reduzierte Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxyd (NO) (De Bree et al. 2002),
3. Inhibition der Glutathion-Peroxidase-1 (Loscalzo et al. 1996, Upchurch et al. 1997),
4. Reduzierte Endothelin-1 Produktion (Drunat ef al. 2001, Drunat et al. 2002).
Reaktive Sauerstoffspezien wie das Superoxid-Anion (O*) und Wasserstoffperoxid (H,O5)
entstehen durch die Autooxidation von Homocystein zu Homocystin (Starkebaum und
Harlan 1986). Thr Abbau wird durch die homocysteininduzierte Inaktivierung der
endothelialen NO-Synthase und der Glutathion-Peroxidase-1 behindert. Nach einer von
Harker et al. (Harker et al. 1976, Harker et al. 1983) formulierten Hypothese sind
homocysteininduzierte ~ Endothelschiden auf die Formation von reaktiven

Sauerstoffspezien, insbesondere H,O,, zurlickzufiihren.
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NO ist ein vasodilatierendes, antiatherogenes Molekiil. Die NO-Synthese der endothelialen
Stickstoffmonoxydsynthase (eNOS) wird durch asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)
gehemmt. Stiihlinger et al. (Stiihlinger et al. 2001) konnten zeigen, dass experimentell
erhohte Homocysteinspiegel zu einem Anstieg von ADMA und in der Folge zu einer

verminderten Endothelfunktion fithrten.

//— Hyperhomocysteinimie

Schidigung der Endothelzellen:
e Freisetzung von

Sauerstoffradikalen Erhéhung der Thromboseneigung:
e Reduzierte Bioverfiigbarkeit o Aktivierung der Gerinnungs-
voq NO . faktoren V, X, XII
e Inhibition der Glutathion- v e Aktivierung des endothelialen
Peroxidase-1 Gewebsfaktors
e Reduzierte Endothelin-1- Effekte auf das Zellwachstum: e Thrombozytenaktivierung
Produktion e Stimulation der Proliferation e Inhibition der Protein C-
e Inhibition der eNOS glatter Muskelzellen Aktivierung
durch ADMA o Inhibition der Proliferation
i{ von Endothelzellen l

Endotheliale Dysfunktion Plaquebildung fiihrt zu
Thrombosen
Kardiovaskulére (_/
Erkrankungen

Abbildung 2: Mogliche Mechanismen der Atherogenitit von Homocystein.

Endothelin setzt an der Endotheloberfliche NO frei, so dass es zur Vasodilatation kommt.
Durch die homocysteininduzierte Reduktion der Endothelin-1 Produktion wird die vom
Endothelin stimulierte endotheliale NO-Freisetzung verhindert, wodurch es zu einer
verminderten Vasodilatation kommen kann (Drunat et al. 2001, Drunat et al. 2002,
Demuth et al. 1999).

In vitro konnte gezeigt werden, dass Homocystein die Expression von Genen, die den
programmierten Zelltod (Apoptose) einleiten, stimuliert (Stangl et al. 2001). Es wird
vermutet, dass es durch die Schiadigung und Apoptose von Endothelzellen zu einer
endothelialen Dysfunktion kommt.

Neben der endothelialen Dysfunktion reagiert das Endothel auf die Zellschddigungen mit
der Aktivierung der Gerinnungsfaktoren V, X, XII, des endothelialen Gewebsfaktors und
der Thrombozyten sowie mit der Inhibition der Protein C-Aktivierung (Eikelboom et al.
1999, Lentz und Sadler 1991). Dadurch kann es zur Thrombusbildung und zur Formation

von arteriellen Plaques kommen, wodurch in der Folge kardiovaskuldre Erkrankungen
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entstehen konnen. Ein weiterer Mechanismus, der die Rolle des Homocysteins bei
kardiovaskuldren Erkrankungen erkliren kann, ist der Effekt auf das Wachstum von glatten
Muskelzellen und von endothelialen Zellen. Homocystein stimuliert das Wachstum der
glatten Muskelzellen und reduziert das der Endothelzellen (Harker ef al. 1976, Harker et
al. 1983, Tsai et al. 1994, Wang et al. 2002).

Neben dem potentiell kausalen Zusammenhang zwischen Homocystein und
kardiovaskuldren Erkrankungen, gibt es auch andere Erkrankungen, deren Entstehung und
Verlauf im Zusammenhang mit Homocystein diskutiert werden. Neuere Studien legen zum
Beispiel die Vermutung nahe, dass Homocystein an der Entstehung und dem Verlauf der
Osteoporose und Alzheimer beteiligt ist (Seshadri et al. 2002, van Meurs et al. 2004,
McLean et al. 2004, Sato et al. 2005, Mcllroy et al. 2002, Miller 2000, Miller 2003, Morris
2003). Des Weiteren wird von mehreren Autoren ein Zusammenhang zwischen
Homocystein und dem Auftreten von Neuralrohrdefekten beschrieben (Bjorke-Monsen et

al 1997, Afman et al. 2002, van der Put et al. 1995, van der Put ef al. 1998).

1.1.2. Stoffwechsel von Homocystein, einer nicht proteinogenen Aminosiure

Homocystein ist eine in der Nahrung nicht vorkommende, schwefelhaltige Aminosdure
(Stanger et al. 2003, Guttormsen et al. 1998). Im menschlichen Organismus entsteht sie als
Stoffwechselprodukt von Methylierungen bei denen S-Adenosylmethionin (SAM) zu S-
Adenosylhomocystein (SAH) demethyliert und dieses anschlieBend zu Homocystein
hydrolisiert wird (Abb.: 3) (Weill 2003, Geisel et al. 2003). Homocystein befindet sich in
einem Kreislauf, in dem es mit Hilfe des Enzyms Methioninsynthase (MTR) {iber
Methionin wieder zu SAM verstoffwechselt wird (Guttormsen et al. 1998, Lu 2000).
Dieser Kreislauf wird als Transmethylierung bezeichnet. Uber die Methioninsynthase,
welche fiir die Methylierung des Homocysteins 5-Methyltetrahydrofolat (5-Methyl-THF)
braucht, ist der Methylierungskreislauf mit dem Folatstoffwechsel verkniipft (Abb.: 3).
5,10-Methylentetrahydrofolat (5,10-Methylen-THF) wird fiir die 5-Methyl-THF- und die
Desoxythymidinsynthese gebraucht. Es stellt das Bindeglied zwischen dem
Homocysteinstoffwechsel und der Desoxythymidin- bzw. DNA-Synthese dar. Alternativ
zum Methylierungskreislauf wird Homocystein iiber Cystathionin und Cystein vollstindig
zu Sulfat und Kohlendioxid abgebaut (Mosharov et al. 2000). Dieser katabolische

Stoffwechselweg wird als Transsulfurierung bezeichnet (Lu 2000).
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Abbildung 3: Homocystein- und Folatstoffwechsel.
Vitamine sind unterstrichen, Enzyme sind schattiert und die Aminosdure Homocystein ist punktiert. Erklarung der Abbildung im Text. PLP: Pyridoxal-5-Phosphat
(Vitamin Bg). dTMP: Desoxythymidinmonophosphat, dUMP: Desoxyuridinmonophosphat.
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1.1.3. Transmethylierung

Im ersten Schritt der dreistufigen Demethylierung von Methionin zu Homocystein werden
Methionin und ATP unter der Katalyse des Magnesium-abhéngigen Enzyms Methionin-
Adenosyltransferase zu SAM verstoffwechselt (Abb.: 3). Im zweiten Schritt {ibertrigt
SAM eine Methylgruppe auf einen Akzeptor und wird dabei zu S-Adenosylhomocystein
(SAH). Dieser Schritt wird von verschiedenen Methyltransferasen katalysiert. SAM ist der
wichtigste Methylgruppendonator in den Zellen des menschlichen Organismus und der
einzige in den Zellen des zentralen Nervensystems (Bolander-Gouaille 2001). Durch die
SAM-abhidngigen Methylierungen werden unter anderen Phospholipide, Proteine,
Polysaccharide und Nukleinsduren methyliert (Bolander-Gouaille 2001, Lu 2000). Im
dritten  Schritt wird SAH hydrolytisch unter Mitwirkung der S-Adenosyl-
Homocysteinhydrolase gespalten, wobei Adenosin und Homocystein entstehen.
Homocystein wird anschlieBend entweder durch Methylierung zu Methionin
verstoffwechselt oder der Transsulfurierung zugefiihrt.

Eine vitaminunabhéngige alternative, die durch die Betain-Homocystein-Methyltransferase
katalysierte Methylierung des Homocysteins zu Methionin (Abb.: 3), findet nur in der
Leber und in den Nieren statt (McKeever et al. 1991, Heil et al. 2000, Chadwick et al.
2000).

1.1.4. Transsulfurierung

Im Gegensatz zum Methylierungskreislauf des Homocysteins, bei dem aus Methionin {iber
SAM und SAH wieder Homocystein entsteht, handelt es sich bei der Transsulfurierung um
den zweistufigen, irreversiblen Abbau des Homocysteins zu Cystein (Lu 2000, Mudd und
Levy 1983). Im ersten Schritt, der Transsulfurierung, kondensiert das Homocystein mit
Serin unter Katalyse des Enzyms Cystathionin-f-Synthase (CBS) zu Cystathionin. Im
zweiten Schritt werden unter Mitwirkung der Hydrolase Cystathionin-y-Lyase Ammoniak
und a-Ketobutyrat abgespalten, wobei Cystein entsteht. Fiir beide Reaktionen wird
Pyridoxal-5-Phosphat (PLP) benétigt (Sobczynska-Malefora et al. 2003, Obeid et al.
2005). Cystein wird zur Synthetisierung des Glutathion (Glutamat-Cystein-Glycin, Glu-
Cys-Gly, Q-C-G) benutzt oder es wird im weiteren Verlauf zu Sulfat und CO, abgebaut.

Sulfat wird mit dem Urin ausgeschieden.
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1.1.5. Folsaure und Folatstoffwechsel
Folate sind die natiirlichen Formen der Folsdure (Abb.: 4). Die Bezeichnung Folate
umfasst chemische Verbindungen, die aus einem Pteridinring, p-Aminobenzoat und einem

oder mehreren Glutamatresten bestehen.

(o]
H H
/@row e n

Ho S OH

p-Amino-
Pteridin i benzoat Glutamat

____________________________________________________________________

Pteroylglutamat = Folsdure

Abbildung 4: Folsdure in ihrer kiinstlichen Form als Folsduremonoglutamat (Pteroylglutamat) (entnommen
aus Béssler et al. 1997, Seite 104).

Die aus Pteridin und p-Aminobenzoat gebildete Teilstruktur wird als Pteroinsdure
bezeichnet. Je nach Anzahl der an die Pteroinsdure gebundenen Glutamatreste wird
zwischen Pteroylmonoglutamat oder Pteroylpolyglutamat unterschieden.
Pteroylmonoglutamat wird auch als Pteroylglutamat oder Folsduremonoglutamat,
Pteroylpolyglutamat auch als Folsdurepolyglutamat bezeichnet. Weil der Mensch Folate
nicht synthetisieren kann, sind die mit der Nahrung aufgenommenen Folate die einzige
Folatquelle fiir ihn (Nguyen et al. 1997, Ulrich et al. 2002). Die Resorption der Folate
erfolgt durch die Enterozyten im Diinndarm, wobei nur Folsduremonoglutamat resorbiert
wird (Stover 2004, Moat et al. 2004b). Sie wird vom Reduced Folate Carrier I (RFC I) und
dem Folate Binding Protein (FBP) vermittelt. Neben der enzymvermittelten Aufnahme
kann Folsduremonoglutamat bis zu 30% mittels passiver Diffusion in die Enterozyten
aufgenommen  werden. Nach der Aufnahme in die Enterozyten wird
Folsduremonoglutamat zu 7,8-Dihydrofolat und anschlieend zu 5,6,7,8-Tetrahydrofolat
(THF) reduziert. Katalysiert werden die beiden Reaktionen von der Folatreduktase und der
Dihydrofolatreduktase. THF und seine Derivate sind die biochemisch aktiven Formen der
Folsdure. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Methylgruppeniibertragung von Serin auf
Homocystein und auf Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) (Koletzko et al. 2004). Als
erstes wird THF unter Mitwirkung der Serin-Hydroxymethyltransferase (Heil et al. 2001)
zu  5,10-Methylen-THF = methyliert (Abb.: 3). 5,10-Methylen-THF st der
Methylgruppendonator ~ fiir die  Methionin- und dTMP-Synthese. Bei der
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Methioninsynthese ~ wird  5,10-Methylen-THF  unter Mitwirkung des Enzyms
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) zu 5-Methyl-THF reduziert, welches dann bei
der Methylierung des Homocysteins seine Methylgruppe wieder abgibt. Bei der Reaktion
entstehen Methionin und THF. Neben der Methioninsynthase wird fiir die Ubertragung der
Methylgruppe auch Vitamin B, (Cobalamin) gebraucht. Die Methylgruppe wird primér
auf Vitamin Bj; und erst sekundédr auf das Homocystein {ibertragen. Bei der von der
Thymidylatsynthase (TYMS) katalysierten Neusynthese von dTMP wird eine
Methylgruppe vom 5,10-Methylen-THF auf dUMP {iibertragen. Es entstehen dTMP und
7,8-Dihydrofolat. 7,8-Dihydrofolat wird anschlieBend zu THF reduziert.

1.1.6. Determinanten der Homocysteinkonzentration

Es gibt zwei unterschiedliche Auspragungsformen von erhohten Homocysteinspiegeln, die
Homocystinurie und die Hyperhomocysteindimie. Die Homocystinurie beschreibt
Homocysteinkonzentrationen >100umol/l (Stanger et al. 2003). Sie ist eine seltene,
angeborene Erbkrankheit (1 Patient auf 300.000 Geburten) und beruht auf Mutationen in
den Genen der Cystathionin-B-Synthase und der Methylentetrahydrofolatreduktase. Als
Hyperhomocysteinimie werden Homocysteinkonzentrationen >12 pmol/l und <30 pmol/l
bezeichnet (Stanger ef al. 2003). Die Hyperhomocysteindmie ist mit 5-10% relativ héufig.
Sie kann durch das Alter, die Nierenfunktion, den Lebensstil, die korperliche Aktivitét, den
Vitaminstatus, das Geschlecht und durch die genetische Ausstattung bedingt sein. Nicht
selten sind mehrere dieser Ursachen verantwortlich fiir das Auftreten einer
Hyperhomocysteindmie. Wenn die Hyperhomocysteindmie genetisch bedingt ist, wird sie
durch einen Polymorphismus wund nicht durch eine Mutation verursacht.
Homocysteinkonzentrationen >30 pumol/l und <100 pumol/l werden als intermediire
Hyperhomocysteindmie bezeichnet (Stanger ef al. 2003).

Das Alter, die Nierenfunktion, der Lebensstil, die korperliche Aktivitit und der
Vitaminstatus sind verdnderliche Determinanten des Homocysteinspiegels. Mit
zunehmendem Lebensalter nimmt die Homocysteinkonzentration zu (Andersson et al.
1992, De Bree et al. 2002). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf der mit zunehmendem
Alter abnehmenden Nierenfunktion (Manjunath et al. 2003). Kaffeekonsum (Jacques et al.
2001, Koehler et al. 2001) und Rauchen (Nygard et al. 1998, Rasmussen et al. 2000) sind
bei Méannern und Frauen mit erhohten Homocysteinspiegeln assoziiert. Die Assoziation
des Rauchens mit dem Homocysteinspiegel konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass

Raucher sich im Allgemeinen weniger bewusst erndhren (Dallongeville et al. 1998, Saw et
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al. 2001). Fiir Tee konnte bis jetzt keine eindeutige Assoziation zu Homocystein gefunden
werden (De Bree et al. 2002). Moderater Alkoholkonsum hat eine homocysteinsenkende
Wirkung, wohingegen Alkoholmissbrauch zu erhhten Homocysteinspiegeln fiihrt (Cravo
et al. 1996, Koehler et al. 2001, Bleich et al. 2000a, Bleich et al. 2000b, Halsted 2001).
Der Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Homocystein ist sehr komplex und
insbesondere die Wirkung von verschiedenen alkoholischen Getrinken (Bier, Wein,
Spirituosen) ist noch nicht aufgeklart (Bleich et al. 2000a).

Physische Belastungen, insbesondere kurze, hochintensive und konsumierende
Belastungen fithren zu einem Anstieg des Homocysteinspiegels (Weill 2003, Herrmann et
al. 2003a, Herrmann et al. 2003b). Ausdauerbelastungen im Zusammenhang mit einem
entsprechenden Ausdauertraining senken das Homocystein dagegen leicht (Wei3 2003).
Insbesondere die biologisch aktiven Formen der Folsdure und die Vitamine B;, und B¢
sind wichtige Determinanten des Homocysteinspiegels. Die homocysteinsenkende
Wirkung von Folaten, Vitamin Bj; und Vitamin B¢-Applikationen ist in verschiedenen
Studien nachgewiesen worden. Dies gilt sowohl fiir normale (<12 pumol/l) (Ward et al.
1997, Brouwer et al. 1999) als auch fiir erhohte (>12 pmol/l) Homocysteinkonzentrationen
(Olszewski et al. 1989, Ubbink et al. 1993). In einer von Clarke und Armitage (Clarke und
Armitage 2000) durchgefiihrten Meta-Analyse wurde nachgewiesen, dass Homocystein
durch tigliche Folsdureapplikationen zwischen 0,5 und 5 mg bis um 25% gesenkt werden
kann. Durch zusitzliche Verabreichung von Vitamin B, kann Homocystein um weitere
7% gesenkt werden. Vitamin Bg zeigte in dieser Meta-Analyse keinen
homocysteinsenkenden Effekt. Vitamin Bg entfaltet seine homocysteinsenkende Wirkung
bei Patienten mit erhdhten Methioninkonzentrationen und bei Versuchen mit forcierter
Methioninaufnahme (Methioninbelastungstests) (Bostom et al. 1995, Stanger et al. 2003).
In der von Clarke und Armitage (Clarke und Armitage 2000) durchgefiihrten Meta-
Analyse waren keine Studien enthalten, in denen Methioninbelastungstests durchgefiihrt
wurden. Auch die Nahrungsaufnahme von Vitaminen wirkt sich signifikant auf den
Homocysteinspiegel aus. So ist eine hdhere Folataufnahme mit niedrigeren
Homocysteinkonzentrationen assoziiert (Ubbink et al. 1993, Bates et al. 1997, Rasmussen
et al. 2000, Jacques et al. 2001, Saw et al. 2001). Fiir Vitamin B, konnte nur bei dlteren
Personen und Senioren ein Zusammenhang zwischen dem mit der Nahrung
aufgenommenen Vitamin B;, und niedrigeren Homocysteinspiegeln gefunden werden

(Ubbink et al. 1993, Saw et al. 2001).
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Das Geschlecht und die genetische Ausstattung eines Menschen sind gegebene
unveranderliche Determinanten des Homocysteinspiegels, die sich innerhalb eines Lebens
nicht dndern. Ménner haben hohere Homocysteinkonzentrationen als Frauen (De Bree et
al. 2002). Bei Frauen steigt das Homocystein nach den Wechseljahren an (Andersson et al.
1992). Auf den Einfluss der genetischen Ausstattung wird im nichsten Abschnitt genauer

eingegangen.

1.1.7. Genetische Determinanten des Homocysteinspiegels

Die haufigste Ursache fiir eine Homocystinurie sind Mutationen im CBS-Gen (Kraus et al.
1999). In diesem Gen sind bisher 130 krankheitsverursachende Mutationen beschrieben
(Moat et al. 2004a). Die meisten von diesen Mutationen sind so genannte private
Mutationen, die bis jetzt nur bei einer Person gefunden worden sind. (Kraus et al. 1999).
Die zwei hdufigsten nicht privaten Mutationen im CBS-Gen sind die CBS-T833C-
Transition und die CBS-G919A-Transition (Kluijtmans et al. 1999, Gallagher et al. 1995)
Die dritthdufigste Mutation ist die IVS-11-2. Sie befindet sich im Intron-11 und veréndert
die DNA-Sequenz an der 3’-Spleissstelle von Exon-12, wodurch das gesamte Exon nicht
exprimiert wird (Kozich und Kraus 1992). Der am besten untersuchte Polymorphismus im
CBS-Gen ist eine Insertion von 68 Basenpaaren (CBS-844Ins68) (Tsai et al. 1996, Tsai et
al. 2000, De Stefano et al. 1998, De Franchis et al. 1998). Dieser Polymorphismus
verandert die 3'-Spleissstelle von Exon-8, wodurch die CBS-T833C-Transition unwirksam
wird (Tsai et al. 1996). Die CBS-844Ins68-Insertion befindet sich immer in cis-Formation
mit der CBS-T833C-Transition in einem Allel (68-Bp-Ins/C). Die CBS-T833C-Transition
kommt dagegen sehr selten (1/58.000-1.000.000) auch in einem Wildtypallel, das heif3t
ohne die CBS-844Ins68-Insertion vor (WT/C) (Gaustadnes et al. 1999). Bei diesen
Personen erzeugt die Transition ein vorzeitiges Stoppcodon in der codierenden DNA-
Sequenz, wodurch es zu einem funktionslosen CBS-Protein und in der Folge zu einer
Homocystinurie kommt. Die CBS-C699T-Transition und die CBS-T1080C-Transition sind
zwei weitere Polymorphismen im CBS-Gen, die gut untersucht sind (Kruger et al. 2000,
Lievers et al. 2001). Beide Polymorphismen verdndern das dritte Nukleotid des jeweiligen
Codons. Sie sind stille DNA-Sequenzvariationen und haben keine Auswirkung auf die
Aminosduresequenz des CBS-Proteins. Ein Zusammenhang der beiden Polymorphismen
mit dem Homocysteinspiegel konnte bis jetzt nicht gefunden werden (Lievers et al. 2001).
Beide Polymorphismen zeigten allerdings einen Effekt auf die homocysteinsenkende

Wirkung von Folsdureapplikationen bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (Kruger et
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al. 2000). Bei homozygoten CBS-C699T- (TT) und CBS-T1080C-Patienten (CC) wurde

durch Folsdureapplikationen die hochste Erniedrigung des Homocysteinspiegels (13,6%
gegeniiber 4,8% beim CBS- C699T und 12,9% gegeniiber 2,7% beim CBS-T1080C)
erzielt.

Neben Mutationen und Polymorphismen im CBS-Gen sind in den letzten Jahren auch eine
Reihe von Polymorphismen in anderen Genen des Homocysteinstoffwechsels untersucht
worden. Der am besten untersuchte Polymorphismus ist die C677T-Transition im Gen der
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR-C677T). Der Polymorphismus ist relativ
hiufig. In einer Meta-Analyse von Wald et al. (Wald et al. 2002) waren 47% der
untersuchten Personen Wildtypen (CC), 43% heterozygote Mutanten (CT) und 10%
homozygote Mutanten (TT). Der Polymorphismus verursacht eine um 34% (heterozygote
Trager, CT-Genotyp) bzw. 71% (homozygote Trager, TT-Genotyp) reduzierte Aktivitét
der Methylentetrahydrofolatreduktase (van der Put et al. 1996). Dadurch kommt es bei
betroffenen Personen zu einem signifikanten Anstieg des Homocysteinspiegels (Frosst et
al. 1995). Der Polymorphismus verursacht allerdings keine Homocystinurie. Er ist mit
moderat erhohten Homocysteinspiegeln (12-30 umol/l (Stanger et al. 2003) assoziiert.
Besonders deutlich wirkt sich der Polymorphismus bei Probanden mit niedrigen
Folatkonzentrationen aus (Harmon et al. 1996, Jacques et al. 1996, Geisel et al. 2003).
Eine von Klerk ef al. (Klerk et al. 2002) durchgefiihrte Meta-Analyse kommt zu dem
Ergebnis, dass der MTHFR-677TT-Genotyp signifikant mit dem Risiko fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert ist. In Tabelle 1, sind weitere Polymorphismen,
die in den letzten Jahren im Zusammenhang mit dem Homocysteinspiegel untersucht
worden sind, zusammengefasst. [hr Einfluss auf den Homocysteinspiegel ist geringer als
der der MTHFR-C677T-Transition, bzw. weniger gut untersucht. Assoziationen dieser
Polymorphismen mit kardiovaskuldren Erkrankungen konnten bis jetzt nicht eindeutig

nachgewiesen werden.
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Tabelle 1: Polymorphismen und ihr Einfluss auf Homocystein.
Gen Verdnderung Verdnderung Literatur Effekt
(Kurzbezeichnung) auf auf auf
DNA-Ebene Proteinebene HCY
Methylentetrahydrofolat- | C677T A222V Frosst et al. (1995) +
r;‘[‘;ﬁﬁ; A1298G E433A van der Put e7 al. (1998) 0
( ) Geisel et al. (2003)
Cystathionin-B-Synthase | C699T stille Variation | Lievers et al. (2003b) 0
(CBS) Kruger et al. (2000)
De Stefano et al. (1998)
T1080C stille Variation | Lievers et al. (2003a) 0
14037-VNTR- - Lievers et al. (2003a, b) +
31-Bp
844ins68 Gaustadnes et al. (1999, 2000) 0
Methioninsynthase A2756G D919G Leclerc et al. (1996) 0
(MTR) Geisel et al. (2003)
Methioninsynthase- A66G 122M Wilson et al. (1999) 0
Reduktase Geisel et al. (2003)
(MTRR)
Reduced Folate Carrier I | GBOA R27H Chango et al. (2000) +/-
(RFC D) Drogan et al. (2004)
Transcobalamin II A67G 123V Lievers et al. (2003a) +/-
(TC 1) G280A G94S Lievers et al. (2003a) 0
C776G P259R Namour et al. (2001) +/-
Miller et al. (2002)
C1043T S348F Lievers et al. (2003a) 0
G1196A R399Q Lievers et al. (2003a) 0
Betain-Homocystein- G595A G199 Lievers et al. (2003a) 0
Methionin-Transferase G716A Q239R Lievers et al. (2003a) 0
(BHMT) G1218T Q406H Lievers et al. (2003a) 0
Serin-Homocystein- C1420T L474F Heil et al. (2001) +/-
Methionin-Transferase
(SHMT)
Katechol-O-Methyl- G1947A V158M DeMille et al. (2002) +/-
transferase
(COMT)
Glutamatcarboxy- C1561T H475Y Devlin et al. (2000) +/-
peptidase 11 Drogan et al. (2004)
(GCP 1D
Thymidylatsynthase 28-Bp-Repeat - Kawakami ez al. (2001) +/-
(TYMS) Brown et al. (2004)
Trinh et al. (2003)
G-58C --- Mandola et al. (2003) #

Kawakami et al. (2003)

6-Bp-Deletion

Ulrich et al. (2000)
Mandola et al. (2004)
Kealey et al. (2005)

Der Aminosdurecode der 20 proteinogenen Aminosduren und der Basencode der vier DNA-Basen sind im
Anhang aufgeschrieben. #: noch nicht untersucht.
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1.1.8. Polymorphismen im Gen der Thymidylatsynthase

Innerhalb der sieben Exons des Thymidylatsynthasegens sind in der Datenbank des
“Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI) vier DNA-Sequenzvariationen
beschrieben (rs11540152, rs3786362, rs596909, rs11540153) (Abb.: 5). Nur fiir eine der
vier DNA-Sequenzvariationen (rs3786362) stehen Genotyp- und Allelfrequenzen zur
Verfiigung. Obwohl das Gen ein kleines Gen mit nur sieben Exons ist, gibt es nur eine
publizierte Studie in der das Gen nach unbekannten Sequenzvariationen untersucht wurde
(Volcik et al. 2003). Genauere Untersuchungen gibt es zu drei Polymorphismen, die in
nicht codierenden DNA-Bereichen des Gens lokalisiert sind: TYMS-28-Bp-Repeat (Trinh
et al. 2002), TYMS-G-58C-Transversion (Mandola et al. 2003), TYMS-6-Bp-Deletion
(Mandola et al. 2004) (Abb.: 5).

h) 1698 2427 6272 1504 508 1408 3
-~ 205 — 74 175 102 fueeet 176 (el 72 feee{ 138 |[=@=—
T Exon-1 2 3 4 5 6 7 T
TYMS-28-Bp-Repeat TYMS-6-Bp-Deletion

f

TYMS-G-58C-Transversion in der Repeatsequenz

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Thymidylatsynthasegens. Die GroBe der sieben Exons und der
sechs Introns ist in Basenpaaren in den Rechtecken bzw. iiber der dicken schwarzen Linie angegeben. Die
Sequenzvariationen rs11540152 und rs3786362 befinden sich im Exon-3. Die rs596909 und rs11540153
befinden sich im Exon-4 des Gens.

Der 28-Bp-Repeat liegt im Promotorbereich des Thymidylatsynthasegens. Bei diesem
Polymorphismus werden 28 Nukleotide zwischen zwei und neun Mal wiederholt (Takeishi
et al. 1989, Kaneda et al. 1990, Horie et al. 1995, Luo et al. 2002). Zwei und drei 28-
Basenpaar-Motive (2R und 3R, R: Repeats (Wiederholungen)) sind am weitesten verbreitet
(Marsh et al. 1999, Marsh et al. 2000), vier (4R), fiinf (5R) und neun (9R) 28-Basenpaar-
Motive werden selten, in chinesischen und afrikanischen Bevolkerungsgruppen, gefunden
(Marsh et al. 1999, Marsh et al. 2000, Luo et al. 2002). Sechs, sieben und acht 28-
Basenpaar-Motive wurden bis jetzt nicht gefunden. Die Allelfrequenz des 3R-Allels
variiert zwischen ethnischen Gruppen und wird bei Chinesen mit 67%, bei Kaukasiern mit
38% und bei Afrikanern zwischen 49 (Kenia) und 56% (Ghana) angegeben (Marsh et al.
2000). Die Anzahl an 28-Basenpaar-Wiederholungen beeinflusst die Genexpression der
Thymidylatsynthase, wobei das 3R-Allel mit einer hoheren Genexpression und
Thymidylatsynthaseaktivitét assoziiert ist, als das 2R-Allel (Horie et al. 1995, Kawakami
et al. 2001, Kawakami et al. 2003). Es wird vermutet, dass der 5,10-Methylen-THF-Bedarf
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bei homozygoten 3R/3R-Probanden grofler ist als bei heterozygoten 3R/2R- und 2R/2R-
Probanden. Dieser erhohte Bedarf beeinflusst theoretisch die verfiigbare Menge an 5,10-
Methylen-THF. Da die Thymidylatsynthase und die Methylentetrahydrofolat-reduktase
beide das 5,10-Methylen-THF als Methylgruppendonator benutzen, fiihrt eine Reduzierung
an verfligbaren 5,10-Methylen-THF zu einem erhéhten Konkurrenzdruck unter den beiden
Enzymen (Brown et al. 2004). Diese Hypothese wird durch eine Studie von Trinh et al.
(Trinh et al. 2002), in der 505 chinesische Probanden untersucht wurden, unterstiitzt.
Homozygote 3R/3R-Probanden hatten in dieser Studie niedrigere Folatkonzentration und
hohere Homocysteinspiegel als 2R/2R Probanden. Von Brown et al. (Brown et al. 2004)
wurden 400 nordirische Probanden im Alter von 20-26 Jahren (& 22,4) untersucht.
Assoziationen des 28-Bp-Repeats mit dem Homocysteinspiegel wurden in dieser Studie
nicht gefunden.

Die  G-58C-Transversion liegt 58 Basenpaare vor dem  Startcodon des
Thymidylatsynthasegens und wird deswegen in dieser Studie als TYMS-G-58C-
Transversion bezeichnet. Sie befindet sich in der zweiten 28-Basenpaar-Wiederholung des
3R-Allels. In der dritten 28-Basenpaar-Wiederholung ist immer ein Cytosin vorhanden. Im
2R-Allel scheint diese Base ebenfalls nicht polymorph zu sein. In Probandenstudien
wurden bis jetzt keine 2RC-Allele (zwei 28-Bp-Repeats mit Cytidin) gefunden (Mandola
et al. 2003, Kawakami et al. 2003). Die Allelfrequenz des 3RC-Allels (drei 28-Bp-Repeats
mit Cytosin) variiert zwischen ethnischen Gruppen (Mandola et al. 2004). Sie betriagt
zwischen 28 (Chinesen) und 56% (Kaukasiern). Es ist bekannt, dass das 3RG-Allel (drei
28-Bp-Repeats mit Guanosin) in vitro eine vier mal effektivere Genexpression hat als
3RC-, 2RC- und 2RG-Allel-Konstrukte (2RG, zwei 28-Bp-Repeats mit Guanosin)
(Kawakami et al. 2003). Der 28-Bp-Repeat und die G-58C-Transversion beeinflussen sich
gegenseitig. Kawakami et al. (Kawakami ef al. 2003) haben beide Polymorphismen
zusammen in einer Studie untersucht. Sie teilen die untersuchten Probanden ihrer Studie in
eine Gruppe mit hoher Expressionsrate (2RG/3RG, 3RC/3RG, 3RG/3RG) und eine Gruppe
mit niedriger Expressionsrate (2RG/2RG, 2RG/3RC, 3RC/3RC). Assoziationen dieses
Polymorphismus mit dem Homocysteinspiegel sind noch nicht untersucht worden.

Die 6-Bp-Deletion befindet sich im 3'-terminalen Bereich des Thymidylatsynthasegens
(Ulrich et al. 2000, Ulrich et al. 2002). Die Allelfrequenz der Deletion (Del-Allel) in einer
kaukasischen Probandengruppe (n = 95) betrug 29%. Die Genotypfrequenzen in dieser
Probandengruppe betrugen 48% Wildtypen (WT/WT), 44% heterozygote Mutanten
(WT/Del) und 7% homozygote Mutanten (Del/Del) (Ulrich et al. 2000). Von Mandola et
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al. (Mandola et al. 2003) wird die Allelfrequenz der 6-Bp-Deletion fiir Chinesen,

Afrikaner, Kaukasier und Mestizen mit 76, 52, 41 und 26% angegeben. Die 6-Bp-Deletion
ist in vitro mit einer verminderten mRNA-Stabilitdit und in vivo mit reduzierten
Genexpressionsraten in Tumorzellen assoziiert (Mandola et al. 2004, Chu und Dolnick
2002, Volcik et al. 2003). Bei Probanden, die in beiden Allelen diese sechs Basenpaare
trugen (Wildtypen (WT)), wurden signifikant hoéhere Thymidylatsynthase-mRNA-
Konzentrationen gemessen als bei homozygoten Mutanten (Del/Del) (Mandola et al.
2004). Erste Hinweise auf einen Zusammenhang der 6-Bp-Deletion mit dem Folat- und
Homocysteinstoffwechsel wurden 2005 von Kealey ef al. (Kealey et al. 2005) beschrieben.
Bei nordirischen Nichtrauchern war die Deletion signifikant mit hoheren
Erythrozytenfolatkonzentrationen und niedrigeren Homocysteinspiegeln assoziiert (Kealey

et al. 2005).
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1.2. Mutationen

Nach dem hollédndischen Botaniker Hugo de Vries (1848-1925) sind Mutationen bleibende
Variationen am genetischen Material, die an die Folgegenerationen weitergegeben werden.
Diese Definition von 1901 ist auch heute noch giiltig. Zunichst entsteht durch eine
genetische Verdnderung in einer Zelle eine Pramutation. Wenn diese Pramutation mit dem
Leben nicht vereinbar ist, fithrt sie zum Tod, das heif3t sie stirbt aus, bevor sie als Mutation
in den Folgegenerationen in Erscheinung treten kann (Kérner und Witkowsky 1997). Eine
Pramutation hat keinen Einfluss auf den phinotypischen Charakter einer Art, sondern
hochstens auf den phanotypischen Charakter ihres Tréagers. In der Humangenetik wird nach
der Art der betroffenen Zellen zwischen Keimbahnmutationen und somatischen
Mutationen unterschieden. Wenn eine genetisch verdnderte Keimbahnzelle zur
Fortpflanzung gelangt, tragen die Nachkommen diese genetische Verdnderung in allen
thren Zellen. Somatische Mutationen betreffen teilungstidhige Korperzellen. Sie werden an
die Tochterzellen in einem Organismus, aber nicht an seine Nachkommen weitergegeben.
Auf der Ebene des genetischen Materials wird nach Genommutationen,
Chromosomenmutationen und Genmutationen unterschieden. Genommutationen sind
Verdanderungen in der Anzahl der Chromosomen. Von der Verdnderung der
Chromosomenzahl koénnen ganze Chromosomensitze (Polyploidie), aber auch einzelne
Chromosomen (Aneuploidie) betroffen sein. Chromosomenmutationen, auch als
strukturelle Chromosomenaberationen bezeichnet, sind mikroskopisch erkennbare
Strukturverdnderungen an Chromosomen. Sie entstehen durch Chromosomenbriiche. Eine
strukturelle Chromosomenaberation ist balanciert, wenn die Menge an chromosomaler
DNA unverindert bleibt. Sie ist unbalanciert, wenn die Menge an chromosomaler DNA
verandert ist. Genmutationen sind Veranderungen in der Nukleotidsequenz der DNA im
Bereich eines Gens. Sind die codierenden Bereiche eines Gens (exonische DNA-Bereiche)
oder Regulatorsequenzen (zum Beispiel Promotorsequenzen oder Splicing-
Signalsequenzen) von einer Mutation betroffen, kann es zu Auswirkungen auf die Funktion
des Genproduktes kommen. Sind dagegen nicht codierende intronische DNA-Abschnitte
betroffen, kommt es fast nie zu phéinotypischen Auswirkungen. Deswegen blieben
intronische Genmutationen lange Zeit unerkannt. Sie wurden erst mit der Entwicklung der
modernen Sequenziertechniken in vergleichenden Sequenzanalysen entdeckt. Es gibt
verschiedene Arten von Genmutationen. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit

Punktmutationen, Deletionen und Insertionen.
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1.2.1. Punktmutationen

Eine Punktmutation ist der Austausch eines Nukleotids gegen ein anderes Nukleotid. Es
gibt zwei Gruppen von Punktmutationen: Transitionen und Transversionen. Als Transition
bezeichnet man den Austausch einer Purinbase gegen eine Purinbase oder einer

Pyrimidinbase gegen eine Pyrimidinbase.

Adenin & Guanin

Thymin 5 Cytosin

Als Transversion bezeichnet man den Austausch einer Purinbase gegen eine Pyrimidinbase

oder einer Pyrimidinbase gegen eine Purinbase.

Adenin & Thymin
Adenin 5 Cytosin
Guanin & Thymin

Guanin 5 Cytosin

1.2.2 Insertionen und Deletionen
Bei Insertionen und Deletionen handelt es sich um den Verlust oder den Zugewinn eines

oder mehrerer Nukleotide innerhalb der DNA-Sequenz eines Gens.

1.2.3 Polymorphismen und "Single Nucleotide Polymorphism' (SNP)

Urspriinglich wurde die Bezeichnung Polymorphismus in der Genetik und insbesondere in
der Populationsgenetik verwendet. Das Auftreten von unterschiedlichen Phédnotypen in
einer Population wurde auf unterschiedliche Allele eines Gens zuriickgefiihrt. Die
Koexistenz von zwei oder mehr deutlich verschiedenen Formen eines vielgestaltigen
(polymorphen) Merkmals innerhalb einer Population wurde als Polymorphismus
bezeichnet. In der modernen Humangenetik spricht man von einem Polymorphismus, wenn
ein variantes Allel eine Frequenz von mindestens einem Prozent erreicht (Gut 2001, Frueh
und Noyer-Weidner 2003). Ist die Allelfrequenz eines Allels an einem Genort kleiner als
1%, wird von einer Mutation gesprochen. Im medizinischen Sprachgebrauch hingegen,
wird die Bezeichnung Mutation fiir Sequenzvariationen benutzt, die eine Erkrankung
verursachen. Punktmutationen, bei denen die Allelfrequenz gréfer als ein Prozent ist
(humangenetische Definition) oder die keine Erkrankung verursachen (medizinische

Definition), werden als Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) bezeichnet. Thnen
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kommt der grofite Anteil an bekannten Sequenzvariationen im menschlichen Genom zu

(Antonarakis et al. 2000).

1.3 Methoden zum Nachweis von Mutationen

Mutationen sind bis auf Genommutationen, bei denen die Chromosomenzahl verdndert ist,
stets Variationen an der DNA-Sequenz. Sie konnen somit auch als DNA-
Sequenzvariationen bezeichnet werden. Bei der Auswahl der Methode zum Nachweis einer
DNA-Sequenzvariation ist zu beriicksichtigen, ob die Sequenzvariation schon beschrieben
worden ist oder nicht. Ist sie schon beschrieben, konnen spezifische Methoden wie zum
Beispiel "Restriction Fragment Length Polymorphism" (RFLP), "Allel Specific
Oligonucleotid Test" (ASO), "Oligonukleotid Ligations Test" (OLA) oder "Allel Specific
PCR" (ASP) benutzt werden. Wird nach unbekannten Sequenzvariationen gesucht, miissen
die Proben entweder sequenziert werden, oder es miissen unspezifische Suchmethoden wie
zum Beispiel "Single Strand Conformation Polymorphism" (SSCP), "Temperature
Gradient Gel Electrophoresis" (TGGE), "Denaturing Gradient Gel Electrophoresis"
(DGGE), "Protein Truncation Test" (PTT), "Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation-
Time of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) oder "Denaturing High
Performance Liquid Chromatography" (DHPLC) benutzt werden. Insertionen und
Deletionen konnen direkt nach der PCR mittels direkter Agarosegelelektrophorese
(dAGE), direkter Polyacrylamidgelelektrophorese (dPAGE) oder wunter nicht
denaturierenden Bedingungen mittels DHPLC ((D)HPLC-Sizing) bestimmt werden. Ein
weiterer wichtiger Aspekt der bei der Methodenauswahl beriicksichtigt werden muss, ist
der benotigte Arbeits- und Zeitaufwand, der fiir den Nachweis bendtigt wird. RFLP,
dAGE, dPAGE, ASO, OLA, ASP, SSCP, TGGE, DGGE und PTT sind im Vergleich zu
MALDI-TOF-MS, DHPLC und (D)HPLC-Sizing arbeits- und zeitaufwindiger in der
Durchfiihrung. Im folgenden sollen die in dieser Arbeit angewendeten Methoden (RFLP,
dAGE, DHPLC, (D)HPLC-Sizing) beschrieben werden. Ein umfangreicher Uberblick iiber
Methoden zur Detektion von DNA-Sequenzvariationen ist von Drabek (Drabek 2001)

publiziert worden.

1.3.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
DNA-Sequenzvariationen  kénnen  zur  Bildung bzw. zum  Verlust von
Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme fiihren. Dieses Phdnomen wird bei RFLP-

Mutationsanalysen zum Mutationsnachweis benutzt. Fiihrt die Sequenzvariation eine

19



Allgemeine Einleitung

Restriktionsschnittstelle in die DNA-Sequenz ein, wird das mutierte Allel von dem
Restriktionsenzym geschnitten. Beim Verlust einer Restriktionsschnittstelle wird das
Wildtypallel geschnitten. Der Mutationsnachweis erfolgt nach Restriktionsverdau eines
PCR-Produktes, durch den Nachweis der geschnittenen bzw. nicht geschnittenen DNA-
Molekiile mittels Gelelektrophorese.

1.3.2. Direkte elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

Die direkte elektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten kann bei Insertionen und
Deletionen von mehreren Nukleotiden angewendet werden. Mittels dAGE konnen
GroBenunterschiede, die mehr als 10% des PCR-Produktes betragen, nachgewiesen
werden.  Bei  kleineren  Differenzen @ muss das = PCR-Produkt  mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt werden. Deletionsallele sind kleiner,
Insertionsallele sind groBer als Wildtypallele. Der Nachweis der Allele erfolgt durch den
Vergleich der DNA-Banden der Probanden-PCR-Produkte mit den DNA-Banden der PCR-
Produkte von Referenzprobanden. Deswegen miissen Probanden-PCR-Produkte und PCR-

Produkte von Referenzprobanden zusammen auf einem Gel aufgetrennt werden.

1.3.3. Denaturing High Performance Liquid Chromatography (DHPLC)

Mit der "Denaturing High Performance Liquid Chromatography" (DHPLC) wurde ein gut
automatisierbares Verfahren entwickelt, mit dem insbesondere Punktmutationen und kleine
Deletionen sowie Insertionen mit hoher Zuverléssigkeit detektiert werden kdnnen (Xiao
und Oefner 2001, Frueh und Noyer-Weidner 2003). Bei der Probenaufarbeitung wird die
DNA zundchst mittels PCR amplifiziert. Bei der sich anschliefenden Hybridisierung
(Abb.: 6) werden die doppelstringigen, helikalen DNA-Molekiile im PCR-Produkt bei 95°
C in zwei DNA-Einzelstringe geschmolzen (Denaturierung). Durch langsames Abkiihlen
auf circa 12° C werden die DNA-Einzelstringe zufillig wieder zu doppelstringiger DNA
zusammengefiihrt (Reanealing). Doppelstringige DNA, die sich aus zwei komplementédren
Einzelstringen gebildet hat, wird als Homoduplex bezeichnet. Als Heteroduplex wird
doppelstringige DNA bezeichnet, die sich aus zwei unterschiedlichen DNA-
Einzelstrangen gebildet hat. Bei heterozygoten Probanden entstehen bei der Hybridisierung
Homo- und Heteroduplexe, bei Wildtypen und homozygoten Mutanten entstehen nur
Homoduplexe. Homo- und Heteroduplexe haben unterschiedliche Schmelztemperaturen.
Heteroduplexe schmelzen bei einer niedrigeren Temperatur in ihre DNA-Einzelstrdnge als

Homoduplexe. Die Analysetemperatur fiir DHPLC-Sequenzanalysen wird so gewahlt, dass
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die Homoduplexe eines PCR-Produktes noch als doppelstrangige DNA, die Heteroduplexe
aber schon als einzelstringige DNA vorliegen. Bei dieser Temperatur wird eine
Ionenpaarchromatographie an einer unpolaren Polystyrendivinylbenzon-Umkehrphase
(DHPLC-Chromatographiesédule) durchgefiihrt. Als Laufmittel wird eine 0,5 molare

Triethylammoniumacetatlosung (TEAA) mit einem Acetonitrilgradient verwendet.

A) Denaturierung der DNA in DNA-Einzelstrange

PCR-Produkt DNA-Einzelstringe
AT AT
Wildtyp 10 min, 95° C R
AT GC
heterozygote el 10 min, 95° C
Mutante - >
GC GC
as aa - e ot e
homozygote s aa 10 min, 95°C oot
Mutante E E E E g R “":, *e,

B) Reannealing der DNA-Einzelstringe zu DNA-Homo- und Heteroduplexen

DNA-Einzelstrange Homoduplexe Heteroduplexe Chromatogramme

- 1,5° C pro min H H

- 1,5° C pro min ‘ ‘

v

Tl

1 4

~

lll‘

\J 1)

v
EEEEERER
EEEEERER
III‘ PR |

*e* %o+ - 1,5°Cpromin

*
*
.
.
*
A 4

Abbildung 6: Hybridisierung fiir eine DHPLC-DNA-Sequenzanalyse. Dargestellt ist eine Adenin zu Guanin
Transition (A>Q). Die Hybridisierung besteht aus der Denaturierung der DNA in DNA-Einzelstrédnge (A)
und dem anschlieBenden Reanealing der DNA-Einzelstrange (B). Bei Wildtypproben und Proben von
homozygoten Mutanten entstehen DNA-Homoduplexe. Beim Wildtyp bestehen sie aus zwei Wildtypallelen,
bei der homozygoten Mutante aus zwei varianten Allelen. Bei Proben von heterozygoten Mutanten entstehen
DNA-Heteroduplexe aus jeweils einem Wildtypallel und einem varianten Allel. 1) Nicht nach
Standardbedingungen gepaarte Basenpaare AG bzw. TC.
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DNA-Einzelstringe haben bei diesem Verfahren eine niedrigere Affinitdt zu der DHPLC-
Chromatographiesdule als doppelstrangige DNA. Sie werden deswegen bei einer
geringeren Acetonitrilkonzentration von der DHPLC-Chromatographieséule verdringt als
DNA-Doppelstringe. So entsteht bei der DHPLC-Analyse eines PCR-Produktes von einem
heterozygoten =~ Proband  ein ~ Chromatogramm  mit  einem  Doppelpeak
(Heteroduplexchromatogramm). Der Peak mit der kiirzeren Retentionszeit reprasentiert die
DNA der Heteroduplexe, der Peak mit der ldngeren Retentionszeit die DNA der
Homoduplexe. Bei Wildtyp-PCR-Produkten und bei PCR-Produkten von homozygoten
Mutanten ist nur ein Peak im Chromatogramm (Homoduplexchromatogramm) zu
erkennen. PCR-Produkte deren Chromatogramme weder dem Wildtyp- noch dem
Heteroduplexchromatogramm (Referenzchromatogramme) entsprechen, deuten auf das
Vorhandensein von unbekannten DNA-Sequenzvariationen in der untersuchten DNA hin.
Zur Bestdtigung und zur Lokalisierung der potentiellen DNA-Sequenzvariation miissen die
Proben sequenziert werden. Weil sich bei der Hybridisierung von PCR-Produkten von
Wildtypen und homozygoten Mutanten nur Homoduplexe bilden, lassen sich Wildtypen
von homozygoten Mutanten mittels DHPLC nur nach einem zusétzlichen Arbeitsschritt
unterscheiden. Das Probanden-PCR-Produkt muss mit einem Wildtyp-PCR-Produkt
(Kontroll-DNA) gemischt und hybridisiert werden. Bei einem Wildtyp-PCR-Produkt
entstehen bei der Hybridisierung mit Kontroll-DNA nur Homoduplexe, bei einem PCR-
Produkt von einer homozygoten Mutante entstehen jedoch Homo- und Heteroduplexe.

Das (D)HPLC-Sizing ist eine Variante der DHPLC, bei der die DNA nur nach ihrer
MolekiilgroBe aufgetrennt wird. Die PCR-Produkte werden direkt nach der PCR analysiert.
Die Analyse erfolgt unter nicht denaturierenden Bedingungen bei einer Analysetemperatur
von 50°. Bedingt durch die mit der GroBe der DNA-Molekiile zunehmende negative
Ladung, verldngert sich die Retentionszeit. Deletionsallele haben eine kiirzere,
Insertionsallele eine ldngere Retentionszeit als Wildtypallele. Wildtyp-PCR-Produkte und
PCR-Produkte von homozygoten Probanden haben Chromatogramme mit einem Peak,
heterozygote PCR-Produkte haben Chromatogramme mit zwei Peaks. Bei (D)HPLC-
Sizing-Mutationsnachweisen muss in jeder Serie mindestens ein Referenzproband pro
Genotyp mitgefiihrt werden. Mittels (D)HPLC-Sizing lassen sich Gréenunterschiede im

Amplifikat die >1% sind nachweisen.
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1.3.4. Vor- und Nachteile von RFLP, dAGE, DHPLC (D)HPLC-Sizing

RFLP-Methoden sind in der Praxis weit verbreitet. Sie erlauben die gelelektrophoretische
Erkennung einer DNA-Sequenzvariation anhand der vorhersagbaren DNA-Bandenmuster
fiir jeden der drei Genotypen einer DNA-Sequenzvariation. Der Nachweis der Banden
erfolgt mittels Agarosegelelektrophorese (AGE) oder PAGE. Die Methode ist unabhéngig
von zusitzlichen DNA-Sequenzvariationen innerhalb des PCR-Produktes. Wenn das
vorhergesagte Bandenmuster gefunden wird, ist der Mutationsnachweis eindeutig. RFLP-
Methoden haben allerdings den Nachteil, dass sich die Genotypen bei unvollstindigem
Restriktionsverdau des PCR-Produktes nicht unterscheiden lassen. Eine Bande in der
GroBBe des unverdauten PCR-Produktes kann auf unvollstindigen Verdau oder auf das
Fehlen der Erkennungssequenz fiir das jeweilige Restriktionsenzym in zumindest einem
Allel zuriickzufiihren sein. Dieses Problem kann durch verlidngerte Inkubationszeiten,
durch hohe Enzymkonzentrationen und durch den Einsatz von weniger PCR-Produkt
minimiert sowie durch das Mitfiihren von Kontroll-PCR-Produkten kontrolliert werden.
RFLP-Analysen konnen nur fiir Sequenzvariationen durchgefiihrt werden, bei denen die
Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms verdndert wird. Durch die drei notwendigen
Arbeitsschritte (PCR, Restriktionsverdau, Elektrophorese), sind RFLP-Mutationsanalysen
zeitaufwandig und arbeitsintensiv.

Die direkte Agarosegelelektrophorese ist ein einfaches, schnelles und robustes Verfahren
zum Nachweis von Insertionen, Deletionen, und Repeats (Rigat e al. 1992, Lindpaintner et
al. 1995, Tsai et al. 2000, Brown et al. 2004). Transitionen und Transversionen lassen sich
mittels dAGE nicht nachweisen. Direkte AGE Mutationsnachweise sind besonders
anwenderfreundlich, weil sie einfach und schnell durchzufiihren sind. Beim Nachweis von
Insertionen, Deletionen, und Repeats muss unabhidngig von der letztendlich benutzten
Methode zum Nachweis der unterschiedlichen Allele (dAGE oder (D)HPLC in dieser
Studie) das Problem der bevorzugten Amplifizierung eines Allels beachtet werden
(Shanmugam et al. 1993, Fogarty et al. 1994, Lindpaintner et al. 1995, Kaiser et al. 2002).
Dieses Phidnomen fiihrt zu falschen Ergebnissen, wenn eines der beiden Allele einer
heterozygoten Probe bevorzugt amplifiziert wurde.

Die DHPLC-Technologie wird vorrangig zum Screenen nach unbekannten
Polymorphismen benutzt wird. Sie kann allerdings auch zum Bestimmen von bekannten
Polymorphismen eingesetzt werden. Das Spektrum der nachweisbaren Polymorphismen
umfasst Transversionen, Transitionen, Deletionen, Insertionen und DNA-Sequenz-

Wiederholungen. DHPLC-Methoden sind leicht automatisierbar, wodurch sie gut zum
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Einsatz in der Routinediagnostik geeignet sind. Die Stirken der DHPLC-Technologie sind
die gute Anwendbarkeit bei einem weiten Spektrum von verschiedenen DNA-
Sequenzvariationen, die einfache Probenvorbereitung, die hohe Sensitivitit und Spezifitat
von 96% (Xiao und Oefner 2001) und der geringe Probenverbrauch von 5 pl pro
Sequenzanalyse. Beim Nachweis von homozygoten Mutanten verdoppelt sich der
Probenverbrauch und die Analysezeit. Das ist ein wesentlicher Nachteil der DHPLC. Ein
weiterer Nachteil der Methode ist die lineare Abarbeitung der Proben durch die DHPLC-
Anlage. Eine Analyse dauert zwischen sechs und 15 Minuten. Am Tag koénnen mit einer
DHPLC-Anlage zwischen 144 und 240 Proben analysiert werden. Wenn die Genotypen
von Polymorphismen mit einer niedrigen Frequenz des mutierten Allels bestimmt werden,
verringert sich der Probendurchsatz auf 72-120 Proben am Tag.

Das (D)HPLC-Sizing iiberzeugt ebenfalls durch die hohe Sensitivitit und Spezifitit und
den geringen Probenverbrauch. Aufgrund der einfachen und schnell durchfiihrbaren
Probenvorbereitung ist die (D)HPLC-Methode unter den vier besprochenen Methoden, die
anwenderfreundlichste. Ein Nachteil der Methode ist die Analysezeit von 20 Minuten pro
Analyse. Bei groBen Serien muss durch Abdecken der Proben mit einer Spezialfolie die
Evaporation der Proben vermieden werden. Aufgrund dieser langen Analysezeiten kdnnen
mittels (D)HPLC-Sizing nur bis zu 72 Proben am Tag analysiert werden. Das ist ein

Probendurchsatz, der auch mittels dAGE problemlos zu erreichen ist.
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2. Ziel der Arbeit

Die Arbeiten dieser Dissertation hatten das Ziel, bekannte und unbekannte DNA-
Sequenzvariationen in den Genen des Homocystein- und Folatstoffwechsels zu bestimmen,
um ihre Bedeutung fiir den Homocysteinspiegel zu erarbeiten.

Bis jetzt ist der Einfluss auf den Homocysteinspiegel nur fir den MTHFR-C677T
befriedigend aufgeklart worden. Fiir alle anderen in Tabelle 1 aufgelisteten
Polymorphismen sind die Ergebnisse der zur Verfiigung stehenden Studien nicht eindeutig.
Die Arbeiten dieser Studie sollen dazu beitragen, unser Verstandnis iiber ihren Einfluss auf
den Homocysteinspiegel zu vertiefen.

Zu Beginn der Arbeiten gab es keine publizierte Studie, in der das Gen der
Thymidylatsynthase systematisch auf unbekannte DNA-Sequenzvariationen untersucht
worden war. Aus diesem Grund sollte diese Studie untersuchen, ob es abgesehen von den
bekannten  Polymorphismen, weitere unbekannte DNA-Sequenzvariationen im
Thymidylatsynthasegen gibt, die den Homocysteinspiegel beeinflussen.

Zur Genotypisierung von Probanden sollte bevorzugt die DHPLC-Technologie eingesetzt
werden. Die Einsetzbarkeit dieser Technologie zur Genotypisierung von Polymorphismen

sollte tiberpriift werden.

Zur Erarbeitung dieser Ziele wurden folgende Arbeiten durchgefiihrt:

1. Entwicklung von DHPLC-Methoden zur Bestimmung von bekannten DNA-

Sequenzvariationen in ausgewahlten Genen des Homocystein- und Folatstoffwechsels.

2. Epidemiologische Untersuchungen zum Einfluss der Transcobalamin II-C776G-
Transversion (TC II-C776G) und der Reduced Folate Carrier I-G80A-Transition (RFC
I-G80A) auf den Homocysteinspiegel. Fiir diese Arbeiten wurden zwei der in Punkt 1

entwickelten Methoden angewendet.
3. Entwicklung und Anwendung von DHPLC-Methoden zum Screenen nach bekannten

und unbekannten DNA-Sequenzvariationen am Beispiel des Gens der

Thymidylatsynthase (TYMS).
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3. Graphische Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten

In Abbildung 7 sind die in dieser Dissertation durchgefiihrten praktischen Arbeiten in
einem FlieBdiagramm dargestellt. Die Probandenrekrutierung und die Blutentnahme
wurden nicht selbst durchgefiihrt. Die DNA-Isolierung fiir die Etablierung der DHPLC-
Methoden (Kapitel 1) wurde innerhalb dieser Studie durchgefiihrt. Die DNA fiir die
epidemiologischen Untersuchungen zum Einfluss der RFC [-G80A-Transition und der TC
II-C776G-Transversion auf den Homocysteinspiegel (Kapitel 2) und fiir die TYMS-
Sequenzanalysen (Kapitel 3) wurde von PD Dr. Jutta Dierkes zur Verfligung gestellt.

Probandeniekrutierung
Blutentnahme nicht Selb.St
durchgefiihrte
DNA—Islolierung Arbeiten
Primerde%ﬁgn (PCR) selbst
Primervorbereitung (PCR) durchgefiihrte
Arbeiten

Primerausteftung (PCR)
) Optimierujig der PCR ®
DNA-Sequenzanalysen

l Nachweis bekannter Screening nach l
Polymorphismen unbekannten DNA-

RFLP Sequenzvariationen DHPLC
(Methoden- (Methoden-
etablierung) entwicklung

o, © ® (@) |®
RFLP 3y DHPLC _____ 3 DHPLC Sequenzierung DHPLC

(etablierte (Methoden (etablierte (etablierte
Methode) -entwicklung) Methode) Methode)
\
) Sequenzierung ® ® ®
@ \

@D Genotypisierung, (® Genotypisierung | (&) Verifizierung ® Screening nach
Verifizierung mittels RFLP unbekannten
mittels RFLP DNA-Sequenz-

variationen

Abbildung 7: FlieBdiagramm der durchgefiihrten Arbeiten.

® RFLP-Analysen wurden fiir die Bestimmung von bekannten Polymorphismen benutzt. Die Methoden
wurden der Fachliteratur entnommen. @ Fiir die DHPLC-Methodenentwicklung zum Mutationsnachweis von
bekannten Polymorphismen wurden mittels RFLP genotypisierte PCR-Produkte herangezogen. ® Das
Screening nach unbekannten Sequenzvariationen, wurde mittels DHPLC durchgefiihrt. @ PCR-Produkte mit
auffélligen DHPLC-Chromatogrammen, wurden zur Erkennung der verursachenden DNA-Sequenzvariation
sequenziert. ® Die Verifizierung erkannter Sequenzvariationen erfolgte mittels RFLP-Mutationsanalysen.
War die Verifizierung einer neu gefundenen Sequenzvariation mittels RFLP nicht moglich (fehlende
Restriktionsschnittstelle), wurde wiederholt (2-3 mal) sequenziert.
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4. Kapitel 1

Entwicklung von DHPLC-Methoden zur Bestimmung von DNA-Sequenzvariationen in

ausgewihlten Genen des Homocystein- und Folatstoffwechsels.

4.1. Einleitung

Zur Bestimmung von DNA-Sequenzvariationen gibt es eine Vielzahl von Methoden

(Nollau und Wagner 1997, Drabek 2001, Gut 2001). Die am meisten benutzten Methoden

sind:

1. "Allelspecific Oligonucleotide Hybridisation" (ASO) (Richter und Seth 1998)

2. "Denaturing Gradient Gel Electrophoresis" (DGGE) (Fodde und Losekoot 1994)

3. Direkte Agarosegelelektrophorese (AAGE) (Johnson und Grossmann 1997)
4. "Restriction Fragment Length Polymorphism" (RFLP) (Kan und Dozy 1978)

5. "Single Strand Conformation Polymorphism" (SSCP) (Markoft et al. 1997)

6. "Temperature Gradient Gel Electrophoresis" (TGGE) (Wartell et al. 1998)

Der Goldstandard fiir die Bestimmung von DNA-Sequenzvariationen ist die direkte
Sequenzierung der DNA (Nollau und Wagener 1997).

In der vorliegenden Arbeit sollten Methoden zur Bestimmung von bekannten
Polymorphismen in Genen des Homocystein- und Folatstoffwechsels entwickelt werden.
Die entwickelten Methoden sollen anschlieend in epidemiologischen Studien eingesetzt
werden. In diesen Studien soll die Bedeutung der SNPs fiir den Homocysteinspiegel, bei
mehr als 1000 Probanden der EPIC-Studie-Potsdam (Boeing ef al. 1999, Bergmann et al.
1999, Riboli et al. 2002, Drogan et al. 2004), untersucht werden. Die wichtigsten
methodischen Anforderungen zum Nachweis von Polymorphismen in epidemiologischen
Studien sind:

1. ein hoher Probendurchsatz,

2. ein geringer Arbeitsaufwand,

3. gute Automatisierbarkeit und

4. eine hohe Sensitivitit sowie Spezifitit.

Der grofite Nachteil der zur Zeit am meisten benutzten Methoden ist, dass mit ihnen ein
hoher Probendurchsatz nur mit einem erheblichen Personal- und Zeitaufwand zu erreichen
ist (ASO, DGGE, RFLP, SSCP, TGGE). Bei SSCP-Methoden ist aulerdem bekannt, dass
sie sich nur bedingt standardisieren lassen (Nollau und Wagener 1997), wodurch sie fiir
den Einsatz in epidemiologischen Studien nicht gut geeignet sind. Eine in den letzten

Jahren entwickelte Technologie ist die DHPLC (Oefner et al. 1994, Huber et al. 1993,
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Frueh und Noyer-Weidner 2003). Diese Technologie ist gut automatisierbar und die
Probenvorbereitung ist mit einem geringen Arbeitsaufwand durchfiihrbar sind. Des
Weiteren hat die DHPLC-Technologie eine Sensitivitit und Spezifitit von >96% (Xiao
und Oefner 2001, Frueh und Noyer-Weidner 2003). Aus diesen Griinden verspricht die
DHPLC-Technologie eine gut geeignete Methode zur Bestimmung der Genotypen in den
geplanten epidemiologischen Studien zu sein.

In den letzten Jahren sind mehr als 20 Polymorphismen in den Genen des Homocystein-
und Folatstoffwechsels im Zusammenhang mit dem Homocysteinspiegel erforscht worden
(Tabelle 1). In der vorliegenden Arbeit wurden zwolf von diesen Polymorphismen bei 37

Probanden bestimmt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Untersuchte Polymorphismen in Genen des Homocystein- und Folatstoffwechsels.

Art der Mutation Literatur
1. | MTHFR-C677T SNP Transition Frosst et al. (1995)
2. | MTHFR-A1298C SNP Transversion van der Put e al. 1998
3. |MTHFR-G1793A |SNP Transition Rady et al. 2002
4. |MTHFD-G1958A | SNP Transition Akar und Akar 1999
5. |MTR-A2756G SNP Transition Leclerc et al. 1996
6. |RFCI-GS0A SNP Transition Chango et al. 2000
7. |TCI-C776G SNP Transversion Namour ef al. 2001
8. |GCPII-C1561T SNP Transition Devlin et al. 2000
9. |TYMS-6Bp-Del Deletion 6 Basenpaare Ulrich ef al. 2000
10. | TYMS-28Bp-Rep | Repeat 28 Basenpaare | Hishida et al. 2003
11. | CBS-T833C SNP Transition Tsai et al. 1996
12. | CBS-844Ins68 Insertion 68 Basenpaare | Tsai et al. 1996

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

Zum Nachweis der Genotypen wurden vier unterschiedliche Methoden angewendet:

1. RFLP,

2. dAGE,

3. DHPLC,

4. (D)HPLC-Sizing.
Die RFLP- und dAGE-Methoden wurden der Fachliteratur entnommen. Die DHPLC-und
(D)HPLC-Sizing-Methoden Zur
die

entwickelt werden.

Methoden,

mussten Ermittlung  der

Zuverldssigkeit der entwickelten wurden Ergebnisse  dieser

Mutationsanalysen mit den Ergebnissen der RFLP- bzw. dAGE-Analysen verglichen.
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4.2. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von molekularbiologischen Methoden zum
Nachweis von bekannten Polymorphismen im Homocystein- und Folatstoffwechsel. Die
entwickelten ~Methoden sollten den Anforderungen zur Bestimmung von

Probandengenotypen in grof3 angelegten epidemiologischen Studien entsprechen.
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4.3. Probanden, Material und Methoden

4.3.1. Probanden und Blutentnahme
Fiir die Evaluierung der RFLP- und der dAGE- sowie fiir die Entwicklung der DHPLC-

Methoden wurde die DNA von 20 ménnlichen und 17 weiblichen Patienten mit
Fettstoffwechselstorungen benutzt. Die Patienten waren zwischen 20 und 71 (& 53 Jahre)
Jahre alt. Sie hatten sich freiwillig zur Teilnahme an der Studie entschieden und mit der
Verwendung der Ergebnisse zur medizinischen Forschung einverstanden erklirt. Den
Patienten wurde 4 ml venoses EDTA-Blut (EDTA: Ethylendiamintetraessigsdaure) mit dem
Vakutainer-Blutentnahmesystem der Firma Becton Dickinson entnommen. Nach der

Blutentnahme wurde die Blutprobe bis zur DNA-Isolierung bei -30° C gelagert.

4.3.2. Molekularbiologische Arbeiten

4.3.2.1 Mutationsnachweise

Zum Nachweis der zwolf Polymorphismen wurden zehn RFLP-, acht DHPLC-, eine
(D)HPLC-Sizing- und zwei dAGE-Methoden durchgefiihrt (Tab.: 3). Fiir jeden
Polymorphismus wurden die Genotypen der 37 Probanden mittels RFLP oder dAGE
bestimmt. AnschlieBend wurden drei Probanden ausgewéhlt (Wildtyp, heterozygote
Mutante, homozygote Mutante) und fir die DHPLC- bzw. (D)HPLC-Sizing-
Methodenentwicklung benutzt. Fiir die Methodenentwicklung wurden dieselben PCR-
Produkte, die fiir die RFLP- bzw. dAGE-Analysen benutzt worden waren, eingesetzt. Die
CBS-T833C-Transition und die CBS-844Ins68 wurden nur mittels RFLP bzw. dAGE
bestimmt.

Bei den Mutationsnachweisen wurden zwischen 20 und 37 Probanden in einer Serie
analysiert. Zur Uberpriifung des PCR-Mastermixes, des nukleasefreien Wassers und der
Primer auf DNA-Verunreinigungen wurden jeweils Positiv- und Negativkontrollen
mitgefiihrt. Um die Aktivitit der verwendeten Restriktionsenzyme zu kontrollieren, wurde
bei jedem Restriktionsverdau ein Ansatz mit Lambda-DNA oder Pucl8-Vektor
(Positivkontrollen) mitgefiihrt. Die optimierten Versuchsprotokolle sind im Anhang in

Tabelle 19 zusammengestellt.
4.3.2.2 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung wurde in einer Hera Save Cleanbox mit einem QIAmp DNA Blood
Mini Kit durchgefiihrt. Die isolierte DNA wurde in 200 pl des im Isolationskit enthaltenen
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Eluationspuffers eluiert. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgte bei +5° C in 1,5 ml
Reaktionsgefdflen. Bei ldngerem Nichtgebrauch der DNA wurde sie bei -30° C gelagert.

Tabelle 3: Polymorphismen und angewendete Methoden zum Nachweis der Genotypen.

Nr. | Polymorphismus RFLP DHPLC (D)HPLC- dAGE
Sizing

1. | MTHFR-C677T X X

2. | MTHFR-A1298C X X

3. | MTHFR-G1793A X X

4. | MTHFD-G1958A X X

5. | MTR-A2756Gy X X

6. |RFCI-G80A X X

7. |TCI-C776G X X

8. |GCPII-C1561T X X

9. | TYMS-6-Bp-Deletion X X X

10. | TYMS-28-Bp-Repeat X X X

11. | CBS-T833C X

12. | CBS-844Ins68 X

X: Angewendete Methoden, RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, DHPLC: Denaturing High
Performance Liquid Chromatography, (D)HPLC-Sizing: Variante der DHPLC, bei der die Proben nach ihrer
MolekiilgroBe aufgetrennt werden, dAGE: direkte Agarosegelelektrophorese. Fiir alle vier Methoden musste
eine primidre PCR durchgefiihrt werden. (;) Fiir die DHPLC-Mutationsanalysen der MTR-A2756G-Transition
wurden zwei unterschiedliche Amplifikate (Leclerc et al. 1996, Harmon ef al. 1999) benutzt. (» Fiir die
Mutationsanalysen des TYMS-28-Bp-Repeats wurden ebenfalls zwei unterschiedliche Amplifikate (Hishida
et al. 2003, Volcik et al. 2003) benutzt.

4.3.2.3. Agarosegelelektrophorese

Zur Primeraustestung, zur PCR-Optimierung und fiir die RFLP- bzw. dAGE-
Mutationsnachweise wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es
wurden 2, 2,5 oder 3% Agarosegele mit fiinf Volumenprozent (V/V) Ethidiumbromid
(EthBr) benutzt. Die Zusammensetzung der Agarosegele ist im Anhang notiert. Entstanden
nach dem Restriktionsverdau sehr kleine DNA-Fragmente (50-80 Bp), oder war die
Differenz zwischen den verdauten DNA-Fragmenten kleiner als 10%, erfolgte die
Auftrennung mit 2,5 bzw. 3% Agarosegelen unter Verwendung einer hochauflosenden
Spezial-PCR-Agarose. Vor dem Auftragen wurden die Proben und die
Molekulargewichtsstandards mit einem Ladepuffer hoherer Dichte als der des Laufpuffers
(1X TBE-Puffer: Tris-Borat-EDTA-Puffer) versetzt. Die Elektrophorese wurde fiir 45-90
min bei einer konstanten Spannung von 100 V, wahlweise in einer Biozym Gelkammer
oder mit dem I Mupid Gelelektrophoresesystem der Firma Eurogentec, durchgefiihrt. Zur
Ermittlung der MolekiilgroBe der Proben wurden ein 50-Basenpaar- und ein 100-
Basenpaar-Molekulargewichtsstandard (50-Bp-MGS, 100-Bp-MGS) verwendet. Nach der
Elektrophorese wurden die Agarosegele mit einem UV-Transiluminator betrachtet und

photographisch mit einer Polaroid-Sofortbildkamera dokumentiert.
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Vorbereitung der Proben und der Molekulargewichtsstandards fiir die Agarosegelelektrophorese.

Proben Molekulargewichtsstandards
PCR-Produkt 10 ul 50- bzw. 100-Bp-MGS 2 ul
Ladepuffer (6X) 2 ul Ladepuffer (6X) 0,2 pl
Gesamtvolumen 12 pl Gesamtvolumen 2,2 ul
10 pl wurden aufgetragen 2 ul wurden aufgetragen

6X: 6-fach konzentriert

4.3.2.4. Primervorbereitung, Primeraustestung und PCR-Optimierung

Fiir alle PCR-Protokolle wurde eine Primervorbereitung, eine Primeraustestung und eine
PCR-Optimierung durchgefiihrt. Die Arbeiten wurden in einer DNS/RNS UV Cleaner Box
(DNA-Workstation) durchgefiihrt. Die von MWG Biotech hergestellten Primer wurden in
nukleasefreiem Wasser gelost, wobei die DNA-Konzentration auf 100 pmol/ul
(Stammlosung) eingestellt wurde. Die Primerstammldsung wurde in 10 pl Aliquots
aufgeteilt und bei -30° C in 200 pl PCR-Reaktionsgefdflen gelagert. Zur Verwendung der
Primer wurde die Stammldésung mit nukleasefreiem Wasser auf 10 pmol/ul verdiinnt
(Gebrauchslosung). Bei der Primeraustestung wurde die ideale Primerkonzentration
ermittelt. Fiir jede PCR wurden fiinf Primerkonzentrationen von 0,1 uM bis 1,0 uM
Endkonzentration getestet (Tab.: 4). Die Durchfiihrung der PCR fand in einem Corbett

Research Thermocycler statt. Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:

5 min 95°C primédre Denaturierung

30 sec 95°C Denaturierung

30 sec xx° CV Annealing 35 Zyklen
30 sec 72°C Extension

7 min 72°C terminale Extension

bis Abbruch 5°C

(" Annealingtemperatur, aus derselben Literatur entnommen, aus der auch die Primersequenzen entnommen
wurden.

Tabelle 4: PCR-Reaktionsansitze zur Austestung der idealen Primerkonzentration.

Primer Primer- H,0" PCR Master DNA® Endvolumen
[10pmol/ul] konzentration Mix®? [2X]

0,25 ul 0,1 uM 9,5 ul 12,5 ul 2,5 ul 25 ul

0,50 ul 0,2 uM 9,0 ul 2,5 ul 2,5 ul 25 ul

1,00 ul 0,4 uM 8,0 ul 12,5 ul 2,5 ul 25 ul

1,50 ul 0,6 uM 7,0 ul 12,5 ul 2,5 ul 25 ul

2,50 pl 1,0 uyM 5,0 ul 12,5 ul 2,5 ul 25 ul

2,50 ul 1,0 uM 7,5 ul 12,5 ul 25 ul®

() Nukleasefreies Wasser, ® PCR Master Mix [doppelt konzentriert], ¥ DNA-Losung (DNA-Isolation mit
dem Qiagen DNA-Isolationskit),  Leerwert
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Wurden bei der gelelektrophoretischen bzw. der (D)HPLC-Sizing-Uberpriifung der PCR

(Abb.: 8) unspezifische Banden im Agarosegel bzw. unspezifische Peaks im (D)HPLC-

Sizing-Chromatogramm gefunden, folgte auf die Primeraustestung eine PCR-Optimierung.

A) GCP II-C1561T

'MTHFR-G1793A

50 10,25]0,50{1,00] 1,50{2,50 Leer-| 100
Bp |uM |uM | uM | uM | M wert | Bp
Proband A Proband B Proband C
B) PCR-Primeraustestung TYMS-Exon6 (50° C) C) PCR-Optimierung TYMS-Exon2 (50° C)
9

12 - 0,1mikroM Primer 8 0,1mikroM Primer (P CR-Primeraustestung)
% 10 { —_10mikroM Primer % g | ——0/mikroM Primer (optimierte PCR)
5 0 55
g 8] g 4
5 4 5 31
8 2 8 21
< | < 11

0 - ] 0 p——— : : — ‘

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Abbildung 8: Uberpriifung der Primeraustestung und der PCR-Optimierung.

A) Gelelektrophoretische Uberpriifung der Primeraustestung. 2% Agarosegel, Laufzeit 45 min bei 100 Volt
konstant. Dargestellt sind die Primeraustestungen fiir den Nachweis der GCP 11-C1561T-Transition (244 Bp)
und der MTHFR-G1793A-Transition (310 Bp) bei jeweils drei Probanden (A, B, C). Primerkonzentrationen:
0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,5 uM. Banden kleiner als 50 Bp repriasentieren die Primer (Primeriiberschuss). Banden
mit circa 50 Bp représentieren Primerdimere (Primeriiberschuss).

B) (D)HPLC-Sizing-Uberpriifung der PCR-Primeraustestung. Die PCR fiir das Exon-6 des
Thymidylatsynthasegens war bei der PCR-Primeraustestung optimal. Bei den ausgetesteten
Primerkonzentrationen wurden keine unspezifischen Peaks im Chromatogramm erkannt. Dargestellt sind die
niedrigste (0,1 uM Primer) und die hochste (1,0 uM Primer) ausgetestete Primerkonzentration.

C) (D)HPLC-Sizing-Uberpriifung der PCR-Optimierung. Die PCR fiir das Exon-2 des
Thymidylatsynthasegens war bei der PCR-Primeraustestung nicht optimal. Das Chromatogramm hatte einen
deutlichen Peak vor dem erwarteten Amplifikatpeak. Nach der PCR-Optimierung ist der Vorpeak kleiner, das
Peakverhiltnis (Vorpeak/Amplifikatpeak) verbessert sich von 0,166 auf 0,066. Die Flache des Vorpeaks
verringert sich von 1770 mV auf 197 mV.

Die PCR-Optimierung wurde mit einer Primerkonzentration durchgefiihrt, bei der eine
deutliche Bande im Agarosegel vorhanden war, aber kein Primeriiberschuss in Form von
primerspezifischen Banden im Agarosegel nachgewiesen werden konnte (Abb.: 8). Zur

Optimierung der PCR wurde die Annealingtemperatur in 1° C Schritten erhéht oder
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erniedrigt. Die Annealingzeit, die Denaturierungstemperatur, die Denaturierungszeit und
die Extensionszeit mussten an die verdnderten Annealingtemperaturen angepasst werden.
Fiir den Nachweis des TYMS-28-Bp-Repeats und der TYMS-G-58C-Transversion im 28-
Bp-Repeat wurde der PCR 8% Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt.

4.3.2.5. RFLP-Methodenetablierung

Die aus der Literatur entnommenen RFLP-Methoden mussten an die vorhandenen
Laborbedingungen (Thermocycler, Gelelektrophoresekammer, Raumtemperatur) angepasst
werden. Die Lange des Restriktionsverdaus und das ideale Restriktionsenzym/PCR-
Produkt-Verhéltnis wurden experimentell ermittelt. Hierfiir wurden 8-10 ul PCR-Produkt
und 10-20 Enzymeinheiten (U) Restriktionsenzym, zusammen mit dem angegebenen
Volumen des empfohlenen Restriktionspuffers fiir 1/2-16 Stunden verdaut. Der Verdau
wurde bei der vom Hersteller des Restriktionsenzyms empfohlenen Temperatur
durchgefiihrt. Die Inaktivierung des Restriktionsenzyms erfolgte gegebenenfalls fiir 20 min
bei der angegebenen Temperatur. Restriktionsverdau und Enzyminaktivierung wurden in
einem Corbett Research Thermocycler durchgefiihrt. Die verdauten Proben wurden mittels

Agarosegelelektrophorese analysiert.

Tabelle 5: Probenansitze und Inkubation fiir den RFLP-Restriktionsverdau.

Probandenproben Kontrollen
PCR-Produkt Pucl8-Vektor Lambda-DNA
PCR-Produkt 8-10 ul 2ul (1pg) 3,35 ul (1 pg)
Restriktionsenzym (10X) 1-2 pl (10-20 U)
Endvolumen 20 ul
Restriktionsverdau 1/5-16 Stunden
Inkubationstemperatur nach den Angaben des Herstellers des Restriktionsenzyms
Inaktivierung nach den Angaben des Herstellers des Restriktionsenzyms

10X: 10-fach konzentriert

4.3.2.6. Direkte Agarosegelelektrophorese-Methodenetablierung

Zum Nachweis der Insertions- bzw. Deletionspolymorphismen wurden die PCR-Produkte
direkt nach der PCR mittels dAGE analysiert. Die Ermittlung der idealen Dichte des

Agarosegels und der idealen Laufzeit erfolgte experimentell.
4.3.2.7. DHPLC- und (D)HPLC-Sizing-Methodenentwicklung

Fiir die DHPLC- und (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweise wurde das WAVE® System

mit der Wavemaker™ Software (Version 4.1.42) von Transgenomic Ltd. benutzt.
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Die beiden Laufmittelpuffer-A und -B und die Waschpuffer fiir die Injektionsnadel bzw.
die Chromatographiesdule wurden unter einem Abzug hergestellt und bis zum Gebrauch
bei +5° C gelagert. Die Zusammensetzung der Puffer (Tab.: 6) entsprach der
Arbeitsanweisung von Transgenomic. Abweichend von dieser Arbeitsanweisung, wurde

dem Laufmittelpuffer-A 0,025% Acetonitril zugesetzt.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Puffer fiir die DHPLC-Analysen.

Laufmittelpuffer
Puffer-A Puffer-B

Volumina | Endkonzentration | Volumina | Endkonzentration
Triethylammoniumacetat [2 M] 50 ml 0,1 M 50 ml 0,1 M
Acetonitril [100%] 0,25 ml 0,025% 250 ml 25%
H,0 (Milipore) 949,75 ml - 700 ml -

Waschpuffer
Injektionsnadel Chromatographiesiule

Volumina | Endkonzentration | Volumina | Endkonzentration
Triethylammoniumacetat [2 M] - - - -
Acetonitril [100%] 80 ml 8% 750 ml 75%
H,0 (Milipore) 920 ml - 250 ml -

Die PCR-Reaktionen wurden unverdndert von den etablierten RFLP-Protokollen
{ibernommen. Zur Abarbeitung der Proben wurde mit der Wavemaker'™ Software ein
Probenplan erstellt. Dieser Probenplan enthielt die Amplifikatsequenz, die Parameter des
DHPLC-Gradienten, die Analysetemperatur, das Probenvolumen und die Reihenfolge, in
der die Proben analysiert werden sollten. Fiir die DHPLC- bzw. (D)HPLC-Sizing-
Analysen wurden pro Analyse 5 pl einer Probe analysiert. Zur Entfernung von DNA und
anderen Kontaminanten wurde die Chromatographiesdule nach jeder Analyse mit der 75%
Acetonitrilwaschlosung gespiilt. Diese Behandlung ermdglichte die schnelle Reinigung
und anschlieBende Equilibrierung der Chromatographiesdule fiir die nichste DNA-
Sequenzanalyse. Um die Verdunstung der Proben zu minimieren, waren sie auf 12° C
gekiihlt. Vor der Durchfithrung der DHPLC-Analysen mussten die PCR-Produkte ohne

bzw. mit Kontroll-DNA hybridisiert werden. Hierfiir wurden folgende Ansétze vorbereitet:

Ansatz ohne Kontroll-DNA Ansatz mit Kontroll-DNA

Probanden-PCR-Produkt 6 ul Probanden-PCR-Produkt 3ul
Kontroll-DNA-PCR-Produkt 0ul Kontroll-DNA-PCR-Produkt 3ul
Gesamtvolumen 6 ul Gesamtvolumen 6 ul

5 ul wurden analysiert 5 ul wurden analysiert

Die dargestellten Volumenverhiltnisse wurden fiir alle DHPLC-Mutationsnachweise beibehalten.
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Die vorbereiteten PCR-Produkte wurden fiir 10 Minuten auf 95° C erhitzt, anschlie3end
langsam (1° C/40 Sekunden) auf 25° C und dann in einem Schritt auf 12° C abgekiihlt. Die
Hybridisierung wurde mit einem Corbett Research Thermocycler durchgefiihrt. Die
Ermittlung des DHPLC-Laufmittelgradienten und der idealen Analysetemperatur (Tab.: 19
im Anhang) erfolgte mit Hilfe der Wavemaker™ Software anhand der DNA-Sequenzen

der PCR-Produkte.

4.3.2.8. (D)HPLC-Sizing-Mutationsanalysen

Die (D)HPLC-Sizing-Analysen erforderten keine weitere Behandlung der PCR-Produkte.
Die Analysetemperatur betrug 50° C. Der Laufmittelgradient war durch die Wavemaker' ™
Software vorgegeben. Zur Verkiirzung der Analysezeit wurde der Laufmittelgradient eine
Minute, nachdem das gréfite DNA-Fragment von der Chromatographieséule dissoziiert
war, beendet. Der ideale Zeitpunkt bzw. die ideale Acetonitrilkonzentration fiir die
Beendigung der Analysen wurde experimentell ermittelt. Die Laufmittelgradienten und
Analysetemperaturen fiir die DHPLC- und die (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweise sind
im Anhang protokolliert.

4.3.2.9. Verifizierung neu entdeckter Sequenzvariationen

Wurden bei den DHPLC-Mutationsanalysen aufféllige Chromatogramme gefunden, wurde
die Untersuchung der DNA-Probe wiederholt. Um die Wahrscheinlichkeit eines bei der
PCR von der Tag-Polymerase eingefiihrten Fehlers zu minimieren, wurde hierbei eine neue
PCR durchgefiihrt. Nach der Bestitigung des auffilligen Chromatogramms erfolgte eine
Sequenzierung des untersuchten PCR-Produktes und eines mittels DHPLC als Wildtyp
bestimmten PCR-Produktes. Anschlieend wurden die bei der Sequenzierung lokalisierten
DNA-Sequenzvariationen anhand von RFLP-Analysen iiberpriift. Bei dieser Uberpriifung
wurde dasselbe PCR-Produkt fiir die DHPLC- und RFLP-Analysen benutzt. Da es nicht
fiir alle zu verifizierenden Sequenzvariation kommerziell erhiltliche Restriktionsenzyme
gab, war die Verifizierung neuer Sequenzvariationen durch RFLP-Analysen nicht immer

moglich. In diesen Féllen wurde die Sequenzierung wiederholt.

4.3.2.10. DNA-Sequenzierung
Fiir die Sequenzierung wurde die PCR mit einem Biotin und einem Cy5-modifizierten
Primer durchgefiihrt. Beide Modifikationen waren am 5'-Terminus der Primer lokalisiert.

Die Primersequenzen wurden unveridndert von den RFLP-Protokollen iibernommen. Die
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Primerkonzentration wurde auf 90% der Primerkonzentration, die bei den etablierten PCR-
Reaktionen benutzt worden war, reduziert. Alle anderen Parameter blieben unverdndert.
Nach der PCR wurde das PCR-Produkt qualitativ und quantitativ untersucht. War es
ausreichend hoch konzentriert und ohne unspezifische Nebenprodukte, wurde es mit einem
ALF-Sequenzer sequenziert. Zur Probenautbereitung wurde das Auto Load Solid Phase

Sequencing Kit von Amersham Biosciences benutzt.
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4.4. Ergebnisse

4.4.1. RFLP-Mutationsnachweise

Nach der Anpassung der RFLP-Methoden an die vorliegenden Laborbedingungen und die
verwendeten Standardreagenzien (PCR-Mastermix, Agarose, TBE-Puffer) konnten die
Genotypen fiir neun SNPs zweifelsfrei mittels RFLP ermittelt werden. Der RFLP-
Mutationsnachweis der MTHFR-A1298C-Transversion erbrachte keine eindeutigen

Ergebnisse.

4.4.2. dAGE-Mutationsnachweise

Der TYMS-28-Bp-Repeat und die CBS-844Ins68-Deletion konnten nach der
Methodenanpassung mit den verdffentlichten dAGE-Methoden nachgewiesen werden. Fiir
den TYMS-28-Bp-Repeat wurde die PCR nach Volcik et al. (Volcik et al. 2003) und
Hishida et al. (Hishida et al. 2003) durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren identisch. Das
PCR-Produkt nach Hishida ef al. (Hishida ef al. 2003) ist 238 Bp gro3, das nach Volcik et
al. (Volcik et al. 2003) ist 576 Bp groB. Weil die gelelektrophoretische Auftrennung der
Allele beim PCR-Produkt nach Hishida et al. (Hishida et al. 2003) weniger Zeit
beanspruchte und die Banden deutlicher getrennt wurden als bei dem PCR-Produkt nach
Volcik et al. (Volcik et al. 2003), wurde in dieser Arbeit das PCR-Protokoll nach Hishida
et al. (Hishida et al. 2003) verwendet.

4.4.3. DHPLC-Mutationsnachweise

Zur Genotypisierung mittels DHPLC muss das Chromatogramm des Wildtyp-PCR-
Produktes und das einer heterozygoten Mutante bekannt sein. Sie dienen als
Referenzchromatogramme und sind deswegen fiir alle durchgefiihrten DHPLC-
Mutationsanalysen abgebildet. Die Chromatogramme der homozygoten Mutanten sowie
der gemischten Proben (Wildtyp oder homozygote Mutante + Kontroll-DNA) sind nur
dargestellt, wenn sie sich von dem jeweiligen Chromatogramm der heterozygoten Mutante
unterschieden.

Fiir den MTHFR-C677T, den RFC I-G80A, den GCP II-C1561T und den TC II-C776G
waren die Ergebnisse der DHPLC-Mutationsanalysen bei allen 37 untersuchten Probanden
identisch mit denen der RFLP-Analysen. Die Homoduplexchromatogramme zeigten nur
einen Peak (Abb.: 9E, 16E, 18E). Beim MTHFR-C677T hatte dieser Peak eine linksseitige
Schulter (Abb.: 9E). Die Heteroduplexchromatogramme des MTHFR-C677T, des RFC I-
G80A und des GCP II-C1561T unterschieden sich eindeutig durch einen zusitzlichen Peak
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mit kiirzerer Retentionszeit von den Homoduplexchromatogrammen (Abb.: 9E, 16E, 18E).
Das Heteroduplexchromatogramm des TC II-C776G zeigte zwei zusétzliche Peaks mit
kiirzerer Retentionszeit (Abb.: 17E).

Die Ergebnisse der DHPLC-Mutationsanalysen fiir den MTHFR-A1298C, den MTHFR-
G1793A, den MTHFD-G1958A und den MTR-A2756G waren nicht bei allen untersuchten
Probanden identisch mit denen der RFLP-Analysen. Die Ergebnisse der Mutationsanalysen
fiir diese vier Polymorphismen werden zusammen mit den Abbildungen der RFLP-
Agarosegele und den DHPLC-Chromatogrammen beschrieben. Die Ursachen fiir diese

Schwierigkeiten und Vorschlidge zu ihrer Losung werden in der Diskussion angesprochen.

4.4.4. (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweise

Die Ergebnisse der (D)HPLC-Sizing-Mutationsanalysen fiir den TYMS-28-Bp-Repeat und
die TYMS-6-Bp-Deletion waren identisch mit denen der RFLP- bzw. dAGE-
Mutationsnachweise. Der Nachweis beider Polymorphismen konnte mit den entwickelten

(D)HPLC-Sizing-Methoden zuverldssig durchgefiihrt werden.

4.4.5. Abbildungen der RFLP-, dAGE-, DHPLC- und (D)HPLC-Sizing-
Mutationsnachweise

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der durchgefiihrten RFLP-, dAGE-,
DHPLC-, und (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweise zusammen mit den DHPLC-
Schmelzkurven und -Schmelztemperaturprofilen der Amplifikate dargestellt. Die DHPLC-
Schmelzkurven und -Schmelztemperaturprofile ermoglichen eine Abschitzung der idealen
DHPLC-Analysetemperatur fiir den sicheren Nachweis des untersuchten Polymorphismus.
Es wird empfohlen, die Analysen bei einer Temperatur durchzufiihren, bei der das
Gesamtamplifikat noch zu 75% in der DNA-Doppelhelixformation vorliegt. Diese
Temperatur wird von der Wavemaker'™ Software errechnet. Bei Amplifikaten mit stark
unterschiedlichen Schmelztemperaturbereichen (zum Beispiel MTHFD-G1958A, GCP II-
C1561T) wurden mit dieser Temperatur nicht immer die besten Ergebnisse erzielt. In
solchen Féllen war es notwendig, die ideale Analysetemperatur experimentell zu ermitteln.
Hierfiir wurden DHPLC-Sequenzanalysen mit genotypisierten PCR-Produkten in einem
Temperaturbereich bis zu 5° C iiber und unter der errechneten Schmelztemperatur
durchgefiihrt. Die Temperatur, mit der die drei Genotypen eines Polymorphismus am
sichersten differenziert werden konnten, wurde fiir die DHPLC-Sequenzanalysen benutzt.
Fiir die MTR-A2756G-Transition sind nur die Chromatogramme flir das Amplifikat nach
Harmon et al. (Harmon et al. 1999) dargestellt. Die DHPLC-Analysen mit dem Amplifikat

39



Ergebnisse Kapitel 1

nach Leclerc et al. (Leclerc et al. 1996) erbrachten keine Heteroduplexchromatogramme
bei den mittels RFLP bestimmten Referenzprobanden. Die Chromatogramme der
untersuchten Referenzprobanden entsprachen alle einem typischen
Wildtypchromatogramm mit nur einem Peak. Auch die DHPLC-Analysen der gemischten

Proben resultierten in typischen Wildtypchromatogrammen.

4.4.5.1. Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR-C677T)

A) Amplifikatsequenz

5" TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGCCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTT
CCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGTG
AGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCGCACCGTCCT 3!

B) C) Schmelzkurve MTHFR-C677T
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Abbildung 9: MTHFR-C677T-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die C>T-Transition (Nukleotid Nr. 25 von 198)
ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Hinfl, 2% Agarosegel, Laufzeit 90 min bei 100 V
konstant. ~ Proben  von  links nach  rechts:  50-Bp-Molekulargewichtsstandard, 100-Bp-
Molekulargewichtsstandard, CC (Wildtyp): 198 Bp, TT (homozygote Mutante): 175, 23 Bp, CT
(heterozygote Mutante): 198, 175, 23 Bp.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 60° C in DNA-Einzelstringe. Bei 70° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat zwei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-75 Bp, bei
62° C sind noch 75% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 76-198 Bp,
bei 64° C sind 75% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: CC: Wildtyp, CT: heterozygote Mutante.

Die Ergebnisse der RFLP- und DHPLC-Mutationsnachweise erbrachten bei allen 37

untersuchten Probanden eindeutig auswertbare und identische Ergebnisse.
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4.4.5.2. Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR-A1298C)

A) Amplifikatsequenz

5' CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTACCTCTTCTACCTGAAGAGCAAGTCCCCCAAGGAGGAGCTGCTGAAG
ATGTGGGGGGAGGAGCTGACCAGTGAAGAAAGTGTCTTTGAAGTCTTCGTTCTTTACCTCTCGGGAGAACCAA
ACCGGAATGGTCACAAAGTG 3'

B) Proband A B C D E C) Schmelzkurve MTHFR-A1298C
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Abbildung 10: MTHFR-A1298C-Transversion.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die A>G-Transversion (Nukleotid Nr. 99 von
163) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Mboll, 3% Agarosegel, Laufzeit 20 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, AC (heterozygote Mutante): 84, 56, 31, 30, 28, 18 Bp, CC (homozygote
Mutante): 84, 31, 30, 18 Bp, AA (Wildtyp): 56, 31, 30, 28, 18 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard, ?:
DNA-Bandenmuster, die keinem Genotyp zugeordnet wurden. Die 31-, 30- und 28-Basenpaarfragmente
wurden nicht getrennt. Das 18-Basenpaarfragment war mittels Agarosegelelektrophorese nicht nachweisbar.
C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 55° C in DNA-Einzelstrange. Bei 70° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-40 Bp, bei
60,5° C sind noch 75% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 41-85 Bp,
bei 61,5° C sind noch 100% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 86-
163 Bp, bei 60,5° C sind noch 90% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.
E) DHPLC-Mutationsnachweis: AA: Wildtyp, AC: heterozygote Mutante, CC: homozygote Mutante.

Beim RFLP-Mutationsnachweis der MTHFR-A1298C-Transversion wurden bei elf
Probanden unspezifische DNA-Banden im Agarosegel beobachtet (Abb.: 10B). Die
A1298C-Transversion entfernt eine von vier Mboll-Schnittstellen in dem MTHFR-
A1298C-Amplifikat, wodurch das PCR-Produkt des C-Allels nur noch in vier Fragmente
von 84, 31, 30 und 18 Basenpaaren geschnitten wird. Beim PCR-Produkt des A-Allels
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enthdlt das 84-Basenpaarfragment eine zusétzliche Mboll-Schnittstelle. Es wird in zwei
Fragmente von 56 und 28 Basenpaaren geschnitten, wodurch das A-Allel nach dem
Verdau fiinf Fragmente von 56, 31, 30, 28, und 18 Basenpaaren aufweist. Heterozygote
Mutanten sind durch sechs DNA-Fragmente (84, 56, 31, 30, 28, 18 Bp) charakterisiert. Das
unverdaute PCR-Produkt (163 Bp) wurde bei allen Probanden nachgewiesen. Proband A,
B und D wurden nach ihrem DNA-Bandenmuster eindeutig als heterozygote Mutante,
homozygote Mutante und Wildtyp erkannt (Abb.: 10B). Bei Proband C ist nach dem
Restriktionsverdau eine diffuse Bande (20-60 Bp) zu erkennen. Bei Proband E sind nach
dem Restriktionsverdau zwei Banden zu erkennen. Die DNA-Fragmente sind kleiner als
bei dem Wildtypprobanden. Die Bandenmuster der Probanden C und E konnten keinem
MTHFR-A1298C-Genotyp zugeordnet werden. Die Sequenzierung der Probanden-PCR-
Produkte ergab die bekannte Wildtypsequenz.

Bei den DHPLC-Analysen der MTHFR-A1298C-Transversion unterschieden sich die
Heteroduplexchromatogramme von den Homoduplexchromatogrammen durch zwei
zusitzliche Peaks mit kiirzerer Retentionszeit (Abb.: 10E). Die Homoduplexe von
homozygoten Mutanten hatten eine reproduzierbar kiirzere DHPLC-Retentionszeit als die
von Wildtypen (Abb.: 10E). Fiir den Nachweis der homozygoten Probanden wurde
dennoch eine zweite DHPLC-Analyse mit einer gemischten Probe (Probanden-PCR-
Produkt + Kontroll-DNA) durchgefiihrt. Beim DHPLC-Mutationsnachweis dieser
Transversion wurden die elf Probanden, die mittels RFLP nicht bestimmt werden konnten,
eindeutig als Wildtypen genotypisiert. Die Sequenzierungen der Probanden bestétigten die

Ergebnisse der DHPLC-Mutationsanalysen.
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4.4.5.3. Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR-G1793A)

A) Amplifikatsequenz

5" CTCTGTGTGTGTGTGCATGTGTGCGTGTGTGCGGGGGTATGTGTGTGTAGGACGAGGCCTTTGCCCTGTG
GATTGAGCGGTGGGGAAAGCTGTATGAGGAGGAGTCCCCGTCCCGCACCATCATCCAGTACATCCACGACAAC
TACTTCCTGGTCAACCTGGTGGACAATGACTTCCCACTGGACAACTGCCTCTGGCAGGTGGTGGAAGACACAT
TGGAGCTTCTCAACAGGCCCACCCAGAATGCGAGAGAAACGGAGGCTCCATGACCCTGCGTCCTGACGCCCTG
CGTTGGAGCCACTCCTGTCCC 3"

C) Schmelzkurve MTHFR-G1793A
g 100 -
§ &
% 60 -
I 40 4
o
g 20 -
50 AA  GA GG 100 g0 T
30 40 50 60 70 80 90
Bp Genotypen Bp Temperatur [° C]
D) Schmelztemperaturprofil MTHFR-G1793A E) MTHFR-G1793A und C1773T (62,7° C)
10
¥ 100 - —GT93A GG
s g0 s 84 GT93A GA
o S
9 = 6 CT73T CT
§ 001 ——617°C 5 A
‘s 40 62‘7°C g 4 /
K] ; o
T 20 ——637°C 2 2
g 0 — o < 0 ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 3 4 5 6
Nukleotid [Nr.] Retentionszeit [min]

Abbildung 11: MTHFR-G1793A-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die C1773T-Transition, die G1793A-Transition
(rs2274976) und die C1970T-Transition (Nukleotid Nr. 59, 79 und 256 von 310) sind schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Mbil, 2% Agarosegel, Laufzeit 35 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, AA (homozygote Mutante): 310 Bp, GA (heterozygote Mutante): 310, 233, 77
Bp, GG (Wildtyp): 233, 77 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 62° C in DNA-Einzelstrange. Bei 70° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat zwei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-200 Bp,
bei 61,7° C sind noch 62% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 200-
310 Bp, bei 62,7° C sind noch mehr als 90% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: GG: Wildtyp, GA: heterozygote Mutante, C1773T: neu gefundene DNA-
Sequenzvariation, heterozygote Mutante der C1771T-Transition.

Bei der MTHFR-G1793A-Transition entsprachen die Homo- und
Heteroduplexchromatogramme nicht den theoretischen Erwartungen, nach denen
Homoduplexe einen Peak und Heteroduplexe zwei Peaks haben. Bei diesem

Polymorphismus hatten die Homoduplexchromatogramme zwei Peaks, einen Hauptpeak

(Retentionszeit 5,83 min) und einen Vorpeak (Retentionszeit 5,64 min) (Abb.: 11E). Die
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Heteroduplexchromatogramme hatten einen Peak mit einer linksseitigen und einer
rechtsseitigen Schulter. Die Retentionszeit des Peaks entsprach der des Vorpeaks des
Homozygotenchromatogramms. Die Retentionszeit der rechtsseitigen Schulter entsprach
der des Hauptpeaks des Wildtypchromatogramms. Die beschriebenen Chromatogramme
waren reproduzierbar. Bei zwei Probanden wurde ein Chromatogramm erhalten, das weder
dem Heteroduplexchromatogramm noch dem Homoduplexchromatogramm der MTHFR-
G1793A-Transition entsprach (Abb.: 11E). Die zwei Probanden, bei denen diese
Chromatogramme auftraten, konnten mittels DHPLC nicht genotypisiert werden. Bei der
Sequenzierung der beiden Probanden wurde eine C>T-Transition am Nukleotid Nr. 1773
(C1773T-Transition) gefunden (Abb.: 12). Die Sequenzvariation ist noch nicht beschrieben
worden. Beide Probanden waren Wildtypen fiir die MTHFR-G1793A-Transition.

T A G G ACG A G G CY TTTGCCCT G

Abbildung 12: Sequenzierung der MTHFR-C1773T-Transition. Y: C>T-Transition bei einem heterozygoten
Probanden. G: Guanin, C: Cytosin, A: Adenin, T: Thymin.

Ein Proband, der bei den RFLP-Analysen als Wildtyp genotypisiert worden war, wurde
mittels DHPLC als heterozygote Mutante erkannt. Bei diesem Proband befand sich eine
C>T-Transition am Nukleotid Nr. 1970 (C1970T-Transition) (Abb.: 11A und 13C). Die
Sequenzvariation ist nicht in der NCBI-Datenbank beschrieben. In der Datenbank von
MutationDiscovery ist sie beschrieben. Der Proband war Wildtyp fiir die MTHFR-
G1793A-Transition. Bei den DHPLC-Analysen wurde das Heteroduplexchromatogramm
der MTHFR-C1970T-Transition nicht von dem Heteroduplexchromatogramm der
MTHFR-G1793A-Transition unterschieden (Abb.: 13A und B). Deswegen wurde dem
Proband ein falscher MTHFR-G1793 A-Genotyp zugeordnet.
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A) MTHFR-G1793A und C1970T (62,7° C) B) MTHFR-G1793A und -C1970T (62,7° C)
8 8
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G €C GA G AGAA A RGGAGGCT C C A

Abbildung 13: DHPLC-Mutationsanalyse der MTHFR-G1793A-Transition und der MTHFR-C1970T-
Transition.

A: Heteroduplexchromatogramme der DHPLC-Analysen ohne Kontroll-DNA.

B: Heteroduplexchromatogramme der DHPLC-Analysen mit Kontroll-DNA.

C: Sequenzierung der MTHFR-C1970T-Transition. R: C>T-Transition bei einem heterozygoten Probanden.
G: Guanin, C: Cytosin, A: Adenin, T: Thymin.

45



Ergebnisse Kapitel 1
4.4.5.4. Methylentetrahydrofolatdehydrogenase (MTHFD-G1958A)

A) Amplifikatsequenz

5' CACTCCAGTGTTTGTCCATGCTGGCCCGTTTGCCAACATCGCACATGGCAATTCCTCCATCATTGCAGAC
CGGATCGCACTCAAGCTTGTTGGCCCAGAAGGGTTTGTAGGTTAGTGTTTTTTGCAAAACCAGTGAATAGACT
GTATGTTTCTTTTAACATCAGGGGAATTGGGATGGCATTTTTACTGTTGCTTTCCTCTTTACAGTGACGGAAG
CAGGATTTGGAGCAGACATTGGAATGGAAAAGTTTTTTAACATCAAATGCCGGTATTCCGGCCTCTGCCCCCA
CGTGGTGGTGCTTGTTGCCACTGTCAGGGCTCTCAAGATGC 3!

B)

C) Schmelzkurve MTHFD-G1958A
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Abbildung 14: MTHFD-G1958A-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die G>A-Transition (Nukleotid Nr. 72 von
330) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Mspl, 2% Agarosegel, Laufzeit 40 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, AA (homozygote Mutante): 266, 56, 30 Bp, GA (heterozygote Mutante): 266,
196, 70, 56, 8 Bp, GG (Wildtyp): 196, 70, 56, 8 Bp. Die 70- und 56-Bp-Banden wurden nicht aufgetrennt.
Die 8-Bp-Bande war aus dem Agarosegel herausgelaufen.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstrange schmelzen ab 55° C in DNA-Einzelstrange. Bei 70° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-100 Bp, bei
60° C sind noch 80% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 101-260 Bp.
bei 61° C sind noch 82% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 261-330
Bp, bei 61° C sind noch 90% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. Bei 63,
64 und 65° C sind noch 85, 75 bzw. 50% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: GG: Wildtyp, GA: heterozygote Mutante.

Das Amplifikat der MTHFD-G1958A-Transition war fiir eine DHPLC-Mutationsanalyse

nicht geeignet. Die Analysen bei 58° C ergaben keine Unterschiede, die zur
Genotypisierung herangezogen werden konnten. Die DHPLC-Analysen der drei

Referenzprobanden erbrachten Chromatogramme mit nur einem Peak. Bei den Analysen
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mit 60° (Abb.: 14E) und 62° C (Ergebnisse nicht dargestellt) wurde bei homozygoten
Referenzprobanden ein zweigipfeliges Chromatogramm gefunden. Bei heterozygoten
Referenzprobanden und gemischten Proben wurde ebenfalls ein zweigipfeliges
Chromatogramm gefunden. Hier hatte der Peak mit der lingeren Retentionszeit (4,6 min)
allerdings eine kleine, linksseitige Schulter und zeigte eine schwéchere Absorption als bei
homozygoten Probanden. Weil die DNA-Konzentrationen des G- und A-Allels nicht zu
ermitteln waren, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der Absorptionsunterschied
durch eine reduzierte Amplifizierung des Wildtypallels verursacht war. Die linksseitige

Schulter konnte in wiederholten Analysen nicht ausnahmslos reproduziert werden.
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4.4.5.5. Methioninsynthase (MTR-A2756G) (PCR nach Harmon et al. 1999)

A) Amplifikatsequenz

5' TGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATCTAAAGGATGAATACTTTGAGGAAATCATGGAAGAATATGAAGATA
TTAGACAGGACCATTATGAGTCTCTCAAGGTAAGTGGTAGAAACAGATTTTTGCTTGTTTTTAATGTGACTGT
TTTTTATGATCCTAGTTTTTAATGTGACTTTTTAAAATGGTTTTGAGGAGTGTAAAAGGCTTTGGATC 3"

@) Schmelzkurve MTR-A2756G-Harmon
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Abbildung 15: MTR-A2756G-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die A>G-Transition (Nukleotid Nr. 80 von
211) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit BsuRI, 2% Agarosegel, Laufzeit 40 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, AA (Wildtyp): 211 Bp, AG (heterozygote Mutante): 211, 131, 80 Bp, GG
(homozygote Mutante): 131, 80 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstrange schmelzen ab 40° C in DNA-Einzelstringe, bei 49° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat vier Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-75 Bp, bei
55,5° C sind noch zwischen 68 und 88% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation. 2) 76-110 Bp, bei 55,5° C sind 100% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation. 3) 111-150 Bp, bei 55,5° C sind noch zwischen 60 und 100% der DNA-Molekiile
dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation, 4). 151-211 Bp, bei 55,5° C sind noch 52% der DNA-
Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: AA: Wildtyp, AG: heterozygote Mutante. Die beiden Vorpeaks des
Heterozygotenchromatogramms sind durch Pfeile markiert.

Der DHPLC-Mutationsnachweis der MTR-A2756G-Transition wurde mit zwei
unterschiedlichen PCR-Produkten durchgefiihrt. Das Amplifikat der von Leclerc et al.
(Leclerc et al. 1996) beschriebenen PCR erwies sich als ungeeignet fiir eine DHPLC-
Mutationsanalyse. Die DHPLC-Chromatogramme von Probanden, die mittels RFLP
eindeutig als Wildtyp (AA), heterozygote- oder homozygote Mutante (AG bzw. GQG)
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genotypisiert worden waren, konnten nicht voneinander unterschieden werden (Ergebnisse
nicht dargestellt). Fiir das PCR-Produkt mit den Primern von Harmon ef al. (Harmon et al.
1999) wurde bei einem heterozygoten Probanden ein DHPLC-
Heteroduplexchromatogramm erhalten (Abb.: 15E). Dieses Ergebnis konnte in spiteren
Versuchen nicht reproduziert werden. Versuche mit gemischten Proben (Kontroll-DNA +

homozygote Mutante) erbrachten nicht die erwarteten Heteroduplexchromatogramme.
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4.4.5.6. Reduced Folate Carrier I (RFC I-G80A)

A) Amplifikatsequenz

5" AGTGTCACCTTCGTCCCCTCCGGAGCTGCACGTGGCCTGAGCAGGATGGTGCCCTCCAGCCCAGCGGTGG
AGAAGCAGGTGCCCGTGGAACCTGGGCCTGACCCCGAGCTCCGGTCCTGGCGGCGCCTCGTGTGCTACCTTTG
CTTCTACGGCTTCATGGCGCAGATACGGCCAGGGGAGAGCTTCATCACCCCCTACCTCCTGGGGCCCGACAAG
AACTTCACGCGGGAG 3'

B) C) Schmelzkurve RFC FG80A
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Abbildung 16: RFC I-G80A-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die G>A-Transition (Nukleotid Nr. 125 von
231) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Cfol, 2% Agarosegel, Laufzeit 60 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, GG (Wildtyp): 125, 68, 37 Bp, GA (heterozygote Mutante): 162, 125, 68, 37
Bp, AA (homozygote Mutante): 162, 68 Bp.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 62° C in DNA-Einzelstrédnge. Bei 77° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-125 Bp, bei
66,7° C sind noch zwischen 0 und 90% der DNA-Molekiille dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation. Die Schmelztemperatur nimmt vom 1. zum 125. Basenpaar gleichméBig zu. 2) 126-
145 Bp, bei 66,7° C sind noch zwischen 90 und 0% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation. Die Schmelztemperatur nimmt vom 126. zum 145. Basenpaar gleichméBig ab. 3) 146-
230 Bp, bei 66,7° C sind noch zwischen 0% und 40% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation. Die Schmelztemperatur nimmt vom 146. zum 231. Basenpaar gleichméBig ab.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: GG: Wildtyp, GA: heterozygote Mutante.

Die Ergebnisse der RFLP- und DHPLC-Mutationsnachweise erbrachten bei allen 37

untersuchten Probanden eindeutig auswertbare und identische Ergebnisse.
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4.4.5.7. Transcobalamin II (TC II-C776G)

A) Amplifikatsequenz

5" GTCAGGTGCTGGAACACCTAGCCCCTCCCTGCCGGCTGACTTCCTCTCTCTCTTCCTCACTCTATCAC
CAGTTCCTCATGACTTCCCCCATGCGTGGGGCAGAACTGGGAACAGCATGTCTCAAGGCGAGGGTTGCTTT
GCTGGCCAGTCTGCAGGATGGAGCCTTCCAGAATGCTCTCATGATTTCCCAGCTGCTGCCCGTTCTGAACC
ACAAGACCTA 3"

B) C) Schmelzkurve TC IFC776G
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Abbildung 17: TC II-C776G-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die C>G-Transversion (Nukleotid Nr. 94 von
220) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Mval, 2% Agarosegel, Laufzeit 60 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, TT (Wildtyp): 218 Bp, TC (heterozygote Mutante): 218, 128, 90 Bp, AA
(homozygote Mutante): 128, 90 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 60° C in DNA-Einzelstrange. Bei 68° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-95 Bp, bei
62,5° C sind noch 82% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 96-155
Bp, bei 62,5° C sind 100% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 156-
220 Bp, bei 62,5° C sind noch zwischen 60 und 100% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der
Doppelhelixformation.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: C776G  CC: Wildtyp, C776G  CG: heterozygote Mutante, G810A: neu
gefundene DNA-Sequenzvariation, heterozygote Mutante der G810A-Transition.

Die Ergebnisse der RFLP- und DHPLC-Mutationsnachweise erbrachten bei allen 37

untersuchten Probanden eindeutig auswertbare und identische Ergebnisse.
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4.4.5.8. Glutamatcarboxypeptidase II (GCP II-C1561T)
A) Amplifikatsequenz

5' CATTCTGGTAGGAATTTAGCAGTGGTCTTTGAAGAAAATAATAACAGAAAGAAATTAAATTTTAAAATCT
ATTCTTTTCTTATTTTTCAGGAAACTACACTCTGAGAGTTGATTGTACACCGCTGATGTACAGCTTGGTACAC
AACCTAACAAAAGAGGTATATAATTACATATAATTTAAGAAAACCCAAATTCTACAAATGATGTTTTCTTGAG
GTATTATGTTAAACATAGGTGGTGTTT 3'

C) Schmelzkurve GCP II-C1561T
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Abbildung 18: GCP II-C1561T-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die C>G-Transversion (Nukleotid Nr. 141 von
244) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Accl, 2% Agarosegel, Laufzeit 60 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, CC (Wildtyp): 244 Bp, CG (heterozygote Mutante): 244, 141, 103 Bp, CC
(homozygote Mutante): 141, 103 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard.

C) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 35° C in DNA-Einzelstrédnge. Bei 60° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

D) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-90 Bp, bei
53¢ C sind noch 82% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 91-150 Bp,
bei 53° C sind 100% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 151-244 Bp,
bei 53° C sind noch 90% der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.

E) DHPLC-Mutationsnachweis: CC: Wildtyp, CT: heterozygote Mutante.

Die Ergebnisse der RFLP- und DHPLC-Mutationsnachweise erbrachten bei allen 37

untersuchten Probanden eindeutig auswertbare und identische Ergebnisse.
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4.4.5.9. Thymidylatsynthase (TYMS-6-Bp-Deletion)

A) Amplifikatsequenz

5' CAAATCTGAGGGAGCTGAGTAACACCATCGATCATGATGTAGAGTGTGGTTATGAACTTTAAAGTTATAG
TTGTTTTATATGTTGCTATAATAAAGAAGTGTTCTGCATTCGTCCACGCTTTGTTCATTCTGTACTGCCACTT
ATCTG 3'

B) C) TYMS-6Bp-Deletion (50° C)
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Abbildung 19: TYMS-6-Bp-Deletion.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die 6-Bp-Deletion (Nukleotid Nr. 59-64 von
148 Bp (WT), 142 Bp (homozygote Mutante)) ist schattiert.

B) RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit Dral, 2% Agarosegel, Laufzeit 30 min bei 100 V
konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-Bp-
Molekulargewichtsstandard, WT/WT (Wildtyp): 88, 60 Bp, WT/Del (heterozygote Mutante): 142, 88, 60 Bp,
Del/Del (homozygote Mutante): 142 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard.

C) (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweis: WT/WT: Wildtyp, WT/Del: heterozygote Mutante, Del/Del:
homozygote Mutante.

Beim (D)HPLC-Sizing-Nachweis der TYMS-6-Bp-Deletion zeigten die homozygoten
Proben jeweils nur einen Peak (Abb.: 19C). Das PCR-Produkt von homozygoten Mutanten
(Del/Del, -6Bp/-6Bp) hatte eine kiirzere Retentionszeit als das PCR-Produkt von
Wildtypen (WT/WT, +6Bp/+6Bp). Das PCR-Produkt von heterozygoten Mutanten
(WT/Del, +6Bp/-6Bp) hatte zwei Peaks mit den Retentionszeiten der PCR-Produkte der
jeweils homozygoten Probanden. Die Ergebnisse der RFLP- und (D)HPLC-Sizing-
Mutationsnachweise erbrachten bei allen 37 untersuchten Probanden eindeutig auswertbare

und identische Ergebnisse.
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4.4.5.10. Thymidylatsynthase (TYMS-28-Bp-Repeat)
A) Amplifikatsequenz

5" CGTGGCTCCTGCGTTTCCCCCTGGCGCACGCTCTCTAGAGCGGGGGCCGCCGCGACCCCGCCGAGCAGGA
AGAGGCGGAGCGCGGGACGGCCGCGGGAAAAGGCGCGCGGAAGGGGTCCTGCCACCGCGCCACTTGGCCTGCC
TCCGTCCCGCCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCGCCGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGTCCCCCGCCCGCC
GCGCCATGCCTGTGGCCGGCTC 3"

B) C) TYMS-28Bp-Repeat (50° C)
3
3R/3R
% 2R/3R
=2 2R/2R
300 Bp 5
250 Bp g 1
51
200 Bp § a jl\k
150 Bp 0 ; ‘
6 7 8 9
50 2R/2R 2R/3R 3R/3R 100 Retentionszeit [min]
Bp Genotypen Bp

Abbildung 20: TYMS-28-Bp-Repeat (PCR nach Hishida ef al. 2003).

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Der 28-Bp-Repeat (Nukleotid Nr. 125-208 von
238 Bp (3R-Allel (R: Repeat)) ist schattiert.

B) dAGE-Mutationsnachweis: 3% Agarosegel, Laufzeit 45 min bei 100 V konstant, Proben von links nach
rechts: 50-Bp-Molekulargewichtsstandard, 2R/2R (homozygote Mutante): 210 Bp, 2R/3R (heterozygote
Mutante): 210, 238 Bp, 3R/3R (Wildtyp): 238 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard.

C) (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweis: 3R/3R, 2R/3R, 2R/2R.

Der TYMS-28-Bp-Repeat konnte mittels dAGE, DHPLC, und (D)HPLC-Sizing
nachgewiesen werden. Mit der DHPLC-Technik war die Genotypisierung unter nicht
denaturierenden Bedingungen ((D)HPLC-Sizing bei 50° C, Abb.: 20C) und unter
denaturierenden (DHPLC bei 67,5° C, Ergebnisse nicht dargestellt) moglich. Die
Ergebnisse der RFLP-, DHPLC- und (D)HPLC-Sizing-Mutationsnachweise erbrachten bei

allen 37 untersuchten Probanden eindeutig auswertbare und identische Ergebnisse.
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4.4.5.11 und 12. Cystathionin-B-Synthase (CBS-T833C und CBS-844Ins68)

A) Amplifikatsequenz

5" CTGGCCTTGAGCCCTGAAGCCGCGCCCTCTGCAGATCATTGGGGTGGATCATCCAGGCGGGGCTTTTGCT
GGCCTTGAGCCCTGAAGCCGCGCCCTCTGCAGATCATTGGGGTGGATCCCGAAGGGTCCATCCTCGCAGAGCC
GGAGGAGCTGAACCAGACGGAGCAGACAACCTACGAGGTGGAAGGGATCGGCTACGACTTCATCCCCACGGTG
CTGGACAGGACGGTAGGTCGAGTCCAGAGCCCGGCC 3!

B)

150 Bp

50 Bp

50 WT/WT WT/Ins Ins/Ins 100
Bp T/T T/C C/C Bp

Abbildung 21: CBS-844Ins68 und CBS-T833C kombinierter JAGE- und RFLP-Mutationsnachweis.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die CBS-844Ins68 (Nukleotid Nr. 50-117 von
252 Bp (Allel mit 68-Bp-Insertion) und die CBS-T833C-Transition (Nukleotid Nr. 39 von 252 Bp) sind
schattiert.

B) dAGE- und RFLP-Mutationsnachweis: Restriktionsverdau mit BseNl. CBS-844-Ins-68: WT: Wildtypallel,
Ins: 68-Bp-Insertionsallel. CBS-T833C: T: Wildtypallel, C: mutiertes Allel. 2% Agarosegel, Laufzeit 30 min
bei 100 V konstant. Proben von links nach rechts: 50-Bp-Molekulargewichtsstandard, WT/WT + T/T: 184
Bp, WT/Ins + C/T unverdaut 252, 184 Bp, verdaut 209, 184, 43 Bp, Ins/Ins + C/C unverdaut 252 Bp,
verdaut 209, 43 Bp, 100-Bp-Molekulargewichtsstandard. Das 43-Basenpaarfragment bei den verdauten
Proben war aufgrund zu niedriger DNA-Konzentration nicht nachweisbar.

Die 68-Bp-Insertion und die T>C-Transition im CBS-Gen wurden in einem kombinierten
dAGE/RFLP-Mutationsnachweis durchgefiihrt (Abb.: 21B). Die Ergebnisse dieses
kombinierten Mutationsnachweises waren bei allen 37 untersuchten Probanden eindeutig

auswertbar.
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4.5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von molekularbiologischen Methoden zum
Nachweis von bekannten Polymorphismen im Homocystein- und Folatstoffwechsel. Die
entwickelten Methoden sollen im Rahmen von epidemiologischen Studien zur Anwendung
kommen. Tabelle 7 gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Polymorphismen und die
angewendeten Methoden. Fiir jeden Polymorphismus wird anhand der erarbeiteten

Ergebnisse eine Methode fiir den Nachweis der Genotypen empfohlen.

Tabelle 7: Polymorphismen mit angewendeten und empfohlenen Methoden zum Mutationsnachweis.

RFLP DHPLC | (D)HPLC- dAGE identische | sequen- | empfohlene

Sizing Ergebnisse | ziert Methode
1 | MTHFR-C677T X[/ x|V ja DHPLC
2 | MTHFR-A1298C | X 4 nein ja DHPLC
3 |MTHFR-G1793A | X | ¥ [ X nein ja RFLP
4 |[MTHFD-GI1958A | X | ¥ | X nein nein RFLP
5 | MTR-A2756G X[/ [ X nein nein RFELP
6 | RFCI-GS0A X[ /x| ja DHPLC
7 | TC I-C776G X[ x|V ja DHPLC
8 |GCPII-C1561T X|Y [ x|/ ja DHPLC
9 | TYMS-6-Bp-Del X | v X v | X |/ ja (D)HPLC-Siz.
10 | TYMS-28-Bp-Rep X || X v | x|/ ja dAGE
11 |[CBS-T833C X |V RFLP
12 | CBS-844Ins68 X |/ dAGE

X: Angewendete Methoden, v : eindeutige Ergebnisse, RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism,
DHPLC: Denaturing High Performance Liquid Chromatography, (D)HPLC-Sizing: DHPLC-Analyse bei 50°
C, dAGE: direkte Agarosegelelektrophorese.

4.5.1. RFLP-Mutationsnachweise

Fiir zehn Polymorphismen wurden RFLP-Mutationsnachweise durchgefiihrt. Nach der
Anpassung der Methoden konnten neun Polymorphismen eindeutig mittels RFLP bestimmt
werden (Tab.: 7). Die Probleme beim Nachweis der MTHFR-A1298C-Transversion sind
wahrscheinlich auf den Restriktionsverdau mit Mboll zuriickzufiihren. Beim Wildtypallel
(A-Allel) enthélt die amplifizierte DNA-Sequenz fiinf Mboll-Erkennungssequenzen, im C-
Allel sind vier Mboll-Erkennungssequenzen vorhanden (Abb.: 22A) (van der Put et al.
1998). Neben der MTHFR-A1298C-Transversion (rs1801131) befindet sich in dem
Amplifikat noch ein zweiter Polymorphismus (MTHFR-T1317C-Transition (rs4846051)),
der sich auf eine Mboll-Erkennungssequenz auswirkt (Abb.: 22A). Bei der A1298C-
Transversion wird durch den Basenaustausch eine Schnittstelle entfernt, bei der T1317C-
Transition wird eine Schnittstelle eingefligt. Die nach dem Restriktionsverdau der
1298A/1317T-, 1298A/1317C-, 1298C/1317T- und 1298C/1317C-Allele theoretisch

moglichen DNA-Fragmente, sind mittels Agarosegelelektrophorese nicht zu
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differenzieren, weil DNA-Fragmentgrofenunterschiede von nur einem Basenpaar

agarosegelelektrophoretisch nicht nachweisbar sind (Tab.: 8).

A) 5' CTTTGGGGAGCTGAAGGAC | TACTACctcttctacctgaagagcaag
tcclcccaaggaggagctgectgaagatgtggggg | gaggagctgaccagt
gaagAaagtgtc|tittgaagtcttCgttctttacctctcgggagaacCA
AACCGGAATGGTCACAAAGTG 3"

(N)gl...3‘
(N)71...5"

B) 5' gaaga
3 cttct

Abbildung 22: Mboll-Erkennungssequenzen und Restriktionsschnittstellen im Amplifikat fiir den
Mutationsnachweis der MTHFR-A1298C-Transversion (PCR nach van der Put et al. 1998).

A) Amplifikatsequenz mit Mboll-Erkennungssequenzen und Restriktionsschnittstellen. A: A1298C-
Transversion (rs1801131), C: T1317C-Transition (rs4846051). Unterstrichen: Mboll-Erkennungssequenz,
5°>3° gaaga, 3°>5° cttet, | : Mboll-Restriktionsschnittstelle. Fette Grossbuchstaben: Forward- und
Reverseprimer.

B) Mboll-Erkennungssequenz und Restriktionsschnittstelle nach Angaben des Herstellers.

Die Restriktionsschnittstelle liegt auBerhalb der Erkennungssequenz. In 5°>3‘-Ausrichtung liegt sie acht
Nukleotide auBerhalb, in 3°>5°-Ausrichtung liegt sie sieben Nukleotide auBlerhalb der Erkennungssequenz.
N: Platzhalter fir C, G, T oder A.

Durch die von der T1317C-Transition eingefiihrte Mboll-Schnittstelle wird die A1298C-
Transversion maskiert, wodurch der Polymorphismus im 1298A/1317C- und im
1298C/1317C-Allel nicht zweifelsfrei erkannt wird. Das liegt daran, dass das
Bandenmuster keine Riickschliisse dariiber erlaubt, aufgrund welcher der beiden
Polymorphismen das Amplifikat geschnitten wurde (Tab.: 8).

Tabelle 8: DNA-Fragmente nach Verdau des MTHFR-A1298C-Amplifikates mit Mboll (PCR nach van Put
et al. 1998).

MTHFR-A1298C | MTHFR-T1306C | DNA-Fragmente NCBI
Allele A (+) T(-) 56, 30, 30, 28, 19 v
A (+) C(+) 56, 30, 30, 27, 19, 1 v
C() T(-) 84, 30, 30, 19 v
C() C(+) 57, 30, 30, 27, 19 negativ

(+): Mboll-Erkennungssequenz vorhanden, (-): Mboll-Erkennungssequenz nicht vorhanden, ¥ : Allel in der
NCBI-Datenbank gefunden, neg: Allel nicht in der NCBI-Datenbank gefunden. A: Adenin, C: Cytosin, T:
Thymin.

Die abgebildeten Bandenmuster der Proben C und E (Abb.: 10B) weisen darauf hin, dass
der Restriktionsverdau durch die zwei nur ein Nukleotid auseinander liegenden Mboll-
Schnittstellen behindert wurde. Das Bandenmuster der Probe C lédsst zusitzlich die
Vermutung zu, dass es durch einen Uberschuss an Restriktionsenzym und eine zu lange
Inkubation der Proben zu unspezifischen Restriktionsreaktionen (Star-Aktivitét)
gekommen war. Mboll-Star-Aktivitit wird vom Hersteller des Restriktionsenzyms fiir

Inkubationszeiten ab einer Stunde beschrieben. Zum vollstindigen Verdau der DNA

musste das PCR-Produkt 6 '2 Stunden verdaut werden, weswegen Star-Aktivitit als
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Ursache fiir den diskutierten unspezifischen Restriktionsverdau nicht ausgeschlossen
werden kann. Versuche, den Restriktionsverdau durch Anwendung des Restriktionsenzyms
Eam11041 zu optimieren, erbrachten keine besser auswertbaren Ergebnisse. Die
elektrophoretische Auftrennung des verdauten Amplifikates mittels
Agarosegelelektrophorese ist nicht die ideale Methode fiir die Differenzierung von DNA-
Fragmenten, die kleiner als 50 Basenpaare sind. Die von van der Put ef al. (van der Put et
al. 1998) beschriebene Originalmethode benutzt zur Auftrennung der verdauten
Amplifikate eine Polyacrylamidgelelektrophorese, was sicherlich zu gut auswertbaren
DNA-Banden fiihrt. Dennoch haben van der Put und Blom (van der Put und Blom 2000)
eine optimierte RFLP-Methode zum Nachweis des MTHFR-C1298T-Transition
verdffentlicht. In dieser Methode wird ein anderes Primerpaar benutzt. Daraus resultiert ein
PCR-Produkt, das nur eine Mboll-Schnittstelle enthilt, womit das Problem des unsauberen
Restriktionsverdaus wahrscheinlich geldst ist. Bei dieser Methode liegt der Forwardprimer
allerdings tiber der MTHFR-T1309C-Transition, die eine Heterozygotenfrequenz von 0,2
hat (NCBI). Deswegen war zu erwarten, dass die Genotypisierung auch mit dieser

Methode nicht problemlos durchzufiihren gewesen wire.

4.5.2. dAGE-Mutationsnachweise

Die TYMS-6-Bp-Deletion, der TYMS-28Bp-Repeat und die CBS-844Ins68-Insertion
konnten eindeutig mittels PCR und anschlieBender Agarosegelelektrophorese bestimmt
werden. Die Genotypisierung mittels direkter Agarosegelelektrophorese war fiir alle drei
Polymorphismen effizient und zuverldssig. Der Nachweis der TYMS-6-Bp-Deletion
mittels dAGE erforderte allerdings die Auftrennung des PCR-Produktes mit einer
hochauflésenden Spezialagarose.

Bei der PCR fiir den Nachweis von Insertionen, Deletionen und Tandem-Repeats kann es
bei heterozygoten Probanden zur bevorzugten Amplifizierung eines Allels kommen.
Dieses Phidnomen ist bekannt. Es wurde von Kaiser ef al. (Kaiser et al. 2002) systematisch
untersucht, wobei festgestellt wurde, dass die Verwendung eines Polymerasegemisches aus
Tag- und Pwo-Polymerasen oder der Einsatz von 7-deaza-dGTP die bevorzugte
Amplifikation unterdriickt. Beim Nachweis des TYMS-28-Bp-Repeats wird die bevorzugte
Amplifizierung des 2R-Allels durch die Zugabe von 10% Glyzerin (Hishida et al. 2003)
oder DMSO (Horie et al. 1995, Luo et al. 2002, Ulrich et al. 2002) verhindert. In der
vorliegenden Studie wurde gefunden, dass 8% DMSO zur Unterdriickung der bevorzugten

Amplifizierung des 2R-Allels ausreichen. Fiir die PCR der TYMS-6-Bp-Deletion und der
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CBS-844Ins68-Insertion wurde in wiederholten Analysen von heterozygoten Probanden

keine bevorzugte Amplifizierung eines Allels beobachtet.

4.5.3. DHPLC-Mutationsnachweise

Fiir acht Polymorphismen wurden DHPLC-Protokolle entwickelt (Tab.: 7). Bei vier
Polymorphismen (MTHFR-C677T, RFC I-G80A, TC II-C776G, GCP II-C1561T) konnten
die Genotypen bei allen 37 untersuchten Probanden eindeutig mittels DHPLC bestimmt
werden. Bei drei Polymorphismen, (MTHFR-G1793A, MTHFD-G1958A, MTR-A2756Q)
waren die Genotypen bei den untersuchten Probanden nicht eindeutig mittels DHPLC zu
bestimmen.

Die MTHFR-G1793A-Transition konnte bei drei Probanden nicht mittels DHPLC
bestimmt werden. Die Probanden hatten zusétzliche Sequenzvariationen innerhalb der
DNA-Sequenz des benutzten Amplifikates (C?, C° in Abb.: 23). Die resultierenden
Chromatogramme der Probanden entsprachen deswegen keinem der beiden
Referenzchromatogramme. Wird bei einer DHPLC-Mutationsanalyse ein Chromatogramm
erhalten, das keinem der beiden Referenzchromatogramme entspricht, kann der Genotyp
des Probanden mittels DHPLC nicht ermittelt werden. In solchen Féllen zeigt die DHPLC
die Anwesenheit eines zusitzlichen Polymorphismus innerhalb der untersuchten DNA-
Sequenz an. Zum Nachweis von Mutationen ist die DHPLC deswegen nur dann optimal
einsetzbar, wenn ein Amplifikat entwickelt werden kann, in dem nur die zu bestimmende
Sequenzvariation enthalten ist. Bei sehr polymorphen DNA-Sequenzen kann dieses Ziel
nicht immer erreicht werden.

Die Homo- und Heteroduplexchromatogramme der MTHFR-G1793A-Transition
entsprachen nicht den theoretisch erwarteten Chromatogrammen. Zur Aufkldrung der
Ursache fiir die erhaltenen Chromatogramme wurde die DNA-Sequenz des PCR-Produktes
betrachtet. Zwei DNA-Sequenzvariationen waren bereits bei der Sequenzierung des PCR-
Produktes gefunden worden (G', C* in Abb.: 23). In den Datenbanken des NCBI, des
University of California at Santa Cruz Genome Bioinformatics Genome Bioinformatics
(UCSC Genome Bioinformatics) und von MutationDiscovery sind zusammen vier weitere
Sequenzvariationen innerhalb dieser DNA-Sequenz beschrieben (C', C°, C* und G* in
Abb.: 23). Drei von diesen vier Sequenzvariationen (C', C°, G*) konnten in dieser Studie

nachgewiesen werden. Die C2024N-Substitution (C*) wurde nicht nachgewiesen.
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5" GTTCTATTCCGGGAAATGTCCTGTTGAGCAGAGCCCTTGGAGAGCCCTGTTAATCTT
GCCTClTGTGTGTGTGTGCATGTGTGCGITGTGTGCGGGGGTATGTGTGTGTAGgacgagg
ccztttgccctgtggattgachzgtggggaaagctgtatgaggaggagtccccgtcccgc
accatcatccagtacatccacgacaactacttcctggtcaacctggtggacaatgacttc
ccactggacaactgcctctggcaggtggtggaagacacattggagcttctcaacaggcecc
acccagaatgcgagagaaac3ggaggctccatgaccctgcgtcctgacgccctgcgttgga
gccactcctgtccc4gccttcctcctccacagtgctgcttctcttgggaactccactctcc
ttcgtg 3"

Abbildung 23: Amplifikatsequenz fiir den Nachweis der MTHFR-G1793A-Transition nach der Methode
von Rady et al. (Rady et al. 2002).

Intronische DNA-Sequenzen sind in GrofSbuchstaben, exonische in Kleinbuchstaben dargestellt. Die Primer
fiir die PCR der DHPLC-Analysen sind schattiert, die Primer fiir die DNA-Sequenzierung sind fett
dargestellt. C': C>G-Transversion (rs3818762), G': A>G-Transition, C*: C1773T-Transition, G*: G1793A-
Transition (rs2274976), C* C1970T-Transition, C*: C2024N-Substitution (N: Platzhalter fiir Adenosin,
Cytosin, Guanin, Thymin). G' und C” sind die bei der Sequenzierung gefundenen, bis jetzt unbekannten
Sequenzvariationen. C* und C* sind nur in der Datenbank von MutationDiscovery angegeben. (NCBI-
Sequenz-ID: NM_005957.2).

Die Allelfrequenz des G-Allels der rs3818762-C>G-Transversion (C') ist mit 0,195
angegeben (NCBI). Die Allelfrequenzen der A>G-Transition (G') sind unbekannt. Beide
DNA-Sequenzvariationen liegen unter dem Forwardprimer (Abb.: 23). Auch unter dem
Reverseprimer liegt eine DNA-Sequenzvariation (C2024N-Substitution (C*). Die
Allelfrequenzen dieser DNA-Sequenzvariation sind auch unbekannt. Im ungiinstigsten
Fall, hat ein Allel drei nicht mit den Primern iibereinstimmende Nukleotide. Es wiirde gar
nicht oder nur sehr schwach amplifiziert werden. Ein Einfluss dieser drei DNA-
Sequenzvariationen auf das Ergebnis der PCR kann deswegen nicht ausgeschlossen
werden. Bei den DHPLC-Analysen war der GG-Homoduplexpeak (Peak mit der ldngsten
Retentionszeit (5,83 min)) bei den Heteroduplexchromatogrammen nur als rechtsseitige
Schulter zu erkennen (Abb.: 11E). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass das G-Allel der
MTHFR-G1793A-Transition bei heterozygoten MTHFR-G1793A-Probanden (GA)
schwicher amplifiziert wurde als bei Wildtypprobanden (GG). Das konnte darauf zuriick
zu fithren sein, dass die Amplifizierung des G-Allels durch die unter den Primern
liegenden Sequenzvariationen (C', G', C*) behindert wird. Diese Hypothese wird durch
den Nachweis der C'- und der G'-Sequenzvariationen im MTHFR-G1793A-G-Allel
unterstiitzt. Die sichere Ermittlung von Probandengenotypen fiir die MTHFR-G1793A-
Transition ist mit dem PCR-Produkt nach Rady (Rady et al. 2002) nicht zu gewihrleisten.
Um die Genotypisierung der Transition zuverldssig und zweifelsfrei durchfiihren zu
konnen, wird eine PCR mit neu entwickelten Primern ben6étigt. Bei der Entwicklung dieser
PCR muss darauf geachtet werden, dass keine DNA-Sequenzvariationen unter den Primern

und innerhalb des PCR-Produktes liegen. Hierfiir miissen potentielle Primersequenzen und
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die resultierenden PCR-Produkt-Sequenzen mit Datenbanksequenzen (NCBI, UCSC,
MutationDiscovery) verglichen werden.

Die MTHFD-G1958A-Transition konnte mittels DHPLC nicht nachgewiesen werden. Das
verwendete Amplifikat hat drei Schmelztemperaturbereiche (Abb.: 11D). Der Bereich bis
zum 100. Basenpaar beginnt bei 59° C zu schmelzen. Bei 61° C liegen mehr als 80% der
DNA-Molekiile dieses DNA-Bereiches als DNA-Einzelstrang vor. Der DNA-Bereich
zwischen dem 101. und dem 270. Basenpaar beginnt bei 58° C zu schmelzen. Bei 61° C
sind von diesem DNA-Bereich keine doppelstringigen DNA-Molekiile mehr vorhanden.
Der DNA-Bereich vom 271. Basenpaar bis zum 5'-terminalen Ende des Amplifikates
schmilzt erst ab 61° C vollstindig in DNA-Einzelstrange. Bei 61° C liegt dieser DNA-
Bereich noch bei mehr als 90% der DNA-Molekiile als DNA-Doppelstrang vor. Bei 63°,
64° und 65° C liegen jeweils 85, 75 und 50 % der DNA-Molekiile dieses DNA-Bereiches
als DNA-Einzelstrang vor. Die hohe Schmelztemperatur wird durch den GC-Gehalt von
78% zwischen dem 273. und dem 300. Basenpaar verursacht. Die Guanin zu Adenosin
Transition betrifft das 72. Basenpaar des Amplifikates. Der DNA-Bereich um das 72.
Basenpaar beginnt bei einer DHPLC-Analysetemperatur von 60° C in DNA-Einzelstringe
zu schmelzen. Die DNA-Homoduplexe in der Probe verbleiben bei 60° C noch vollstindig
in der Doppelhelixformation. Deswegen wird die Guanin zu Adenosin Transition mittels
DHPLC theoretisch am sichersten bei dieser Analysetemperatur erkannt. Diese Theorie
wird durch die linksseitige Schulter im Chromatogramm der heterozygoten Probe in
Abbildung 11E unterstiitzt. In wiederholten Analysen von heterozygoten Probanden
erlaubte diese Schulter allerdings keine eindeutige Genotypisierung, weil sie nicht immer
erkannt wurde. Der Grund fiir diese Schwierigkeiten ist wahrscheinlich der beschriebene
Hochtemperaturschmelzbereich. Bedingt durch diesen DNA-Bereich beginnen die DNA-
Molekiile des Amplifikates erst ab einer Schmelztemperatur von circa 62° C vollstindig in
ihre DNA-FEinzelstringe zu schmelzen. Bei 62,7° C liegen nur etwa 10% der DNA-
Molekiile als DNA-Einzelstrang vor. Das ideale Verhiltnis zwischen vollstindig
einzelstringiger und doppelstringiger DNA (25 zu 75%) wird erst bei einer
Analysetemperatur von 64° C erreicht. Der DNA-Bereich, in dem sich die MTHFR-
G1958A-Transition befindet, liegt bei dieser Temperatur schon bei allen DNA-Molekiilen
einzelstringig vor. Deswegen hat der Polymorphismus wahrscheinlich keinen Einfluss auf
das Schmelzverhalten des Gesamtamplifikates, wodurch die Homo- und Heteroduplexe bei
derselben Schmelztemperatur vollstindig in ihre DNA-Einzelstringe zu schmelzen

beginnen. Nach dieser Hypothese gibt es keine Analysetemperatur, bei der die
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Heteroduplexe schon als DNA-Einzelstringe vorliegen, die Homoduplexe aber noch als
DNA-Doppelstrang. Dementsprechend haben Homo- und Heteroduplexe theoretisch
identische Retentionszeiten, wodurch der DHPLC-Nachweis unmdglich wird. Da die
RFLP-Analysen zufrieden stellende Ergebnisse erbrachten, wurde darauf verzichtet, eine
DHPLC-Methode fiir diesen Polymorphismus zu etablieren.

Fiir die MTR-A2756G-Transition wurden die DHPLC-Analysen an zwei unterschiedlichen
PCR-Produkten durchgefiihrt. Mit beiden PCR-Produkten war kein Nachweis der
Genotypen mittels DHPLC moglich. Die Schmelzkurve und das Schmelztemperaturprofil
(Abb.: 15C und D) der beiden untersuchten Amplifikate konnen nicht erkldren warum die
DHPLC-Analysen keine eindeutigen Ergebnisse erbracht haben. Das PCR-Produkt hat
einen Bereich, in dem die Schmelztemperatur deutlich erhoht ist. Die MTR-A2756G-
Transition liegt bei beiden untersuchten Amplifikaten innerhalb dieses Bereiches. Es ist
moglich, dass es bei diesem PCR-Produkt nur einen kleinen Temperaturbereich gibt, in
dem die DNA-Heteroduplexe schon schmelzen, die DNA-Homoduplexe aber noch in der
Doppelhelixstruktur vorliegen. Da in dieser Arbeit der Temperaturbereich von —5 bis +5°
C um die errechnete ideale DHPLC-Analysetemperatur in 0,5° C Schritten iiberpriift
wurde, ist es nicht sehr wahrscheinlich, dass die ideale DHPLC-Analysetemperatur in den
Experimenten iibersehen worden ist. Bei einer heterozygoten Probe wurde einmal ein
typisches Heteroduplexchromatogramm mit zwei kleinen Vorpeaks erkannt (Abb.: 15E).
Dieses Chromatogramm konnte allerdings nicht reproduziert werden. Wahrscheinlich
schmelzen bei den beiden verwendeten Amplifikaten die Homo- und Heteroduplexe bei
fast derselben Temperatur, wodurch eine DHPLC-Analyse verhindert wird. Zum Nachweis
dieses Polymorphismus mittels DHPLC ist es notwendig eine PCR zu etablieren die ein
Amplifikat mit einem geeigneten Schmelztemperaturprofil generiert. Die Uberpriifung
potentieller Amplifikate auf ihre Einsetzbarkeit kann mit der Wavemaker'™ Software
durchgefiihrt werden. Auf die Etablierung einer DHPLC-Methode wurde in dieser Arbeit
verzichtet, weil die Ergebnisse der RFLP-Analysen zufrieden stellende Ergebnisse

erbrachten.

4.5.4. (D)HPLC-Sizing Mutationsnachweise

Der TYMS-28-Bp-Repeat und die TYMS-6-Bp-Deletion wurden mittels (D)HPLC-Sizing
bestimmt. Um die Chromatographiesdule so gering wie mdglich zu belasten, wurde
versucht die PCR fiir das TYMS-Exon-1 ohne DMSO durchzufiihren. Dabei kam es bei
heterozygoten Probanden (2R/3R) aber zur bevorzugten Amplifikation des 2R-Allels
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(Abb.: 24), weswegen nicht auf die Zugabe von DMSO verzichtet werden konnte. Nach
Angaben des Herstellers beschddigen DMSO-Konzentrationen bis 10% die
Chromatographiesdule nicht. Die fiir diese Arbeiten benutzte Chromatographieséule
erreichte eine hohe Injektionszahl (>6000) bei gleich bleibend guter Qualitdt der DNA-
Sequenzanalysen. Daraus lédsst sich schlieBen, dass die Zugabe von 8% DMSO keine

erhohte Belastung der Chromatographiesiule darstellte.

300 Bp T
P 250 Bp
200 Bp
150 Bp
100 Bp @™ Fs : ' B 100 Bp
100 Proband A Proband B Proband C 50
BP (06 1,0 14 | 06 1,0 14106 1,0 14 Bp
uM Primer uM Primer uM Primer

Abbildung 24: Gelelektrophoretischer Mutationsnachweis des TYMS-28-Bp-Repeats.

Es sind drei heterozygote Probanden (3R/2R) dargestellt (A, B, C). Die PCR wurde ohne Zugabe von DMSO
durchgefiihrt. Bei allen drei Probanden sind abhingig von der Primerkonzentration unterschiedliche
Ergebnisse zu erkennen. Heterozygote Mutanten wurden falsch als 3R/3R-Probanden bestimmt. 100-Bp-
Molekulargewichtsstandard, 2R/2R (homozygote Mutante): 210 Bp, 2R/3R (heterozygote Mutante): 210, 238
Bp, 3R/3R (Wildtyp): 238 Bp, 50-Bp-Molekulargewichtsstandard.

Die entwickelte (D)HPLC-Sizing-Methode zum Nachweis des TYMS-28-Bp-Repeats
erlaubte die zuverldssige Genotypisierung der 37 untersuchten Probanden. Auch die
TYMS-6-Bp-Deletion wurde mittels (D)HPLC-Sizing eindeutig und zuverldssig erkannt.
Die beiden Methoden zeichnen sich durch ihre einfache und zeitsparende
Probenvorbereitung und ihre gute Automatisierbarkeit aus. Des Weiteren fallen die beiden

Methoden positiv durch ihren geringen Probenbedarf auf.

4.5.5. Bewertung der RFLP-, dAGE-, DHPLC- und (D)HPLC-Sizing-Methoden
Keine der vier angewendeten Methoden zum Nachweis von DNA-Sequenzvariationen
konnte fiir alle zwdlf untersuchten Polymorphismen benutzt werden. Mittels RFLP
konnten acht Polymorphismen eindeutig bestimmt werden. Dieses positive Ergebnis ist auf
verschiedene Ursachen zuriickzufiihren:

1. Zur ersten Bestimmung der zwolf untersuchten Polymorphismen wurde in der

Fachliteratur gezielt nach RFLP-Methoden gesucht.
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2. RFLP war eine der ersten Methoden die zur Bestimmung von DNA-
Sequenzvariationen benutzt wurde. Sie ist dementsprechend ausgereift und weit
verbreitet in der Anwendung (Drabek 2001).

3. Durch die Isolierung und Clonierung neuer Restriktionsenzyme ist die Anwendbarkeit
der Methode stark gestiegen.

4. Es wird keine Spezialausriistung bendtigt, wodurch der Nachweis der DNA-
Sequenzvariation nicht durch unabsehbare Gerdteeigenschaften beeinflusst wird
und in jedem molekularbiologischen bzw. biochemischen Labor durchgefiihrt werden
kann.

5. Die Ubernahme von RFLP-Methoden aus der Fachliteratur ist unkompliziert
durchfiihrbar.

Von den neun aus der Fachliteratur entnommenen Methoden konnten nach einer

Methodenanpassung, acht Methoden etabliert werden. Das die Etablierung der RFLP-

Methode zum Nachweis des MTHFR-A1298C nicht funktioniert hat, ist auf die

diskutierten Schwachpunkte bei dem verwendeten Versuchsprotokoll und nicht auf das

Prinzip der RFLP-Methode zuriickzufiihren. Fiir den Nachweis von bekannten DNA-

Sequenzvariationen bei Einzeluntersuchungen und in kleinen Probandenkollektiven ist die

RFLP-Methode die beste Methode, unter den in dieser Arbeit angewendeten vier

Methoden.

Mit der DHPLC-Methode konnten sechs der zwolf untersuchten Polymorphismen

nachgewiesen werden. Fiir drei Polymorphismen wurde keine DHPLC-

Methodenentwicklung durchgefiihrt. Sie wurden entweder zusammen mit einem zweiten

Polymorphismus gelelektrophoretisch nachgewiesen (CBS-T833C, CBS-844Ins68) oder

wenigstens eine der drei anderen Methoden lieferte schon zufrieden stellende Ergebnisse

(TYMS-6-Bp-Deletion). Fiir drei Polymorphismen konnten keine DHPLC-Analysen

durchgefiihrt werden. Dafiir gab es folgende Griinde: Zum einen gab es mehr als eine

DNA-Sequenzvariation im Amplifikat, zum anderen wurde keine Analysetemperatur

gefunden, bei der Unterschiede zwischen den Chromatogrammen von Wildtypen bzw.

homozygoten Mutanten und heterozygoten Mutanten erkennbar und reproduzierbar waren.

Fiir die sechs Polymorphismen die mittels DHPLC nachweisbar waren, erforderte die

DHPLC den geringsten Arbeitssaufwand und Probenbedarf.

Fiir den schnellen und zuverldssigen Nachweis von Insertionen, Deletionen und DNA-

Sequenz-Wiederholungen in Einzeluntersuchungen und in kleinen Probandengruppen ist

die (D)HPLC-Sizing-Methode die Beste unter den angewendeten Methoden. Die Methode

besticht durch die einfache Probenaufarbeitung, den geringen Probenbedarf und die hohe

Sensitivitat. Die dAGE erforderte fir den Mutationsnachweis der Mutationen die
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arbeitsaufwindigere gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Ein weiterer
Nachteil der dAGE gegeniiber der (D)HPLC-Sizing ist die geringere Sensitivitit. Proben,
die mittels dAGE nicht sicher zu Genotypisieren waren (weil die DNA-Banden im
Agarosegel sehr schwach waren), konnten mittels (D)HPLC-Sizing eindeutig bestimmt
werden. Das lag daran, dass die DNA-Nachweisgrenze bei der (D)HPLC-Sizing Methode
niedriger ist, als bei der dAGE. Deswegen konnten mittels (D)HPLC-Sizing auch niedrig
konzentrierte PCR-Produkte problemlos genotypisiert werden.

Am arbeitsintensivsten war die Probenaufarbeitung fiir die RFLP-Methoden. Am
wenigsten Arbeitsaufwand wurde fiir die Probenaufarbeitung der (D)HPLC-Sizing-
Analysen bendtigt. DHPLC- und dAGE-Analysen erfordern in etwa einen gleich hohen
Arbeitsaufwand fiir die Probenvorbereitung.

Eine abschlieBende Bewertung der Methoden ist in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Bewertung der durchgefiihrten Methoden.

Methode

RFLP dAGE DHPLC (D)HPLC-Sizing
Probenaufarbeitung .- ++ ++ R
Automatisierbarkeit --- -- + 4+ 4+
Probendurchsatz --- +/- 1/- .
Anwendungsspektrum + - Tt _
Probenbedarf -- - + T+
Auswertung ++ T+ N r
Anschaffungskosten ++ +++ -

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, dAGE: direkte Agarosegelelektrophorese, DHPLC:
Denamring High Performance Liquid Chromatography, (D)HPLC: Variante der DHPLC, +: positiv, -:
negativ

In dieser Arbeit wurde die DHPLC-Technologie vor allem wegen der folgenden Vorteile
gegeniiber den RFLP- und dAGE-Methoden angewendet:

1. wegen ihrer zeitsparenden Probenvorbereitung,

2. der automatischen Abarbeitung der Proben,

3. der hohen Sensitivitit,

4. dem geringen Probenbedarf.

Der geringe Probenbedarf ermoglichte die Wiederholung von problematischen Analysen
mit dem Probenmaterial derselben PCR. Dadurch konnten Geréte- oder Bedienungsfehler
ausgeschlossen werden, bevor eine neue Probenaufarbeitung durchgefiihrt wurde. Neben
den dargestellten positiven Merkmalen hat die DHPLC-Technologie aber auch einige nicht
zu unterschitzende Nachteile wie zum Beispiel:

1. die schwierige und dadurch zeitaufwindige Auswertung der Chromatogramme,

2. die langsame, lineare Abarbeitung der vorbereiteten Proben von der DHPLC-Anlage,
3. die Unvertraglichkeit der Sdulenmatrix mit einigen Chemikalien,
4

die hohen Anschaffungskosten.
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5. Kapitel 2
Epidemiologische Untersuchungen zum Einfluss der Transcobalamin II-C776G-
Transversion (TC II-C776G) und der Reduced Folate Carrier I-G80A-Transition (RFC I-
G80A) auf Homocystein.

5.1. Einleitung

Eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Folaten und Cobalamin (Vitamin B,) ist die
Voraussetzung fir die  Bereitstellung  von  Methylgruppen fir die
Desoxythymidinmonophosphat- (dTMP) und Methioninsynthese sowie fiir alle
Methylierungen die im Homocysteinkreislauf mit Hilfe des Methylgruppendonators S-
Adenosylmethionin (SAM) durchgefiihrt werden (Antony 1992, Nguyen et al. 1997,
Stover 2004). Bei unzureichender Versorgung der Zellen mit Folaten kommt es zum
Zusammenbruch des Methylierungskreislaufes und der DNA-Synthese. Des Weiteren fiihrt
ein Folatmangel zu Stérungen bei der Erythropoese, wodurch es zu einer Megaloblastie
und in der Folge zum vorzeitigen Absterben von Zellen kommen kann (Herbert 1962,
Herbert 1964, Antony 1992). Weitere Symptome des Folatmangels sind
Schleimhautveranderungen im Bereich der Mundhohle, gastrointestinale Stérungen
(Diarrho), Wachstumsstérungen, eine verminderte Antikdrperbildung,
Fortpflanzungsstorungen, das Auftreten von Fehlbildungen, und in seltenen Féllen
Neuropathien (Pietrzik 1985, Bissler ef al. 1997, Koletzko und Pietrzik 2004).

Magen Dinndarm Portalblut Periphere
/ Enterozytenzelle \ Zellen
RFC I .
Nahrungs- 5P > Folsaureml,onoglutamat /ethlonln THF \
folat
7,8-Dihydrofolat
o s | Cobalamin
g /\¢ THF - THF
d Q«é\ _ | 5-Methyl-
Leber \ T™F 8
THF
Folsaure- [CH] Blut-
monoglutamat kreislauf
5,10-Methylen-THF
T GCP Il MTHER Erythrozyt
Folséurepolyglutamat
> Nahrungsfolat 5-Methyl-THF —— 5-Methyl-THF

Abbildung 25: Vereinfachte Darstellung der Aufnahme und des Stoffwechsels von Folsdure und Folaten.
GCP II: Glutamatcarboxypeptidase II, RFC I: Reduced Folate Carrier I, FBP: Folate Binding Protein,
MTHFR: Methylentetrahydrofolatreduktase, THF: Tetrahydrofolat, Hcy: Homocystein.
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In der Nahrung liegen Folate hauptsichlich als Polyglutamate vor. Diese miissen zunichst
von der Carboxypeptidase I zu Folsduremonoglutamat hydrolisiert werden (Abb.: 25). Die
Resorption von Folsduremonoglutamat erfolgt beim Menschen in den Enterozyten. Sie
wird liber den Reduced Folate Carrier I (RFC I) und das Folate Binding Protein (FBP)
vermittelt. Neben diesen beiden proteinabhingigen Resorptionsmechanismen werden
Folate auch zu 20-30% iiber passive Diffusion von den Enterozyten aufgenommen
(Antony 1992, Stover 2004). Nach der Resorption werden die Folate zu 5,6,7,8-
Tetrahydrofolsdure (THF) reduziert, zur Leber transportiert und dort zur aktiven Form,

5,10-Methylentetrahydrofolat (5,10-Methylen-THF) methyliert.

Der Mensch nimmt Cobalamin, das von ihm nicht selbst synthetisiert werden kann, mit der
Nahrung in proteingebundener Form auf. Im sauren Milieu des Magens wird es aus der
Proteinbindung geldst und an Haptocorrin (HC) (synonyme Bezeichnungen: R-Binder,
Transcobalamin I + TC III) gebunden (Abb.: 26). An Haptocorrin gebundenes Cobalamin
wird als Holo-Haptocorrin (Holo-HC) bezeichnet.

Magen Dinndarm | Blutkreislauf | Periphere
Nabh rlung.s- Enterozytenzelle Zellen
copalamin
IF-Cbl-> Methlonln THF
saure
Elrsc:eo- Col+TC I M'I> é)balamm
Cobalamin Intrinsic Faktor - TC II-Cbl 5-Methyl-
TCII- THF
+ + Rezeptor
Haptocorrin Chbl Propionyl-CoA
> HC-Cbl
Pankreas-
l e::yr;e: ® T < Cobalamin
HC-Cbl ———» HC-Cbl .
Methylmalonsaure
> freies Cbl

Abbildung 26: Vereinfachte Darstellung der Aufnahme und des Stoffwechsels von Cobalamin. Cbl:
Cobalamin, HC-Cbl: Haptocorrin-Cobalamin-Komplex, IF-Cbl: Intrinsic-Faktor-Cobalamin-Komplex, IF-
Rezeptor: Intrinsic-Faktor-Rezeptor, TC II: Transcobalamin II, TC II-Cbl: Transcobalamin-Cobalamin-
Komplex, Hcy: Homocystein, MTR: Methioninsynthase, THF: 5,6,7,8-Tetrahydrofolat, 5-Methyl-THF: 5-
Methyltetrahydrofolat, TC II-Rezeptor: Transcobalamin II-Rezeptor, Propionyl-CoA: Propionyl-Coenzym-A.
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Anschlieffend wird der Proteinteil des Holo-HC im Zwolffingerdarm verdaut, Cobalamin
wird freigesetzt und schlieBlich an den Intrinsic-Faktor (IF) gebunden (Allen et al. 1978).
Der Intrinsic-Faktor-Cobalamin-Komplex reagiert im terminalen Ileum mit Cubillin und
wird dann von dem Transportrezeptor Megalin endozytisch in die Enterozyten
aufgenommen (Andersen et al. 1979, Birn et al. 1997). In den Enterozyten wird Cobalamin
an Transcobalamin II (TC II) gebunden und gelangt in den Blutkreislauf (Quadros et al.
1999, Brada et al. 2001), durch den es zu den peripheren Zellen transportiert wird. An TC
II gebundenes Cobalamin wird als Holo-Transcobalamin II (Holo-TC II) bezeichnet. Etwa
20% des Gesamtcobalamins sind an TC II gebunden. Die restlichen 80% sind an
Haptocorrin gebunden (Afman ef al. 2002). Von den peripheren Zellen kann nur das an TC
II gebundene, bioverfiigbare Cobalamin aufgenommen werden. Patienten mit einem
Cobalaminmangel entwickeln in circa 60% der Fille eine makrozytire Andmie mit den
typischen Symptomen wie Schwindel, Bldsse, Schwiche, Ikterus und im Extremfall
Dyspnoe und Herzinsuffizienz (Stabler ef al. 1990, Nexo et al. 1994). Bei bis zu 30% der
Patienten mit einem klinischen Cobalaminmangel kommt es zu neuropsychiatrischen
Auffilligkeiten (Stabler et al. 1990, Healton et al. 1991). Bei einem subklinischen
Cobalaminmangel sind leichte kognitive Storungen die bisher einzigen beschriebenen
Auffalligkeiten (Riggs et al. 1996, van Asselt et al. 2001). Neben den genannten klinischen
Symptomen werden Cobalamin- und Transcobalaminmangel unter anderen auch als
Risikofaktoren fiir das Auftreten von Neuralrohrdefekten (van der Put ef al. 1996, Afman
et al. 2002) und spontanen Aborten (Steegers-Theunissen 1992, Zetterberg et al. 2002)
diskutiert.

Es ist bekannt, dass reduzierte Folat- und Cobalaminspiegel mit erhdhten
Homocysteinspiegeln assoziiert sind (Olszewski ef al. 1989, Ubbink et al. 1993, Ward et
al. 1997, Brouwer et al. 1999). Erhohte Homocysteinspiegel sind signifikant und
unabhéngig von anderen bekannten Risikofaktoren mit kardiovaskuldren Erkrankungen
assoziiert (Boushey et al. 1995, Clarke und Armitage 2000, Ford et al. 2002, Wald et al.
2002). Deswegen wird diskutiert, erhohte Homocysteinspiegel (>12pumol/l) bei Patienten
mit einem hohen Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen medikamentds zu senken
(Stanger et al. 2003). Homocystein kann kostengiinstig durch Folsdure- (0,2-0,8 mg/Tag)
und Cobalaminsupplementierung (3-100 pg/Tag) bis um 32% gesenkt werden (Clarke
1998, Stanger et al. 2003, Liem et al. 2003). Diese Vitamin B-Therapie normalisiert auch
die endotheliale Dysfunktion (Doshi et al. 2001). Es wird vermutet, dass die Verbesserung
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der endothelialen Dysfunktion mit der Senkung des Homocysteins zusammenhingt, was
jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte (Doshi et al. 2001, Doshi et al. 2003).
Der Homocysteinspiegel wird neben der Nierenfunktion, dem Lebensstil, der kdrperlichen
Aktivitit, dem Geschlecht und dem Vitaminstatus auch von genetischen Variationen
bestimmt. DNA-Sequenzvariationen in den Genen des Reduced Folate Carriers I und des
Transcobalamin II konnen sich auf die zur Verfiigung stehende Menge an Folaten und
Cobalamin und in der Folge auf den Homocysteinspiegel auswirken. In der vorliegenden
Arbeit sollte der Einfluss von hiufigen Polymorphismen im RFC I- und TC II-Gen auf den
Homocysteinspiegel untersucht werden.

Das RFC I-Gen des Menschen liegt auf dem Chromosom 21 (Chango et al. 2000). Es
besteht aus sechs Exons. Die Nukleotidsequenz der sechs Exons codiert fiir ein RFC I-
Protein mit 591 Aminosduren (Nguyen et al. 1997). Die RFC I-DNA-Sequenz wurde 2000
von Chango et al. (Chango et al. 2000) untersucht. Es konnte ein héufiger
Polymorphismus, die RFC [-G80A-Transition, nachgewiesen werden. Bei der RFC I-
G80A-Transition sind die Frequenzen der beiden Allele nahezu identisch (A-Allel: 48-
56%, G-Allel: 44-52%), so dass beide Allele als Wildtypallel betrachtet werden kdnnen
(Rady et al. 2001). In dieser Arbeit wurde die Nomenklatur aus der Arbeit von Chango et
al. (Chango et al. 2000) iibernommen, in der das G-Allel als Wildtypallel angenommen
wird. Der Einfluss dieser Transition auf die Folat- und Homocysteinspiegel wurde in
mehreren Studien untersucht (Chango ef al. 2000, Winkelmayer et al. 2003, Fodinger et al.
2003). In den Studien von Winkelmayer et al. und Fodinger et al. (Winkelmayer et al.
2003, Fodinger et al. 2003) konnte kein Zusammenhang zwischen der RFC I-G80A-
Transition und den Folat- und Homocysteinspiegeln im Plasma festgestellt werden. In den
Arbeiten von Chango et al. (Chango et al. 2000) wurde gefunden, dass Personen die
homozygot fiir die MTHFR-C677T-Transition und gleichzeitig Wildtypen fiir die RFC I-
G80A-Transversion  waren  (MTHFR-677TT/RFC  I-80GG), die  hochsten
Homocysteinspiegel in  Verbindung mit den niedrigsten Plasmafolat- und
Erythrozytenfolatspiegeln hatten. Diese Ergebnisse waren fiir das Homocystein und das
Erythrozytenfolat signifikant.

Das TC II-Gen des Menschen liegt auf dem Chromosom 22 (Li et al. 1994). Es besteht aus
neun Exons mit insgesamt 1281 Basenpaaren und 8 Introns mit insgesamt 16421
Basenpaaren (Regec et al. 1995). Die Nukleotidsequenz der neun Exons codiert fiir ein TC
[I-Protein mit 427 Aminosduren (Li et al. 1994, Regec et al. 1995). Im TC II-Gen sind

sechs DNA-Sequenzvariationen innerhalb der neun Exons (NCBI) bekannt. Vier von
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diesen sind Mutationen, zwei sind Polymorphismen. Der hiufigste Polymorphismus ist die
TC II-C776G-Transversion. Der Zusammenhang zwischen der TC I1-C776G-Transversion
und Homocystein wurde von mehreren Arbeitsgruppen untersucht (Namour et al. 2001,
Lievers et al. 2002a, Afman et al. 2002). Namour et al. (Namour et al. 2001) konnten
zeigen, dass das C-Allel mit niedrigeren Homocysteinspiegeln assoziiert ist als das G-
Allel. In den Arbeiten von Lievers et al. (Lievers et al. 2002a) wurde dieser Effekt nur bei
den Probanden mit den hochsten Cobalaminspiegeln (>299 pmol/l) gefunden. In der Studie
von Afman ef al. (Afman et al. 2002) konnte dagegen kein Zusammenhang zwischen dem
Polymorphismus und dem Homocysteinspiegel erkannt werden.

Die zur Verfiigung stehenden Studien konnen nicht zweifelsfrei kldren, ob die beiden
Polymorphismen mit dem Homocysteinspiegel assoziiert sind.

Folat und Cobalamin sind zwei Vitamine, bei denen es in Mitteleuropa nur in Ausnahmen
zu einem klinischen Mangel kommt (Stanger et al. 2003, Quinn und Basu 1996).
Risikogruppen sind vor allem Vegetarier und Veganer, Sduglinge und Kinder von sich
vegetarisch oder veganisch erndhrenden Miittern, Alkoholiker, Personen mit einer
atrophischen Gastritis (Magenschleimhautentziindung) und é&ltere Personen (van Asselt et

al. 1998).
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5.2. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die RFC I-G80A-Transition und die TC II-
G776C-Transversion in einer Risikogruppe fiir Folat- und Cobalaminmangel mit dem
Homocysteinspiegel assoziiert sind. Hierfiir wurden die beiden Polymorphismen bei 159
gesunden Senioren zwischen 59 und 92 Jahren mittels DHPLC bestimmt. Des Weiteren
wurden die relevanten Laborparameter des Homocystein- und Folatstoffwechsels

gemessen.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Hat die RFC [-G80A-Transition bei den untersuchten Senioren einen Einfluss auf den
Homocysteinspiegel?

2. Hat die TC II-G776C-Transversion bei den untersuchten Senioren einen Einfluss auf
den Holo-Transcobalamin II-Spiegel?

3. Hat die TC II-G776C-Transversion bei den untersuchten Senioren einen Einfluss auf

den Homocysteinspiegel?
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5.3. Probanden, Material und Methoden
5.3.1. Probanden und Blutentnahme

Fiir diese Studie wurden 159 gesunde Probanden (92 Frauen und 67 Ménner) im Alter von
59-92 Jahren, die iliber Zeitungsanzeigen geworben wurden, untersucht. Probanden, bei
denen Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes, kardiovaskuldre Erkrankungen oder ein
Diabetes mellitus bekannt waren, wurden ausgeschlossen. Probanden, die Medikamente
einnahmen, die Auswirkungen auf die Funktion des Magen-Darm-Traktes oder
Wechselwirkungen mit dem Cobalaminstoffwechsel haben (Antiepileptika, Methotrexat,
Protonenpumpeninhibitoren  oder  H,-Rezeptor-Antagonisten)  wurden  ebenfalls
ausgeschlossen. Den Probanden wurde niichtern eine EDTA-Blutprobe entnommen. Zur
Blutentnahme wurde das Vacutainer-Blutentnahmesystem der Firma Becton Dickinson

verwendet.

5.3.2. Laborparameter

Es wurden Holo-TC II, Serumcobalamin, Serum-Pyridoxal-5-Phosphat, Serumfolat, tHcy
und Methylmalonsidure gemessen. Holo-TC II wurde mit einem Testkit der Firma Axis-
Shields gemessen. Zur Bestimmung des Serumcobalamins und des Serumfolats wurde ein
Testkit von Roche benutzt. Die Hcy-Konzentration wurde mit einer High Performance
Liquid Chromatography-Methode (HPLC-Methode) von Vester et al. (Vester et al. 1991)
ermittelt. Bei dieser Methode wird freies und proteingebundenes Homocystein, das
Gesamthomocystein (tHcy), bestimmt. Die Methylmalonsidurekonzentration wurde nach
einer gaschromatischen Methode (GC-MS) von Stein et al. (Stein et al. 2001) bestimmt.
Pyridoxal-5-Phosphat wurde mit einem Testkit von Immundiagnostik mittels HPLC
bestimmt. Von jedem Proband wurde =zusétzlich ein kleines Blutbild nach
Standardmethoden angefertigt. Die genannten Laborparameter wurden vom technischen

Personal des Instituts fiir klinische Chemie und Pathobiochemie bestimmit.

5.3.3. Molekularbiologische Arbeiten

5.3.3.1. DNA-Isolierung

Die Isolierung von genomischer DNA wurde in einer Hera Save Cleanbox mit dem

QIAmp DNA Blood Mini Kit nach den Arbeitsanweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

Sie ist in Kapitel 1 beschrieben.
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5.3.3.2. Mutationsanalysen

Zur Ermittlung der TC II-C776G- und der RFC I-G80A- Genotypen der Probanden wurden
die in Kapitel 1 entwickelten PCR- und DHPLC-Protokolle benutzt. Auffillige Probanden-
PCR-Produkte wurden zur Bestimmung der potentiellen DNA-Sequenzvariationen und zu
ihrer Lokalisierung sequenziert. Die Probenvorbereitung fiir die Sequenzierung ist

ebenfalls in Kapitel 1 beschrieben.
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5.4. Ergebnisse

Bei den DHPLC-Mutationsanalysen der TC II-C776G-Transversion wurden fiir die
ungemischten Proben drei unterschiedliche Chromatogramme gefunden. Die DHPLC-
Homoduplexchromatogramme (Abb.: 27B) von Wildtypen (WT) und homozygoten
Probanden (nicht abgebildet) waren identisch und zeigten beide nur einen Peak mit einer
Retentionszeit von 5,10 min. Die Heteroduplexchromatogramme von heterozygoten
Probanden hatten drei Peaks mit Retentionszeiten von 4,50, 4,70 und 5,10 min. Die Peaks
mit den kiirzeren Retentionszeiten (4,50 und 4,70 min) repréasentierten die beiden DNA-
Einzelstringe des CG-Heteroduplexes (C-Allel und G-Allel). Gemischte Proben zeigten
entweder ein mit dem Homoduplexchromatogramm identisches (WT) oder ein mit dem
Heteroduplexchromatogramm identisches (homozygote Mutanten) Peakmuster. Bei einem
Probanden ergaben die DHPLC-Analysen ein von den Referenzchromatogrammen
(Homoduplexchromatogramm und Heteroduplexchromatogramm) unterschiedliches
Chromatogramm (C776G & G810A & C>T-Transition in Abb.: 27B). Das PCR-Produkt
wurde zur Lokalisierung einer potentiellen unbekannten DNA-Sequenzvariation
sequenziert, wobei zwei zusitzliche Sequenzvariationen neben der TC II-C776G-
Transversion gefunden wurden. Die erste Sequenzvariation war eine im Intron-5
lokalisierte Cytosin zu Thymin Transition (C>T-Transition), die schon von Yusuke in der
NCBI-Datenbank beschriecben wurde (rs2267163, Abb.: 27A-C). Die bei NCBI
verdffentlichten Allelfrequenzen betragen 0,55 fiir das C-Allel und 0,45 fiir das T-Allel.
Die angegebene Heterozygotenfrequenz (CT) betrdgt 0,495. Bei der zweiten
Sequenzvariation handelte es sich um eine Guanin zu Adenin Transition (G>A-Transition)
des Nukleotids 810 im Exon-6 des TC II-Gens (Abb.: 27A-C). Der G810A-
Basenaustausch verursacht keine Verdnderung in der Aminosdurensequenz des TC II-
Proteins. Diese Sequenzvariation war bis jetzt unbekannt gewesen. Der Indexpatient war
eine 78 Jahre alte Frau. Sie hatte eine Holo-TC II-Konzentration von 37 pmol/l. Die
Serumcobalamin- Serumfolat- und tHcy-Konzentrationen betrugen 220 pmol/l, 6,8 ng/ml
und 22 umol/l. Da der Indexpatient fiir drei DNA-Sequenzvariationen innerhalb des PCR-
Produktes heterozygot war, konnte der TC II-C776G-Genotyp anhand des erhaltenen
Heteroduplexchromatogramms nicht ermittelt werden. Das erhaltene Chromatogramm
reprisentierte ein PCR-Produkt mit allen drei heterozygoten DNA-Sequenzvariationen.

Der TC II-Genotyp wurde mittels Sequenzierung ermittelt.
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A) Amplifikatsequenz

5' GTCAGGTGCTGGAACACCTAGCCCCTCCCTGCCGGCTGACTTCCTCTCTCTCTTCCTCACTCTATCACC
AGttcctcatgacttcccccatgeCtggggcagaactgggaacagcatgtctcaaggecGagggttgetttge
tggccagtctgcaggatggagccttccagaatgctctcatgatttecccagetgectgececgttectgaaccaca
agaccta 3'

B) TC II-C776G, G810A und C>T-Tansition
6
5 | C776G & G810A & C>T-Transition
s C776G
£ 4 WT
S 31
°a
5 2]
8 1
< —
0 ‘ ‘ 1
3 4 5
Retentionszeit [min]
9)
95 100 105 110 Basen

G T ¢cTCA A G G CRA G G G TT G CT T

Abbildung 27: Mutationsnachweis der TC II-C776G-Transversion, der TC II-G810A-Transition und der TC
II-C>T-Transition.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. T: C>T-Transition (rs2267163), C: TC II-
C776G-Transversion (rs1801198), G: G810A-Transition (neue DNA-Sequenzvariation).

B) DHPLC-Mutationsanalyse der TC II-C776G-Transversion und Nachweis der beiden zusitzlichen DNA-
Sequenzvariationen. WT: Wildtyp (CC), C776G: heterozygote TC I1I-C776G-Mutante (CG), C776G &
G810A & C>T-Transition: heterozygote TC II-C776G + TC 1I-G810A + TC II C>T-Mutante (CG + GA +
TC).

C) Sequenzierung der TYMS-G810A-Transition, R: G>A-Transition bei dem heterozygoten Probanden. A:
Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin.

Die ermittelten Genotypfrequenzen der TC II-C776G-Transversion sind in Tabelle 10
angegeben. Bei homozygoten TC II-C776G-Patienten (GG) wurden signifikant niedrigere
Holo-TC II Konzentrationen gemessen als bei heterozygoten Mutanten und bei Wildtypen
(Tab.: 10). Die Korrelation zwischen Holo-TC II und Serumcobalamin war bei den

homozygoten Probanden schwicher als bei den heterozygoten Probanden und den

Wildtypen (Abb.: 28).
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Tabelle 10: Alter, Body Mass Index, tHcy, Serumfolat, Serumcobalamin, Plasma-Pyridoxal-5-Phosphat,

Holo-TC II und Methylmalonsdure bei den drei TC II-C776G Genotypen.

TC II-C776G-Genotyp

CC (n=55) CG (n=77) GG (n=27)
Genotypfrequenzen [%] 35 48 17
Allelfrequenzen [%] C-Allel: 59 | G-Allel: 41
Alter [Jahre] 67+6 67+6 66+5
Body Mass Index [kg/mz] 26 +3,7 26,5+4,2 26,0=+3,6
tHey [umol/l] 12,3+4,0 12,2+3,5 12,8+ 3.4
tHey > 15 umol/l [n, %] n=10, 18% n=16,21% n=6, 21%
Serumfolat [ng/ml] 7,9 (2,2-60) 8,2 (1,9-47,2) 7,1 (2,5-25,5)
Serumcobalamin [pmol/1] 397+ 134 414 +£193 392 + 165
Holo-TC II [pmol/l] 68 + 28 67 41 46 +21*
Holo-TC I < 40 pmol/l [n, %] n=6, 11% n=24,31% n=13, 46%
Methylmalonsdure [nmol/1] 180 (95-1047) 177 (78-830) 182 (118-490)

Angegeben sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen oder Mediane mit grofiter und kleinster
Abweichung. * Signifikante Abweichung von anderen Genotypen. Ermittelt mit ANOVA bei p < 0,05. tHcy:

Gesamthomocystein, Holo-TC II: Holo-Transcobalamin II.
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Abbildung 28: Assoziation zwischen Holo-TC II und Serumcobalamin in Abhéngigkeit von den TC II-
C776G-Genotypen CC, CG und GG. (entnommen aus Schiittler 2004, Seite 43).

Die Cobalamin-, Folat- und tHcy-Konzentrationen wurden nicht durch den TC I1-C776G-

Genotyp beeinflusst (Tab.: 10). Die Erythrozyten- und Leukozytenzahl, das mittlere

korpuskulare Erythrozytenvolumen, der Hadmatokritwert, und die Thrombozytenzahl

wurden ebenfalls nicht beeinflusst (Ergebnisse nicht dargestellt).
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die RFC I-G80A-Transition hatte das
Homoduplexchromatogramm des Wildtyp-PCR-Produktes und des PCR-Produktes von

Bei den DHPLC-Mutationsanalysen fiir
homozygoten Mutanten nur einen Peak mit einer Retentionszeit von 4,88 min (Abb.: 29).
Das Heteroduplexchromatogramm des PCR-Produktes von heterozygoten Mutanten zeigte
einen zusitzlichen Peak bei einer Retentionszeit von 4,68 min (Abb.: 29). Bei den
gemischten Proben wurde fiir den Wildtyp das gleiche Chromatogramm wie bei den
ungemischten Wildtypproben gefunden. Fiir die homozygoten Mutanten wurde das gleiche
Chromatogramm wie bei den ungemischten PCR-Produkten von heterozygoten Probanden
gefunden. Bei

den gemessenen Laborparametern wurden keine signifikanten

Zusammenhénge mit den Genotypen der RFC I-G80A-Transition ermittelt (Tab.: 11).

RFC G80A
5
4] wT
= — heteroz. M ut.
E 31
c
S 24
=
o 1
[%2]
Q
<0 ‘
4 5
Retentionszeit [min]

Abbildung 29: DHPLC-Mutationsanalyse der RFC I-G80A-Transversion. WT: Wildtyp (GG), heteroz.
Mut.: heterozygote Mutante (GA).

Tabelle 11: Alter, BMI, tHcy, Serumfolat, Serumcobalamin, Pyridoxal-5-Phosphat, Holo-TC II und
Methylmalonsiure bei den drei RFC I-G80A-Genotypen.

RFC I-G80A-Genotyp

GG (n=49) GA (n=69) AA (n=139)
Genotypfrequenzen [%] 31 44 25
Allelfrequenzen [%] G-Allel: 53 | A-Allel: 47
Alter [Jahre] 67+6 666 66+5
Body Mass Index [kg/m’] 26,0 £4,3 26,3 +£3,2 257+34
tHey [umol/1] 12,2+42 12,7+32 11,8 +3,8
Serumfolat [ng/ml] 10,1 (3,5-28,7) 10,6 (3,0-22,9) 11,6 (3,0-32,8)
Serumcobalamin [pmol/1] 307 £ 105 276 £ 120 315+£108
Pyridoxal-5-Phosphat [nmol/1] 62,2 (21,4-161,7) 63,8 (18,2-126,8) | 67,6 (18,6-230,3)
Holo-TC II [pmol/l] 61 +£31 64 + 35 65 £ 26
Methylmalonsdure [nmol/1] 203 + 108 236 + 164 226 + 147

Angegeben sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen oder Mediane mit 5. und 95. Perzentile.
tHey: Gesamthomocystein, Holo-TC II: Holo-Transcobalamin II.
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5.5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeiten war es, den Einfluss der TC 1I-C776G-Transversion und der RFC
[-G80A-Transition auf den Homocysteinspiegel bei gesunden, &lteren Menschen zu
untersuchen. Zur Bestimmung der Genotypen wurden DHPLC-Mutationsnachweise
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die DHPLC-Technologie zum Nachweis der

beiden SNPs in einer epidemiologischen Studie gut geeignet war.

Die ermittelten TC II-Genotyp- und Allelfrequenzen entsprechen den Literaturdaten fiir

gesunde Kaukasier (Zetterberg et al. 2002, Afman et al. 2002) Des Weiteren wurden

mittels DHPLC bei einem Probanden zwei weitere DNA-Sequenzvariationen im TC II-

Gen entdeckt. Diese Sequenzvariationen wéren mit einer spezifischen Methode, wie zum

Beispiel RFLP, nicht erkannt worden. Es handelte es sich um eine bis jetzt unbekannte

Guanin zu Adenin Transition des 810. Nukleotids (TC II-G810A) der codierenden DNA-

Sequenz des TC II-Gens und um eine schon bekannte intronische C>T-Transition

(rs2267163). Die TC II-G810A-Transition verursacht keinen Aminosiureaustausch im TC

II-Protein. Stoffwechselphysiologische Effekte dieser Sequenzvariation sind unbekannt.

Die in der NCBI-Datenbank angegebene Allelfrequenz des T-Allels der C>T-Transition

(rs2267163) betrdgt 0.450. In der vorliegenden Studie wurde nur ein T-Allel nachgewiesen

woraus sich eine Allelfrequenz von 0,0032 errechnet. Diese sehr grole Abweichung der

erarbeiteten Ergebnisse von den NCBI-Daten kann durch folgende Ursachen begriindet
sein:

1. Die Daten in der NCBI-Datenbank sind nicht auf unser Probandenkollektiv
iibertragbar. Die bei NCBI hinterlegten Allelfrequenzen sind an japanischen
Probanden ermittelt worden. Es ist moglich, dass der SNP in einer mitteleuropdischen
Bevdlkerung wesentlich seltener ist, als in der japanischen.

2. Die 24 japanischen Probanden waren nicht reprédsentativ fiir die Genotyp- und
Allelfrequenzen des SNPs.

3. Der SNP wurde bei den DHPLC-Analysen nicht erkannt, wenn er alleine oder nur mit
der TC II-C776G-Transversion auftrat. Um diese Hypothese zu beweisen miisste die
C>T-Transition (rs2267163) bei den untersuchten Probanden mit einer spezifischen
Methode, wie zum Beispiel RFLP, bestimmt werden.

Fiir die TC II-C776G-Transversion konnten in dieser Studie keine signifikanten Effekte

auf die tHcy-, Methylmalonsdure-, Serumfolat- und Serumcobalaminkonzentrationen

gefunden werden. Die Erythrozyten- und Leukozytenzahl, das mittlere korpuskulare
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Erythrozytenvolumen, das Hamatokrit und die Thrombozytenzahl wurden ebenfalls nicht
durch den Polymorphismus beeinflusst.

Fiir die Holo-TC II-Konzentrationen konnte eine signifikante Erniedrigung fiir den GG-
Genotyp gefunden werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Afman et
al. und Miller et al. (Afman et al. 2002, Miller et al. 2002) iiberein. Da sich das
Serumcobalamin unter den drei Genotypen nicht unterschied, ist es moglich, dass das G-
Allel eine verminderte Affinitdt des resultierenden Proteins fiir Cobalamin verursacht.
Miller et al. (Miller et al. 2002) formulierte in seiner Publikation dieselbe Hypothese. In
der Arbeit von Afman et al. (Afman et al. 2002) wurde neben der reduzierten Holo-TC II-
Konzentration auch ein niedrigerer Holo-TC II/Serumcobalaminquotient gefunden. Die
Holo-HC-Konzentration (Haptocorrin + Cobalamin) und Serumcobalaminkonzentration
zwischen den drei TC II-Genotypen waren identisch. Auch in diesem Fall wird von den
Autoren postuliert, dass der niedrigere Holo-TC II/Serumcobalaminquotient auf eine
eingeschrinkte Affinitit des vom G-Allel codierten TC II-Proteins fiir Cobalamin
zuriickzufithren sein konnte. Die C776G-Transversion verursacht einen Austausch von
Prolin gegen Arginin am Aminosdurecodon 259. Diese Aminosédure liegt zwischen der
vierten und fiinften von insgesamt sechs stark konservierten, hydrophilen Regionen der TC
II-Aminosduresequenz (Namour et al. 1998). Wahrscheinlich sind diese sechs
konservierten Regionen zusammen an der Bildung einer hydrophoben Tasche beteiligt, in
der moglicherweise das Cobalamin gebunden wird (Li et al. 1994, Hippe and Olesen
1971). Es ist moglich, dass die TC II-C776G-Transversion die Bildung dieser hydrophoben
Tasche behindert, wodurch die Affinitdt des Proteins fiir Cobalamin reduziert werden
konnte. Gegen eine reduzierte Affinitdt des vom G-Allel codierten TC II-Proteins sprechen
allerdings die Beobachtungen von Hansen und Nexo, Quadros ef al. und Li et al. (Hansen
und Nexo 1987, Quadros et al. 1993, Li et al. 1994), die in vitro nachweisen konnten, dass
die beiden Proteine eine gleich hohe Affinitit fiir Cobalamin haben. Eine andere
Hypothese geht davon aus, dass die von Namour ef al. (Namour et al. 1998) beschriebene
reduzierte Expression des G-Allels die Ursache fiir die niedrigere Holo-TC II-
Konzentration bei den homozygoten Probanden (GG) darstellt. In den Arbeiten von
Namour et al. (Namour et al. 1998) war die Proteinkonzentration des vom C-Allel
codierten Proteins in vivo 1,6 mal hoher, als die Konzentration des vom G-Allel codierten
Proteins. In der Studie von Namour et al. (Namour et al. 2001), in der 159 gesunde
Kaukasier untersucht wurden, hatten die heterozygoten Probanden signifikant erhohte
Homocysteinkonzentrationen gegeniiber den Wildtypen und homozygoten Mutanten. Von

McCaddon et al. (McCaddon et al. 2001) und Namour und Gueant (Antwort auf

79



Diskussion Kapitel 2
McCaddon et al. 2001) wird deswegen diskutiert, dass die TC II-C776G-Transversion

moglicherweise die Stabilitit eines TC II-Dimers beeinflusst, und somit die Bindung an
den von Bose et al. (Bose et al. 1996) beschriebenen dimerischen TC II-Rezeptor (TC II-
R) beeinflusst. TC II-Heterodimere, postulieren Namour und Gueant (Antwort auf
McCaddon et al. 2001), sind instabiler und binden weniger gut an den dimerischen TC II-R
als TC II-Homodimere. Der Vorteil von TC II-R-Dimeren besteht nach einer Hypothese
von Bose ef al. (Bose et al. 1996) darin, dass Dimere zwei Mol TC II binden kénnen und
somit die Aufnahme von Cobalamin in die Zellen effektiver durchgefiihrt werden konnte
als durch TC II und TC II-R-Monomere. Ob zur Aufnahme des Cobalamins TC II- und TC
II-R-Proteindimere notwendig sind oder ob die Aufnahme von Cobalamin auch mit
Proteinmonomeren stattfindet, ist nicht eindeutig geklart.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Holo-TC II-Konzentration vom
TC II-C776G-Genotyp beeinflusst werden. Dieser Einfluss ist nur bei homozygoten
Probanden (GG) signifikant und macht sich mit einer Reduzierung des Holo-TC II von
durchschnittlich 32% bemerkbar. Ein Einfluss der TC II-C776G-Transversion auf die
tHcy-Konzentration konnte bei den untersuchten Senioren nicht nachgewiesen werden.
Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass der Polymorphismus keinen Einfluss auf andere
Metabolite des Homocystein- und Folsdurestoffwechsels hat. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass fiir die TC II-C776G-Transversion in dieser Studie keine klinisch

relevanten Verdnderungen bei den gemessenen Parametern erkennbar waren.

Die in der vorliegenden Studie ermittelten Genotyp- und Allelfrequenzen fiir die RCF I-
G80A-Transition entsprechen den in der Literatur verdffentlichten Frequenzen fiir gesunde
Kaukasier (Rady et al. 2001). Bei den untersuchten Probanden waren keine
Zusammenhdnge  zwischen den  Genotypen und dem  Plasma-  bzw.
Erythrozytenfolatspiegel und der tHcy-Konzentration nachweisbar. Diese Ergebnisse sind
im FEinklang mit den Resultaten mehrerer Arbeitsgruppen (Fodinger et al. 2003,
Winkelmayer et al. 2003). Von Fodinger et al. (Fodinger et al. 2003) und Winkelmayer et
al. (Winkelmayer et al. 2003) wurden bei Dialysepatienten bzw. bei Patienten nach einer
Nierentransplantation  keine  signifikanten = Unterschiede der Plasma-  bzw.
Erythrozytenfolatspiegel und der tHcy-Konzentration gefunden. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen wurden von Chango et al. (Chango et al. 2000) erhohte Homocysteinspiegel
fiir Probanden die homozygot fiir den MTHFR-C677T und gleichzeitig Wildtyp fiir den
RFC I-G80A (MTHFR-677TT/RFC I-80GG) waren, beschrieben. Der Einfluss der RFC I-

G80A-Transition auf die Erh6hung des Homocysteinspiegels ist wahrscheinlich nicht sehr
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grol, da die MTHFR-C677T-Transition auch alleine schon eine Erhohung des

Homocysteins bei heterozygoten und homozygoten MTHFR-C677T-Probanden (CT und
TT) verursacht (Frosst et al. 1995). In den Arbeiten von Chango et al. (Chango et al. 2000)
waren die Homocysteinspiegel auch dann signifikant erhoht, wenn nur die MTHFR-
C677T-Transition beriicksichtigt wurde. Der Anstieg der Homocysteinkonzentration war
bei den doppelt homozygoten Probanden (MTHFR-677TT/RFC I-80GG) allerdings
ausgeprigter als bei den Probanden die nur fiir den MTHFR-C677T homozygot waren
(MTHFR-677TT). Bei alleiniger Betrachtung der RFC I-G80A-Transition war kein
signifikanter Effekt auf den Homocysteinspiegel nachweisbar. Neben den erhohten
Homocysteinspiegeln wurden von Chango et al. (Chango et al. 2000) bei denselben
Probanden (MTHFR-677TT/RFC 1-80GG) auch niedrigere Plasmafolat- und
Erythrozytenfolatspiegel gefunden. Daraus ldsst sich die Hypothese ableiten, dass der
RFC-G80A-GG-Genotyp mit einer reduzierten Folatauthahme assoziiert ist, wodurch auch
die hochsten Homocysteinspiegel bei den doppelt homozygoten Probanden in der Studie

von Chango ef al. (Chango et al. 2000) erklédrt werden konnen.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass bei den untersuchten Probanden weder die TC II-
C776G-Transversion noch die RFC-G80A-Transition mit dem Homocysteinspiegel
assoziiert waren. Die Ergebnisse unterstiitzen die Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen
(Afman et al. 2002, Miller et al. 2002, Fodinger et al. 2003, Winkelmayer et al. 2003,) und
deuten darauf hin, dass keiner der beiden Polymorphismen einen wesentlichen Einfluss auf
den Homocysteinspiegel hat. Beide Polymorphismen sind nicht als Determinanten des

Homocysteinspiegels zu anzusehen.
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6. Kapitel 3

Entwicklung und Anwendung von DHPLC-Methoden zum Screenen nach bekannten und

unbekannten DNA-Sequenzvariationen am Beispiel des Thymidylatsynthasegens.

6.1. Einleitung

Thymidylatsynthase (TYMS) katalysiert die Reduktion von dUMP
(Desoxyuridinmonophosphat) zu dTMP (Desoxythymidinmonophosphat) (Abb.: 30). Die
von der Thymidylatsynthase katalysierte dTMP-Synthese ist der einzige Stoffwechselweg
fiir die Neusynthese von dTMP. Deswegen hat die Thymidylatsynthase eine wichtige
Funktion bei der DNA-Synthese und Reparatur sowie fiir das Zellwachstum (Trinh et al.
2002, Liu et al. 2002, Kawate et al. 2002, Ulrich et al. 2002, Volcik et al. 2003).

Dihydrofolat-
7,8-Dihydro-
JTMP folsdure reduktase Tetrahydrofolat Methionin
Thymldylat- Methioninsynthase
synthase
Methylen- .
dUMP 5.10-Methylen- » 5-Methyltetra- Homocystein
tetrahydrofolat tetrahydrofolat- hydrofolat
reduktase

Abbildung 30: Thymidylatsynthase und Folatstoffwechsel. dUMP: Desoxyuridinmonophosphat, dTMP:
Desoxythymidinmonophosphat. Erklarung der Abbildung im Text.

Das bei der dTMP-Synthese benoétigte 5,10-Methylen-THF ist auch der
Methylgruppendonator fiir die von der Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR)
katalysierten Reduktion des 5,10-Methylen-THFs zu 5-Methyl-THF. Bei reduzierten 5,10-
Methylen-THF-Konzentrationen kann es zu einem verstirkten Konkurrenzdruck unter den
beiden Enzymen und theoretisch zu einer verminderten Methylierung von Homocystein zu
Methionin (Brown et al. 2004) oder zu einer reduzierten dTMP-Synthese (Trinh et al.
2002) kommen. Bekannte Polymorphismen im Gen der Thymidylatsynthase sind der
TYMS-28-Bp-Repeat, die TYMS-G-58C-Transversion und die TYMS-6Bp-Deletion. Alle
drei Polymorphismen beeinflussen die Proteinbiosynthese der Thymidylatsynthase
(Kawakami et al. 2001, Mandola et al. 2003, Mandola et al. 2004). Der Einfluss des
TYMS-28-Bp-Repeats und der TYMS-6Bp-Deletion auf die Folat- und
Homocysteinkonzentrationen wurde in mehreren Studien untersucht. Er ist aber noch nicht

endgiiltig aufgeklart worden. Fiir den 28-Bp-Repeat sind die Ergebnisse der vorliegenden
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Studien widerspriichlich. So wurde von Trinh et al. (Trinh et al. 2002) eine Assoziation
von Probanden, die jeweils drei 28-Bp-Repeats in beiden Allelen trugen (3R/3R), mit
signifikant reduzierten Folatkonzentrationen und erh6hten Homocysteinkonzentrationen im
Vergleich zu Probanden mit 2R/2R- und 2R/3R-Genotypen gefunden. Von Brown et al.
(Brown et al. 2004) wurde dagegen kein Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus
und den Folat- bzw. den Homocysteinkonzentrationen gefunden. Fiir das Deletionsallel der
6-Bp-Deletion wurden bei Nichtrauchern niedrigere Homocysteinkonzentrationen
gefunden als fiir das Wildtypallel (Kealey et al. 2005). Weitere Studien stehen noch nicht
zur Verfligung. Die G-58C-Transversion wurde noch nicht auf Assoziationen mit dem
Homocysteinspiegel untersucht.

Der Einfluss des 28-Bp-Repeats, der G-58C-Transversion und der 6-Bp-Deletion auf die

Genexpression des Thymidylatsynthasegens legt die Vermutung nahe, dass diese drei

Polymorphismen sich auch auf die quantitative Umsetzung des 5,10-Methylen-THFs durch

die Thymidylatsynthase auswirken. Es ist denkbar, dass die fiir die

Methylentetrahydrofolatreduktase zur Verfiigung stehende Menge an 5,10-Methylen-THF

mit der Proteinkonzentration der Thymidylatsynthase in Verbindung steht. Uber diesen

Mechanismus konnten DNA-Sequenzvariationen im Thymidylatsynthasegen einen

Einfluss auf den Homocysteinspiegel haben. Diese Hypothese wird durch die Studien von

Trinh ef al. und Kealey et al. (Trinh et al. 2002, Kealey ef al. 2005) unterstiitzt. Da die

Assoziationen des TYMS-28-Bp-Repeats und der TYMS-6Bp-Deletion mit reduzierten

Homocysteinkonzentrationen durch die Ergebnisse von nur jeweils einer Studie nicht

ausreichend abgesichert sind, miissen weitere Studien zur Festigung der Hypothese

durchgefiihrt werden.

Zu diesem Zweck und um zu iberpriifen ob die G-58C-Transversion mit dem

Homocysteinspiegel assoziiert ist, wurden 63 gesunde kaukasische Probanden untersucht.

Folgende Arbeiten wurden durchgefiihrt:

1. Bestimmung der Konzentrationen des Gesamthomocysteins (tHcy), des Plasmafolats,
des Erythrozytenfolats, des Serumcobalamins, des Serum-Pyridoxal-5-Phosphats ~ und
des Kreatinins durch das Laborpersonal.

2. Bestimmung der Genotypfrequenzen der drei bekannten Polymorphismen (6-Bp-
Deletion, 28-Bp-Repeat, G-58 C-Transversion).

3. DHPLC-Screening der gesamten exonischen DNA-Sequenz des
Thymidylatsynthasegens auf unbekannte DNA-Sequenzvariationen. Die flankierenden
5¢- bzw. 3‘-terminalen Bereiche der sieben Exons wurden bei diesen Untersuchungen
mit berticksichtigt.

4. Bestitigung neu gefundener DNA-Sequenzvariationen mittels DNA-Sequenzierung.

5. Bestimmung der Genotypfrequenzen neu gefundener DNA-Sequenzvariationen.
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6.2. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte der genetische Einfluss der Thymidylatsynthase auf den

Homocysteinspiegel bei 63 gesunden kaukasischen Probanden untersucht werden.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Sind die 6-Bp-Deletion, der 28-Bp-Repeat und die G-58C-Transversion bei den 63
untersuchten Probanden mit dem Homocysteinspiegel assoziiert?

2. Gibt es unbekannte DNA-Sequenzvariationen in den sieben Exons und in den
angrenzenden intronischen DNA-Bereichen dieser Exons, die mittels DHPLC erkannt
werden konnen?

3. Gibt es unbekannte DNA-Sequenzvariationen die mit dem Homocysteinspiegel

assoziiert sind?
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6.3. Probanden, Material und Methoden
6.3.1. Probanden und Blutentnahme

Fiir die Arbeiten der vorliegenden Studie stand eine Subpopulation der EPIC-Studie-
Potsdam (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) von 63 gesunden
Probanden (29 Frauen, 34 Miénner) im Alter von 41-65 Jahren zur Verfiigung. Die
Probandenrekrutierung, die Datenaufnahme und das Probandenmonitoring fiir die EPIC-
Potsdam-Probanden sind ausfiihrlich beschrieben worden (Boeing et al. 1999, Bergmann et
al. 1999, Dierkes et al. 2001, Riboli et al. 2002, Drogan et al. 2004).

Die Blutentnahme wurde vom Deutschen Institut fiir Erndhrungswissenschaften (DIfE) in
Potsdam durchgefiihrt. Detaillierte Informationen sind von Riboli ef al. (Riboli et al. 2002)

publiziert worden.

6.3.2. Laborparameter

Die folgenden Laborparameter wurden, wie in Kapitel 2 beschrieben, gemessen:
Serumcobalamin, Serum-Pyridoxal-5-Phosphat und tHcy.

Plasmafolat und Erythrozytenfolat wurden mit einem Testkit der Firma Abbott Diagnostics

gemessen.

6.3.3. Molekularbiologische Arbeiten
6.3.3.1. DNA-Isolierung
Die DNA wurde mittels alkalischer Lyse von peripheren Blutzellen und anschlieBender

Phenol/Chlorophorm/Amylalkohol-Extraktion isoliert (Dierkes et al. 2001).

6.3.3.2. Mutationsanalysen von bekannten Polymorphismen

Die Bestimmung des TYMS-28-Bp-Repeats erfolgte mittels dAGE der PCR-Produkte. Das
Versuchsprotokoll wurde in Anlehnung an die Methode von Hishida et al. (Hishida et al.
2003) entwickelt. Die PCR-Produkte konnten direkt nach der PCR auf das Agarosegel
aufgetragen werden. Die TYMS-G-58C-Transversion wurde mittels RFLP bestimmt. Es
wurde dasselbe PCR-Produkt wie fiir den Nachweis des TYMS-28-Bp-Repeats (Hishida et
al. 2003) benutzt. Der Restriktionsverdau des PCR-Produktes wurde ausgehend von der
Methode nach Mandola et al. (Mandola et al. 2003) durchgefiihrt. Das optimierte
Versuchsprotokoll ist im Anhang in Tabelle 19 protokolliert. Unverdaute (TYMS-28-Bp-
Repeat-Mutationsnachweis) und verdaute PCR-Produkte (TYMS-G-58C-

Mutationsnachweis) wurden nebeneinander auf ein Agarosegel aufgetragen und
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aufgetrennt. Diese Vorgehensweise ermdglichte den gleichzeitigen Nachweis beider
Polymorphismen in einer Agarosegelelektrophorese. Die (D)HPLC-Sizing-Methode zum
Nachweis der TYMS-6-Bp-Deletion wurde ausgehend von dem PCR-Protokoll von Ulrich
et al. (Ulrich et al. 2002) entwickelt.

AuBer den drei bekannten Polymorphismen im Thymidylatsynthasegen wurden auch die
MTHFR-C677T-Transition, die GCP II-C1561T-Transition, die RFC I-G80A-Transition
und die CBS-844Ins68-Insertion bestimmt. Die drei SNPs wurden mittels DHPLC
nachgewiesen. Die CBS-844Ins68-Insertion wurde durch dAGE bestimmt. Die Methoden
zur Bestimmung aller untersuchten Polymorphismen, auBler der TYMS-G-58C-
Transversion, sind in Kapitel 1 (4.3.2.3-4.3.2.8) beschrieben. Bei allen
Mutationsnachweisen wurden die notwendigen Leerwerte und Positivkontrollen

mitgefiihrt.

6.3.3.3. DHPLC-Sequenzanalysen

Zu Beginn der praktischen Arbeiten gab es keine publizierten Studien, in denen die
codierende = DNA-Sequenz der Thymidylatsynthase systematisch auf DNA-
Sequenzvariationen untersucht worden war. Deswegen mussten fiir die Amplifizierung der
sieben Exons des Gens PCR-Protokolle entwickelt werden. Als DNA-Matrize wurde die
TYMS-DNA-Sequenz D00596.1 des NCBI herangezogen (Abb.: 31). Die Entwicklung der
Primer wurde mit der Software Genamics-Expression (Version 1,100° 2000) von
Genamics durchgefiihrt. Die Primer wurden nach Mdglichkeit so gewihlt, dass jeweils
circa 50 Basenpaare des flankierenden intronischen 3'-Terminus bzw. 5'-Terminus mit
amplifiziert wurden. Die GroBe der Amplifikate wurde auf 200 bis 600 Nukleotide
beschrinkt. Die Differenz der Annealingtemperatur der beiden Primer betrug maximal 2°
C, der GC-Gehalt der Primer lag zwischen 40 und 60%. Weitere Kriterien fiir die
Primerauswahl waren die Wahrscheinlichkeit Self-Dimere, Cross-Dimere oder Hairpins zu
bilden. Fiir die ausgewidhlten Primersequenzen wurde tberpriift, ob sie mehrmals im
menschlichen Genom vorkommen. Hierzu wurden die Primersequenzen mit Hilfe des auf
dem NCBI-Server zur Verfiigung stehenden "Basic Local Alignment Search Tool"
(BLAST) mit den in der NCBI-Datenbank vorhandenen DNA-Sequenzen verglichen
(alignt). Primersequenzen, die im menschlichen Genom mehrmals vorkamen, wurden
verworfen. Primersequenzen mit weniger als drei unterschiedlichen Nukleotiden zu

anderen Genorten im menschlichen Genom, wurden ebenfalls verworfen.
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Fir alle durchgefiihrten PCR-Reaktionen wurde eine Primervorbereitung, eine
Primeraustestung und eine PCR-Optimierung durchgefiihrt. Die optimierten PCR-
Protokolle sind im Anhang in Tabelle 19 zusammengefasst. Nach der PCR erfolgte die
Hybridisierung der PCR-Produkte, jeweils ohne und mit Kontroll-DNA. Die
Primervorbereitung, die Primeraustestung, die PCR-Optimierung und die Hybridisierung
der PCR-Produkte sind in Kapitel 1 (4.3.2.7) beschrieben.

Die Ermittlung des DHPLC-Laufmittelgradienten und der idealen Analysetemperatur
(Tab.: 12) erfolgte mit Hilfe der Wavemaker' ™ Software anhand der DNA-Sequenzen der
PCR-Produkte.

Tabelle 12: DHPLC-Laufmittelgradienten und Analysetemperaturen fiir die Amplifikate der sieben Exons
des Thymidylatsynthasegens.

Zeit TYMS-Exons 1 bis 7
Exon-1 Exon-2 Exon-3 | Exon-4 | Exon-5 Exon-6 Exon-7

Arbeitsschritt [min] Puffer B [%]

Probenauftragung 0 54 48 51 50 50 49 48
Start Gradient 0,1 59 53 56 55 55 54 53
Stopp Gradient 4,6 68 62 65 64 64 63 62
Start Waschen (Saule) 4,7 54 48 51 50 50 49 48
Stopp Waschen (Saule) 4.8 54 48 51 50 50 49 48
Start Equilibrieren 4,9 54 48 51 50 50 49 48
Stopp Equilibrieren 5,0 54 48 51 50 50 49 48

DHPLC-Analysetemperaturen [°C]

niedrigste Analysetemperatur 66,7 55,0 58,0 57,5 59,0 53,2 56,5
mittlere Analysetemperatur 67,5 57,0 59,6 58,3 62,7 56,2 57,7
héchste Analysetemperatur 68,6 59,0 61,0 60,0 63,5 57,4 59,0

6.3.3.4. Verifizierung neu entdeckter DNA-Sequenzvariationen

Traten bei den DHPLC-Sequenzanalysen auffillige Chromatogramme auf, wurde die
dazugehorige DNA-Probe noch einmal untersucht, wobei ein neues PCR-Produkt benutzt
wurde. PCR-Produkte, bei denen die auffdlligen DHPLC-Chromatogramme bestétigt
wurden, mussten zur Lokalisierung der verursachenden Sequenzvariationen sequenziert
werden. Fiir die Sequenzierung musste eine eigene PCR durchgefiihrt werden, weil hier
modifizierte Primer eingesetzt wurden. Die bei der Sequenzierung ermittelten
Sequenzvariationen wurden anschliefend zusitzlich mittels RFLP-Analysen iiberpriift. Bei
dieser Verifizierung wurde dasselbe PCR-Produkt benutzt, welches fir die DHPLC-
Analysen benutzt worden war. Die Probenvorbereitung fiir die Sequenzierung und die

Durchfiihrung der RFLP-Analysen ist in Kapitel 1 (4.3.2.5) beschrieben.
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Exon-1: 205 Bp Amplifikat: 576 Bp (drei 28-Bp-Wiederholungen)
CTGTGCCACACCCGTGGCTCCTGCGTTTCCCCCTGGCGCACGCTCTCTAGAGCGGGGGCCGCCGCGACCCCGL
CGAGCAGGAAGAGGCGGAGCGCGGGACGGCCGCGGGAAAAGGCGCGCGGAAGGGGTCCTGCCACCGCGCCACT
TGGCCTGCCTCCGTCCCGCCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCGCCGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGTCCC
CCGCCCGCCGCGCCatgcctgtggeccggectecggagectgecgegecggeccttgeccecececgecgcacaggagecyg
ggacgccgagccgcgtceccgecgcacggggagctgcagtacctggggcagatccaacacatecteecgetgegge
gtcaggaaggacgaccgcacgggcaccggcaccctgtecggtattcggcatgcaggecgecgectacagectgagag
GTGACGCCGCGGGCCCCTGCGGGACGGGTGGCGGGAAGGAGGGAGGCGCGGCTGGGGAGAGCGCTCGGGAGCT
GCCGGGCGCTGCGGACCCCGTTTAGTCCTAACCTCAATCCTGCCAGGGAGGGGACGCATCGTCCTCCTCGCCT
TACAGACGCCGA

Intron-1: 1698 Bp

Exon-2: 74 Bp Amplifikat: 253 Bp
TCCAGGCCTCACGTCCCAGGGCAGTTTTCTTCCCTGAAGAAAGTTGGATGGCATGATCTGTCTTCCCATCTTG
AAACCGTATGGCAAATTGTTTTTCAGatgaattccctctgctgacaaccaaacgtgtgttctggaagggtgtt
ttggaggagttgctgtggtttatcaagGTAAAGAAGTCGCTGCTATTAGAAGTCAGTAGTCTGTTCTCAACAC
AGCAGCCAGTGAGATCCTTTCAAAACTCAAAGCAGCCAGGTGTGGTGGCTCACG

Intron-2: 2427 Bp

Exon-3: 175 Bp Amplifikat: 231 Bp
AACTGAGATGGCTTAAGATTTACCTGGATGCCTGCTCTGCTCTCCCCATCTCTTCCAGggatccacaaatygct
aaagagctgtcttccaagggagtgaaaatctgggatgccaatggatcccgagactttttggacagecctgggat
tctccaccagagaagaaggggacttgggecccagtttatggecttccagtggaggcattttggggcagaatacag
agatatggaatcagGTGAGGAGATAGAACAATGCCTTCCATTTCCGGGTGCCCTTCCTAGCACGTGTTTGCTC

Intron-3: 6272 Bp

Exon-4: 102 Bp Amplifikat: 313 Bp
ACTTTGCAGGATGCACCAGATGTCTTGTAGCCATGGGTCAAGGGGGGACCCTGGGTAAGAGACTGTAATAGAT
GACCTCTAAGGCCATCTCATGACATGTGTGATTAATGTATGTACCTGTCCTCTCTTTTTGACAATTCTACAGAa
ttattcaggacagggagttgaccaactgcaaagagtgattgacaccatcaaaaccaaccctgacgacagaaga
atcatcatgtgcgcttggaatccaagagGTTGAAAGAACCCCGTCGTCTTCATTTATACTAACCATACTCTTA
GAGGGAAGCAATCTGGTTTTGTGCAGAGGCACTGAGGGAGG

Intron-4: 1504 Bp

Exon-5: 176 Bp Amplifikat 347 BP
CATATGAGTTGGCTTCTGTTTCTCTCCTGTTTTACTTTGCCTTTAGCTGTGGTCTTTCAAACCACCATCCCTC
CTTATCTTCCTCTGCTGGTTCCTCAGatcttcctctgatggcgectgeccteccatgeccatgeecctectgecagtte
tatgtggtgaacagtgagctgtcctgccagctgtaccagagatcgggagacatgggecctecggtgtgectttca
acatcgccagctacgccctgcectcacgtacatgattgecgcacatcacgggectgaagGTGGGCTGTCTCGGGAA
GGGTGACTTGCCAGCCTACCACATGAGCTCTTCAGTTCTTTAATATGGGAAAACAAATTGCAGAGTTTAGTCT

Intron-5: 508 Bp

Exon-6: 72 Bp Amplifikat 287 Bp
ATTATTTTTTTAAAAAAAGCCTTGCGGTGTCTGCATATTCTAATGTTTTTAAATGATGTTTTAAAGAATTGAA
ACTAACATACTGTTCTGCTTTCTCCCGGTTTATAGCccaggtgactttatacacactttgggagatgcacatat
ttacctgaatcacatcgagccactgaaaattcagGTAAGAATTAGATGTTATACTTTTGGGTTTGGTACCTTC
TCTTGATAAAAGGTTGACTGTGGAACAGGTATCTGCTCAATGCTGTGTCCAAGATAAAGATGACTGCTCCAAA
TGTGGGGCTTCAGTT

Intron-6: 1408 Bp

Exon-7: 138 Bp Amplifikat 249 Bp
CGCGAAGGTAtcgacaggatcatactcctgTAAAATAGACATACTCCTGTAAAATAGAACTTTGTTGATCACA
TCCTGTGTACTTGTTTCACGGACATGAGGAGCAATTACAACAGGTCGTACAATTATGGCAAAATAATGGCCTT
ATTTTGTTTTTAGcttcagcgagaacccagacctttcccaaagctcaggattcttcgaaaagttgagaaaatt
gatgacttcaaagctgaagactttcagattgaagggtacaatccgcatccaactattaaaatggaaatggcectg
tttagGGTGCTTTCAAAGGAGCTCGAAGGATATTGTCAGTCTTTAGGGGTTGGGCTGGATGCCGA

Abbildung 31: Nukleotidsequenz der sieben Exons des Thymidylatsynthasegens mit ihren flankierenden
Introns in 5‘—>3° terminaler Ausrichtung dargestellt (NCBI-Sequenz-ID: D00596.1).

Exon-1 bis 7 des Thymidylatsynthasegens sind vollstindig dargestellt. Intron-1 bis 6 sind nur mit ihren die
Exons 1 bis 7 flankierenden Nukleotiden dargestellt. Die GroBe der Introns ist zwischen den Exons
angegeben. Kleine Buchstaben: Exon-1 bis 7, fett: 5'- und 3'-flankierende intronische DNA-Bereiche (jeweils
50 Basenpaare), Unterstrichen: Forward- und Reverseprimer, unterstrichene kleine Buchstaben:
Forwardprimer fiir die Sequenzierung von Exon-7. Bp: Basenpaare.
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6.4. Ergebnisse

6.4.1. Mutationsanalysen der bekannten Polymorphismen

Bei den Probanden wurden vier bekannte Polymorphismen in den Genen des
Homocystein- und Folatstoffwechsels (MTHFR-C677T, der GCP II-C1561T, der RFC I-
G80A, CBS-844Ins68) und drei bekannte Polymorphismen im Thymidylatsynthasegen
(TYMS-28-Bp-Repeat, TYMS-G-58C-Transversion, TYMS-6-Bp-Deletion) bestimmt. Die

Ergebnisse der durchgefiihrten Mutationsanalysen sind in den Tabelle 13, 14 und 15

dargestellt.

Tabelle 13: Ergebnisse der durchgefiihrten Mutationsanalysen.

Polymorphismen in Genen des Homocystein- und Folatstoffwechsels

MTHFR-C677T GCP II-C1561T RFC I-GS80A CBS-844Ins68
n=063 n=63 n=63 n=45
Genotypen [n]
CC: 33 CC: 56 GG: 17 WT/WT: 39
CT: 25 CT: 7 GA: 32 WT/Ins: 6
TT: 5 TT: 0 AA: 14 Ins/Ins: 0
Genotypfrequenzen [%]
CC: 52 CC: 89 GG: 27 WT/WT: 87
CT: 40 CT: 11 GA: 51 WT/Ins: 13
TT: 8 TT: 0 AA: 22 Ins/Ins: 0
Allelfrequenzen [%]

C:72 C:95 G: 52 WT: 93
T: 28 T:5 A: 48 Ins: 7

Polymorphismen im Thymidylatsynthasegen

TYMS-28-Bp-Repeat TYMS-G-58C TYMS-6-Bp-Deletion
n=>57 n=>55 n=>59
Genotypen [n]
2R/2R: 14 GG: 28 WT/WT: 27
2R/3R: 25 GC: 25 WT/Del: 24
3R/3R: 18 CC: 2 Del/Del: 8
Genotypfrequenzen [%]
2R/2R: 25 GG: 51 WT/WT: 46
2R/3R: 44 GC: 45 WT/Del: 41
3R/3R: 31 CC: 4 Del/Del: 13
Allelfrequenzen [%]
2R: 54 G: 74 WT: 66
3R: 46 C: 26 Del: 34

n: Anzahl

Tabelle 14: TYMS-28-Bp- und TYMS-G-58C-Genotypen.

TYMS-28-Bp-Rep TYMS-G-58C
Probanden n=>57 n=>55
3RG/3RG: 6 (11)
3R/3R: 18 (31) 3RG/3RC: 10 (18)
Genotypen 3RC/3RC: 2 (4)
n (%) 3RG/2RG: 9 (16)

3R/2R: 25 (44)

3RC/2RG: 15 (27)

2R/2R:14 (25)

2RG/2RG: 13 (24)

2R: Zwei 28-Bp-Repeats, 3R: drei 28-Bp-Repeats, 3RG: drei 28-Bp-Repeats und Guanin, 3RC: drei 28-Bp-
Repeats und Cytosin, 2RG: zwei 28-Bp-Repeats und Cytosin. n: Anzahl.
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In Abbildung 32A ist das Amplifikat fiir den Nachweis des TYMS-28-Bp-Repeats und der

TYMS-G-58C-Transversion dargestellt. Die G-58C-Transversion erzeugt eine zusétzliche
Haelll-Schnittstelle im zweiten 28-Basenpaar-Repeat des 3R-Allels. Dadurch wird das 94
Basenpaare grofle Fragment in zwei Fragmente von 28 und 66 Basenpaaren geschnitten.
Nach dem Restriktionsverdau zeigten 2RG/2RG, 2RG/3RG und 3RG/3RG sowie
2RG/3RC und 3RG/3RC Probanden identische Bandenmuster (Abb.: 32B). Deswegen
konnten die TYMS-G-58C-Genotypen nur ermittelt werden, wenn die unverdauten Proben

zum Nachweis des 28-Bp-Repeats auf demselben Agarosegel analysiert wurden.

A) 28-Bp-Repeats
46 Bp. 44 Bp. 47Bp. | 66 Bp. 7 Bp.
Haelll Haelll Haelll Haelll
28-Bp-Repeats
3RC : | | ——— 238 Bp.
46 Bp. 44 Bp. 47 Bp. | 94 Bp. 7 Bp.
Haelll Haelll Haelll Haelll
28-Bp-Repeats
46 Bp. 44 Bp. 47Bp. |28 Bp. 66 Bp. 7 Bp.
Haelll Haelll Haelll Haelll
Haelll

B) !
i 300 Bp
150 Bp
- : . % 100Bp
50 Bp -
50 | 2R2R | 2R/3R | 2R/BR | 3RBR | 3R/ABR |3RABR | 100
Bp | GG | G/IC G/G G/G c/C G/C Bp

Abbildung 32: TYMS-28-Bp-Repeat- und TYMS-G-58C-Transversion-Mutationsnachweise.

A) Haelll-Erkennungssequenzen im PCR-Produkt nach der Methode von Hishida et al. 2003.

B) dAGE- und RFLP-Nachweis des TYMS-28-Bp-Repeats und der TYMS-G-58C-Transversion.
TYMS-28-Bp-Repeat: linke, unverdaute Proben. 2R/2R: 210Bp, 2R/3R: 238/210 Bp, 3R/3R: 238 Bp.
TYMS-G-58C-Transversion: rechte unverdaute und linke, mit Haelll verdaute Proben, miissen zusammen
ausgewertet werden. 2RG/2RG: 66, 47, 46, 44, 7 Bp, 2RG/3RC: 94, 66, 47, 46, 44, 7 Bp, 2RG/3RG: 66, 47,
46, 44, 28, 7 Bp, 3RG/3RG: 66, 47, 46, 44, 28, 7 Bp, 3RC/3RC: 94, 47, 46, 44, 7 Bp, 3RG/3RC: 94, 66, 47,
46, 44, 28, 7 Bp. 3% Agarosegel, Laufzeit 45 min bei 100 V konstant.
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Die Analyse der wunverdauten und verdauten PCR-Produkte in einer
Agarosegelelektrophorese ermdglichte die effiziente und zweifelsfreie Bestimmung beider
Polymorphismen. Allele mit mehr als drei 28-Bp-Repeats oder mit zwei 28-Bp-Repeats
(2RC-Allel) wurden bei den untersuchten Probanden nicht gefunden. Die TYMS-6-Bp-
Deletion konnte bei allen untersuchten Probanden problemlos mittels (D)HPLC-Sizing

bestimmt werden.

6.4.2. DHPLC-Screening nach unbekannten DNA-Sequenzvariationen

Die Ergebnisse der DHPLC-Sequenzanalysen sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Fiir die
Amplifikate der Exons 1, 2, 6 und 7 des Thymidylatsynthasegens wurden unterschiedliche
Chromatogramme erkannt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ergebnisse der DHPLC-Sequenzanalysen der Amplifikate der sieben Exons des
Thymidylatsynthasegens.

Chromatogramme [n]

TYMS-Exon Exon-14) | Exon-2 Exon-3 Exon-4 Exon-5 Exon-6 Exon-7
Probanden 46 44 54 58 47 46 54
unterschiedl. Chromatogramme () 4 2 --- --- --- 2 3
Chromatogramm 0 7 43 54 58 47 33 24
Chromatogramm 1 (y 10 1 --- - - 13 18
Chromatogramm 2 11 --- --- --- --- --- 12
Chromatogramm 3 18 --- --- --- --- --- ---
Polymorphismen
Exon-2 n=44 | Exon-6 n=46 |Exon-7 n=46 |Exon-7 n=>54
8-Bp-Deletion C>T-Transition C>T-Transition A>G-Transition
(neue Sequenzvariation) (rs2853536)y (rs1059394) 5 (rs1059393) 5
Genotypen [n]
WT/WT: 43 CC: 25 CC: 19 AA: 46
WT/Del: 1 CT: 13 CT: 19 AG:7
Del/Del: 0 TT: 8 TT: 8 GG: 1
Genotypfrequenzen [%]
WT/WT: 98 CC: 55 CC: 41 AA: 85
WT/Del: 2 CT: 28 CT: 41 AG: 13
Del/Del: 0 TT: 17 TT: 18 GG: 2
Allelfrequenzen [%]
WT: 99,86 C: 68 C: 62 A: 92
Del: 1,14 T: 32 T: 38 G:8

Chromatogramm 0 = Wildtyp (WT)

Chromatogramm 1-3 = verschiedene vom Wildtypchromatogramm abweichende Chromatogramme

(n) Anzahl

ay Die Chromatogramme konnten dem TYMS-28-Bp-Repeat, der TYMS-G-58C und der TYMS-6-Bp-Deletion
zugeordnet werden. Die Genotypen sind in Tabelle 13 und 14 aufgeschrieben.

@ Bezeichnung bei NCBI

Die Sequenzierungen ergaben, dass die verursachenden Sequenzvariationen in den
Amplifikaten von Exon-1 (TYMS-28-Bp-Repeat, TYMS-G-58C), von Exon-6 (TYMS-
T661520C (rs2853536)) und von Exon-7 (TYMS-C662792T (rs1059394)), TYMS-
A662836G (rs1059393)) schon beschrieben waren. Sie sind in den flankierenden Introns
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der drei Exons lokalisiert. Die Sequenzvariation im Exon-2-Amplifikat war noch nicht
beschrieben. Sie wird spater ausfiihrlich besprochen.

Bei den Analysen der Amplifikate der Exons 3, 4 und 5 des Thymidylatsynthasegens
wurden  keine  vom  jeweiligen = Wildtypchromatogramm  unterschiedlichen

Chromatogramme gefunden.

TYMS-Exon-1

Wegen des sehr hohen GC-Gehalts der DNA-Sequenz im 5'-terminalen-Bereich des
Startcodons (ATG) des Thymidylatsynthasegens war das Primerdesign fiir das Exon-1
problematisch. Erschwerend kam hinzu, dass der 28-Bp-Repeat 97 (3R) bzw. 69 (2R)
Nukleotide vor dem Startcodon beginnt und aus drei oder zwei nahezu identischen
Wiederholungen von 28 Nukleotiden besteht (Abb.: 33A). Er endet 13 Nukleotide vor dem
Startcodon. Weil die 13 Nukleotide zwischen dem Startcodon und dem 28-Bp-Repeat nicht
als Primersequenz geeignet sind, wurde bei der PCR fiir das Exon-1 nach Volcik et al.
(Volcik et al. 2003) der 28-Bp-Repeat mit amplifiziert. Bei heterozygoten Probanden kam
es aufgrund der unterschiedlichen Allele (2R-Allel, 3R-Allel) grundsitzlich zu
ausgepriagten Heteroduplexchromatogrammen (Abb.: 33D). Da die Maskierung
unbekannter Sequenzvariationen durch die 2R/3R Heteroduplexchromatogramme nicht
auszuschlieBen war, wurden bei heterozygoten 28-Bp-Probanden keine DHPLC-
Sequenzanalysen durchgefiihrt.

Das Amplifikat fiir das Exon-1 des Thymidylatsynthasegens wurde bei 66,7° C, bei 67,5°
C und bei 68,6° C mittels DHPLC untersucht. Es konnten vier unterschiedliche
Chromatogramme fiir jede der drei Analysetemperaturen gefunden werden (Tab.: 15). Die
drei auffilligen Heteroduplexchromatogramme wurden bei allen drei Analysetemperaturen
bei denselben Probanden gefunden. Bei 67,5° C waren die Heteroduplexchromatogramme
am deutlichsten von den Homoduplexchromatogrammen zu unterscheiden (Abb.: 33D1-
D4). Die Heteroduplexchromatogramme lassen sich dem TYMS-28-Bp-Repeat (Abb.:
33D4 und der TYMS-G-58C-Transversion (Abb.: 7D1-3) im TYMS-28-Bp-Repeat
zuordnen. Die Homoduplexchromatogramme der 3RG/3RG-, 3RC/3RC- (nicht abgebildet)
und 2RG/2RG-Probanden hatten nur einen Peak (Abb.: 33D1 und D2). Die Retentionszeit
des Peaks war bei 2R/2R Probanden kiirzer als bei 3R/3R Probanden (Abb.: 33D2). Die
TYMS-G-58C-Transversion war mittels DHPLC nur bei Probanden mit zwei identischen
TYMS-28-Bp-Repeat-Allelen (3R/3R, 2R/2R) nachweisbar. Das
Heteroduplexchromatogramm eines 3RG/3RC-Probanden hatte eine linksseitige Schulter

(Abb.: 33D2).

92



Ergebnisse Kapitel 3

A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-1

5" CTGTGCCACACCCGTGGCTCCTGCGTTTCCCCCTGGCGCACGCTCTCTAGAGCGGGGGCCGCCGCGACCC
CGCCGAGCAGGAAGAGGCGGAGCGCGGGACGGCCGCGGGAAAAGGCGCGCGGAAGGGGTCCTGCCACCGLGLC
ACTTGGCCTGCCTCCGTCCCGCCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCGCCGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGT
CCCCCGCCCGCCGCGCCatgectgtggeccggectcggagectgeccgegecggeccttgeccececececgecgecacagga
gcgggacgccgagccgcecgtceccgecgcacggggagctgcagtacctggggcagatccaacacatceccteccgetge
ggcgtcaggaaggacgaccgcacgggcaccggcaccctgtecggtattecggcatgcaggecgegcectacagectga
gagGTGACGCCGCGGGCCCCTGCGGGACGGGTGGCGGGAAGGAGGGAGGCGCGGCTGGGGAGAGCGCTCGGGA
GCTGCCGGGCGCTGCGGACCCCGTTTAGTCCTAACCTCAATCCTGCCAGGGAGGGGACGCATCGTCCTCCTCG
CCTTACAGACGCCGA 3'

B) Schmelzkurve TY MS-Exon-1 C) Schmelztemperaturprofil TY MS-Exon-1
< 100 g 100 1 ————m
E 80 - é 80 -
£ 601 s 607 —667°C
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o 9o ’
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O e 0 ‘ : : ‘ ‘
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Abbildung 33: DHPLC-Sequenzanalysen am Exon-1 des Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Der TYMS-28-Bp-Repeat (Nukleotid Nr. 127-
210 von 576) ist schattiert. Die TYMS-G-58C-Transversion (Nukleotid Nr. 167) im 28-Bp-Repeat ist nicht
schattiert. Exon-1 ist in kleinen Buchstaben dargestellt. Der erste und der dritte 28-Bp-Repeat sind
unterstrichen.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 62° C in DNA-Einzelstrange. Bei 70° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat zwei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-300 Bp, bei
68,6° C sind zwischen 62 und 100% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 301-576 Bp, bei
66,7° C sind zwischen 80 und 100% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. Bei 68,6° C liegt
dieser DNA-Bereich vollstdndig als Einzelstrang vor.

D1-3) Hetero- und Homoduplexchromatogramme der TYMS-G-58C-Transversion.

D4) Heteroduplexchromatogramm des TYMS-28-Bp-Repeats.
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Bei heterozygoten TYMS-28-Bp-Probanden wurde diese Schulter nicht erkannt, was auf
eine Maskierung der TYMS-G-58C-Tranversion durch den TYMS-28-Bp-Repeat hinweist.
Abbildung 33D4 zeigt das dreigipfelige Chromatogramm eines heterozygoten TYMS-28-
Bp-Repeat-Probanden (2R/3R). Auch mittels DHPLC wurden keine 2RC-Allele oder
Allele mit mehr als drei 28-Bp-Repeats gefunden.

TYMS-Exon-2

Das Amplifikat fiir das Exon-2 des Thymidylatsynthasegens wurde bei 55,0° C, bei 57,0°
C, und bei 59,0° C untersucht. Das Homoduplexchromatogramm des Wildtyps hatte bei
allen drei Temperaturen einen Peak. Bei einem Proband wurden bei den Analysen mit 55°
C und mit 57° C vom Wildtypchromatogramm unterschiedliche Chromatogramme erhalten
(Abb.: 34D1). Die beiden auffilligen Chromatogramme (55° C, 57° C) waren identisch.
Sie zeigten einen Doppelpeak (Abb.: 34D1). Bei den Analysen mit 59° C wurden keine
Peaks im Chromatogramm gefunden. Die Agarosegelelektrophorese (Abb.: 34E), das
(D)HPLC-Sizing (Abb.: 34D2) und die DNA-Sequenzierung (Abb.: 34F) der
Probandenprobe erbrachten deutliche Hinweise auf eine Deletion von mehreren
Nukleotiden. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die drei Peaks einer (D)HPLC-
Sizing-Analyse (Abb.: 34D2) mit einem Fragmentsammler (Transgenomic) gesammelt und
erneut mittels PCR amplifiziert. Das anschlieBende (D)HPLC-Sizing der PCR-Produkte
der drei gesammelten Peaks resultierte in drei unterschiedlichen Chromatogrammen
(Ergebnisse nicht dargestellt). Das Chromatogramm des PCR-Produktes des Peaks mit der
kiirzesten Retentionszeit (8,25 min) war identisch mit dem des urspriinglichen Probanden-
PCR-Produktes (Abb.: 34D2). Das Chromatogramm des PCR-Produktes des Peaks mit der
lingsten Retentionszeit (8,85 min) hatte nur einen Peak. Die Retentionszeit entsprach der
des gesammelten Ausgangspeaks (8,85 min) und war identisch mit der Retentionszeit eines
Wildtyp-PCR-Produktes (8,85 min) (Abb.: 34D2). Das Chromatogramm des PCR-
Produktes des Peaks mit der zweitlingsten Retentionszeit (8,65 min) hatte ebenfalls nur
einen Peak mit der gleichen Retentionszeit des gesammelten Ausgangspeaks (8,65 min)
(Abb.: 34D2). Die um 0,25 min kiirzere Retentionszeit legte nahe, dass der gesammelte
urspriingliche Peak ein Allel mit einer Deletion reprisentierte. Zur Lokalisierung der
postulierten Deletion wurde die gesammelte DNA-Probe dieses Peaks (Retentionszeit: 8,65
min) sequenziert. Es wurde eine 8-Basenpaar-Deletion (5' AGTTGGAT 3') gefunden
(Abb.: 34F). Die Deletion liegt 58 Nukleotide vor dem ersten Nukleotid von Exon-2. Die
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flankierenden 5°-terminalen bzw. 3‘-terminalen Nukleotide sind 5' CCTGAAGAA 3'

und 5' GGCATGATC 3' (Abb.: 34A).

A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-2

5' TCCAGGCCTCACGTCCCAGGGCAGTTTTCTTCCCTGAAGAAAGTTGGATGGCATGATCTGTCTTCCCATC
TTGAAACCGTATGGCAAATTGTTTTTCAGatgaattccctctgectgacaaccaaacgtgtgttctggaagggt
gttttggaggagttgctgtggtttatcaagGTAAAGAAGTCGCTGCTATTAGAAGTCAGTAGTCTGTTCTCAA
CACAGCAGCCAGTGAGATCCTTTCAAAACTCAAAGCAGCCAGGTGTGGTGGCTCACG 3"

B) Schmelzkurve TYMS-Exon-2 C) Schmelztemperaturprofil TY MS-Exon-2
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Abbildung 34: DHPLC- (D)HPLC-Sizing- und dAGE-Sequenzanalysen sowie DNA-Sequenzierung am
Exon-2 des Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die 8-Bp-Deletion (Nukleotid Nr. 32-40 von
253) ist schattiert. Exon-2 ist in kleinen Buchstaben dargestellt.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 58° C in DNA-Einzelstrange. Bei 61° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-94 Bp, bei
59,0° C sind zwischen 70 und 80% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 95-215 Bp, bei
59,0° C sind mehr als 96% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 216-253 Bp, bei 59,0° C
sind zwischen 96 und 67% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.

D1) DHPLC-Homo- und Heteroduplexchromatogramme: WT: Wildtyp, 8-Bp-Deletion.

D2) (D)HPLC-Sizing-Homo- und Heteroduplexchromatogramme: WT: Wildtyp, 8-Bp-Deletion.
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Abbildung 34: Fortsetzung.

E) 120 min

Gelelektrophorese

80 min
Gelelektrophorese

F)

G A A G G CATG ATCT G TCT T

/\

AGTTGGAT §-Bp-Insertion

E) Direkte Agarosegelelektrophorese: Die Proben wurden mit einem 3% Agarosegel aufgetrennt. Die
Spannung betrug 100V konstant. Das Gel wurde nach 80 min (links) und nach 120 min Laufzeit (rechts)
fotografiert. Proben von links nach rechts: 50-Basenpaarleiter, P1: Probel, K1: Kontrollel, P2: Probe2, K2:
Kontrolle2, 100-Basenpaarleiter. Es wurden zwei unabhingige Probenaufarbeitungen durchgefiihrt (P1 und
K1, P2 und K2). Die PCR-Produkte der Probel und der Kontrollel sind niedriger konzentriert als die der
zweiten Probenaufarbeitung. Nach einer Laufzeit von 80 min war bei Probel schwach und bei Probe2
deutlich zu erkennen, dass eine zweite DNA-Bande mit einem niedrigeren Molekulargewicht in dem PCR-
Produkt vorhanden war. Bei Probe2 waren die beiden DNA-Banden nach 120 min Laufzeit voneinander
getrennt.

F) Sequenzierung des PCR-Produktes des auffilligen Probanden.

AGTTGGAT: §8-Bp-Deletion, A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin.

TYMS-Exon-3

Das Exon-3 des Thymidylatsynthasegens enthilt zwei bekannte DNA-Sequenzvariationen
(T>C-Transition (NCBI: rs11540152), G>A-Transition (NCBI: rs3786362) (Abb.: 35A).
Die an das Exon-3 angrenzenden Introns 2 und 3 enthalten beide jeweils einen
Polymorphismus innerhalb der ersten 50 flankierenden Nukleotide (A>G-Transition
(NCBI: rs1001761), C>T-Transition (NCBI: rs2612095) (Abb.: 35A). Da die beiden
intronischen Polymorphismen eine DHPLC-Sequenzanalyse behindert hétten, wurde das
Amplifikat fiir die DHPLC-Sequenzanalysen so entwickelt, dass sie nicht mit amplifiziert
wurden. Der Nachteil des Ausschlusses dieser zwei Polymorphismen liegt darin, dass das

generierte Amplifikat nur noch drei (5°-Terminus) bzw. sieben Nukleotide (3‘-Terminus)
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von den angrenzenden Introns 2 und 3 enthdlt (Abb.: 35A), die auf Sequenzvariationen
untersucht werden. Befindet sich eine Sequenzvariation weiter innerhalb der beiden
flankierenden Introns, kann sie nicht detektiert werden.

Das Amplifikat fiir das Exon-3 des Thymidylatsynthasegens wurde bei 58° C, bei 59,6° C
und bei 61° C mittels DHPLC analysiert. Es wurden keine heterozygoten DNA-

Sequenzvariationen erkannt.

A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-3

5' AGATGGCTTAAGATTTACCTGGATGCCTGCTCTGCTCTCCCCATCTCTTCCAGggatccacaaatgctaa
agagctgtcttccaagggagtgaaaatctgggatgccaatggatcccgagactttttggacagectgggatte
tccaccagagaggaaggggacttgggcccagtttatggcttccagtggaggcattttggggcagaatacagag
atatggaatcagGTGAGGAGATAGAACAATGCCTTCCATTTCCGGGTGCCCTTCCTAGCACGTGTTTGCTC 3!

B) Schmelzkurve TYMS-Exon-3 O) Schmelztemperaturprofil TY MS-Exon-3
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Abbildung 35: DHPLC-Sequenzanalysen am Exon-3 des Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Exon-3 ist in kleinen Buchstaben dargestellt.
Die bekannten DNA-Sequenzvariationen sind schattiert. A: rs1001761, t: rs11540152, g: rs3786362, C:
rs2612095. Das TYMS-Exon-3-Amplifikat hat 231 Nukleotide.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstrange schmelzen ab 45° C in DNA-Einzelstrange. Bei 69° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-110 Bp, bei
61° C sind zwischen 10 und 85% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. Die Schmelztemperatur
nimmt vom 1. zum 110. Nukleotid kontinuierlich zu. 2) 111-143 Bp, bei 61° C sind 90% dieses DNA-
Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 144-231 Bp, bei 58° C sind zwischen 100 und 18% dieses DNA-
Bereichs in der Doppelhelixformation. Die Schmelztemperatur nimmt vom 144. zum 231. Nukleotid
kontinuierlich ab.
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TYMS-Exon-4

Das Exon-4 des Thymidylatsynthasegens enthilt zwei bekannte DNA-Sequenzvariationen
(G>T-Transversion (NCBI: 1s596909), C>T-Transition (NCBI: rs11540153) (Abb.: 36A).
Das Amplifikat fiir die DHPLC-Analysen des vierten Exons des Thymidylatsynthasegens
wurde bei 57,5° C, bei 58,3° C und bei 60° C mittels DHPLC analysiert. Es wurden keine

heterozygoten Probanden gefunden.

A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-4

5" ACTTTGCAGGATGCACCAGATGTCTTGTAGCCATGGGTCAAGGGGGGACCCTGGGTAAGAGACTGTAATA
GATGACCTCTAAGGCCATCTCATGACATGTGTGATTAATGTATGTACCTGTCCTCTCTTTTTGACAATTCTAC
AGattattcaggacagggagttgaccaactgcaaagagtgattgacaccatcaaaaccaaccctgacgacaga
agaatcatcatgtgcgcttggaatccaagagGTTGAAAGAACCCCGTCGTCTTCATTTATACTAACCATACTC
TTAGAGGGAAGCAATCTGGTTTTGTGCAGAGGCACTGAGGGAGG 3'

B) Schmelzkurve TYMS-Exon-4 C) Schmelztemperaturprofil TY MS-Exon-4
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Abbildung 36: DHPLC-Sequenzanalysen am Exon-4 des Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Exon-4 ist in kleinen Buchstaben dargestellt.
Die bekannten DNA-Sequenzvariationen sind schattiert. g: rs596909, ¢: rs11540153. Das TYMS-Exon-4-
Amplifikat hat 313 Nukleotide.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 57° C in DNA-Einzelstrange. Bei 60° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-140 Bp, bei
58,3° C sind zwischen 60 und 87% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 141-254 Bp, bei
58,3° C sind 100% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 255-313 Bp, bei 58,3° C sind
weniger als 15% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.
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TYMS-Exon-5
Das Amplifikat fiir die DHPLC-Analysen des Exons 5 des Thymidylatsynthasegens wurde
bei 59° C, bei 62,7° C und bei 63,5° C analysiert. Es wurden keine Probanden

heterozygoten DNA-Sequenzvariationen detektiert.

A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-5

5' CATATGAGTTGGCTTCTGTTTCTCTCCTGTTTTACTTTGCCTTTAGCTGTGGTCTTTCAAACCACCATCC
CTCCTTATCTTCCTCTGCTGGTTCCTCAGatcttcctctgatggcgctgectccatgeccatgececctcectgecag
ttctatgtggtgaacagtgagctgtcctgccagectgtaccagagatcgggagacatgggectcggtgtgectt
tcaacatcgccagctacgccctgctcacgtacatgattgecgcacatcacgggectgaagGTGGGCTGTCTCGG
GAAGGGTGACTTGCCAGCCTACCACATGAGCTCTTCAGTTCTTTAATATGGGAAAACAAATTGCAGAGTTTAG
TCTCT 3'

B) Schmelzkurve TYMS-Exon-5 C) Schmelztemperaturprofil TY MS-Exon-5
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Abbildung 37: DHPLC-Sequenzanalysen am Exon-5 des Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Exon-5 ist in kleinen Buchstaben dargestellt.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 54° C in DNA-Einzelstrange. Bei 65° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 1-100 Bp, bei
62,7° C liegt die DNA dieses Bereichs noch vollstindig in der Doppelhelixformation vor. 2) 101-309 Bp, bei
62,7° C sind zwischen 60 und 100% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. Die
Schmelztemperatur nimmt vom 1. Nukleotid bis zum 220. kontinuierlich zu. Ab dem 221. Nukleotid nimmt
sie kontinuierlich ab. 3) 310-347 Bp, bei 62,7° C liegt die DNA dieses Bereichs noch vollstindig in der
Doppelhelixformation vor.

TYMS-Exon-6

Das Amplifikat fiir das Exon-6 der Thymidylatsynthase wurde bei 53,2° C, bei 56,2° C und
bei 57,4° C mittels DHPLC nach heterozygoten Sequenzvariationen untersucht. Die
Analysen bei 53,2° C erbrachten keine unterschiedlichen Chromatogramme (Ergebnisse
nicht dargestellt). Bei den Analysen mit 56,2° C und 57,4° C konnten zwei
unterschiedliche Chromatogramme erkannt werden (Abb.: 38D1 und D2). Das
Homoduplexchromatogramm des Wildtyps zeigte bei diesen zwei Temperaturen nur einen
Peak. Bei dem Heteroduplexchromatogramm hatte dieser Peak eine linksseitige Schulter,
die bei den Analysen mit 57,4° C (Abb.: 38D2) deutlicher ausfiel als bei den Analysen mit
56,2° C (Abb.: 38D1). Die auffilligen Chromatogramme wurden bei 56,2° C und bei 57,4°

C jeweils bei denselben Probanden gefunden.
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A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-6

5'" ATTATTTTTTTAAAAAAAGCCTTGCGGTGTCTGCATATTCTAATGTTTTTAAATGATGTTTTAAAGAATT
GAAACTAACATACTGTTCTGCTTTCTCCCGGTTTATAGccaggtgactttatacacactttgggagatgcaca
tatttacctgaatcacatcgagccactgaaaattcagGTAAGAATTAGATGTTATACTTTTGGGTTTGGTACC
TTCTCTTGATAAAAGGTTGACTGTGGAACAGGTATCTGCTCAATGCTGTGTCCAAGATAAAGATGACTGCTCC
AAATGTGGGGCTTCAGTT 3'

B) Schmelzkurve TY MS-Exon-6 O Schmelztemperaturprofil TY MS-Exon-6
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Abbildung 38: DHPLC-Sequenzanalysen und DNA-Sequenzierung am Exon-6 des
Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Die C>T-Transition (rs2853536, Nukleotid Nr.
239 von 287) ist schattiert. Exon-6 ist in kleinen Buchstaben dargestellt.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstringe schmelzen ab 54° C in DNA-Einzelstrange. Bei 59° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat drei Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-58 Bp, bei
56,2° C sind noch zwischen 15 und 18% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 59-158 Bp,
bei 57,4° C sind noch 80% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 159-287 Bp, bei 57,4° C
sind zwischen 55 und 80% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.

D) DHPLC-Homo- und Heteroduplexchromatogramme: WT: Wildtyp, C>T-Transition.

E) Sequenzierung der C>T-Transition (rs2853536) im Exon-6 des Thymidylatsynthasegens. Y: C>T-
Transition bei einer heterozygoten Probe, A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin.
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Die Sequenzierung ergab, dass es sich bei der verursachenden DNA-Sequenzvariation um
die bei NCBI beschriebene T>C-Transition rs2853536 handelte (Abb.: 38E). Die
ermittelten Allel- und Genotypfrequenzen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Bei der Sequenzierung wurde bei allen sequenzierten Proben (zwei auffillige heterozygote
Proben und zwei Wildtypkontrollen) eine weitere DNA-Sequenzvariation gefunden. Es
handelte sich um eine CCG-Insertion, die im 3‘-terminalen Bereich des fiinften Introns
lokalisiert war (Abb.: 39A, B und C). Die Bestitigung der Insertion erfolgte mittels RFLP.
Diese CCG-Insertion wurde bei allen vier Probanden immer in beiden Allelen detektiert.
Die Uberpriifung der mittels Sequenzierung erhaltenen DNA-Sequenz in den NCBI- und
UCSC-DNA-Datenbanken ergab keine Ubereinstimmungen mit den vorhandenen

Datenbanksequenzen.

A)

B)

C) Ermittelte DNA-Sequenz

5' attattttttTAAAAAAAGCCTTGCGGTGTCtgcatattctaatgtttttaaatgatgttttaaagaatt
gaaactaacatactgttctgctttctcccCClGggtttatagccaggtgactttatacacactttgggagatyg
cacatatttacctgaatcacatcgagccactgaaaattcaggtaagaattagatgttatacttttgggtttgg
taccttctcttgataaaaggttgactgtggaacagglatctgctcaatgctgtgtccaagata”AAGATGACTG
CTCCAAATGTGGggcttcagtt 3%

Abbildung 39: Mutationsnachweis der CCG-Insertion im Intron-5 des Thymidylatsynthasegens.

A) Sequenzierung der TYMS-CCG-Insertion im Intron-5 der Thymidylatsynthase. CCG: Insertion, C:
Cytosin, G: Guanin, T: Thymin.

B) RFLP-Mutationsanalyse der TYMS-CCG-Insertion im Intron-5 der Thymidylatsynthase. Verdau mit
Smal (Fermentas) fiir 16 h bei 30° C, Inaktivierung bei 65° C fiir 20 min, 2% Agarosegel, Laufzeit 30 min
bei 100 V konstant, links unverdaute, rechts verdaute Proben. Proben von links nach rechts: 50-
Basenpaarleiter, Probe A, B, C und D, 100-Basenpaarleiter. Das Amplifikat wird geschnitten wenn die CCG-
Insertion vorhanden ist. Resultierende Banden: Ins/Ins 199, 91 Bp, Ins/WT 287, 199, 91 Bp, WI/WT 287
Bp. Alle vier untersuchten Probanden haben denselben Genotyp (Ins/Ins).

C) Ermittelte DNA-Amplifikatsequenz fiir die DHPLC-Analysen am Exon-6 der Thymidylatsynthase. Die
CCG-Insertion (Nukleotid Nr. 90-92 von 287) ist schattiert. T: C>T-Transition (rs2853536). Die beiden
Primer sind unterstrichen. Exon-6 ist in kleinen Buchstaben dargestellt. Smal-Erkennungssequenz und
-Schnittstelle (]): 5' CCC{GGG 3'.
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TYMS-Exon-7

Bei Exon-7 sind nach der Primerentwicklung zwei neue intronische Sequenzvariationen im
5‘-terminalen Bereich der amplifizierten DNA verdffentlicht worden (T>C-Transition
(rs1059394), A>G-Transition (rs1059393)) (Abb.: 40A). Diese wurden bei der
Sequenzierung nicht erfasst, weil sie zu nahe am Forwardprimer lokalisiert waren. Um
tiberpriifen zu konnen, ob diese Sequenzvariationen den von uns gefundenen
Heteroduplexchromatogrammen entsprachen, musste fiir die Sequenzierung des TYMS-
Exon-7-Amplifikates ein neuer, weiter im Intron-6 liegender Forwardprimer entwickelt
werden (Abb.: 40A).

Die DHPLC-Analysen am Exon-7 des Thymidylatsynthasegens wurden bei 56,5° C, 57,5°
C und 59,0° C durchgefiihrt. Bei allen drei Analysetemperaturen wurden jeweils drei
unterschiedliche Chromatogramme erhalten. Die zwei auffilligen
Heteroduplexchromatogramme und die Homoduplexchromatogramme der Wildtypen
(Abb.: 40D1-4) wurden immer bei denselben Probanden gefunden. Bei 56,5° C waren die
Heteroduplexchromatogramme am deutlichsten von den Homoduplexchromatogrammen
und untereinander zu unterscheiden. Abbildung 40D1 zeigt das Chromatogramm eines
Wildtyps und das auffillige Chromatogramm eines heterozygoten Probanden (C>T-
Transition) bei einer Analysetemperatur von 56,5° C. In Abbildung 40D2 sind die
Chromatogramme derselben zwei Probanden, allerdings bei 57,7° C analysiert, dargestellt.
Der Peak des Homoduplexchromatogramms ist hier breiter und deutlich niedriger als bei
den DHPLC-Analysen mit 56,5° C. Die zwei gleich groBBen Heteroduplexpeaks, die bei
den Analysen mit 56,5° C beobachtet wurden, sind hier als ein breiter Peak mit einer
kleinen rechtsseitigen Schulter zu erkennen. Die Heteroduplexchromatogramme
repriasentieren die bei NCBI beschriebene TYMS-C662792T-Transition (NCBI:
rs1059394). Das zweite auffdllige Heteroduplexchromatogramm (A>G-Transition) hatte
bei den Analysen mit 56,5° C einen unscharfen Heteroduplexpeak vor dem
Homoduplexpeak (Abb.: 40D3). Bei den Analysen mit 57,7° C zeigten dieselben
Probanden Heteroduplexchromatogramme mit einem deutlichen Heteroduplexpeak und
einem reduzierten Homoduplexpeak gegeniiber den Analysen mit 56,5° C (Abb.: 40D4).
Bei den Analysen mit 57,7° C waren die zwei Heteroduplexchromatogramme (Probe 1 und
2) an einer rechtsseitigen Schulter im Heteroduplexpeak und unterschiedlichen
Retentionszeiten zu unterscheiden (Abb.: 40D4). Bei diesem Polymorphismus handelte es
sich um die bei NCBI beschriecbene A>G-Transition rs1059393. Beide DNA-
Sequenzvariationen wurden mittels DNA-Sequenzierung bestitigt (Abb.: 40E und F). Die

102



Ergebnisse Kapitel 3

errechneten Allel- und Genotypfrequenzen der DNA-Sequenzvariationen sind in Tabelle

15 aufgefiihrt.

A) Amplifikatsequenz TYMS-Exon-7

ACGCGAAGGTATCGACAGGATCATACTCCTGTAAAATAGACATACTCCTGTAAAATAGAACTTTGTTGATCAC
ATCCTGTGTACTTGTTTCACGGACATGAGGAGCAATTACAACAGGTCGTACAATTATGGCAAAATAATGGCCT
TATTTTGTTTTTAGcttcagcgagaacccagacctttcccaaagctcaggattcttcgaaaagttgagaaaat
tgatgacttcaaagctgaagactttcagattgaagggtacaatccgcatccaactattaaaatggaaatggcet
gtttagGGTGCTTTCAAAGGAGCTCGAAGGATAT

B) Schmelzkurve Exon-7 (&) Schmelztemperaturprofil Exon-7
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Abbildung 40: DHPLC-Sequenzanalysen und Sequenzanalysen am Exon-7 des Thymidylatsynthasegens.

A) Amplifikatsequenz: Die beiden Primer sind unterstrichen. Der Forwardprimer fiir die Sequenzierung ist
fett und unterstrichen. Die C>T-Transition (rs1059394, Nukleotid Nr. 82 von 249) und die A>G Transition
(rs1059393, Nukleotid Nr. 126 von 249) sind schattiert. Exon-7 ist in kleinen Buchstaben dargestellt.

B) DHPLC-Schmelzkurve: Die DNA-Doppelstrange schmelzen ab 56° C in DNA-Einzelstrange. Bei 62° C
liegt die DNA vollstindig als Einzelstrang vor.

C) DHPLC-Schmelztemperaturprofil: Das Amplifikat hat vier Schmelztemperaturdoménen. 1) 0-90 Bp, bei
59° C sind weniger als 20% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 2) 91-150 Bp, bei 57,7° C
sind zwischen 71 und 85% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 3) 150-200 Bp, bei 59° C sind
weniger als 20% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation. 4) 201-249 Bp, bei 57,7° C sind
zwischen 40 und 20% dieses DNA-Bereichs in der Doppelhelixformation.

D1-4) DHPLC-Homo- und Heteroduplexchromatogramme: WT: Wildtyp, C>T-Transition, A>G-Transition.
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Abbildung 40: Fortsetzung.

E)

4 9 14 19 Basen
ACT TG TT TCA ¥ G G A CA T G A G G A

F)

E) Sequenzierung der C>T-Sequenzvariation im Exon-7 der Thymidylatsynthase (NCBI: rs1059394). Y:
C>T-Transition bei einem heterozygoten Proband. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin.
F) Sequenzierung der A>G-Sequenzvariation im Exon-7 der Thymidylatsynthase (NCBI: rs1059393). R:
A>G-Transition bei einem heterozygoten Proband. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin.

6.4.3. Assoziationen mit Homocystein

Keiner der vier untersuchten Polymorphismen im Homocystein- und Folatstoffwechsel war
signifikant mit den bestimmten Laborparametern assoziiert. Fiir den TYMS-28-Bp-Repeat
und die TYMS-G-58C-Transversion wurden ebenfalls keine Assoziationen mit den
gemessenen Laborparametern ermittelt. Die TYMS-6-Bp-Deletion war mit dem
Homocysteinspiegel assoziiert. Homozygote Mutanten (Del/Del (tHcy: 18,5 pmol/L +
12,6)) hatten im Vergleich zu heterozygoten Mutanten (WT/Del (tHcy: 10,2 umol/L + 5))
und Wildtypen (WT/WT (Hey: 12,9 upmol/L + 5,6)) signifikant erhohte
Homocysteinspiegel (p = 0,013).

Bei den vier mittels DHPLC-Screening nachgewiesenen Sequenzvariationen war die C>T-
Transition im Amplifikat von Exon-7 signifikant mit dem Plasma- und Erythrozytenfolat
(p = 0.022 und 0.014) assoziiert (Tab.: 16). Probanden mit TT-Genotyp (homozygote
Mutanten) hatten die niedrigsten (14,0 + 3,7 nmol/l), Probanden mit CT-Genotyp
(heterozygote Mutanten) die hochsten (19,9 £ 7,1 nmol/l) Plasmafolatkonzentrationen.
Probanden @ mit  CC-Genotyp  (Wildtypen) hatten  eine  durchschnittliche
Plasmafolatkonzentration von 15,7 + 43 nmol/l. Die niedrigsten
Erythrozytenfolatkonzentrationen wurden bei den Probanden mit CC-Genotyp (626 + 131
nmol/l), die hochsten bei den Probanden mit CT-Genotyp (782 + 143 nmol/l) gemessen.
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Probanden mit TT-Genotyp hatten eine durchschnittliche Erythrozytenfolatkonzentration
von 653 = 107 nmol/l. Eine Assoziation mit dem Homocysteinspiegel wurde nicht
gefunden.

Bei dem Indexproband fiir die 8-Bp-Deletion im Exon-2-Amplifikat wurden folgende
Werte bestimmt: 12,3 nmol/l Plasmafolat, 765 nmol/l Erythrozytenfolat, 16,7 umol/l tHcy,
36,4 pmol/l Vitamin Bg, 136 pmol/l Serumcobalamin. Alle gemessenen Laborwerte waren
innerhalb der errechneten Standardabweichung. Fiir die C>T-Transition im Exon-6-
Amplifikat und die A>G-Transition im Exon-7-Amplifikat wurden keine Zusammenhinge

mit den gemessenen Laborparametern gefunden.

Tabelle 16: Plasmafolat, Erythrozytenfolat, tHcy, Vitamin Bs und Serumcobalamin bei den Genotypen der C>T-
Transition im Exon-7-Amplifikat, der 6-Bp-Deletion im 3'-Terminus und der 8-Bp-Deletiom im Exon-2-Amplifikat.

Sequenzvariation Genotypen Plasmafolat | Erythrozyten- | tHcy Serum-PLP | Serum-Cbl
(Genort bzw. SNP) [n] [nmol/1] folat [nmol/l] | [umol/l] [pmol/1] [pmol/1]
C>T-Transition CC: 25 15,743 626 + 131 142 +5,7 35,8 +28,0 | 202 + 90
(Exon-7-Amplifikat) | CT: 13 19,9 £7,1%* 782 + 143* 10,1 £4,6 47 +£282 268 + 123
n =46 TT: 8 14,0 £3,7 653 + 107 13,4 £6,8 38,2+ 23,7 | 209+ 94
6-Bp-Deletion WT/WT: 27 | 17,0+6,2 683 + 152 120+56 |464+312 | 241 <116
(3'-Terminus) WT/Del: 24 | 192+75 784 + 257 102+5,0 | 451+263 | 251+90
n=>59 Del/Del: 8 | 13,8440 | 637+110 18,5+ 12,6% | 3924234 | 184+ 107
8-Bp-Deletion n=44 | WT/WT:43 | 17,8+ 74 708 = 195 12,7+ 7,3 46,7 +29,8 | 229+ 103
(Exon-2-Amplifikat) | WT/Del: 1 12,3 765 16,7 36,4 136

* signifikante Unterschiede untereinander (p<0.05)
Serum-PLP: Serum-Pyridoxal-5-Phosphat
Serum-Cbl:  Serumcobalamin
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6.5. Diskussion

6.5.1. DNA-Sequenzanalysen, Mutationsanalysen und Assoziationen mit
Homocystein

Bei den DNA-Sequenzanalysen am Gen der Thymidylatsynthase wurden sieben DNA-
Sequenzvariationen nachgewiesen. Unter diesen sieben DNA-Sequenzvariationen waren
der 28-Bp-Repeat, die G-58C-Transversion und die 6-Bp-Deletion. Neben diesen
bekannten und schon genauer untersuchten Polymorphismen wurden drei DNA-
Sequenzvariationen (rs2853536 (Exon-6-Amplifikat), rs1059394 (Exon-7-Amplifikat),
rs1059393 (Exon-7-Amplifikat) nachgewiesen, zu denen es bis jetzt noch keine
detaillierten Untersuchungen gab. In der NCBI-Datenbank waren diese drei DNA-
Sequenzvariationen schon verzeichnet. Im Exon-2 wurde bei einem Probanden eine 8-
Basenpaar-Deletion nachgewiesen. Diese DNA-Sequenzvariation war bis jetzt noch nicht
beschrieben worden.

Die bei den Mutationsanalysen ermittelten Frequenzen fiir die vier Polymorphismen im
Homocystein- und Folatstoffwechsel entsprachen den in der Literatur publizierten
Frequenzen fiir kaukasische Populationen (Frosst ef al. 1995, Chango et al. 2000, Tsai et
al. 2000, Lievers et al. 2002b). Auch die Frequenzen des TYMS-28-Bp-Repeat, der
TYMS-G-58C-Transversion und der TYMS-6-Bp-Deletion entsprachen den in der
Literatur verdffentlichten Frequenzen fiir kaukasische Populationen (Marsh et al. 1999,
Ulrich et al. 2000, Ulrich et al. 2002, Chen et al. 2003, Brown et al. 2004). Die Genotyp-
und Allelfrequenzen der drei noch nicht systematisch untersuchten Polymorphismen
entsprachen fiir den rs1059394 (Amplifikat von Exon-7) und den rs1059393 (Amplifikat
von Exon-7) den bei NCBI publizierten Frequenzen. Fiir den rs2853536 (Amplifikat von
Exon-6) wurden deutliche Unterschiede zwischen den ermittelten und den publizierten
Frequenzen gefunden. Bei diesen drei Polymorphismen beruht die Ermittlung der
Genotyp- und Allelfrequenzen nur auf wenigen Probanden (rs2853536: 71/46, rs1059394:
71/46, 1s1059393: 181/54 (NCBI/diese Studie)). Es ist deswegen nicht erstaunlich, dass fiir
einen der drei Polymorphismen keine gute Ubereinstimmung der Genotyp- und
Allelfrequenzen gefunden wurde.

Assoziationen mit dem Homocysteinspiegel wurden nur fiir die 6-Bp-Deletion gefunden.
Probanden mit dem Del/Del-Genotyp hatten hohere Homocysteinspiegel als Wildtypen
und heterozygote Mutanten. Fiir die Erythrozyten- und Plasmafolatspiegel wurden keine
Unterschiede bei den Probanden gefunden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der

Del/Del-Genotyp mit hoheren Homocysteinspiegeln assoziiert ist. Das widerspricht den
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Ergebnissen einer Studie von Kealey et al. (Kealey et al. 2005), in der fiir die untersuchte
Gesamtpopulation keine Assoziation der 6-Bp-Deletion mit dem Homocysteinspiegel
gefunden wurde. Die in dieser Studie gefundene Assoziation des Del/Del-Genotyps mit
hoheren Homocysteinspiegeln entspricht nicht der formulierten Arbeitshypothese. Nach
dieser Hypothese wird aufgrund niedrigerer TYMS-Proteinkonzentrationen weniger 5,10-
Methylen-THF von der Thymidylatsynthese verbraucht, wodurch niedrigere
Homocysteinspiegel zu erwarten gewesen wéren. Die Hypothese wurde anhand der
Ergebnisse von Mandola et al. (Mandola et al. 2004), die in vitro eine reduzierte
Genexpression des Del-Allels in Tumorzellen gefunden haben, formuliert. Im Gegensatz
zu den Arbeiten von Mandola et al. (Mandola et al. 2004) wurden in der vorliegenden
Studie in vivo Untersuchungen an gesunden Probanden durchgefiihrt. Diese
Untersuchungen erlauben die Hypothese, dass der 5,10-Methylen-THF-Pool von Del/Del-
Genotypen stirker beansprucht wird als von Wildtypen und heterozygoten Mutanten. Dies
mag mit der gestorten Proteinbiosynthese zusammenhingen, wodurch die dTMP-Synthese
als schnelle und unmittelbare Antwort auf dTMP-Mangel verhindert wird. Zur
Vermeidung eines dTMP-Mangels widren die vorhandenen Enzyme  der
Thymidylatsynthase permanent mit der Thymidylatsynthese beschiftigt und wiirden somit
auch permanent den 5,10-Methylen-THF-Pool beanspruchen. Die Neusynthese von
Thymidylat ist ein besonders wichtiger Prozess fiir das Zellwachstum. Es ist moglich, dass
die Affinitdt der Thymidylatsynthase fiir 5,10-Methylen-THF groBer ist, als die der
Methylentetrahydrofolatreduktase. Dies wiirde in dem postulierten Modell dazu fiihren,
dass die Methylentetrahydrofolatreduktase insbesondere bei einem hohen dTMP-Bedarf
nicht ausreichend mit 5,10-Methylen-THF versorgt wire.

Die C>T-Transition im Exon-7 war unter den untersuchten DNA-Sequenzvariationen als
einzige mit den Erythrozyten- und Plasmafolatkonzentrationen assoziiert. Heterozygote
Mutanten hatten hohere Erythrozyten- und Plasmafolatkonzentrationen als Wildtypen und
homozygote Mutanten. Obwohl der Folatstatus mit dem Homocysteinspiegel assoziiert ist
(Clarke und Armitage 2000, Pinto et al. 2005), wurden in dieser Studie keine signifikanten
Effekte der C>T-Transition auf den Homocysteinspiegel ermittelt. Die Varianz zwischen
den Homocysteinspiegeln verfehlte allerdings nur knapp die Signifikanzgrenze von p =
0,05

(p =0,071). Die erarbeiteten Ergebnisse lassen folgende Hypothesen zu:

1. Der Polymorphismus verursachte einen niedrigeren 5,10-

Methylentetrahydrofolatbedarf der Thymidylatsynthase, wodurch der
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Methylentetrahydrofolatreduktase mehr 5,10-Methylentetrahydrofolat zur Verfiigung
steht. In der Folge stiinden der Methioninsynthase mehr Methylgruppen fiir die
Methylierung des Homocysteins zur Verfiigung.

2. Die untersuchte Studienpopulation war nicht gro genug um eine statistisch

signifikante Varianz bei den Homocysteinspiegeln zu ermitteln.

Assoziationen des 28-Bp-repeats mit dem Homocysteinspiegel sind von Trinh ef al. (Trinh
et al. 2002) und Brown et al. (Brown et al. 2004) untersucht worden. Nach der Studie von
Trinh et al. (Trinh et al. 2002) ist der Polymorphismus mit dem Homocysteinspiegel
assoziiert. Der Widerspruch zwischen der Studie von Trinh et al. (Trinh ef al. 2002) und
der vorliegenden Studie beruht mit groler Wahrscheinlichkeit darauf, dass in der Studie
von Trinh et al. (Trinh et al. 2002) nicht fiir den Effekt der MTHFR-C677T-Transition auf
den Homocysteinspiegel korrigiert wurde. Da das T-Allel der MTHFR-C677T-Transition
eine unabhédngige Determinante des Homocysteinspiegels ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, das die von Trinh et al. (Trinh et al. 2002) publizierten, erhohten
Homocysteinspiegel bei MTHFR-TT/3R/3R-Probanden allein durch den MTHFR-
Polymorphismus verursacht wurden. Die Ergebnisse der Studie von Brown ef al. (Brown et
al. 2004) stimmen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie iiberein. Von den Autoren
wird diskutiert, dass die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen ihrer und der Studie von
Trinh et al. (Trinh et al. 2002), zumindest teilweise auf die unterschiedlichen ethnischen
Gruppen die untersucht wurden (Kaukasier, Brown et al. 2004, chinesische Biirger
Singapurs, Trinh et al. 2002), zuriickzufiihren sind. In diesem Zusammenhang verweisen
die Autoren auf unterschiedliche Nahrungsgewohnheiten, Umwelteinfliisse und auf
zusitzliche genetische Einfliisse.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die 6-Bp-Deletion und die C>T-Transition im
Exon-7 bei den untersuchten Probanden mit dem Homocysteinspiegel bzw. den
Erythrozyten- und Plasmafolatkonzentrationen assoziiert war. Des Weiteren weisen die
Ergebnisse der vorliegenden und der Studie von Brown et al. (Brown et al. 2004) darauf
hin, dass der TYMS-28-Bp-Repeat in kaukasischen Bevolkerungsgruppen keine

Determinante des Homocysteinspiegels ist.
6.5.2. Schwierigkeiten bei den DHPLC-Sequenzanalysen

Bei den DNA-Sequenzanalysen des Amplifikates fiir das Exon-1 wurde festgestellt, dass
die TYMS-G-58C-Transversion durch den 28-Bp-Repeat maskiert wurde. Obwohl die
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Genotypen beider Polymorphismen bekannt waren, wurde der 28-Bp-Repeat nicht

zweifelsfrei bei allen Probanden mittels DHPLC erkannt. Die Transversion war nur bei

Probanden, die zwei Allele mit drei 28-Bp-Repeats (3R/3R) trugen, nachweisbar. Der

Nachweis des 28-Bp-Repeats wurde dagegen nicht durch die G-58C-Transversion

beeinflusst. Sein Einfluss auf das Schmelzverhalten und das resultierende DHPLC-

Chromatogramm ist bei dem benutzten Amplifikat wahrscheinlich so grof3, dass der

zusétzliche Einfluss der G-58C-Transversion nicht im Chromatogramm erkannt wurde.

Dieses Beispiel zeigt, dass die Sensitivitdit und Spezifitit der DHPLC durch die

Anwesenheit von Polymorphismen innerhalb eines PCR-Produktes abnehmen kann.

Daraus wurde die Schlussfolgerung getroffen, dass die Suche nach unbekannten DNA-

Sequenzvariationen im Amplifikat von Exon-1 nur bei homozygoten Probanden (2R/2R,

3R/3R) sinnvoll ist. Von Ezzeldin et al. (Ezzeldin et al. 2004) wurde eine DHPLC-

Methode zur gleichzeitigen Detektion des 28-Bp-Repeats und der G-58C-Transversion

verdffentlicht. Die Methode von Ezzeldin et al. (Ezzeldin et al. 2004) verwendet ein

kleineres Amplifikat als in dieser Studie benutzt wurde (242/576 Bp (Ezzeldin et al.
2004/diese Studie), wodurch 2RG/3RG- und 2RG/3RC-Probanden differenziert werden
konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, 2RG/3RG- und 2RG/3RC-Probanden
mit Hilfe des Amplifikates nach Hishida ef al. (Hishida et al. 2003) (238 Bp) zu
differenzieren. Diese Versuche erbrachten allerdings keine eindeutig reproduzierbaren

Ergebnisse.

Der Nachweis von mehreren Sequenzvariationen in einem Amplifikat ist mittels DHPLC

nicht immer zu realisieren ist. Dafiir gibt es folgende Griinde:

1. Die Chromatogramme der einzelnen Heteroduplexe sind sich sehr dhnlich, so dass sie
sich kaum oder gar nicht unterscheiden lassen (MTHFR-G1793A und MTHFR-
C1970T, Kapitel 1).

2. Das Heteroduplexchromatogramm des ersten Polymorphismus wird durch das
Heteroduplexchromatogramm des zweiten Polymorphismus iiberlagert. Dadurch kann
eine Schulter oder ein niedriger Vorpeak maskiert werden (TYMS-28-Bp-Repeat und
G-58C-Transversion).

3. Bei der Suche nach homozygoten Mutanten dndern sich durch die Zugabe von
Kontroll-DNA die Peakverhidltnisse. Die in den Punkten 1 und 2 genannten

Schwierigkeiten kommen dadurch stirker zur Auspragung.
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6.5.3. Bewertung der entwickelten DHPLC-Methoden zur Suche nach unbekannten
DNA-Sequenzvariationen

Die DHPLC-Sequenzanalysen fiir die Exons 2 bis 7 des Thymidylatsynthasegens konnten
erfolgreich durchgefiihrt werden.

Der Nachweis der 8-Bp-Deletion im Exon-2 konnte mittels DHPLC und (D)HPLC-Sizing
eindeutig durchgefiihrt werden. Der Polymorphismus konnte unter den 37 Probanden, die
in Kapitel 1 zur DHPLC-Methodenentwicklung benutzt wurden, einmal nachgewiesen
werden. Das spricht flir die Sensitivitdt und Spezifitdt der entwickelten Methode. Beim
Exon-3 gab es innerhalb der angrenzenden Introns jeweils eine Punktmutation. Diese
konnten bei der Primerentwicklung ausgeschlossen werden, so dass sie keine Probleme bei
den DNA-Sequenzanalysen bereiteten. Die DHPLC-Sequenzanalysen der Exons 4, 5 und 6
bereiteten keinerlei Probleme. Die C>T-Transition (rs2853536) im Exon-6 konnte
eindeutig nachgewiesen werden. Das Amplifikat fiir die DHPLC-Sequenzanalysen von
Exon-7 enthielt zwei Polymorphismen, die beide eindeutig nachgewiesen wurden. Eine
anschlieBende Uberpriifung der Polymorphismen in der NCBI-DNA-Datenbank ergab,
dass beide Polymorphismen nach der Entwicklung der PCR entdeckt worden waren. Der
von ihrer Entdeckung in anderen Arbeitsgruppen unabhidngige Nachweis der beiden
Polymorphismen in dieser Arbeit, spricht fiir die hohe Sensitivitdit und Spezifitit auch
dieser entwickelten Methode. Keiner der beiden Polymorphismen behinderte den
Nachweis des anderen Polymorphismus. Dies mag damit zusammenhingen, dass beide
Polymorphismen SNPs sind, von denen wahrscheinlich keiner einen so dominanten
Einfluss auf das Schmelzverhalten des Amplifikates hat wie der 28-Bp-Repeat. Auch
liegen die beiden SNPs 43 Basenpaare weit auseinander. Die G-58C-Transversion liegt

dagegen innerhalb des 28-Bp-Repeats.

Innerhalb der untersuchten Amplifikate fiir die sieben Exons des Thymidylatsynthasegens
befinden sich neun DNA-Sequenzvariationen. Vier davon sind exonische DNA-
Sequenzvariationen, von denen drei bis jetzt nur bei einem (rs11540152, rs11540153) bzw.
bei zwei (rs596909) Probanden gefunden wurden. Konsequenterweise miissen sie als
Mutationen angesehen werden. Die vierte exonische DNA-Sequenzvariation (rs3786362)
ist eine seltene T>C-Transition mit einer Allelfrequenz des C-Allels von 0,043. Sie wurde
bis jetzt nur bei amerikanischen Chinesen und bei Japanern gefunden. Erwartungsgemal
wurde weder cine der drei Mutationen, noch die T>C-Transition unter den 63

mitteleuropédischen Probanden nachgewiesen. Der 28-Bp-Repeat wurde mittels dAGE bzw.
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RFLP bestimmt. Die Ergebnisse dieser Mutationsnachweise wurden bei den DHPLC-
Sequenzanalysen bei allen 63 untersuchten Probanden bestitigt. Bei den drei
Polymorphismen in den Amplifikaten von Exon-6 (rs2853536) und Exon-7 rs1059393,
rs1059394) haben die seltenen Allele Frequenzen von 0,472, 0,150 und 0,472.
Dementsprechend wurden alle drei Polymorphismen unter den 63 untersuchten Probanden
gefunden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit der DHPLC-Technologie alle bekannten
Polymorphismen, die innerhalb der gescreenten DNA-Sequenz lagen, aufler dem
rs3786362-SNP im Exon-3 des Thymidylatsynthasegens, erkannt wurden. Zuséitzlich zu
den bekannten Polymorphismen wurde eine bis jetzt unbekannte 8-Bp-Deletion im Exon-
2-Amplifikat erkannt. Die bei dieser Suche nachgewiesenen Sequenzvariationen konnten
anschlieBend anhand ihrer spezifischen Chromatogramme eindeutig bestimmt werden. Fiir
die Arbeiten dieser Studie wird das Reslimee getroffen, dass die DHPLC-Technologie eine
gut einsetzbare und zuverldssige Methode fiir die Suche nach unbekannten DNA-
Sequenzvariationen in den sieben Exons des Thymidylatsynthasegens war. Die positiven

Merkmale der DHPLC-Technologie waren:

1. Die einfache Probenaufarbeitung
Die hohe Sensitivitit und Spezifitit
Die gute Automatisierbarkeit

Der geringe Probenbedarf

oR W

Die gleich bleibend hohe Qualitdt der DNA-Sequenzanalysen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestétigen die in der Literatur beschriebene hohe
Sensitivitdt und Spezifitit der DHPLC-Technologie (Xiao und Oefner 2001) bei der Suche
nach unbekannten DNA-Sequenzvariationen. Schwachpunkte der DHPLC-Technologie
sind die diskutierten Schwierigkeiten beim Nachweis von mehreren DNA-
Sequenzvariationen in einem PCR-Produkt und die zeitaufwindige, lineare Abarbeitung
der Proben durch die DHPLC-Anlage. Der Nachweis von mehreren DNA-
Sequenzvariationen ist auch mittels SSCP, DGGE und TGGE nicht immer zu realisieren.
Die Sensitivitdit der SSCP wird bei Amplifikaten bis zu 200 Basenpaaren mit 80-90%
(Nollau et al. 1997), die der DGGE und TGGE bei Amplifikaten bis zu 600 Basenpaaren
mit 95% (Grompe 1993) angegeben. Die Sensitivitit nimmt bei diesen Methoden bei
groBBeren Amplifikaten stark ab (Grompe 1993). Die Sensitivitit der DHPLC-Technologie
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wird dagegen bei Amplifikaten bis zu 1500 Basenpaaren mit iiber 96% angegeben (Xiao
und Oefner 2001, Spiegelman ef al. 2000). Um Abschitzen zu kénnen ob die DHPLC
tatsidchlich und insbesondere bei Amplifikaten iiber 200 bzw. 600 Basenpaaren sensitiver
und spezifischer ist als SSCP, DGGE und TGGE, miissen gleichzeitige DNA-
Sequenzanalysen mit DHPLC und SSCP oder DGGE und TGGE durchgefiihrt werden.
Vergleiche der DHPLC-Technologie mit SSCP wurden von Jones ef al., Gross et al. und
Yamanoshita et al. (Jones et al. 1999, Gross et al. 1999, Yamanoshita et al. 2004)
durchgefiihrt. In diesen drei Arbeiten war die DHPLC mit einer Sensitivitit >96%
sensitiver als die SSCP (85% Jones et al. 1999, 87% Yamanoshita et al. 2004, 94% Gross
et al. 1999). In einem von Breton et al. (Breton et al. 2003) durchgefiihrten Vergleich war
die DGGE sensitiver als die DHPLC. Diese Zahlen weisen darauf hin, dass die DHPLC
sensitiver ist als die SSCP ist. Die Ergebnisse von Breton et al. (Breton et al. 2003) miissen
in weiteren Studien {iberpriift werden, bevor sicher davon ausgegangen werden kann, dass

die DGGE sensitiver als die DHPLC ist.
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7. Allgemeine Diskussion und Ausblick

Patienten mit einer Hyperhomocysteinimie haben ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskulére
Erkrankungen (Wald et al. 2002, Casas et al). Neben Lebensstilfaktoren spielen
genetische Faktoren eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Hyperhomocysteindmie.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Polymorphismen in Genen des
Homocystein- und Folatstoffwechsels auf den Homocysteinspiegel untersucht.

Der Einfluss eines einzelnen Polymorphismus auf den Homocysteinspiegel ist bis jetzt nur
fiir den MTHFR-C677T eindeutig aufgeklart worden (Casas et al., Lievers et al. 2003a).
Fiir die anderen in dieser Studie untersuchten Polymorphismen ist der Einfluss auf den
Homocysteinspiegel noch nicht zufrieden stellend aufgeklart worden. Das liegt daran, dass
es an vergleichbaren Studien fehlt und die zur Verfiigung stehenden Studien zum Teil
widerspriichliche Ergebnisse liefern. Zur endgiiltigen Aufklirung der Assoziationen der
untersuchten Polymorphismen mit dem Homocysteinspiegel miissen daher weitere
Studien, insbesondere prospektive Studien, durchgefiihrt werden. Da in diesen Studien die
Polymorphismen und die relevanten Laborparameter des Homocystein- und
Folatstoffwechsels untersucht werden miissen, leisten die in Kapitel 1 durchgefiihrten
Arbeiten einen wichtigen methodischen Beitrag zur Erforschung der genetischen
Determinanten des Homocystein- und Folséurestoffwechsels. Die entwickelten DHPLC-
Methoden wurden bereits erfolgreich in einigen epidemiologischen Studien zur
Genotypisierung von Probanden angewendet (MTHFR-C677T-Transition, RFC-G80A-
Transition, GCP-C1561T-Transition (Drogan et al. 2004), TC-C776G-Transversion (Wans
et al. 2003), RFC-G80A-Transition (Kapitel 2), TYMS-6-Bp-Repeat (Kapitel 3). Sie
erwiesen sich als zuverldssig und gut in der Laborroutine einsetzbar. Fiir die Zukunft sind
weitere Studien, in denen die entwickelten DHPLC-Methoden benutzt werden sollen,
geplant. Diese Studien werden wichtige Informationen iiber den Einfluss der
Polymorphismen auf den Homocystein- und Folsdurestoffwechsel liefern. Ein wichtiger
Aspekt, der noch nicht aufgeklart ist, sind zum Beispiel die Auswirkungen von mehreren
Polymorphismen auf den Homocysteinspiegel. In Tabelle 17 sind die Ergebnisse von
Studien zusammengefasst, in denen mehr als ein Polymorphismus in einer
Probandengruppe untersucht wurde. Die Ergebnisse dieser Studien zeigen zum einen, dass
der Homocysteinspiegel auf genetischer Ebene polygen reguliert wird und zum anderen,
dass sich die Polymorphismen in ihrer Auswirkung auf den Homocysteinspiegel

gegenseitig beeinflussen.
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Tabelle 17: Studien in denen Assoziationen von kombinierten Genotypen mit Homocystein untersucht

wurden.
Studie Polymorphismen Ergebnisse
Tsai et al. (2000) CBS-844-Ins-68 Der addierte Einfluss des CBS-844-Ins-68 und des MTR-
n=1031 MTR-A2756G A2756G war entgegengesetzt zu dem des MTHFR-C677T.

MTHFR-C677T

van der Put ez al. (1998)
n=628

MTHFR-C677T
MTHFR-A1298C

Probanden, die fiir beide SNPs heterozygot waren, hatten
hohere Homocystein- und niedrigere Folatspiegel als
Probanden, die nur fiir einen SNP heterozygot waren.

Dekou et al. (2001)
n =754

MTHFR-C677T
MTHFR-A1298C

Meisel et al. (2001)
n = 2000

MTHFR-C677T
MTHFR-A1298C

Es wurden keine Assoziationen von kombinierten Genotypen
mit Homocystein gefunden.

Chango et al. (2000)
n=169

MTHFR-C677T
RFC-G80A

Trinh et al. (2002)
n =505

MTHFR-C677T

Die Assoziation des T-Allels des MTHFR-C677T mit erhohten
Homocysteinspiegeln wurde durch den zweiten
Polymorphismus verstarkt.

TYMS-28-Bp-Repeat

n: Anzahl

Die meisten Studien, die sich mit Effekten von mehreren Polymorphismen auf den
Homocysteinspiegel beschéftigen, bestimmen zwei bis fiinf Polymorphismen, werten dann
aber nicht alle moglichen Genotypkombinationen statistisch aus (Geisel ef al. 2003). Das
liegt wahrscheinlich daran, dass es in diesen Studien fiir einige Genotypen gar keine oder
nur sehr wenige Probanden gibt. Dadurch haben solche sehr arbeitsintensiven
Auswertungen oft keine signifikanten Ergebnisse, wenn das Probandenkollektiv zum
Beispiel zu klein gewesen ist. Eine Studie, in der der Effekt von mehreren
Polymorphismen auf den Homocysteinspiegel untersucht werden soll, wird zurzeit am
Institut fiir Klinische Chemie des Universititsklinikums in Magdeburg in Zusammenarbeit
mit dem Deutschen Institut fiir Erndhrungswissenschaften in Potsdam durchgefiihrt. In
diese prospektive Studie wurden mehr als 1000 Probanden eingeschlossen, so dass
Assoziationen von Genotypkombinationen hiufiger Polymorphismen mit dem
Homocysteinspiegel untersucht werden kénnen.

Auch die Bedeutung der untersuchten Polymorphismen fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
ist bis jetzt nur fiir den MTHFR-C677T zufrieden stellend aufgekldrt worden. In mehreren
Meta-Analysen wurde eine Assoziation des Polymorphismus mit kardiovaskuldren
Erkrankungen bestétigt (Wald ef al. 2002, Klerk et al. 2002, Casas ef al.). Am Beispiel des
MTHFR-C677T wird deutlich, wie arbeitsintensiv und zeitaufwindig es ist, die Bedeutung
eines SNPs fiir kardiovaskuldre Erkrankungen aufzukldren. Eine von Brattstrom et al.
(Brattstrom et al. 1998) durchgefiihrte Meta-Analyse aus dem Jahr 1998 kommt noch zu
dem Ergebnis, dass die MTHFR-C677T-Transition zwar mit dem Homocysteinspiegel

assoziiert ist, aber keinen Einfluss auf das Risiko fiir das Auftreten von kardiovaskuldren

Erkrankungen hat. In dieser Meta-Analyse wurden die Ergebnisse von 23, vorwiegend
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retrospektiven Studien, analysiert. Die Meta-Analysen von Wald et al., Klerk et al. und
Casas et al. (Wald et al. 2002, Klerk et al. 2002, Casas et al.) analysierten 72, 40 und 111
Studien mit vorwiegend prospektivem Studiendesign und kommen zu dem Ergebnis, dass
der Polymorphismus sowohl mit dem Homocysteinspiegel als auch mit dem Risiko fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert ist. Fiir alle anderen in dieser Studie untersuchten
Polymorphismen miissen weitere Studien durchgefiihrt werden, bevor eindeutige Aussagen
iiber ihre Assoziationen mit dem Risiko an einer kardiovaskuldren Erkrankung zu
erkranken, gemacht werden konnen. Nach den Erfahrungen, die bei der Erforschung des
MTHFR-C677T gemacht wurden, sollten bei der Untersuchung dieser Polymorphismen
grol} angelegte Studien mit einem prospektiven Studiendesign durchgefiihrt werden. Der
Einsatz der DHPLC-Technologie ermoglicht die Bestimmung von Genotypen in grofen
Probandenkollektiven mit einem vergleichsweise geringen Arbeitsaufwand. Daher stellen
die entwickelten DHPLC- und (D)HPLC-Sizing-Methoden eine gute Voraussetzung fiir

die Durchfiihrung dieser Studien dar.

Beim Nachweis von bekannten Polymorphismen mittels DHPLC werden neben dem
Zielpolymorphismus auch zusitzliche DNA-Sequenzvariationen angezeigt. In Kapitel 2
wurde berichtet, dass bei einem Probanden zwei zusitzliche Polymorphismen
nachgewiesen wurden. Der Einfluss dieser beiden Polymorphismen auf den
Homocysteinstoffwechsel ist bis jetzt unbekannt. Des Weiteren scheint die C>T-Transition
(rs2267163) bei Kaukasiern wesentlich seltener zu sein als bei Japanern. Da aber nicht
zweifelsfrei davon ausgegangen werden kann, dass diese Transition auch bei allen
Probanden erkannt wurde, miissen weitere Studien durchgefiihrt werden um die Genotyp-
und Allelfrequenzen dieses Polymorphismus bei Kaukasiern abschédtzen zu koénnen. In
diesen Studien sollte eine spezifische Methode, wie zum Beispiel RFLP, fiir die

Genotypisierung der Probanden benutzt werden.

Die Thymidylatsynthase ist das verantwortliche Enzym fiir die Bereitstellung von dTMP
fiir die DNA-Synthese beim Menschen (Takeishi et al. 1989, Carreras und Santi 1995).
Aus diesem Grund spielt die Thymidylatsynthase eine wichtige Funktion bei der DNA-
Synthese und Reparatur (Volcik et al. 2003) sowie fiir das Wachstum von Zellgeweben
(Kawate et al. 2002). In Kapitel 3 wurde die codierende DNA-Sequenz des
Thymidylatsynthasegens auf unbekannte DNA-Sequenzvariationen untersucht. Es gibt bis

jetzt nur eine vergleichbare veroffentlichte Arbeit, in der die codierende DNA-Sequenz des
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Gens bei 100 Probanden sequenziert wurde (Volcik et al. 2003). In der Arbeit von Volcik
et al. (Volcik et al. 2003) und in der vorliegenden Arbeit wurden keine unbekannten DNA-
Sequenzvariationen in der codierenden DNA-Sequenz des Thymidylatsynthasegens
nachgewiesen. DNA-Sequenzvariationen in der codierenden DNA-Sequenz des Gens
konnen zu einem funktionslosen Protein fiihren, was zwangsldufig das Absterben der
betroffenen Zellen zur Folge hétte. In vitro konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der
Thymidylatsynthase zum Einbau von dUMP in die DNA fiihrt, wodurch es zu
Chromosomenbriichen und letztendlich zum Absterben der betroffenen Zellkulturen
(thymineless death) kam (Ayusawa et al. 1983, Ladner et al. 2001). Daher ist es nicht
erstaunlich, dass unter den untersuchten gesunden Probanden keine unbekannten DNA-
Sequenzvariationen in der codierenden DNA-Sequenz gefunden wurden.

Durch ihre zentrale Rolle bei der Proliferation von Zellgeweben ist die
Thymidylatsynthase ein wichtiges Enzym bei der Entstehung und Behandlung von Krebs
(Kawate et al. 2002, Kornmann et al. 2003, Libra et al. 2004). Ein die Thymidylatsynthase
hemmendes Chemotherapeutikum, das seit etwa 50 Jahren in der Krebstherapie eingesetzt
wird, ist zum Beispiel 5-Fluorouracil (Voeller et al. 2002, Uchida et al. 2004). Bei der
Chemotherapie mit 5-Fluorouracil sprechen allerdings nur 60-70% der Patienten gut auf
die Behandlung an (Phan et al. 2001, Kornmann et al. 2003). In vivo und in vitro konnte
gezeigt werden, dass der Erfolg der Chemotherapie mit 5-Fluorouracil mit der
Thymidylatsynthaseaktivitit assoziiert ist (Johnston et al. 1994, van Triest et al. 1999,
Salonga et al. 2000). Es ist deswegen von besonderem Interesse fiir die Krebsforschung,
die Mechanismen die zu einer gesteigerten Thymidylatsynthaseaktivitit fithren, zu
untersuchen. Es ist bekannt, dass die Thymidylatsynthaseaktivitit von insgesamt drei
intronischen Polymorphismen (28-Bp-Repeat, G-58C-Transversion, 6-Bp-Deletion)
beeinflusst wird. Fiir den 28-Bp-Repeat konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Patientengenotyp, der Thymidylatsynthaseaktivitit und dem Erfolg einer Chemotherapie
mit 5-Fluorouracil festgestellt werden (Iacopetta et al. 2001, Chen et al. 2003, Uchida et
al. 2004). Die 6-Bp-Deletion und die G-58C-Transversion miissen in diesem
Zusammenhang noch detailliert untersucht werden.

Die in dieser Arbeit entwickelten Methoden fiir die Bestimmung der drei Polymorphismen
sind ein wichtiger methodischer Beitrag zur Durchfiihrung von Forschungsprojekten, die
den Einfluss der drei bekannten Polymorphismen auf die Thymidylatsynthaseaktivitit und
den Therapieerfolg mit 5-Fluorouracil aufkldren sollen. Von besonderem Interesse wére

eine Studie, in der zum einen Tumorzellen von Probanden, die gut auf eine Chemotherapie
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und zum anderen Tumorzellen von Probanden, die schlecht auf eine Chemotherapie mit 5-
Fluorouracil ansprechen, untersucht werden. Die entwickelten DHPLC-Methoden zur
Suche nach unbekannten DNA-Sequenzvariationen im Thymidylatsynthasegen sind zur
Durchfiihrung einer solchen Studie gut geeignet. Die in dieser Arbeit erstmalig
beschriebene intronische 8-Bp-Deletion ist unter den untersuchten Probanden nur einmal
nachgewiesen worden. Assoziationen dieser Deletion mit dem Krebsrisiko oder dem
Behandlungserfolg einer 5-Fluorouracil-Krebstherapie sind unbekannt. Eine Studie, in der
im Gegensatz zu den in dieser Arbeit untersuchten gesunden Probanden, Tumorzellen im
Vergleich zu gesunden Zellen untersucht werden, wiirde Auskunft dariiber geben ob die 8-
Bp-Deletion in Tumorzellen hdufiger auftritt als in gesunden Zellen. Des Weiteren konnte
die Frage gekldrt werden, ob die 8-Bp-Deletion mit dem Behandlungserfolg einer 5-

Fluorouracil-Krebstherapie assoziiert ist.

Von Trinh et al. und Kealey et al. (Trinh et al. 2002, Kealey et al. 2005) wurden
Assoziationen des TYMS-28-Bp-Repeat und der TYMS-6-Bp-Deletion mit dem
Homocysteinspiegel erkannt. In dieser Arbeit wurden Assoziationen der TYMS-6-Bp-
Deletion und der TYMS-C>T-Transition im Exon-7 mit dem Homocysteinspiegel bzw. mit
der Erythrozytenfolatkonzentration nachgewiesen. Diese Ergebnisse miissen an weiteren
Studien bestdtigt werden. Eine Assoziation der TYMS-C>T-Transition mit dem
Homocysteinspiegel wurde nicht nachgewiesen, wobei dies moglicherweise darauf zuriick
zu fiihren ist, dass die untersuchte Probandengruppe zu klein war, um einen signifikanten
Effekt zu erkennen. Aus diesem Grund muss in einem groBeren Probandenkollektiv

tiberpriift werden ob dieser Polymorphismus mit dem Homocysteinspiegel assoziiert ist.
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8. Zusammenfassung

Die Ergebnisse =zahlreicher epidemiologischer Studien weisen darauf hin, dass der
Homocysteinspiegel ein unabhéngiger Risikofaktor fiir kardiovaskulidre Erkrankungen ist. Der
Homocysteinspiegel ist neben Lebensstilfaktoren auch von genetischen Determinanten abhingig.
In den letzten Jahren wurden vor allem Polymorphismen im Homocystein- und Folatstoffwechsel
untersucht. Der am besten untersuchte Polymorphismus ist die MTHFR-C677T-Transition im Gen
der Methylentetrahydrofolatreduktase. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Polymorphismus mit
dem Homocysteinspiegel und mit kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert ist. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung von weiteren Polymorphismen in den Genen des
Homocystein- und Folatstoffwechsels fiir den Homocysteinspiegel aufzukléaren.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Methoden zum Nachweis von bekannten Polymorphismen
etabliert. Als besonders anwenderfreundlich erwiesen sich die Denaturing High Performance
Chromatography (DHPLC) und die direkte Agarosegelelektrophorese (dAGE). Restriction
Fragment Length Polymorphism-Methoden (RFLP-Methoden) waren im Vergleich zu DHPLC-
und dAGE-Methoden arbeitsintensiver in der Durchfiihrung. Die DHPLC-Methoden fielen positiv
durch geringen Probenverbrauch und die gute Automatisierbarkeit auf. RFLP konnte bei neun,
DHPLC bei sieben und dAGE bei drei von zwolf Polymorphismen angewendet werden.

Im zweiten Teil wurde der Einfluss der TC II-C776G-Transversion und der RFC I-G80A-
Transition auf den Homocysteinspiegel bei 159 gesunden Senioren untersucht. Es wurde ermittelt,
dass bei den untersuchten Probanden weder die TC II-C776G-Transversion noch die RFC-G80A-
Transition mit dem Homocysteinspiegel assoziiert waren. Das G-Allel der Transversion war bei
diesen Probanden mit reduzierten Holo-Transcobalaminspiegeln assoziiert. Zusatzlich zu diesen
Ergebnissen wurde bei einem Probanden eine bis jetzt unbekannte stille DNA-Sequenzvariation
nachgewiesen. Die Genotyp- und Allelfrequenzen sowie stoffwechselphysiologischen Effekte
dieser DNA-Sequenzvariation miissen in weiteren Studien untersucht werden.

Im dritten Teil wurde der Einfluss von drei bekannten Polymorphismen (6-Bp-Deletion, 28-Bp-
Repeat, G-58C-Transversion) im Thymidylatsynthasegen bei 63 gesunden Probanden auf den
Homocysteinspiegel und die Folatkonzentrationen untersucht. Des Weiteren wurde die codierende
DNA-Sequenz des Gens mittels DHPLC auf unbekannte DNA-Sequenzvariationen untersucht. Fiir
die 6-Bp-Deletion wurden bei homozygoten Probanden hohere Homocysteinspiegel als bei
heterozygoten Probanden und Wildtypen ermittelt. Eine C>T-Transition im Intron-6 des
Thymidylatsynthasegens zeigte bei heterozygoten Probanden hohere Erythrozyten- bzw.
Plasmafolatkonzentrationen als bei Wildtypen und homozygoten Probanden. Bei einem Probanden
wurde eine weitere bis jetzt unbekannte 8-Bp-Deletion im Intron-1 des Thymidylatsynthasegens
nachgewiesen. Auch zur Ermittlung der Genotyp- und Allelfrequenzen sowie der
stoffwechselphysiologischen Effekte dieser Deletion miissen weitere Studien durchgefiihrt werden.
Es wurden keine bis jetzt unbekannten exonischen DNA-Sequenzvariationen im Gen der
Thymidylatsynthase entdeckt.

Die DHPLC-Technologie erwies sich in dieser Arbeit als eine zuverldssige Methode zum Screenen

nach bekannten und unbekannten DNA-Sequenzvariationen.
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9. Anhang

Pufferlosungen
TBE-Puffer

TBE-Puffer-Stammlésung (10X) (Zusammensetzung)

Tris-Borat 890 mM
Borsiure 890 mM
EDTA 20 mM
pH (25° C) 8,2-8,4

TBE-Puffer-Gebrauchslésung (1X) (Zusammensetzung)

Tris-Borat 89 mM
Borséure 89 mM
EDTA 2 mM

pH (25° C) 8,2-8,4

TBE-Puffer-Gebrauchslosung (1X) (Herstellung)

TBE-Puffer (10X) 100 ml
Aqua bidest 900 ml

DHPLC-Puffer (Zusammensetzung)

Puffer A Volumina Endkonzentration
Triethylammoniumacetat [2 M] 50 ml 0,1 M

Acetonitril [100%] 0,25 ml 0,025 %

H,0 (Milipore) 949,75 ml -—-

Puffer B Volumina Endkonzentration
Triethylammoniumacetat [2 M] 50 ml 0,1 M

Acetonitril [100%] 250 ml 25 %

H,0 (Milipore) 700 ml -

PCR

Zusammensetzung des PCR Master Mix (Promega)

Der PCR-Master-Mix ist doppelt konzentriert (Stammldsung). Er wurde in dieser Arbeit so eingesetzt, dass
er im PCR-Reaktionsgemisch einfach konzentriert vorlag. Die Endkonzentrationen der einzelnen
Komponenten sind in der nachstehenden Liste angegeben.

Komponenten des doppelt konzentriert einfach konzentriert
PCR Master Mix (Stammldsung) (Endkonzentration)
Tag DNA Polymerase 50 Einheiten/ml 25 Einheiten/ml
MgCl, 3 mM 1,5 mM
Nukleotide dATP 400 uM 200 uM

dGTP 400 uM 200 uM

dCTP 400 uM 200 uM

dTTP 400 uM 200 uM
pH-Wert 8,5 8,5
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Primersequenzen
Bekannte Polymorphismen im Homocystein- und Folatstoffwechsel

Polymorphismus Primer Primersequenz Literatur

MTHFR-C677T Forward 5' TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3' Kluijtmans et al. (1996)
Reverse 5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3'

MTHFR-A1298C Forward 5' CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3' Van der Put et al. (1998)
Reverse 5' CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3'

MTHFR-G1793A Forward 5' CTCTGTGTGTGTGTGCATGTGTGCG 3' Rady et al. (2002)
Reverse 5' GGGACAGGAGTGGCTCCAACGCAGG 3'

MTHFD-G1958A Forward 5' CACTCCAGTGTTTGTCCATG 3' Akar und Akar (1999)
Reverse 5' GCATCTTGAGAGCCCTGAC 3'

MTR-A2756G (Leclerc) |Forward 5' CATGGAAGAATATGAAGATATTAGAC 3' Leclerc et al. (1996)
Reverse 5' GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTA 3'

MTR-A2756G (Harmon) |Forward 5' TGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAAT 3' Harmon et al. (1999)
Reverse 5' GATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC 3'

RFC I-G80A Forward 5' AGTGTCACCTTCGTCCCCTC 3' Chango et al. (2000)
Reverse 5' CTCCCGCGTGAAGTTCTT 3'

TC II-C776G Forward 5' GTCAGGTGCTGGAACACCTAG 3' Miller et al. (2002)
Reverse 5' TAGGTCTTGTGGTTCAGAACG 3'

GCP 1I-C1561T Forward 5' CATTCTGGTAGGAATTTAGCA 3' Devlin et al. (2000)
Reverse 5' AAACACCACCTATGTTTAACA 3'

TYMS-6Bp-Del Forward 5'CGTGGCTCCTGCGTTTCC 3' Ulrich et al. (2000)
Reverse 5' GAGCCGGCCACAGGCAT 3'

CBS-T833C Forward 5' CTGGCCTTGAGCCCTGAA 3' Tsai et al. (1996)
Reverse 5' GGCCGGGCTCTGGACTC 3'

TYMS-28bp-Rep Forward 5' CGTGGCTCCTGCGTTTCC 3' Hishida et al. (2003)
Reverse 5' GAGCCGGCCACAGGCAT 3'

CBS-844Ins68 Forward 5' CTGGCCTTGAGCCCTGAA 3' Tsai et al. (1996)
Reverse 5' GGCCGGGCTCTGGACTC 3'

TYMS-G-58C Forward 5' CGTGGCTCCTGCGTTTCC 3' Hishida et al. (2003)
Reverse 5' GAGCCGGCCACAGGCAT 3'

Sequenzanalysen der sieben Exons der Thymidylatsynthase

TYMS Exon Primer Primersequenz Literatur

Exon-1 Forward 5' CCCGTGGCTCCTGCGTTTCC 3' Volcik et al. (2003)
Reverse 5' TAAGGCGAGGAGGACGATGC 3'

Exon-2 Forward 5' ACGTCCCAGGGCAGTTTTCTT 3' #
Reverse 5' CACACCTGGCTGCTTTGAGTTT 3'

Exon-3 Forward 5' GCTCTGCTCTCCCCATCTCTTC 3'
Reverse 5' GGAAATGGAAGGCATTGTTCTATC 3'

Exon-4 Forward 5' ATGCACCAGATGTCTTGTAGCCA 3' #
Reverse 5' TGCCT TGCACAAAACCAGATT 3'

Exon-5 Forward 5" GGCTTCTGTTTCTCTCCTGTTT 3' #
Reverse 5' CTCTGCAATTTGTTTTCCCA 3'

Exon-6 Forward 5' TAAAAAAAGCCTTGCGGTGTC 3' #
Reverse 5' CCACATTTGGAGCAGTCATCTT 3'

Exon-7 Forward 5' GATCACATCCTGTGTACTTGTTTC 3' #
Reverse 5' AGCTCCTTTGAAAGCACC 3'

Exon-7 Forward 5' TCGACAGGATCATACTCCTG 3' #

Sequenzierung Reverse 5' AGCTCCTTTGAAAGCACC 3'

Tabelle 18: Primerpaare und Primersequenzen und Literatur firr die durchgefiihrten Mutationsanalysen und fiir die
DHPLC-Sequenzanalysen am Thymidylatsynthasegen. #: in dieser Arbeit entwickelt.
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Herstellung der Agarosegele

TBE-Puffer (1X) 80 ml
EthBr [10mg/ml] 4.0 pl
Agarose 1,6 g (2,0% Agarosegel)

2,0 g (2,5% Agarosegel)

2,4 g (3,0% Agarosegel)
Zuerst wurde 1 Liter 1X TBE-Puffer aus einer 10X TBE-Puffer-Stammlésung hergestellt. In 80 ml dieses
Puffers wurde die entsprechende Einwaage an Agarose gegeben. Nach Quellung des TBE-
Puffer/Agarosegemisches fiir 15 Minuten, wurde es auf einem heizbaren Magnetrithrer erhitzt, bis die
Agarose vollstindig gelost war. AnschlieBend wurde das Gemisch zum Abkiihlen auf einen zweiten
Magnetriihrer gestellt. Sobald es auf etwa 70° C abgekiihlt war, wurde die EthBr-Losung zugegeben. Bei
etwa 65° C wurde das Agarosegemisch in die Gelelektrophoresekammer gegossen und der Kamm fiir die
Geltaschen wurde eingesetzt. Siedeverzug wurde durch das VerschlieBen des Erlenmeyer Kolbens mit
Aluminiumfolie vermieden. Den restlichen 920 ml TBE-Puffer (Laufpuffer) wurden 46 pl EthBr-Losung
zugegeben. Beim Befiillen der Elektrophoresekammer mit dem Laufpuffer, wurde darauf geachtet, dass der

Laufpuffer das Agarosegel etwa 1 cm iiberdeckte.
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Tabelle 19: Versuchsprotokolle fiir die RFLP- und DHPLC-Mutationsnachweise.

MTHFR-C677T MTHFR-A1298C MTHFR-G1793A  [MTHFD-G1958A MTR-A2756G (Leclerc)
Literatur (2) Kluijtmans et al. Van der Put et al. Rady et al. Akar und Akar Leclerc et al.
(1996) (1998) (2002) (1999) (1996)
PCR Master Mix 25yl 25yl 25 ul 25l 25l
Forwardprimer 2,5 pl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] 1yl [10 pmol/pl] 0,75 pl [10 pmol/pl] |3 pl [10 pmol/pl]
Reverseprimer 2,5 pl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] 1yl [10 pmol/pl] 0,75 pl [10 pmol/pl] |3 pl [10 pmol/pl]
nukleasefreies Wasser 15 pl 16 pl 18 pl 18,5 ul 14 pl
DMSO
Probanden-DNA (1) 5ul 5ul 5ul 5 ul 5ul
Gesamtvolumen 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
primare Denaturierung 5 min (96° C) 5 min (95° C) 5 min (95° C) 5 min (95° C) 2 min (95° C)

Denaturierung 50 sec (93° C) 60 sec (95° C) 60 sec (95° C) 50 sec (95° C) 60 sec (95° C)
Annealing 50 sec (55° C) 60 sec (58° C) 60 sec (66° C) 50 sec (53° C) 90 sec (60° C)
Elongation 30 sec (72° C) 45 sec (72° C) 60 sec (72° C) 90 sec (72° C) 60 sec (72° C)
terminale Elongation 7 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C)
Wiederholungen 35 35 40 35 35
unverdaut 198 163 310 330 189
Restriktionsverdau Name, Lieferant Hinfl, Fermentas Mboll, Fermentas Mbil, Fermentas Mspl, Fermentas Haelll, Roche
[w1] 10 10 10 11 10
Enzym [Vol, Enz.-Einh.] |2 pl, 20 U 2u,10U 1pul,10U 2pl,20U 2ul,20U
Puffer [10X] 2 ul 2 ul 2 ul 1,5l 2 ul
nukleasefreies Wasser 1l 6 ul 7 ul 0,5 pl 6 pl
[Temperatur, Zeit] 37°C, 2h 37° C, 6 h 30 min 37°C, 16 h 37° C, 90 min 37°C,3h
[Temperatur, Zeit] 65° C, 20 min 65° C, 20 min 65° C, 20 min 65° C, 20 min -
Gelelektrophorese Agarosegel 2% 3% (PCR-Agarose) 2% 2% 2%
Laufzeit 90 min 20 min 35 min 40 min 90 min
Spannung 100 V 100 V 100 V 100 V 100 V
Banden Wildtyp 198 56, 31, 30, 28, 18 233,77 196, 70, 56, 8 189
heterozygote Mutante 198, 175, 23 84, 56, 31, 30, 28, 18 |310, 233, 77 266, 196, 70, 56, 8 189, 159, 30
homozygote Mutante 175, 23 84, 31, 30, 18 310 266, 56, 8 159, 30
DHPLC-Analysetemperatur errechnete (3) 62,0°C 59,5° C 61,7°C 58,7° C 55,6° C
experimentell ermittelte  |62,7° C 60,8° C 62,7° C - -

(1) DNA-L6sung aus der DNA-Isolation mit dem Qiagen DNA-Isolations Kit
(2) Literatur aus der die Primer entnommen wurden

(3) Wavemaker™ Software

Enz.-Einh: Enzym-Einheiten in Units (U)

Vol: Volumen
DMSO: Dimethylsulfoxid

10X: 10-fach konzentriert
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Tabelle 19: Fortsetzung.

MTR-A2756G RFC I-G80A TC II-C776G GCP II-C1561T  |TYMS-G-58C
Literatur (2) Harmon et al. Chango et al. Miller et al. Devlin et al. Hishida et al.
(1999) (2000) (2002) (2000) (2003)
PCR Ansatz Master Mix 25yl 25 ul 25 ul 12,5 pl 25l
Forwardprimer 2 ul [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] 2,5l [10 pmol/ul] |1 pl [10 pmol/ul] |2 pl [10 pmol/pl]
Reverseprimer 2 ul [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] 2,5l [10 pmol/pl] |1 pl [10 pmol/ul] |2 pl [10 pmol/pl]
nukleasefreies Wasser |16 pl 16 pl 15 pl 8 ul 12 pl
DMSO 4l
Probanden-DNA (1) 5ul 5ul 5ul 2,5l 5ul
Gesamtvolumen 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Zyklen primare Denaturierung |4 min (95° C) 2 min (94°C) 2 min (94° C) 5 min (95° C) 7 min (95° C)
Denaturierung 50 sec (95° C) 30 sec (94° C) 60 sec (94° C) 45 sec (95° C) 60 sec (95° C)
Annealing 45 sec (61°C) 45 sec (61°C) 60 sec (64° C) 60 sec (53°C) 45 sec (60° C)
Elongation 60 sec (72° C) 45 sec (72° C) 60 sec (72° C) 45 sec (72°C) 60 sec (72° C)
terminale Elongation 7 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C)
Wiederholungen 35 35 30 34
Produkt [Bp]  unverdaut 211 230 218 244 238/210 (2R/3R)
Restriktionsverdau Enzym Name, Lieferant BsuRlI, Fermentas Cfol, Roche Mval, Fermentas Accl, Roche BsuRl, Fermentas (4)
PCR Produkt  [pl] 8 15 15 pl 10 9 ul
Ansatz Enzym [Vol., Enz.-Einh.] |2 pl, 20 U 2ul,20U 2ul,20U 4ul,20U Tul,10U
Puffer [10X] 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
nukleasefreies Wasser |8 pl 1l 1ul 4 ul 8 ul
Inkubation [Temperatur, Zeit] 37°C,3h 37°C, 6h 37°C, 5h 37°C, 3h 37°C, 2h
Inaktivierung  [Temperatur, Zeit] 80° C, 20 min nicht inaktivierbar |80° C, 20 min nicht inaktivierbar |80° C, 20 min
Gelelektrophorese Agarosegel 2% 2% 2% 2% 3%
Laufzeit 40 min 60 min 60 min 60 min 45 min
Spannung 100 V 100 V 100 V 100 V 100 V
Banden Wildtyp 211 125, 68, 37 128, 90 244 7,44, 46,47, 94
heterozygote Mutante 211,131, 80 162; 125; 68; 37 218,128, 90 244,141, 103 7,28, 44, 46, 47, 66, 94
homozygote Mutante 131, 80 162; 68 218 141, 103 7,28, 44, 46, 47, 66
DHPLC-Analysetemperatur errechnete (3) 55,5°C 65,7° C 61,5°C 52,0° C ---
experimentell ermittelte  |54,4° C 64,2° C 62,5° C 53,5°C -

(1) DNA-L6sung aus der DNA-Isolation mit dem Qiagen DNA-Isolations Kit
(2) Literatur aus der die Primer entnommen wurden
(3) Wavemaker™ Software

(4) Mandola et al. (2003)
Enz.-Einh: Enzym-Einheiten in Units (U)

Vol: Volumen

DMSO: Dimethylsulfoxid
10X: 10-fach konzentriert
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Tabelle 19: Fortsetzung.

TYMS-6Bp-Del CBS-T833C TYMS-28Bp-Rep CBS-844Ins68
Literatur (2) Ulrich et al. Tsai et al. Hishida et al. Volcik et al. Tsai et al.
(2000) (1996) (2003) (2003) (1996)
PCR Ansatz Master Mix 25yl 25yl 25 ul 25 ul 25l
Forwardprimer 2,5 pl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] (3 pl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl]
Reverseprimer 2,5 pl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl] (3 pl [10 pmol/pl] 2yl [10 pmol/pl]
nukleasefreies Wasser (15 pl 16 pl 4 pl 10 pl 16 pl
DMSO 4 pl [8%] 4yl [8%]
Probanden-DNA (1) 5l 5l 5l 5l 5l
Gesamtvolumen 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Zyklen primare Denaturierung |5 min (95° C) 3 min (95° C) 7 min (95° C) 5 min (95° C) 3 min (95° C)
Denaturierung 30 sec (95°C) 60 sec (95° C) 60 sec (95° C) 60 sec (95° C) 60 sec (95° C)
Annealing 45 sec (58° C) 60 sec (63° C) 45 sec (60° C) 45 sec (65° C) 60 sec (63° C)
Elongation 45 sec (72° C) 60 sec (72° C) 60 sec (72° C) 30 sec (72°C) 60 sec (72° C)
terminale Elongation 7 min (72° C) 3 min (72° C) 7 min (72° C) 7 min (72° C) 3 min (72° C)
Wiederholungen 30 30 35 35 30
Produkt [Bp]  |unverdaut 148/142 (Ins/Del) 252/184 (Ins/Del) |238/210 (3R/2R) |576/548 (3R/2R) 252/184 (Ins/Del)
Enzym Name, Lieferant Dral, Fermentas BseNl, Fermentas -—- - -
PCR Produkt |[ul] 10 16 pl --- ---
Restriktionsverdau  |Ansatz Enzym [Vol., Enz.-Einh.] |1 pl, 10 U 2ul,20U - - -
Puffer [10X] 2l 2l ---
nukleasefreies Wasser |7 pl - - - -
Inkubation [Temperatur, Zeit] 37°C, 3h 37°, 5h - - -—-
Inaktivierung  |[Temperatur, Zeit] 65° C, 20 min 80° C, 20 min - - -—-
Gelelektrophorese Agarosegel 2% 2% 3% 2,5% 2%
Laufzeit 30 min 30 min 45 min 75 min 30 min
Spannung 100 V 100 vV 100 V 100 vV 100 vV
Banden Wildtyp 88, 60 252 238 576 184
heterozygote Mutante  |142, 88, 60 252, 209, 43 238, 210 576, 548 184, 252
homozygote Mutante 142 209, 43 210 548 252

DHPLC Analysetemperatur

errechnete (3)

50,0° C (Sizing-Analyse)

experimentell ermittelte

(1) DNA-L6sung aus der DNA-Isolation mit dem Qiagen DNA-Isolations Kit
(2) Literatur aus der die Primer entnommen wurden

(3) Wavemaker™ Software

Enz.-Einh: Enzym-Einheiten in Units (U)

Vol: Volumen

DMSO: Dimethylsulfoxid

10X: 10-fach konzentriert

124



Anhang

Laufmittelgradienten und Analysetemperaturen fiir die DHPLC- und die (D)HPLC-
Sizing-Mutationsnachweise

Tabelle 20: Laufmittelgradienten und DHPLC- bzw. (D)HPLC-Analysetemperaturen fiir die Analysen der
Polymorphismen im Homocystein- und Folatstoffwechsel.

A) Polymorphismus
MTHFR-C677T | MTHFR-A1298C | MTHFR-1793A | MTHFD-G1958A MTR-A2756G®
Zeit [min] Puffer B [%]
0 50 43 50 50 45
0,1 55 48 55 55 50
4,6 64 57 64 64 59
4,7 50 43 50 50 45
4.8 50 43 50 50 45
4,9 50 43 50 50 45
5,0 50 43 50 50 45
DHPLC T. [°C] 62,7 60,8 62,7 - "
B) Polymorphismus
MTR-A2756G® | RFC I-G80A TC II-C776G | GCP I-C1561T | TYMS-28-Bp-Rep.*

Zeit [min] Puffer B [%]
0 46 47 46 47 54
0,1 51 52 51 52 59
4,6 60 61 60 61 68
4,7 46 47 46 47 54
4,8 46 47 46 47 54
4,9 46 47 46 47 54
5,0 46 47 46 47 54
DHPLC T. [°C] 54,4 64,2 62,5 53,5 67,5
C) Polymorphismus

TYMS-6-Bp-Del TYMS-28-Bp-Rep.®
Zeit [min] Puffer B [%] Zeit [min]
0 45 0 35
0,5 50 3,0 55
36 58 10,0 65
37 45 11,0 35
3,8 45 12,0 35
3,9 45 12,1 35
4,0 45 12,2 35
(D)HPLC T. [°C] 50 (D)HPLC T. [°C] 50

A und B: DHPLC-Analysen, C: (D)HPLC-Sizing-Analyse. " Es wurde keine DHPLC-Analysetemperatur
ermittelt, bei der alle Genotypen erkannt werden konnten. > PCR nach Leclerc et al. 1996, ® PCR nach
Harmon et al. 1999,  PCR nach Volcik et al. 2003, ® PCR nach Hishida et al. 2003.

125



Anhang

Die 20 Aminosiuren mit ihren Kurzbezeichnungen

A Ala Alanin

R Arg Arginin

C Cys Cystein

N Asn Asparagin

D Asp Asparaginsdure
Q Glu Glutamin

E Glu Glutaminséure
G Gly Glycin

H His Histidin

I Ile Isoleucin

L Leu Leucin

K Lys Lysin

M Met Methionin

F Phe Phenylalanin
P Pro Prolin

T Thr Threonin

S Ser Serin

w Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin

v Val Valin

Kurzbezeichnungen der vier Basen in DNA-Basen Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin

A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin

Kurzbezeichnungen fiir nicht eindeutig identifizierbare Basen

B C oder G oder T R A oder G

D A oder G oder T S G oder C

H A oder C oder T v A oder C oder G
K Goder T w Aoder T

M A oder C Y Coder T

N A oder C oder G oder T
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