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1. Einleitung

1.1 Schmerz

Schmerzen gehdren zu den héufigsten korperlichen Beschwerden und treten oft als Sym-
ptome bzw. Begleiterscheinungen einer lokalen Gewebsschidigung oder einer Krankheit auf.
Die Fiahigkeit zur Schmerzempfindung stellt eine wichtige Warnfunktion vor Verletzungen
dar. Wird der Schmerz nicht ausreichend behandelt, so kann dieser ohne physiologischen
Nutzen infolge von Chronifizierungsvorgéngen selbst zur Krankheit werden. Nach Patho-
physiologie oder Schmerzursache, lassen sich verschiedene Schmerztypen differenzieren.
Nach pathophysiologischen Aspekten ldsst sich der Schmerz in die zwei Kategorien
nozizeptiver und neuropathischer Schmerz klassifizieren. Der nozizeptive Schmerz wird
aufgrund seines Entstehungsortes nochmals in somatischen und viszeralen Schmerz unter-
schieden (Hall and Sykes, 2004).

Der somatische Schmerz lésst sich in Oberflichenschmerz und Tiefenschmerz differenzieren
und entsteht durch die Erregung somatischer Nozizeptoren in Haut, Skelettmuskeln,
Gelenken, Knochen und Bindegewebe. Der Oberflichenschmerz ist im Wesentlichen mit der
Haut assoziiert und gut lokalisierbar. Der Tiefenschmerz ist mit Skelettmuskeln, Gelenken,
Knochen und Bindegewebe assoziiert, schwer lokalisierbar und strahlt meist in die
Umgebung aus. Eine besondere Form des Tiefenschmerzes ist der Kopfschmerz, der in seiner
vielfiltigen Form wohl die hdufigste Schmerzform darstellt (Zenz and Jurna, 1993;
Mutschler, 2001).

Der viszerale Schmerz (Eingeweide-Schmerz) wird durch Nozizeptoren vermittelt, die im
Gastrointestinal-, Respirations- und Urogenitaltrakt sowie im kardiovaskuldren System
lokalisiert sind (Strumpf et al., 2005). Er ist schlecht lokalisierbar und wird haufig als dumpf
und in die Tiefe gehend beschrieben (Zenz and Jurna, 1993).

Der neuropathische Schmerz entsteht durch die direkte Erregung nervaler Strukturen. Er wird
oft als stechend, brennend oder elektrisierend beschrieben. Er ist im Unterschied zu den
Nozizeptorschmerzen nicht von externen Reizen abhingig und kann oft in einem scharf
begrenzten Bereich, dem Innervationsgebiet des betroffenen Nervs lokalisiert werden (Zenz
and Jurna, 1993).

Nach Schmerzursache lassen sich drei Schmerztypen unterscheiden (Abb. 1):

Der nozizeptive Schmerz entsteht als Warnsignal bei thermischen, mechanischen, chemi-

schen oder elektrischen Reizen auf gesundes Gewebe. Die Schmerzreaktion wird aktiviert
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durch die Erregung sensorischer Nervenendigungen, den Nozizeptoren, welche ab einer
spezifischen Reizschwelle stimuliert werden. Diese Reizschwelle muss hoch genug sein,
damit sie nicht bei normalen Aktivitdten iiberschritten wird, aber auch so sensitiv sein, dass
der Schmerz vor einer Gewebsschiadigung auftritt (Scholz and Woolf, 2002).

Der inflammatorische Schmerz entsteht durch die Freisetzung chemischer Mediatoren (z.B.
Zytokine, Wachstumsfaktoren) aus beschidigten und inflammatorischen Zellen bei Gewebs-
schiadigungen durch Infektionen, Ischimie, Tumorwachstum, autoimmune Prozesse oder
mechanische Einfliisse (Boddeke, 2001; Mantyh et al., 2002). Einige inflammatorische
Mediatoren verursachen eine Schmerzempfindung, indem sie direkt Nozizeptoren aktivieren.
Andere Mediatoren bewirken zusammen eine Sensibilisierung des somatosensorischen
Nervensystems und ermoglichen dadurch eine leichtere Aktivierung der Schmerzweiter-
leitung (Scholz and Woolf, 2002).

Ein neuropathischer Schmerz entsteht durch Beschidigung oder Dysfunktion des peripheren
oder zentralen Nervensystems und ist charakterisiert durch eine Kombination aus neu-

rologischen Defiziten und Schmerz.

Abbildung 1:
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Nozizeptiver, inflammatorischer und neurophatischer Schmerz resultieren aus diversen
Mechanismen. Einige dieser Mechanismen lassen sich eindeutig einem Schmerzereignis
zuordnen, andere stellen sich in multiplen klinischen Syndromen dar. Bei manchen Patienten
wird der Schmerz von einem einzigen Mechanismus verursacht, bei anderen liegen dem
Schmerz multiple Mechanismen zugrunde. So kann das gleiche Symptom durch eine Anzahl
von Mechanismen generiert werden, bzw. ein einzelner Mechanismus unterschiedliche
Symptome verursachen. In jedem Fall gilt es, fiir den jeweiligen Patienten die geeignete

Schmerztherapie zu finden, um eine Chronifizierung der Schmerzen zu vermeiden.

Schmerzmessung:

Schmerz ist ein subjektives, sensorisches und emotionales Erlebnis und kann nur subjektiv
bestimmt werden. Um den Schmerz zu messen, haben sich bisher folgende Verfahren
bewihrt:

Die visuelle Analogskala, ein 100 mm langer Strich, auf dem der Patient seine Schmerzen
zwischen 0 = kein Schmerz und 100 = stirkster vorstellbarer Schmerz einordnet sowie die
numerische Analogskala, auf welcher der Patient eine Zahl zwischen 0 und 10 fiir seine
Schmerzen angibt (Abb. 2). Eine weitere Moglichkeit besteht durch eine verbale Zuord-
nungsskala. Mit Hilfe dieser Mafsysteme kann eine Einordnung und letztendlich auch
Messung der Schmerzen des jeweiligen Patienten erfolgen (A.Beyer, 2001; Simanski and
Neugebauer, 2002).

Schmerzbehandlung kann demnach in Individualtherapie erfolgen, so dass Analgetikum,
Applikationsform, Dosierung sowie Dosierungsintervall individuell auf den einzelnen

Patienten abgestimmt werden.
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Abbildung 2: Verschiedene Schmerzskalen, wie sie bei der Schmerzmessung verwendet
werden

1.2 Pharmakologische Schmerztherapie

In der pharmakologischen Schmerztherapie unterscheidet man im Wesentlichen zwei
Gruppen, die Nichtopioidanalgetika und die Opioidanalgetika.

Nichtopioidanalgetika: Nichtopioidanalgetika werden in saure und nichtsaure Analgetika in
Abhéngigkeit von ihrem pKa-Wert unterteilt. Wahrend sich saure Analgetika iiberwiegend in
Geweben mit niedrigen pH-Wert anreichern (Entziindungsprozesse, Niere, Magen), verteilen
sich nichtsaure Analgetika ubiquitidr im Korper. Die sauren Analgetika umfassen die nicht-
steroidalen Antiphlogistika NSAID (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) z.B. Diclofenac
und Acetylsalicylsdure. Die nichtsauren Analgetika untergliedern sich chemisch in die
Gruppen der Pyrazolone (Hauptvertreter: Metamizol) und der Aniline (Hauptvertreter:
Paracetamol) (Brack et al., 2004).

Opioidanalgetika: Opioidanalgetika sind charakterisiert durch ihre pharmakologischen Un-
terschiede, welche sich aus ihren Interaktionen mit den Opioidrezeptoren (u, 6 und «)
ableiten. Die klassischen Opioidanalgetika (z.B. Morphin) wirken als volle Agonisten an den

Opioidrezeptoren, vor allem am p-Opioidrezeptor. Durch Abwandlungen in der Molekiil-

4
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struktur gelangt man zu Verbindungen, welche an den verschiedenen Opioidrezeptoren, zum
Teil unterschiedlich, voll-agonistisch/antagonistisch oder partial-agonistisch/antagonistisch,
wirken. Reine Antagonisten, wie Nalaxon, binden an alle drei Opioidrezeptortypen und
konnen die Wirkung der Agonisten blockieren oder auftheben. Verbindungen mit partieller
agonistischer bzw. antagonistischer Wirkung werden als Analgetika eingesetzt. Meist wird
bei diesen Substanzen jedoch nicht die maximale Wirkung eines vollen Agonisten erreicht
(Mutschler, 2001; Inturrisi, 2002).

Die pharmakologische Schmerztherapie richtet sich nach dem Stufenschema der Welt-

gesundheitsorganisation (WHO) fiir die Therapie von Tumorschmerzen (Abb. 3).

Starke
Schwache Opioid-

Opioid- analgetika

analgetika

I Nichtopioid- II Nlchtoplold- III Nichtopioid-

analgetika analgetika analgetika

maBige Schmerzen  starke Schmerzen stirkste Schmerzen

Abbildung 3: WHO-Stufenschema

Hierbei ist eine Behandlung fiir leichte bis midBige Schmerzen (Stufe I) mit Nichtopioid-
analgetika vorgesehen. Bei einer nicht ausreichenden Analgesie mit Analgetika der Stufe I
und fiir mittelgradige Schmerzen (Stufe II) wird die Kombination eines Nichtopioidanalge-
tikums mit einem schwachen Opiat empfohlen. Fiir starke Dauerschmerzen und einer nicht
ausreichenden Analgesie durch Stufe II Analgetika soll ein Austausch des ,,schwachen

Opiates gegen ein starkes Opiat erfolgen (Stufe III) (A.Beyer, 2001).
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1.3 Pharmakogenetik

Viele Pharmaka variieren in ihrer Medikamentenwirkung und Vertraglichkeit von Mensch zu
Mensch. Ursache dafiir ist das genetische Profil jedes einzelnen Individuums. So konnen
sowohl Gene, welche direkte Zielmolekiile oder Transportproteine von Pharmaka kodieren,
individuell veréndert sein, als auch Gene, welche Enzyme kodieren, die den Metabolismus
von Pharmaka im Korper steuern.

Genetische Verdanderungen treten in Form von Deletion, Insertion, Inversion oder Dupli-
kation auf. Sie konnen das gesamte Gen, einen Genabschnitt, oder aber nur eine einzelne
Base betreffen. Diese so genannten Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (engl.: single
nucleotide Polymorphisms, SNPs), sind die hiufigsten Varianten im menschlichen Genom.
Die Anzahl der SNPs im menschlichen Genom belduft sich wahrscheinlich auf mindestens 15
Millionen. Dabei ist eine Variante als SNP definiert, wenn sie eine Allelfrequenz von
mindestens 1% in der Bevolkerung hat (Botstein and Risch, 2003).

Die Auswirkungen von SNPs konnen weit reichend sein. Sie konnen eine verdnderte
Transkription und Translation bewirken, einen Aminosdureaustausch oder einen ,,unplan-
mafigen™ Transkriptionsstop herbeifiihren, die Stabilitit der RNA beeinflussen sowie einen
Einfluss auf das RNA-Spleilen haben (Bond et al., 1998; Soyama et al., 2002; Pan et al.,
2002; Yamaguchi et al., 2002; Capon et al., 2004; Mottagui-Tabar et al., 2005). Somit
konnen SNPs letztendlich zu einer Verdanderung in der Proteinexpression, Proteinstruktur und

Proteinfunktion fithren (Abb. 4).

AGGCTCAATGAAATAAAAGATATATTTGGGATCAATACT Abbildung 4:

AGGCTCAATGAAATACAAGATATATTTGGGATCAATACT é‘“aloﬁé kzur _deg;\sl‘;he“
racnec, Kann €in an
RLNEIKDIFGINT P

entsprechender Stelle zu
RLNEIQDIFGINT Veridnderungen in Struk-
tur, Funktion oder Expres-

sion des Genproduktes
DIESONNE fiihren.

modifiziert nach

Haohe, 2003 DIETONNE

Die meisten SNPs sind jedoch funktionell neutral, so dass im ersten Schritt einer Genotyp-
Phénotyp-Beziehung so genannte ,,Kandidatengene* und deren Variationen identifiziert und
charakterisiert werden miissen. Als Kandidatengene bezeichnet man Gene, welche Ziel-
molekiile, Transportproteine oder am Metabolismus beteiligte Enzyme von Pharmaka

kodieren, bzw. bei der Entstehung von Krankheiten von Bedeutung sind.
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Fiir den Bereich der Schmerztherapie sind besonders solche Kandidatengene und deren
genomische Variationen zu beachten, welche an Schmerzwahrnehmung, Modulation und
Therapie beteiligt sind. So zdhlen z.B. die Gene von Cannabinoid-, NMDA-, Dopamin- und
Serotoninrezeptoren ebenso zu diesen Kandidatengenen wie die Gene von lonenkanilen, dem
P-Glycoprotein und dem Serotonin- und Dopamintransporter (Stamer et al., 2005). Fiir die
Wirksamkeit von Opioidanalgetika sind besonders die Gene des Enzyms CYP2D6 und des p-

Opioidrezeptors von grolem Interesse.

1.4 Cytochrome und CYP2D6

Die Aktivitit von metabolisierenden Enzymen bestimmt die Geschwindigkeit, mit welcher
Medikamente in ihre funktionellen Metaboliten umgewandelt, oder aus dem Korper elimi-
niert werden. Bei diesen durch metabolisierende Enzyme katalysierten Biotransformationen
wird im menschlichen Organismus zwischen Phase-I- und Phase-II-Reaktionen differenziert

(Abb. 5).

Phase-I-Reaktion Phase-ll-Reaktion

Abbildung 5:

L mdll. Phase-I-Metabolit gl Phase-Il-Metabolit Schematische D‘?lr'
stellung der Bio-

-Oxidation transformation

*Konjugation
*Reduktion
*Hydrolyse

In Phase-I-Reaktionen werden die Pharmakonmolekiile oxidativ, reduktiv oder hydrolytisch
verdandert. In Phase-II-Reaktionen erfolgen Konjugationsreaktionen, bei denen polare,
negativ geladene, korpereigene Substanzen (z.B. Glukuronsdure, Aminosduren) an das
Pharmakonmolekiil bzw. an den Phase-I-Metaboliten gekoppelt werden.

Von groBter Bedeutung fiir die Biotransformation sind Oxidationsreaktionen. Hierbei sind
Monooxygenasen, welche Hadmoproteine vom Typ des Cytochrom P450 enthalten, von
groBBer Wichtigkeit. Durch die Monooxygenasen wird ein Sauerstoffatom von einem Sauer-
stoffmolekiil in den Fremdstoff (P-H) eingebaut und das andere zu Wasser reduziert (Abb. 6)
(Mutschler, 2001).

P-H + O, + NADPH + H* — P-OH + H,0 + NADP"

Die Mitglieder des Cytochrom P450-Systems sind zu 70-80 % an allen Phase I abhédngigen



Einleitung

Metabolisierungen von klinisch angewandten Medikamenten beteiligt (Abb. 7) (Evans and
Relling, 1999).

Abbildung 6: Schematisch

dargestellter Mechanismus

der Oxidation eines Phar-

Cytochrom makons (P) durch das Cy-
Pasy tochrom P450

Cytochrom P450-Enzyme kommen ubiquitér in Bakterien, Pflanzen sowie Tieren vor und
sind in der Membran des endoplasmatischen Retikulums der Zelle verankert. Der hdchste
P450-Enzymgehalt im menschlichen Organismus befindet sich in der Leber. Zurzeit sind im
humanen Genom 57 aktive Gene, welche Cytochrom P450-Enzyme kodieren, bekannt
(http://drnelson.utmem.edu/cytochromep450.html). Von diesen sind fiir den Arzneimittel-
stoffwechsel besonders die Isoformen der Genfamilien 1, 2 und 3 relevant (Ingelman-
Sundberg, 2004).

Phase |

Abbildung 7:
Beteiligte Enzyme des
Phase-1-Metabolismus

(Evans and Relling, 1999)

CYPZE1

Die Einteilung der Cytochrom P450-Gene erfolgt aufgrund von Sequenzhomologien in
Genfamilie, Subfamilie und deren Isoformen. Die Familien werden durch arabische Zahlen,

die Subfamilien mit einem Buchstaben und die jeweilige Isoform wieder mit einer Zahl
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gekennzeichnet. Als Abkiirzung flir Cytochrom P450 wird CYP verwendet (z.B. CYP2D6)
(van der and Steijns, 1999).

1.4.1 CYP2D6

Die Isoform CYP2D6 der Cytochrom P450-Familie ist an der Metabolisierung von ca. 25%
aller bekannten Medikamente in der Leber beteiligt. Bisher wurden mehr als 48 unter-
schiedliche Arzneimittelsubstrate fiir dieses Enzym identifiziert (Ingelman-Sundberg, 2004).
Dazu zdhlen auch einige Analgetika (z.B. Codein, Tramadol) und Koanalgetika (Anti-
depressiva).

CYP2D6 ist ein hoch polymorphes Isoenzym, von dem einige der bekannten Genvariationen
(http://www.imm.ki.se/CYPallels/) zu einer erniedrigten oder fehlenden Enzymfunktion
fiihren (Abb. 8). Bei der Mehrzahl der beschriebenen Variationen sind einzelne Basen durch
Austausch oder Deletion betroffen. Jedoch sind auch die Deletion (*5), sowie Duplikationen
des gesamten Gens beschrieben (Gaedigk et al., 1991; Johansson et al., 1993).

Bis zu 10 % der Kaukasier sind Trager von nicht funktionellen CYP2D6-Allelen (Sachse et
al., 1997). Individuen, welche Trager von zwei inaktiven Allelen sind, werden als ,,Poor
Metabolizer (PM) bezeichnet. Man unterscheidet hierbei zwischen homozygoten Defekt-
alleltragern und heterozygoten, ,,compound®, Defektalleltrigern, welche zwei unterschied-

liche inaktive Allele aufweisen.

Medikament Medikament Medikament

Gendu Iikation*

\

Mutation *

A
keine oder verringerte normale erhohte

Enzymfunktion Enzymfunktion Enzymfunktion
Konzentration Konzentration Konzentration
10 | 10, 10 |

/ thms@ isch | therapeutisch |

1 1 1

Poor Metabolizer £t Extensive 26t Ultrarapid ~ 2et
modifiziert nach Schwaab, 2002 Metabolizer Metabolizer

Abbildung 8: Polymorphismen des CYP2D6-Gens und ihre Konsequenzen fiir den Metabo-
lismus von CYP2D6-Substraten
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Bei Poor Metabolizern kann es durch die eingeschrinkte Eliminierung der betroffenen
Medikamente zur Anreicherung des Wirkstoffes und daraus resultierenden Nebenwirkungen
kommen. Andererseits kann bei Poor Metabolizern die gewiinschte Wirkung eines Medika-
mentes ausbleiben, bzw. reduziert sein. So ist z.B. fiir die analgetische Wirkung von Codein
CYP2D6 maBgeblich beteiligt, da Codein als ,,Prodrug von CYP2D6 in seinen aktiven
Metaboliten Morphin umgewandelt wird (Poulsen et al., 1996a). Da CYP2D6 Poor
Metabolizer kein Morphin aus Codein bilden kdnnen, bleibt bei ihnen die analgetische
Wirkung aus (Poulsen et al., 1996a; Eckhardt et al., 1998).

Umgekehrt kann als Ursache fiir eine ausbleibende therapeutische Wirksamkeit das gesamte
CYP2D6-Gen in vervielfiltigter Form vorliegen. Individuen, welche bis zu dreizehn aktive
CYP2D6-Tandemrepeats aufweisen (Lundqvist et al., 1999), zeigen eine sehr schnelle
Metabolisierung der betroffenen Substrate und werden deshalb als ,,Ultrarapid Metabolizer*

(UM) bezeichnet. Dies betrifft 4-5% der kaukasischen Bevolkerung (Stamer et al., 2005).

1.5 n-Opioidrezeptor (MOR)

Der p-Opioidrezeptor (MOR) bildet zusammen mit dem k- und 3-Opioidrezeptor sowie den
endogenen Opioiden das Opioidsystem. Die meisten Opioidanalgetika wirken am MOR. Bei
Knockout Méusen fiihrt das Fehlen des MORs zum voélligen Verlust der bedeutendsten
pharmakologischen Effekte nach Morphinverabreichung, wie Analgesie und Atemdepression
(Kieffer, 1999). Pharmakodynamische Variabilitit von Opioiden am MOR kann durch
individuelle Unterschiede in Rezeptoraffinitdt, Rezeptoraktivitit, Rezeptorendichte sowie
Postrezeptormechanismen verursacht sein.

Die Opioidrezeptoren gehdren zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und teilen
mit anderen Rezeptoren dieser Gruppe folgende Charakteristika: sie besitzen sieben Trans-
membrandominen mit dem N-Terminus im Extrazelluldrbereich und dem C-Terminus im
intrazelluldaren Bereich; innerhalb der Membran sind die Doméanen ringformig angeordnet; sie
interagieren mit heterotrimerischen G-Proteinen, um das Bindungssignal in die Zelle zu
iibertragen (Pasternak, 2001).

G-Proteine bestehen aus einer o-, B- und y-Untereinheit. Die a-Untereinheit besitzt eine
Bindestelle fir GDP bzw. GTP, wihrend die - und y-Untereinheiten das G-Protein in der
Membran verankern. Im Ruhezustand ergeben die Untereinheiten einen nicht mit dem
Zielrezeptor verbundenen Proteinkomplex, in welchem GDP an die a-Untereinheit gebunden

ist. Bei Stimulation des Rezeptors vereinigt sich zundchst das G-Protein mit dem Rezeptor

10
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und es erfolgt ein Austausch von GDP zu GTP. Daraufhin trennt sich das G-Protein vom
Rezeptor und zerféllt ina- und bg-Einheit. Die GTP enthaltende a-Untereinheit bindet an ein
Effektorprotein und andert dessen Aktivitét. Durch die Hydrolyse von GTP zu GDP wird die
Reaktion beendet und das System kehrt in den Ruhezustand zurtick (Abb. 9) (Mutschler,
2001; Voet and Voet, 1994).

M,

|
b

"

CcAMP

-
\ ATP

Abbildung 9: Schematische
Darstellung der G-Protein

gekoppelten  SignalUbertra-
gung des MORs

@ GTP

Von dlen Opioidrezeptoren ist bekannt, dass sie G-Protein gekoppelt, nach Stimulation
Adenylatcyclasen hemmen. Sie bewirken iiber eine Erniedrigung der Offnungswahrschein-
lichkeit von Calciumkanden prasynaptisch eine Hemmung der Transmitterfreisetzung und
postsynaptisch, hauptsichlich lber eine Erhéhung der Offnungswahrscheinlichkeit von
Kaliumkanden eine Hyperpolarisation der Neurone (Sharma et a., 1977; Hescheler et al.,
1987; North et a., 1987).

1.5.1 Genomische Struktur desMORs

Obwohl multiple Rezeptoren aufgrund von pharmakologischen Unterschieden vermutet
wurden, konnte nur ein Gen fur die Kodierung des MORs identifiziert werden. Das
ursprunglich beschriebene MOR-Gen (MOR-1 bzw. OPRM1) enthélt vier Exons. Bel der
Maus wurden mittlerwelle insgesamt 14 Exons und eine grof®e Anzahl von Spleif3varianten
idertifiziert (Pan et al., 1999; Pasternak, 2004). Beim Menschen wurden bisher zwei
zusdtzliche Exons und drei SpleiRvarianten entdeckt. Bel diesen Spleif3varianten des

humanen MOR-Gens sind die ersten drei Exons identisch. Der Unterschied entsteht durch

11
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alternatives Spleilen an der Position des vierten Exons (Bare et al., 1994; Pan et al., 2003).
Ob das humane MOR-Gen ein ebenso extensives ,,Spleiverhalten” aufweist wie das der
Maus, und ob die unterschiedlichen Splei3varianten zu den pharmakologischen Unterschie-
den der MOR vermittelten Analgesie beitragen, bleibt weiterhin zu kléren.

Ursachen fiir individuelle Unterschiede in der analgetischen Wirkung von Opioiden bzw.
deren Nebenwirkungen werden unter anderem durch den Einfluss von Polymorphismen
innerhalb des MOR-Gens vermutet. Es konnten Varianten im Bereich der 5 -flankierenden
Sequenz, in kodierenden Regionen sowie in den Intronbereichen des MOR-Gens gefunden
werden (Abb. 10) (Hoehe et al., 2000; LaForge et al., 2000; Mayer and Hollt, 2001). Hierbei
wurden alleine 28 SNPs bzw. kurze Insertionen/Deletionen im Bereich der 5°-flankierenden

Sequenz des MOR-Gens beschrieben (Hoehe et al., 2000).
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Abbildung 10: Genomische Variationen des MORs

Einige dieser Variationen wurden bereits nidher charakterisiert. Besonders Varianten, die
einen Aminosdureaustausch verursachen, waren hierbei von groBem Interesse. So wurde z.B.
fiir die Variante Asp40, welche durch einen A/G Basenaustausch an Position +118 entsteht,

eine erhohte B-Endorphin Affinitit beobachtet (Bond et al., 1998). Ebenso zeigte sich bei
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Tragern dieser Variante eine verminderte Potenz von Morphin-6-Glucuronid (M6G) (Lotsch
et al., 2002a). M6G ist ein Abbauprodukt von Morphin, welches ebenfalls analgetisch
wirksam ist und iiber die Niere ausgeschieden wird. Bei Patienten mit eingeschrénkter
Nierenfunktion kann sich M6G im Korper anhdufen und so zu erheblichen Nebenwirkungen
fiihren. Zwei Patienten mit eingeschriankter Nierenfunktion zeigten unter Morphinmedikation
eine ausreichende Analgesie und hohe M6G Plasmakonzentrationen. Der Patient mit dem
Wildtyp-Allel fiir die Position +118 hatte jedoch zentralnervose Nebenwirkungen, wéhrend
der Trager der Variante Asp40 keine Beschwerden aufwies. So konnte die Variante Asp40
ein schiitzender Faktor vor M6G vermittelter Opioidtoxizitét sein (Lotsch et al., 2002b).

Durch Assoziationsstudien wurde fiir die Varianten T-1793A, -1699insT, A-1320G, C-111T,
und C+17T ein Zusammenhang mit Heroin-/Kokain-Abhéngigkeit entdeckt und die Variante
C-2044A mit Alkohol-/Opioid-Abhéngigkeit assoziiert (Hoehe et al., 2000; Luo et al., 2003).
Die molekularen Effekte der meisten Promotorvarianten des MOR-Gens wurden bisher

jedoch noch nicht funktionell charakterisiert.
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1.6 Fragestellungen

Opioide gehoren zu den wichtigsten Medikamenten in der Schmerztherapie. Jedoch koénnen
individuelle Unterschiede in der Effektivitdt und den Nebenwirkungen dieser Medikamente
bei einigen Patienten zu bedeutend geringeren Erfolgen in der Schmerztherapie fiihren.

Durch die hier vorliegende Arbeit sollen neue Kenntnisse {iber den Einfluss von genomischen
Varianten auf die Opioid-Schmerztherapie gewonnen werden. Hierfilir sollen Genvarianten
des metabolisierenden Enzyms CYP2D6 sowie des p-Opioidrezeptors untersucht werden.

Demnach gliedert sich die Arbeit in zwei Themenschwerpunkte:

¢ Schwerpunkt CYP2D6:

Entwicklung einer schnellen und zuverldssigen Methode zur Detektion von PM-
assoziierten Varianten mittels Echtzeit-PCR.
Dartiber hinaus soll mit dieser Methode die Genotypisierung eines Patientenkollektives

erfolgen.

¢ Schwerpunkt u-Opioidrezeptor:

Der Einfluss von Promotorvarianten auf die Regulation des MORs soll untersucht und die
Hiufigkeit von funktionellen genomischen Varianten bei Schmerzpatienten ermittelt

werden.

14



Material und Methoden

2. Material und Methoden

Materialien und Reagenzien Methode Hersteller
Zelllinen: U937, SH-SY5Y Zellkultur DSMZ ATCC/LGC
SK-N-AS, SK-N-DZ, SK-N-FI (Promochem)
Zellkulturflaschen Zellkultur Nunc
6 well Platten Zellkultur-Transfektion  Greiner
DMEM-Medium Zellkultur Gibco
FKS Zellkultur Biochrom AG
Penicillin/Streptomycin Zellkultur Gibco
Zellschaber Zellkultur Nunc
Kryovials Zellkultur Nalge Company
VenorGeM Mykoplasmentest Minerva Biolabs
GmbH
Petrischalen Zellkultur-E.coli Greiner
LB Agar Zellkultur-E.coli Sigma
LB Broth Zellkultur-E.coli Sigma
Bacto Tryptone Zellkultur-E.coli DIFCO
Bacto Yeast Extrakt Zellkultur-E.coli DIFCO
Ampicillin Zellkultur-E.coli Sigma
Tabelle 1: Verwendete Materialien fiir die Zellkultur
Gerite Hersteller Chemikalien Hersteller
Labofuge 400R Heraeus Ammoniumpersulfat  Sigma
Biofuge fresco Heraeus Ethidiumbromid Sigma
Brutschrank Heraeus NaCl Merk
Laminar-Flow Hera Safe Heraeus Kel Merk
LightCycler Instrument Roche MgCl, Merk
LC Carousel Centrifuge Roche Tris Sigma
GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer EDTA Sigma
GelDoc 1000 BioRad Ethanol Merk
Power Rac 3000 BioRad Isopropanol Merk
Mikrowelle Siemens Glycerin Merk
LB 960 Luminometer Berthold IPTG Sigma
Kodak X-OMAT 5000RA Kodak X-Gal Sigma
Photometer Hewlett Packard Polyacrylamid Sigma
UV-Stratalinker Stratagene TEMED Sigma
Elektrophoresekammern BioRad TBE Sigma
Trans-Blot SD Semi-dry Transfer BioRad Glucose Sigma
Cell DMSO Sigma
Unimax 1010 Heidolph 20xSSC Sigma
Thermomixer Eppendorf 2-Mercaptoethanol Sigma

Tabelle 2: Verwendete Gerite

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
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Materialien und Reagenzien Methode Hersteller
Puregene DNA Isolierungs Kit DNA-Isolierung Gentra
RNeasy Mini Kit RNA-Isolierung Qiagen
QIAshredder RNA-Isolierung Qiagen
cDNA Synthesis Kit for RT-PCR cDNA-Synthese Roche
LightCycler-h-ALAS Housekeeping Gene Set  RT-PCR Roche
LightCycler -FastStart DNA Master RT-PCR
Hybridization Probes Roche
LightCycler -FastStart DNA Master™™ SYBR ~ RT-PCR
Green | Roche
LightCycler-DNA Master Hybridization Probes RT-PCR Roche
LightCycler Capillaries RT-PCR Roche
LightCycler Relative Quantification Software RT-PCR Roche
Primer Quantifizierung Sigma Genosys
PCR/Mutagenese/Sequenzierung  Biosource
Sonden / Primer Genotypisierung TIB Molboil
Expand Long Template PCR System RT-PCR Roche
AmpliTaq Polymerase PCR Applied
Biosystem
dNTP Set PCR Amersham
Bioscience
Pfu DNA Polymerase PCR Promega
QIAquick PCR Purification Kit Aufreinigung PCR-Produkt Qiagen
QIAEX II Gel Extraction Kit Isolierung von DNA aus Agarose  Qiagen
Gelen
Agarose DNA-Detektion Biozym
Auftrennung von DNA-
Fragmenten
Nco I, Kpn I, Hind III Restriktionsverdau New England
Biolabs
pGEM-T Easy Vector System Klonierung Promega
pGL3-Vektor Klonierung/Luciferase-Assay Promega
pRL-TK Vektor Luciferase-Assay Promega
E. coli IM 109 Transformation Promega
High Pure Plasmid Isolation Kit Plasmidisolierung Roche
QIAfilter Plasmid Midi-Kit Plasmidisolierung Qiagen
GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis Mutagenese Invitrogen
System
Transfectam Transfektion Promega
Dual-Luciferase Reporter Assay System Luciferase-Assay Promega
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction =~ Nuklearproteinextraktion Pierce
Reagents Kit
BCA Protein Assay Kit Proteinbestimmung Pierce
DIG Gel Shift Kit, 2nd Generation EMSA Roche
DIG Wash and Block Buffer Sets EMSA Roche
Membran: Nytran Super Charge EMSA Schleicher und
Schuell
Chemiluminescent Detection Film EMSA Roche
NFkB p50 Antikorper EMSA Santa Cruz
NFkB p65 Antikorper EMSA Santa Cruz
ZFP42(MZF1) Antikdrper EMSA Abgent

Tabelle 4: Verwendete Materialien und Reagenzien
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Untersuchungen am Probenmaterial von Probanden erfolgten mit vorheriger Genehmigung

durch die Ethikkommission sowie dem schriftlichen Einverstindnis der Probanden.

Alle Versuche wurden mit gereinigten und autoklavierten Materialien bzw. sterilen Einweg-
plastikwaren, die prinzipiell RNase frei sind, durchgefiihrt. Im Umgang mit Zellkulturen

wurde stets unter sterilen Bedingungen gearbeitet.

2.1 Zellkultur humaner Zelllinien

Die hier beschriebenen Zelllinien wurden zur Gewinnung von DNA, RNA und Nuklear-
extrakt eingesetzt. Zusétzlich wurde die SH-SYSY Zelllinie flir transiente Transfektionen
verwendet.

Alle Zelllinien wurden regelméBig auf eventuelle Mycoplasmenkontaminationen getestet.

Die Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen in DMEM-Medium kultiviert, welches mit
10 % FKS und 1% Penicillin/Streptomycin supplementiert wurde. Die Kulturen wurden in
einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und in einer mit 5% CO, angereicherten

Atmosphére inkubiert.

2.2 DNA-Isolierung

Zur Gewinnung von genomischer DNA wurden je 300ul EDTA-Blut eingesetzt. Die DNA-
Isolierung erfolgte mit dem Puregene Genomic DNA Purification Kit (Gentra) und wurde
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die gewonnene DNA wurde bis zu ihrer Verwendung

bei -20°C gelagert.

2.3 RNA-Isolierung

Fiir die Gewinnung von Gesamt-RNA wurde der RNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet. Die
Isolierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierfiir wurden abgeerntete
und pelletierte U937, SH-SY5Y, SK-N-AS, SK-N-DZ und SK-N-FI Zellen verwendet. Zur
Homogenisierung der Proben wurden QIAshredder (Qiagen) eingesetzt. Die gewonnene

RNA wurde bei -80°C schockgefroren und aufbewahrt.
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2.4 cDNA-Synthese

Zur reversen Transkription der isolierten RNA in ¢cDNA wurde der 1st Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (Roche) verwendet.

Ansatz zur cDNA-Synthese:

Komponenten Volumen Endkonzentration
10x Reaktions-Puffer 2 ul Ix

25 mM MgCl, 4 ul 5mM
dNTP-Mix 2 ul 1 mM
Random Primer p(dN)e 2 ul 32 ug
RNase Inhibitor 1l 50U

AMYV Reverse Transkriptase 0,8 ul >20U

RNA 8,2 ul -
Endvolumen 20 pl -

Tabelle 5: Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese

Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Roche). Die gewonnene cDNA
wurde im Anschluss jeweils 1:2 mit ddH,O verdiinnt und bis zu ihrer Verwendung bei -20°C

gelagert.

2.5 Echtzeit-PCR

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht es, in vitro bestimmte
Nukleotidsequenzen spezifisch zu vervielfiltigen. Bei der Echtzeit-PCR (engl.: Real-Time-
PCR, RT-PCR) kann diese Vervielfiltigung in Echtzeit verfolgt werden. Die Messung der
Produktzunahme erfolgt durch Fluoreszenzlicht, welches in Abhédngigkeit zur Produktmenge
erzeugt wird (Heid et al., 1996). Dies ermoglicht es die exponentielle Phase der Reaktion zu
identifizieren und fiir eine Quantifizierung der Templatemenge zu nutzen. In der
flourometrischen Echtzeit-Detektion unterscheidet man zwei Methoden:
1. Sequenzunspezifische Detektion mit SYBR-Green |
SYBR-Green [ ist ein Cyaninfluoreszenzfarbstoff, der sequenzunspezifisch in der kleinen
Furche doppelstringiger DNA bindet. Es ldsst sich bei 497nm maximal anregen und
erreicht, gebunden an DNA, bei 521 nm seine maximale Emission (Roche, 1999). Die
Spezifitit der Amplifizierung wird bei dieser Methode alleine durch die Primer bestimmit.
Jedoch ldsst sich durch eine produktcharakteristische Schmelzkurve das Amplifikat von

Artefakten unterscheiden (Bustin, 2000).

18



Material und Methoden

2. Sequenzspezifische Detektion mit fluorophormarkierten Sonden
Hierbei werden PCR-Produkte sequenzspezifisch detektiert, indem fluorophormarkierte
Oligonukleotide an eine Zielsequenz innerhalb des PCR-Produktes hybridisieren. Eine
Moglichkeit zur Erzeugung sequenzspezifischer Fluoreszenzsignale ist die Verwendung
von Hybridisierungssonden. Diese bestehen aus zwei markierten Oligonukleotiden, welche
benachbart an die Zielsequenz hybridisieren, so dass der Donorfluorophor der einen Sonde
in rdumlicher Nédhe des Akzeptorfluorophors der anderen Sonde positioniert ist. Die beiden
Sonden kénnen dadurch im angeregten Zustand {iber Fluoreszenz Resonanz Energietransfer
(FRET) miteinander interagieren. Zur Anregung wird Licht in einer Wellenlidnge
verwendet, welches nur vom Donorfluorophor (Fluoreszein) absorbiert wird. Befindet sich
nun das Oligonukleotid mit dem Akzeptorfluorophor (LightCycler-Red) in direkter
Nachbarschaft findet, ein Fluoreszenz Resonanz Energietransfer vom Donor auf den
Akzeptor statt. Dieser kann nun die iibertragene Energie als Fluoreszenzlicht abgeben

(Wittwer et al., 1997).

2.5.1 Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression eines Zielgenes mit der Expression
eines nicht regulierten Haushaltsgenes normalisiert. Dabei wird nicht die absolute Start-
kopienzahl bestimmt, sondern die Expression wird auf ein zweites, ubiqitdres und unre-

guliertes Gen bezogen (Pfaffl, 2004).

2.5.1.1 Standards

Zielgen (MOR-Gen):

Fiir die Konstruktion des MOR-Standards wurde eine konventionelle PCR durchgefiihrt. Die
hierfiir verwendeten Primer, welche auch in den anschlieBenden Quantifizierungsldaufen
verwendet wurden, binden spezifisch an Sequenzabschnitte des zweiten und dritten Exons
des MOR-Gens. Nach einer Uberpriifung im Agarose-Gel wurde das PCR-Produkt aufge-
reinigt (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen) und entsprechend den Angaben des
Herstellers in den pGEM-T Easy Vektor (Promega) kloniert. Das hieraus gewonnene Plasmid
pGEM-MR4/5 wurde durch PCR und Sequenzierung (4baseLab) auf Einbau und Sequenz-
iibereinstimmung liberpriift. Zusétzlich wurde, nach einer Linearisierung des Plasmids (Ncol,
New England Biolabs) mittels Gelelektrophorese kontrolliert, dass nur eine Kopie des

Genabschnittes eingebaut wurde.
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Reaktionsansatz zur Herstellung der MOR-Standards:

1.PCR:

Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O, steril, PCR-rein 40 pl -

10 x PCR-Puffer 5ul 1x

dNTP 2l 100 uM
Primer: MR4 0,5 ul 0,25 uM
Primer: MR5 0,5 ul 0,25 uM
AmpliTaq Polymerase 0,5 pul 25U
cDNA S5ul -
Endvolumen 50 pl -

Tabelle 6: PCR-Reaktionsansatz

PCR-P :
rogramm 1 Zyklus

95°C 1:30 min

35 Zyklen

95°C 20 sec
57°C 20 sec
72°C 20 sec

1 Zyklus

72°C  4:00 min

1 Zyklus

4°C

o0

Tabelle 7: PCR-Programm zur Erstellung des MOR-Standards

2. Restriktion:

Komponenten Volumen Endkonzentration

ddH,O0, steril 38 ul - Inkubation:
NEB-4 5 ul 1x 2-3h be1 37°C
Nco | 2 ul 20U

Plasmid Sul Sug

Endvolumen S50ul -

Tabelle 8: Reaktionsansatz Restriktionsverdau

Effizienzvergleich:

Da fiir die Quantifizierung cDNA verwendet werden sollte, die Standardreihe jedoch mit

einem Plasmid hergestellt wurde, musste vor der eigentlichen Quantifizierung sichergestellt

werden, dass die Amplifikation aus ¢cDNA und Plasmid mit der gleichen Effizienz (E)

erfolgt. Hierfiir wurden von ¢cDNA und Plasmid jeweils 3-4 Verdiinnungsstufen hergestellt
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und in eine RT-PCR unter den Bedingungen der Quantifizierungslédufe als Template einge-

setzt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass AE < 0,02 ist.

Die Effizienz errechnet sich aus der Formel: E = 10 ~/5t8""8

AnschlieBend wurden 6 Verdiinnungsstufen des Plasmidstandards (10°-10"'") hergestellt. Mit
diesen wurde eine RT-PCR unter den Bedingungen der MOR-Quantifizierungslidufe durchge-
fithrt und als MOR-Standardlauf gespeichert. Hierbei wurden jeweils vier Ansétze pro
Verdiinnungsstufe in die RT-PCR eingesetzt.

Haushaltsgen:

Zur relativen Quantifizierung der MOR-Expression auf RNA-Ebene in den vier Neuro-
blastomzelllinien, wurde das Haushaltsgen ALAS (5-Aminolevulinat-Synthase) gewéhlt. In
Vorversuchen konnte in den vier Neuroblastomzelllinien keine Regulierung von ALAS
festgestellt werden. Zur Herstellung des Haushaltsgen-Standards wurde aus der 5x10° ALAS-
RNA (im LightCycler-h-ALAS Housekeeping Gene Set Kit (Roche) enthalten) cDNA
synthetisiert. Von dieser wurden 5 Verdiinnungen (5x10°-5x10") hergestellt und jeweils vier
Ansitze pro Verdiinnung in eine RT-PCR eingesetzt. Diese RT-PCR wurde unter den
Bedingungen der Haushaltsgen-Quantifizierungsldufe durchgefiihrt und als Haushaltsgen-
Standardlauf gespeichert.

2.5.1.2 Erstellung des ,,Fit Coefficient File*

Der Fit Coefficient File beschreibt die Kinetik wahrend einer PCR und errechnet sich aus den
Standard-Verdiinnungsreihen (Roche, 2001).

Mit der LightCycler Relative Quantification Software (Roche) wurde der Fit Coefficient File
erstellt, indem der MOR- und der Haushaltsgen-Standardlauf als ,,dual color experiment* in
die Software geladen und von dieser verrechnet wurden. Das Ergebnis wurde anschlieBend

als Fit Coefficient File gespeichert.

2.5.1.3 Kalibrator

Der Kalibrator wird als Probe in jeder Quantifizierungs-PCR mitgefiihrt und dient zur
Normalisierung der Endergebnisse. Hierbei wird das Verhiltnis von Zielgen/Haushaltsgen
der Proben durch das Verhiltnis Zielgen/Haushaltsgen des Kalibrators dividiert. Daher ist es

notwendig, dass der Kalibrator ein konstantes Verhéltnis von Zielgen/Haushaltsgen aufweist.
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In den durchgefiihrten Quantifizierungsldufen wurde die cDNA der SH-SYSY Zelllinie (1:25

verdiinnt) als Kalibrator eingesetzt.

2.5.1.4 Quantifizierungsldufe

Zur Quantifizierung der MOR-Expression auf RNA-Ebene in den vier Neuroblastom-
zelllinien SH-SYSY SK-N-AS, SK-N-DZ und SK-N-FI wurde von jeder Zelllinie liber 5-6
Passagen RNA isoliert, diese in cDNA transkribiert und anschlieend in der RT-PCR quanti-

fiziert. Hierbei wurden die Zielgenldufe mit SYBR-Green I durchgefiihrt, wihrend die

Transkripte des Haushaltsgens ALAS mit Sonden detektiert wurden. Die Amplifizierung der

Zielgen und Haushaltsgen Transkripte erfolgte in getrennten PCR-Léaufen:

Durchfiihrung der Zielgenldufe:

Verwendete Primer:

Bezeichnung Sequenz (in 5° - 3 Richtung)

MR4:
MRS:

CAGATGCCTTAGCCACCAGTA
GCGCAAGATCATCAGTCCATA

Tabelle 9: verwendete Primer fiir die Quantifizierung

RT-PCR

Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH»O0, steril, PCR-rein 10 pl -

Primer: MR4 0,5 ul 0,25 uM

Primer: MR5 0,5 ul 0,25 uM
LC-FastStart DNA Master’ ™ 44l Iy

SYBR Green I, 5 x konz.

cDNA 5ul -

Endvolumen 20 ul -

Tabelle 10: PCR-Reaktionsansatz Quantifizierung

PCR-Programm:

1 Zyklus 95°C 10 min Denaturierung
95°C 15 sec

50 Zyklen | 60°C 5 sec Amplifikation
72°C 16 sec
81°C 0sec - Detektion
95°C 0 sec

1 Zyklus | 55°C 15 sec Schmelzkurve
98°C 0 sec

1 Zyklus | 40°C 30sec Kiihlung

Tabelle 11: PCR-Programm Quantifizierung
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Durchfiihrung der Haushaltsgenlaufe:

RT-PCR:
Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O0, steril, PCR-rein 8,6 ul -
MgCl, (25mM) 2.4l 4 mM
h-ALAS Detection Mix, 10x
2 ul I x
konz.
LC-FastStart DNA Master 2 ul 1 x
Hybridization Probes, 10 x konz. H
cDNA 5ul -
Endvolumen 20 pnl -
Tabelle 12: PCR-Reaktionsansatz Haushaltsgen
PCR-Programm:
1 Zyklus 95°C 10 min Denaturierung
95°C 10 sec
45 Zyklen | 57°C 15sec - Detektion Amplifikation
72°C 15 sec
95°C 0 sec
1 Zyklus 50°C 15 sec Schmelzkurve
98°C 0 sec
1 Zyklus 40°C  30sec Kiihlung

Tabelle 13: PCR-Programm Haushaltsgen

Bei der Beladung des LightCycler Rotors wurde darauf geachtet, dass den Proben im

Zielgen- und Haushaltsgenlauf die gleiche Rotorposition zugeteilt wurde. Von allen Proben

wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt, vom Kalibrator eine Dreifachbestimmung.

2.5.1.5 Auswertung

Die Auswertung der Quantifizierungsldaufe erfolgte mit der LightCycler Relative Quanti-

fication Software (Roche). Hierbei wurde der jeweilige Zielgenlauf mit dem dazugehorigen

Haushaltsgenlauf und dem abgespeicherten Fit Coefficient File in das Programm geladen und

mit diesem die ,,Normalisierte Ratio*“ berechnet. Das Ergebnis driickt sich in folgender

Formel aus:

Konzentration Zielgen (Probe)

Konzentration Zielgen (Kalibrator)

Normalisierte Ratio =

Konzentration Haushaltsgen (Probe)

Konzentration Haushaltsgen (Kalibrator)
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2.5.2 Genotypisierung

Die untersuchten Einzel-Nukleotid-Polymorphismen wurden mittels Echtzeit-PCR und
anschlieBender Schmelzkurvenanalyse detektiert. Hierfiir wurden Sondensysteme verwendet,
welche jeweils aus zwei sequenzspezifischen und fluorophor markierten Oligonukleotiden

bestanden (siche 2.4).

S e g i e e R i W S i e rerce 0 s ] _?_

H"'iﬂﬂhh_ln:!ﬁﬂl_ n]!!uuu"!!nlluu';luu_ mﬂluulu..‘lnlulll,uuu

Basenfehl
paarung

Sequenz
| Uberein
stimmung

Temperatur

niedrig mittel hoch

Abbildung 11: Funktionsprinzip der Sondensysteme

Bei dieser Methode hybridisiert die so genannte Sensorsonde genau im Bereich der Variante
an die Zielsequenz. Im Anschluss an die PCR wird in der Schmelzkurvenanalyse die
Schmelztemperatur des Sonden-Zielsequenz Hybrids bestimmt. Hierbei 16st sich das Sonden-
system mit einer destabilisierenden Basenfehlpaarung bei einer niedrigeren Schmelz-
temperatur (T,,) ab als bei vélliger Ubereinstimmung mit der Zielsequenz (Abb. 11) (Roche,
2000). Dieses zeigt sich in der ersten Ableitung der Schmelzkurve durch einen im
Temperaturbereich verschobenen Fluoreszenzpeak. Bei einem heterozygoten Mutationstrager
erhilt man zwei Peaks: einen bei niedrigerer Temperatur (mit Basenfehlpaarung) und einen
bei hoherer Temperatur (vollige Sequenziibereinstimmung) (Abb. 12)

Fluoreszenz [F] Fluoreszenz | Basenfehl

Sequenziiber- —d[F)dT paarung
einstimmung

Sequenziiber-
einstimmung

Basenfehl k >

paarung

0
.,
e
oy
o
2

Temperatur [C°] Temperatur [C°]

Abbildung 12: Prinzip der Schmelzkurvenanalyse

2.5.2.1 CYP2D6-Varianten

Von den sechs genomischen Varianten von CYP2D6, welche in dieser Arbeit untersucht

wurden, wurden fiinf Varianten mittels Echtzeit-PCR mit anschlielender Schmelzkurven-
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analyse detektiert. Hierbei wurden die Allele *3 und *7 zusammen in einer Reaktion
detektiert (Abb.13A) und die Allele *4, *6 und *8 zusammen in einer zweiten Reaktion
analysiert (Abb.13B). Fiir beide Reaktionen wurden LightCycler-Red640- und LightCycler-
Red705 markierte Hybridisierungssonden eingesetzt. Die verwendeten Hybridisierungs-
sonden und Primer wurden von TIB Molbiol konstruiert und hergestellt.

Um die Amplifikation der Pseudogene CYP2D7 und CYP2D8 zu vermeiden, wurde von
allen untersuchten Patientenproben ein Prdamplifikat mittels konventioneller PCR erzeugt,

welches fiir die Genotypisierung als Template eingesetzt wurde.

2D6 *3*7F 6*3 Anchor 6*3 Sensor

CTGGCTGECAAGGTCCTACGCT T CAAAAGGECTT TCCTGACCCAGC TGGEATGAGC TG TAACTGAGC ACAGGATGACCTEGEGEACCCAGCCCAGCCCC 4195
GACCGACCOTTCCAGGATGCGALAGCTTTTCCGAAAGCGACTGGETCGACCTACTCGACGATTCACTCGTGTCCTACTGGACCCTEGETCGGETCGEGEE

Intron 5
CCCGAGACCTGACTGAGEL LT T TGGL AGAGAT CEAGA ARG T CAGAGTGGL T GLL ALGG I GEGGEEE AAGEE GG IEEE T T GAGLEILLCAGGAGE 1292
GEGCTCTGGACTGACTCCGGAAGGACCGTCTCTACCTCTTOCACTCTCACCGACGGTGCCACCCCCCGTTCCCACCACCCAACTCGCAGGGTCCTCC

AATGAGGGECAGGCTGEECAAAAGGT TEEACCAGTGLATC ACCCGELGAGLCGELATCTGLLL TGACAGE TG AGAAT TGLAGGICAT I TELLGEGECTAC 4389
TTACTCCCCTCOGACCCGTTTTCCAACCTGETCACGTAGTGEGCCGCTCGGCGTAGACCCGACTGTCCACGTCTTAACCTCCAGTAALCCCCCGATGS

Ezon 6
CCCGTTCTGICCCGAGTATGL T TLGGLLLC TGL T AL AAGGLLAACCC TCAGAGLAGL T TLAATCATGAGAACC TGUGLATAGIGLIGGLTGAL 4486
GEGCAAGACAGGECTCATACGAGAGC GG GACGAGTO GG T TCCCCTTGEGACTC TG TCGAAGT TACTACTCTTGGACGCGTATCACCACCGACTG

CTGTTCTCTGLCGEGATGGETGACCACCTCGACCACGETGEECCTGEEELCTCCTGLTCATGATCCTACATCC TETECAGOGTGAGCCCATCTGGE 4583
GACAAGAGACGGCCCTACCACTGGTGGAGETGETECEACCGEACCCCGEAGGACGAGTACTAGGATGT AGGUMT ACACCTCHCACTCGGEGTAGACCC

6*7 Anchor 6*7 Sensor 2D6 *3*7R

2D6*468F 6*6 Anchor 6*6 Sensor
GCAGAGGCGCT T TCTCCE TG TCCACC T TGO GCAACTTGLGCCTGEGECAAGAAC SO TGGEAGCACTGLGETCACC S AG GGLCGC 3345
CGTCTCCGCGAAGAGGCACAGGTGGAACGCGTTGAACCCGGACCCGTTCTTCEECGACCTCGTCACCCACTGGCTcg%CCGGCG
6*8 Sensor 6*8 Anchor

CTGCCTT TG TGO GO CTTOGCCAACC ACTCD TG TGATCEE ACAAGGELACALAGLLGGALC TGEEAAGLLGLLLGLALGE 3429
GACGGAAACACGECGGAAGCGETTGETGAGGOCACCCACTACCOGTCTTCCCETGTTTCGCCCTTGACCCTTOCGCCCCCTECC

6*4 Anchor 6*4 Sensor

GGAAGGLGACLLL T TALLCGLATC T CALCLLCAGGALGLLLL T TICGL LU ARG I TC T TCoALAAAGLLGTGAGLAACG 3513
CCTTCCGCTEEEGEAATGEECGETAGAGEGTEEEEETOC TGCEEEGAAAGCGEEETTGCCAGAGAACCTETTTCGGCACTCGTTGC

TGATCGLCTCLCTCALC TG GL GGG T T GAGTACGACGACCC TG T T TCAGGL TG TGGALC TAGL T AGGAGGGAL 3597
ACTAGCGGAGGGAGTGGACGCCCGCGEGAAGCTCATGC TG TGGEGAGCGAAGGAGTCCGACGACCTGGATCGAGTCCTCCCTG

2D6*468 R

Abbildung 13: Lage der Primer und Hybridisierungssonden

Zur Analyse der sechsten genomischen Variante, dem Allel *5, wurde die PCR-Methode
nach Steen (Steen et al., 1995) mit anschlieBender Detektion im Agarose-Gel gewihlt.

25



Material und Methoden

Durchfiihrung:

PCR-Praamplifikat:

Das Praamplifikat wurde mit den dargestellten CG3/CG4 Primern (Tab. 14) aus genomischer
DNA nach Stiiven amplifiziert (Stuven et al., 1996). Dieses 1654 bp grole PCR-Fragment
wurde als Template (1:40 verdiinnt) in die Genotypisierungen mittels Echtzeit-PCR

eingesetzt.

Verwendete Primer und Sonden:

Bezeichnung  Position Mutation Sequenz (in 5° = 3'Richtung)

CG3 CAAGGTGGATGCACAAAGAGT

CG4 ACACTCCTTCTTGCCTCCTAT

2D6*3*TF TGGCTGGCAAGGTCCTACG

2D6*3*7R TGGGCTCACGCTGCACATT

%3 Sensor A 2637 del TCCCAGGTCATCCGTGCTCA X

*3 Anchor LC Red705-TTAGCAGCTCATCCAGCTGGGTCAG p
*7 Sensor A3023C ACATTCGGAGGTAGGATCATGAGCA X

*7 Anchor LC Red640-CCCCAGGCCAGCGTGGTCGA p
2D6*4*6*§F AGAGGCGCTTCTCCGTGTC

2D6*4*%6*8R CAGGTGAGGGAGGCGATCA

*4 Sensor G 1934 A LC Red640-CCCCAAGACGCCCCTTT p

*4 Anchor CGACCCCTTACCCGCATCTCCC X

*6 Sensor T 1795 del CCTCGGTCACCCACTGCTCCAGC X

*6 Anchor LC Red640-CTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGC p
*8 Sensor G 1846 T LC Red705-CCCATCACCCACAGGAGTGGTT p
*8 Anchor CCCAGTTCCCGCTTTGTGCCCTTC X

P *5F del ACCGGGCACCTGTACTCCTCA

P *5R del GCATGA GCTAAGGCACCCAGAC

P kontroll 5Fdel CGTCTAGTGGGGAGACAAAC

Tabelle 14: Verwendete Sonden und Primer zur Detektion der CYP2D6-Varianten. Die
Nummerierung der Nukleotidpositionen erfolgte nach Kimura (Kimura et al., 1989).
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RT-PCR *3*7

Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH»O0, steril, PCR-rein 7,4 ul -
MgCl, (25mM) 1,6 ul 3mM
LightCycler-DNA Master 5 ul 1 x
Hybridization Probes (10x konz.) H

Primer 2D6*3*7F 0,5 pl 0,5 uM
Primer 2D6*3*7R 0,5 ul 0,5 uM
*3 Sensor 1,5 pl 0,15 uM
*3 Anchor 1,5 pl 0,15 uM
*7 Sensor 1,5 ul 0,15 uM
*7 Anchor 1,5 ul 0,15 uM
Praamplifikat (1:40 verd.) 2 ul -
Endvolumen 20 pl -

Tabelle 15: PCR-Reaktionsansatz zur Detektion von CYP2D6%*3 und *7

PCR-
Programm: 1 Zyklus 95°C 30sec Denaturierung
95°C 3 sec
35 Zyklen | 65°C 10sec - Detektion Amplifikation
72°C 20 sec
95°C 20 sec
1 Zyklus 40°C 20 sec Schmelzkurve
95°C 0 sec
1 Zyklus 40°C  30sec Kiihlung
Tabelle 16: PCR-Programm zur Detektion von CYP2D6*3 und *7
RT-PCR -
*QHRGHS: Komponenten Volumen  Endkonzentration
ddH,O, steril, PCR-rein 4.4 ul -
MgCl, (25mM) 1,6 pl 3 mM
LightCycler-DNA Master 2l 1 x
Hybridization Probes (10x konz.)
Primer 2D6*4*6*8 R 0,5ul 0,5 uM
Primer 2D6*4*6*8 F 0,5 ul 0,5 uM
*4 Sensor 1,5 pl 0,15 uM
*4 Anchor 1,5 ul 0,15 uM
*6 Sensor 1,5 pl 0,15 uM
*6 Anchor 1,5 ul 0,15 uM
*8 Sensor 1,5 ul 0,15 uM
*8 Anchor 1,5 pl 0,15 uM
Praamplifikat (1:40 verd.) 2 ul -
Endvolumen 20 ul -

Tabelle 17: PCR-Reaktionsansatz zur Detektion von CYP2D6*4, *6 und *8
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PCR- 1 Zyklus 95°C 30sec Denaturierung
Programm:
95°C 3 sec
30 Zyklen | 60°C 10sec - Detektion Amplifikation
72°C 12 sec
95°C 20 sec
1 Zyklus 40°C 20 sec Schmelzkurve
95°C 0 sec
1 Zyklus 40°C  30sec Kiihlung
Tabelle 18 PCR-Programm zur Detektion von CYP2D6*4, *6 und *8
PCR *5:
Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O, steril, PCR-rein 15,9 ul -
Puffer 1 (Roche) 2,5 ul 1 x
P *5F del 0,25 pul 0,1 uM
P *5R de 0,25 ul 0,1 uM
P kontroll SFdel 0,25 ul 0,1 uM
dNTP 3,6 ul 360 uM
Enzym: Expand (Roche) 0,25 pl 0,875 U
genomische DNA 2 ul 200 ng
Endvolumen 25 ul -

Tabelle 19: PCR-Reaktionsansatz zur Detektion von CYP2D6*5

PCR-Programm:

1 Zyklus 94°C  2:00 min
96°C 10 sec
35 Zyklen 66°C 20 sec
68°C  9:00 min
1 Zyklus 68°C  7:00 min
1 Zyklus 4°C 0

Tabelle 20: PCR-Programm zur Detektion von CYP2D6*5

Die Auswertung dieser PCR erfolgte liber die Auftrennung in einem 0,9% igem Agarose-Gel

fiir 120 min bei 80V und der Visualisierung durch Ethidiumbromid.
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2.5.2.2 MOR-Varianten

Die drei untersuchten genomischen Varianten des MOR-Gens wurden mittels Echtzeit-PCR
mit anschlieBender Schmelzkurvenanalyse detektiert.

Die Varianten G-554A und A-1320G wurden durch zwei PCR-Reaktionen zusammen in
einer Kapillare detektiert (Abb. 14A/B) und der Polymorphismus A+118G alleine, in einer
zweiten Kapillare, analysiert (Abb. 14C). Fiir die Reaktionen wurden LightCycler-Red640-
und LightCycler-Red705 markierte Hybridisierungssonden verwendet, welche zusammen mit
den dazugehorigen Primern von TIB Molbiol konstruiert und hergestellt wurden.

A 1320 F

———————————

TAMTTATATCCTTTAATCTARGAGCATAR AN ATAA T AC T CAMC AT TGEC A AR TAGCLTATCA TTAR TACACT T TACCTATOACT TATCTCTTTC TAAGATARATOCAMALRAAT 2219
ATT AT AT AT TAC AT T T AT T T T AT A TC A T T AL LT T T TATCGaAT A TART TATC L AR A TEEATAC TC AATACACARACAT TCTAT T TACETTTTTITA

AT T TOEA T Taa T o TTO T T ARG T T T T CC Pl IO TG AAA TG LA TGAAT TTTTCAMGACCA A TOACAAC A TOTATT T T AATC TTIATGETTAMMAGATA 2335
TTATAACCTTRATTT ACAAGARRCTTCTACE AL GGEAGG AT AGAGACTT TAAC G TLACT TA ARARGT T TEOT TEACTCCTETACATARARGTTACAAATACCARTTTTCTAT

Anchor -1320 Sensor -1320mt

TETACATGCACAGATATATAC ATGT AC AGAAA TGAGAAT TACTTCAGAATTGGTGT TAACTTTAGAAAARAAAAGAT AMGRACTTACTCTTGGTATT TACAMATTTATT TCTakA 2451
AT TAO TG AT AT AT e T A Te T T T A T T T A TR G T TTAA S LA A TG A T CTTT T T T TECTTC T TCAA T CACAAC CATAM TOTTT AR TARAGATTT

e —

-1320 R

-554 F

GTTCCCAMCAGATTTOTAGIGAAGAMAAT IGGAGAAACATTATTACC TTTTCTTAGATOTTHA, AACGAGGC AN A RGOACTOCAARAGARAATTGTGTGTCODCC ATTCCT AR J023
A TG T LA AT T T T T TAACCTC T T TS TAR TAATCCARAAG AR TCTAC AR COCTTC O T CCCTTCT TCCTEACCTTTTCTTITAACACACACCLICTARCEATTT

i
"

TANTCARAATTCoCAGTAGEATLGANG A CCATTOSGGTT TTAGEGC TATTACSSTTTCATCARGECAAT G TATTCCCTGCAGR TTTT AR GGAG ARRAAGGCTCTOGRRAATTGR 145
ATTAGTTTTAACCGTCATCOCTACCTTCTOGT AR OOTARAA TCOCGACAATCC Chnd GTAGTTCRGT TR ATaMC00A0GETCTadaA TTCCTCTT TTTCCOOGMCCTTTTAACT
A - ]

Anchor -554 Sensor -554wt

GGG TG L T T TAT T T T AC O T A DAL GACTAC T CTATCTC T TCCOC A L LT TC T TOCATCTCOCTCCTITAGA TOTG TT T ACAGARGAG TN AG 261
CACTACAATCOORCGARRCART RAAARGTCACGATOGTTTCTRATTGAGAT AGAGAGACSGST TEOGAAG AGACET AGACCCAGGAAATC TACAC ARACGTCTCTTCTCACCGETC

——

-654 R

C OPRF

ggcgaaaggaagcggctgaggcegecttggaaccegaaaagtcteggtgectectggectacctegcacagecggtgeccgeccggecgte
ccgctttecttogoocgactcegegaaccttgggecttttcagagecacgaggaccgatggagegtgt cgoccacgggcgggccggcag

agtaccatggacagcagcgctgocccccacgaacgccagcaattgcactgatgecttggegtactcaagttgotccccagcacecag
tecatggtacctgtegtcgcgacgggggtgcttgeggtecgttaacgbtgactacggaaccgcatgagttecaacgaggggtecgtgggte

Sensor 40N 40 Anchor

coccocggttoctgggtcaacttgtocccacttagatggcaacctgtcocgacccatgoggt cocgaacageaccaacctgggegggagag
ggggccaaggacccagttgaacagggtgaatctaccgttggacaggctgggtacgeccaggcttggegtggttggacecgecectete

acagcctgtgecctecgaccggeagteccteccatgatcacygy
tgteggacacgggaggctyggcecgtcagggaggtactagtgee

OPRA

Abbildung 14: Lage der Primer und Hybridisierungssonden
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Durchfiihrung:

Verwendete Primer und Sonden:

Bezeichnung  Position Mutation

Sequenz (in 5° = 3 Richtung)

-1320 F

-1320 R

AATTATATGCTTTAATGTAAGAGGAT

ACCAATTCTGAAGTAATTCTCAT

Sensor-1320mt A-1320G AATACATGTCCCCAGTTGGTCT—FL

Anchor-1320 LC Red640-GAAAAATTCACTGCAATTTCAGGGAGCA--PH
-554 F GAGAAACATTATTACCTTTTCTTAGA

-554 R AGTTAGTCTTTGGTAGCAGTGA

Sensor-554wt G-554 A GCCCTAAAACCCCAATGC—FL

Anchor-554 LC Red705-CTTCCATCCCTACTGCCAATTTTGAT--PH
OPRF GCTTGGAACCCGAAAAGTCT

OPR A GGAGGGCACAGGCTGTCTCT

Sensor40N A+118G CACTTAGATGGCAACCTGTCC--FL

40Anchor LC Red640-CCCATGCGGTCCGAACCGCACCA--PH

Tabelle 21: Verwendete Sonden und Primer zur Detektion der MOR-Genvarianten. Die Num-
merierung der Nukleotidpositionen erfolgte nach Hoehe (Hoehe et al., 2000).

RT-PCR

-1320/-554: Komponenten Volumen Endkonzentration
ddHO0, steril, PCR-rein 2,8 ul -
MgCl, (25mM) 3,2l 5 mM
LightCycler-FastStart DNA
Master Hybridization Probes (10x 2 ul I x
konz.)
Primer -1320 F 0,5 ul 0,5 uM
Primer -1320 R 0,5 ul 0,125 uM
Primer -554 F 0,5 ul 0,5 uM
Primer -554 R 0,5 ul 0,125 uM
Sensor-1320mt 2 ul 0,2 uM
Anchor-1320 2 ul 0,2 uM
Sensor-554wt 2 ul 0,2 uM
Anchor-554 2 ul 0,2 uM
genomische DNA 2 ul 200 ng
Endvolumen 20 ul -

Tabelle 22: PCR-Reaktionsansatz zur Detektion von G-554A und A-1320G
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PCR-Programm:

1 Zyklus 95°C 10 min Denaturierung
95°C 15 sec

50 Zyklen | 50°C 10sec - Detektion  Amplifikation
72°C 10 sec
95°C 10 sec

1 Zyklus 40°C 120 sec Schmelzkurve
80°C 0 sec

1 Zyklus 40°C  20sec Kiihlung

Tabelle 23: PCR-Programm zur Detektion von G-554A und A-1320G

RT-PCR +118:
Komponenten Volumen  Endkonzentration
ddH»O0, steril, PCR-rein 8 ul -
MgCl, (25mM) 2 ul 3,5 mM
LightCycler-DNA Master 2 ul 1 x
Hybridization Probes (10x konz.) H
Primer OP17 1 pul 0,25 uM
Primer OPR A 1 pl 1 uM
Sensor40N 2 ul 0,2 uM
40Anchor 2 ul 0,2 uM
genomische DNA 2 ul 200 ng
Endvolumen 20 pl -

Tabelle 24: PCR-Reaktionsansatz zur Detektion von A+118G

PCR-Programm:

1 Zyklus 95°C 10 min Denaturierung
95°C 3 sec

30 Zyklen | 63°C 10sec - Detektion Amplifikation
72°C 10 sec
95°C 20 sec

1 Zyklus 40°C 20 sec Schmelzkurve
90°C 0 sec

1 Zyklus 40°C  30sec Kiihlung

Tabelle 25: PCR-Programm zur Detektion von A+118G

2.6 Reportergen-Konstrukte

Die Anwendung von Reportergen-Assays ermdoglicht es, regulatorische Elemente von Genen

zu identifizieren und zu untersuchen. Die dabei verwendeten Reportergen-Konstrukte
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bestehen aus der kodierenden Sequenz des ,,Reporters®, einem fluoreszierenden Protein oder
einem Enzym (z.B. Luciferase) und einem Teil der regulatorischen Sequenz des zu
untersuchenden Genes. Beide Elemente sind integriert in ein resistenztragendes Plasmid.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega) gearbeitet. Ein 2577 bp grofler Abschnitt aus dem Bereich der 5°-flankierenden
Region des humanen MOR-Gens sowie eine Serie von 5'-Deletionen dieses Sequenz-
abschnittes wurden in einen pGL3-Luciferase Vektor (Promega) kloniert. Durch gerichtete
Mutagenese wurden anschlieBend weitere 8 Konstrukte mit je einem Polymorphismus
hergestellt. Die jeweiligen Reportergen-Konstrukte wurden zusammen mit einem pRL-tk
Kontrollvektor (Promega) in die MOR exprimierende Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y
transient kotransfiziert. AnschlieBend wurden die aus den Transfektionsansédtzen gewonnenen

Lysate in einem Dual-Luciferase-Assay eingesetzt.

2.6.1 Plasmid Konstruktion

Zur Amplifizierung der 5°-flankierenden Sequenzabschnitte des humanen MOR-Gens wurde
aus peripherem Blut isolierte DNA (2.2) verwendet. Zur Amplifizierung des 2577 bp groB3en
Promotorfragments sowie der 5°-Deletionsfragmente, welche alle am 3'-Ende bis zur
Position -32 reichten und die wichtigsten Transkriptionsstartpunkte umfassten, wurde der
Primer OL zusammen mit dem je nach Fragment zugehorigen Primer OU1-OUG6 (siehe Tab.

28) in die jeweilige PCR eingesetzt.

PCR

OUI-0U6 Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O, steril, PCR-rein 20,25 pl -
Pfu DNA Polymerase 10x Puffer 2,5 ul 1x
dNTP 1 ul 100 uM
Primer: OL 0,5 ul 0,5 uM
Primer: OU1-OU6 0,5 ul 0,5 uM
Pfu DNA Polymerase 0,25 ul 0,5-0,75U
genom. DNA 1 ul 100 ng
Endvolumen 25 ul -

Tabelle 26: PCR-Reaktionsansatz zur Amplifizierung der 5°-Deletionsfragmente
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PCR-Programm: 1 Zyklus 95°C 1:30 min
95°C 30 sec
2 Zyklen 63°C 20 sec
72°C 2:30 min
95°C 20 sec
33 Zyklen 68°C 20 sec
72°C 2:30 min
1 Zyklus 72°C 10 min
1 Zyklus 4°C 0

Tabelle 27: PCR-Programm zur Amplifizierung des 2577 bp gro3en Promotorfragments

Die 5'-Deletionsfragmente wurden unter &hnlichen Bedingungen, mit angepassten
Annealingtemperaturen und verkiirzten Extensionszeiten, durchgefiihrt. Zum Erhalten der
Hind III und Kpn I Restriktionsstellen wurden bei allen Reaktionen zwei Zyklen mit

niedrigeren Annealingtemperaturen vorgeschaltet.

Verwendete Primer:

r]?jizich- Sequenz (in 5 > 3'Richtung) g:gggkt— CP}lllelsurﬁjgdbezei gsmotomosit
OL CCCAAGCTTGGGTAGCCAGGAGCACCGAGAC

Ooul GGGGTACCCCGCCCAGTGAAGAGACCTAC 328bp  pGL3-328bp -364 > -36
ou2 GGGGTACCCCTCAAAATTGGCAGTAGGGA 552bp  pGL3-552bp -588 > -36
ou3 GGGGTACCCCCCTCCCTGCTCCCTGAAA 1329bp pGL3-1,3kb -1365 > -36
ou4 GGGGTACCCCGCAGACCTCCCTTAGGAAC 2577bp pGL3-2.6kb -2613 > -36
ous GGGGTACCCCTACTGGATGCCACAACCTT 849bp  pGL3-849bp -885 = -36
Oou6 GGGGTACCCCTCAGGGCAAATTTAGGTCA 2059 bp pGL3-2,06 kb -2095 > -36
ou7 GGGGTACCCCCTTCCAGCCTCCGAATACC 263bp  pGL3-263bp -299 -> -36

Tabelle 28: Verwendete Primer zur Amplifizierung des 2577 bp grofen Promotor-
fragmentes und der 5°-Deletionsfragmente. Die unterstrichenen Sequenzen zeigen die
KpnI und Hind III Restriktionsstellen.
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Restriktionsverdau:

Komponenten Volumen Endkonzentration

ddHO0, steril 38 ul -

NEB-2 5pl Ix Inkubation:

Hind 111 1 ul 20U iiber Nacht bei 37°C
Kpn I 2 ul 20U

Plasmid 5ul Sug

Endvolumen 50 pl -

Tabelle 29: Reaktionsansatz Restriktionsverdau

Anschliefend wurden die PCR-Produkte einem A-Tailing unterzogen, in einen TA-cloning
Vektor pGEM-T Easy kloniert und in kompetente JM109 E. coli Zellen transformiert. Die
gesamte Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben (Promega). Bei der Transformation
wurde der Hitzeschock jedoch nach Standardprotokollen (Sambrook and Russel, 2001) auf
90 Sekunden verldngert. Positive Kolonien wurden weiter kultiviert und deren Plasmid-DNA
mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) isoliert. Mit den rekombinanten pGEM-T
Easy Plasmiden wurde ein Hind III / Kpn I Restriktionsverdau durchgefiihrt, die Restriktions-
fragmente im Agarose-Gel differenziert und mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)
isoliert. Danach wurden die isolierten Promotorfragmente jeweils in einen promotorlosen
pGL3-basic Vektor subkloniert, in JM109 E. coli Zellen vervielfdltigt und anschlieBend
isoliert. Die Inserts der daraus gewonnenen pGL3-Plasmide (Tab. 28) wurden zur Verifizie-
rung der Sequenz und der Ausrichtung innerhalb des Plasmids in beide Richtungen
sequenziert (4baselab).

Von den plasmidtragenden E. coli Zellen wurden zusitzlich Glycerinstocks hergestellt,
indem 0,5 ml der jeweiligen Kultur in einem Volumenverhéltnis von 1:1 mit sterilem 50%
igen Glycerin vermischt und bei -80°C gelagert wurden. Zur Gewinnung groferer Plasmid-
DNA Mengen wurden neue Kulturen aus den Glycerinstocks herangezogen und aus diesen
mit dem QIAfilter Plasmid Midi-Kit nach Herstellerangaben (Qiagen) die Plasmid-DNA

prapariert.

2.6.2 Mutagenese

Fiir die gerichtete Mutagenese wurde das GeneTailor Site-Directed Mutagenesis System
(Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet und die methylierten Wildtyp-Vektoren

pGL3-552 bp, pGL3-1,3 kb und pGL3-2,06 kb eingesetzt. Die Mutagenesereaktion wurde
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mit zwei sich Uberlappenden Primern durchgefiihrt (Tab. 33), wobei ein Primer die
gewlinschte Mutation enthielt. Im Anschluss wurden die jeweiligen Produkte in DHS5a-T1
E. coli (Invitrogen) transformiert und mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)
isoliert. Die Inserts der hieraus gewonnenen Plasmide wurden in voller Lidnge und in beide
Richtungen sequenziert, um den Einbau der ,,gewiinschten* Mutation zu tiberpriifen, sowie
den Einbau von weiteren Mutationen auszuschlieBen. Im Anschluss wurden die Promotor-
fragmente mit Mutation erneut mittels Hind IIT / Kpn I Restriktionsverdau und Ligation in
einen pGL3-basic Vektor subkloniert, um eventuelle Polymerasefehler der Mutagenese-
reaktion in den Plasmidelementen auszuschlieBen. Neben Transformation in JM109 E. coli
Zellen, Kultivierung und Plasmidpriaparation wurden auch von diesen Kulturen Glycerin-
stocks hergestellt. Zur Gewinnung gréferer Plasmid-DNA Mengen wurden neue Kulturen
aus den Glycerinstocks herangezogen und aus diesen mit dem QIAfileter Plasmid Midi-Kit

nach Herstellerangaben (Qiagen) die Plasmid-DNA prépariert.

Durchfiihrung:
Methylierung:
Komponenten Volumen
Plasmid DNA 100 ng
Methylierungs Puffer 1,6 pl
10 x SAM 1,6 pl
DNA-Methylase (4U/ul) 1,0 ul
Steriles, destilliertes Wasser X
Endvolumen 16 pul
Tabelle 30: Reaktionsansatz Methylierung
Mutagenese:
Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O, steril, PCR-rein 38,5 ul -
High Fidelity PCR Puffer 10x 5ul 1x
dNTP 1,5 ul 300 uM
MgSOj4 (50 mM) 1l 1 mM
Primer (je 10 uM) 1,5 ul je 0,3 uM
Platinum Taq High Fidelity 0,5 ul 25U
Methylierte Plasmid-DNA 2 ul -
Endvolumen S5l -

Tabelle 31: PCR-Reaktionsansatz fiir die Mutagenesereaktion
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PCR-Programm Mutagenese:

1 Zyklus 94°C 1:00 min
94°C 30 sec

20 Zyklen | 55°C 30 sec
68°C 6 :30 min

1 Zyklus 68°C 10 min

1 Zyklus 4°C o0

Tabelle 32: PCR-Programm der Mutagenesereaktion

Mutageneseprimer
Bezeichnu Position C e - Plasmid-
. Sequenz (in 5° > 3'Richtung) .

ng Mutation bezeichnug
M10U AGGAGAATGTCAGATGCTCATCTCGGTCCCCT

G-172T pGL3-552 bp-172mut
MI10L TGAGCATCTGACATTCTCCTCTGCGTATAG
MOU GCAGCGGTGCGGGGAGGTGGTGAGCCTCTGT

A-236G pGL3-552 bp-236mut
MOL CACCTGCCCCGCACCGCTGCAGGAGGGGAG
MS8U AGGGATGGAAGAGCATTGGGATTTTAGGGCTG

G-554A pGL3-552 bp-554mut
MS8U CCCAATGCTCTTCCATCCCTACTGCCAATT
Me6U TTTGTTTTAACAACCTTCTTATCAGAAGCATA

C-995A pGL3-1,3 kb-995mut
M6L AAGAAGGTTGTTAAAACAAAACAAAATTTG
M5U GCTTTTCCTAGAATTTTTACGCTAGAAAACAG

A-1045G pGL3-1,3 kb-1045mut
M5L GTAAAAATTCTAGGAAAAGCCACATAATAT
M4U GAATTTTTCAAGACCAACTGGGGACATGTATT

A-1320G pGL3-1,3 kb-1320mut
MA4L CAGTTGGTCTTGAAAAATTCACTGCAATTT
M3U AAAGCTGATTTATAAAATGATTITGACTCCAAGG

-1699insT pGL3-2,06 kb-1699mut
M3L TCATTTTATAAATCAGCTTTGTAACTTTGT
MI1U CCTGTAGGGTAAAGTAACATATCCAAACTCAT

G-1748A pGL3-2,06 kb-1748mut
MIL ATGTTACTTTACCCTACAGGATGACAGTCT

Tabelle 33: Verwendete Primer fiir die Mutagenesereaktionen. Die Sequenzpositionen
richten sich nach Wendel und Hohe (Wendel and Hoehe, 1998).
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2.6.3 Transfektion

Alle fiir die Transfektion verwendeten Plasmide wurden mit dem QIAfilter Plasmid Midi-Kit
(Qiagen) prapariert. Die Ausbeute und die Reinheit der isolierten Plasmid-DNA wurden
photometrisch ermittelt.

Zur Transfektion wurden SH-SYSY Zellen benutzt, welche zwei Tage vor der Transfektion
in 6-well Platten passagiert wurden, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine
Konfluenz von 50%-70% aufwiesen. Die Zellansidtze wurden jeweils mit 2,4 pg des
Reportergen-Konstrukts und 0,1 pg des Renilla-Luciferase Vektors pRL-TK unter Anwen-
dung von Transfectam (Promega) nach Herstellerangaben transfiziert. Hierbei wurde das
Protokoll fiir Medium ohne Serum angewendet und eine Inkubationszeit von 2 Stunden
gewdhlt. Im Anschluss wurden die Transfektionsansidtze abgezogen, je 2 ml Komplett-

medium/well auf die Zellen gegeben und diese fiir weitere 48 Stunden wachsen gelassen.

2.6.4 Luciferase-Assay

Im Luciferase-Assay wird Luciferin durch Firefly-Luciferase unter Freisetzung von Licht zu
Oxyluciferin umgewandelt. Die Aktivitit des jeweiligen Promotorfragmentes ldsst sich im
Luciferase-Assay durch die messbare Lichtemission bestimmen. Je stirker die Promotor-
aktivitdt, desto mehr Firefly-Luciferase-Protein wird gebildet, desto grofler die Lichtemis-
sion. Das Einsetzen des Kontrollvektors pRL-TK, welcher die Renilla-Luciferase exprimiert,
dient als interne Kontrolle und minimiert experimentelle Variabilitéten.

Der Luciferase-Assay wurde mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen aktiv lysiert und von dem
gewonnenen Lysat 20 ul in den Assay eingesetzt. Die Messung erfolgte mit einem Centro LB
960 Luminometer (Berthold). Von allen Werten der transfizierten Zellen wurde der Wert der
unbehandelten Zellen subtrahiert und die Luciferase-Aktivitét als Verhiltnis von Firefly- und

Renilla-Luciferase-Aktivitat dargestellt.

Luciferase-Aktivitit = Signal Firefly-Luciferase / Signal Renilla-Luciferase
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2.7 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Der EMSA ist eine Methode, die es ermdglicht DNA-Fragmente und DNA-Bindeproteine,
welche an Protein-DNA-Wechselwirkungen beteiligt sind, zu identifizieren und zu charakte-
risieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden Abschnitte der 5'-flankierenden Sequenz des humanen
MOR-Gens um die Positionen der Varianten G-554A und A-1320G mittels EMSA unter-
sucht. Hierfiir wurden Oligonukleotide aus der jeweiligen umgebenden Sequenz entwickelt,
welche einmal die Wildtypsequenz und einmal die Mutationssequenz aufwiesen. Da die
Variante G-554A in einer bekannten NFkB Bindestelle liegt (Kraus et al. 2003), wurden
zusitzlich NFkB spezifische Oligonukleotide verwendet. Die jeweiligen Oligonukleotide
wurden zusammen mit dem Nuklearextrakt der MOR exprimierenden Neuroblastomzelllinie
SH-SYS5Y in den EMSA eingesetzt. Zur Durchfiihrung der Assays wurde der DIG Gel Shift

Kit, 2nd Generation (Roche) nach Herstellerangaben verwendet.

2.7.1 Nuklearextraktion

Die Nuklearproteinextraktionen wurden mit Hilfe des NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents Kit (Pierce) nach Herstellerangaben durchgefiihrt und die gewonnenen

Proteine bei -80°C gelagert.

2.7.2 Proteinbestimmung

Die Proteinquantifizierung der Nuklearextrakte erfolgte photometrisch. Hierzu wurde der

BCA Protein Assay Kit (Pierce) nach Herstellerangaben verwendet.

2.7.3 Doppelstrangsynthese und Markierung der Oligonukleotide

Die Doppelstrangsynthese der einzelstrangigen Oligonukleotiden (Tab. 34) und deren Dig-
oxigenin-Markierung am 3 Ende wurde mit dem DIG Gel Shift Kit 2nd Generation (Roche)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir die Doppelstrangsynthese wurden je 4 pmol der
komplementiren Oligonukleotide eingesetzt und die Effizienz der Markierung durch einen

Detektions-Assay iiberpriift.
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Verwendete Oligonukleotide:

Bezeichnung Position Mutation Sequenz (in 5° > 3 Richtung)

NFkB1 GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT
NFkB2 AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC

O3a -554 wt GAGCATTGGGGTTTTAGGGCTGTTA
03b AACAGCCCTAAAACCCCAATGCTCT
O4a G-554A GAGCATTGGGATTTTAGGGCTGTTA
04b AACAGCCCTAAAATCCCAATGCTCT
O5a -1320 wt TTCAAGACCAACTGAGGACATGTATT
O5b ATACATGTCCTCAGTTGGTCTTGAAA
O6a A-1320G TTCAAGACCAACTGGGGACATGTATT
06b ATACATGTCCCCAGTTGGTCTTGAAA

Tabelle 34: Verwendete Oligonukleotide, die Sequenzpositionen richten sich nach Wendel
und Hohe (Wendel and Hoehe, 1998).

2.7.4 Gelshift-Reaktion

Die Gelshift-Reaktion wurde nach Angaben des Herstellers mit dem DIG Gel Shift Kit 2nd
Generation (Roche) durchgefiihrt. Hierbei wurden je 112 fmol doppelstrangige und Dig-
markierte Oligonukleotide zusammen mit 15 pg Nuklearextrakt von SH-SYSY Zellen
eingesetzt. Zusidtzlich wurden je 0,1 pg poly L-lysine und lug des unspezifischen
Kompetitors poly-[dCI-C)] verwendet. Um eventuelle Unterschiede in der Bindungsaktivitit
der DNA-Fragmente zum Proteinextrakt zwischen den Wildtypsequenzen und den dazu-
gehorigen Sequenzen mit Variante festzustellen, wurden in den jeweiligen Reaktionen noch
2,5 — 15 pmol unmarkierte ,,kalte* Sonden als spezifische Kompetitoren zugefiigt.

Fiir Immunoshift-Experimente wurde das Nuklearextrakt zusammen mit dem entsprechenden

Antikorper 30 Minuten auf Eis priainkubiert.

2.7.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Blot

Im Anschluss an die Gelshift-Reaktionen wurden die Ansdtze zusammen mit 5 pl Ladepuffer
auf ein 6% iges natives Polyacrylamidgel aufgetragen und in 0,5 x TBE Puffer elektrophore-
tisch aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte fiir 240 Minuten bei einer Spannung von 100V.

Darauf folgend wurde ein Blot im Semi-dry-Verfahren auf eine Nylonmembran bei 25V fiir
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50 Minuten durchgefiihrt. Danach wurde die Membran auf einen mit 2 x SSC durchtrinkten

Whatman-Filter gelegt und die Oligonukleotide durch UV-Crosslinking fixiert.

2.7.6 Chemilumineszenz Detektion

Die Detektion wurde unter Anwendung des DIG Gel Shift Kits 2nd Generation (Roche) und
des DIG Wash and Block Buffer Sets (Roche) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Belichtung des Chemiluminescent Detection Films (Roche) erfolgte fiir 30-40 Minuten, die
anschlieBende Entwicklung wurde mit dem Kodak X-OMAT 5000RA System vorgenom-

men.

2.7.7 Detektion von MZF1-Transkripten

Zur Detektion von MZFI1-Transkripten wurde von der Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y
sowie aus Vollblut RNA isoliert, diese in cDNA transkribiert und anschliefend in die
Echtzeit-PCR eingesetzt. Die Auswertung der PCR erfolgte liber Schmelzkurvenanalyse und
Auftrennung in einem 1,5 % igen Agarose-Gel fiir 30 min bei 100V und anschlieBender

Visualisierung durch Ethidiumbromid.

Verwendete Primer:
Bezeichnung Sequenz (in 5° &> 3 Richtung)

MZF1-L: GACTCCTGGGTGGCAGCTAGA
MZF1-U: GCCCAAGACACCTCCTAGGAC

Tabelle 35: Verwendete Primer zur Amplifizierung von MZF1-Transkripten

PCR-MZF1:
Komponenten Volumen Endkonzentration
ddHO0, steril, PCR-rein 10 pl -
Primer: MZF1-L 0,5 ul 0,5 uM
Primer: MZF1-U 0,5 ul 0,5 uM
LC-FastStart DNA Master’ ™ 4l 1 x
SYBR Green I, 5 x konz.
cDNA 5ul -
Endvolumen 20 pnl -

Tabelle 36: PCR-Reaktionsansatz zur Amplifizierung von MZF1-Transkripten
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PCR-Programm

1 Zyklus 95°C 10 min Denaturierung
95°C 20 sec

45 Zyklen | 63°C 5S5sec > Detektion Amplifikation
72°C 5 sec
95°C 10 sec

1 Zyklus 40°C 120 sec Schmelzkurve
99°C 0 sec

1 Zyklus 40°C  30sec Kiihlung

Tabelle 37: PCR-Programm zur Amplifizierung von MZF1-Transkripten

2.8 Verwendete Programme und Datenbanken

Primerdesign: Oligo (MedProbe)

Sequenzanalyse: Gendoc: http://www.psc.edu/biomed/genedoc/

Statistik: GraphPad Prism 3.0
SPSS fiir Windows

Blast (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Chromas: http://www.technelysium.com.au/chromas.html

TFSEARCH: http://mbs.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html

TESS: http://www.cbil.upenn.edu/tess
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3. Ergebnisse

3.1 Genotypisierung von PM-assoziierten Variationen des CYP2D6 bei Schmerz-
patienten

Um die Héaufigkeit von PM-assoziierten genomischen Varianten bei Schmerzpatienten zu
ermitteln, wurde mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse eine zuver-
lassige und schnelle Methode zur Genotypisierung von fiinf SNPs entwickelt.

AnschlieBend wurde ein Patientenkollektiv von 323 Individuen mittels dieser Methode
genotypisiert. Zusitzlich wurde in diesem Kollektiv die Variante *5 (Nullallel) mittels

konventioneller PCR mit anschlieBender Detektion im Agarose-Gel bestimmt.

3.1.1 Praamplifikat

Um eine Amplifikation der Pseudogene CYP2D7 und CYP2DS8 zu vermeiden, wurde von
allen untersuchten Patientenproben ein Pridamplifikat mittels konventioneller PCR erzeugt.

Alle PCR-Produkte zeigten nach der Auftrennung die erwartete Grof3e von 1,65 kb (Abb. 15)
und wurden je nach Bandenstéirke 1:10 bis 1:100 verdiinnt in die Genotypisierungen mittels

Echtzeit-PCR als Template eingesetzt.

®X RF
174 DNA/
Hindlll

/ESSORSR IR OS2 35 14" 15" 68 7

D D S e — - -_— _— T - 1,654kb

Abbildung 15: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem 1% igen
Agarose-Gel. Aufgetragen wurden jeweils 5 ul PCR-Produkt sowie 0,2 ng des Standards.
Alle Produkte zeigen eine Fragmentgrof3e von 1,65 kb.
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3.1.2 Genotypisierung mittels Echtzeit-PCR

Mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse wurde ein schnelles und
zuverladssiges Verfahren zur Genotypisierung von fiinf mit dem PM-Genotyp assoziierten
SNPs entwickelt. Die Differenzierung der jeweiligen Genotypen erfolgte durch die der PCR
anschlieBenden Schmelzkurvenanalyse, bei welcher sich jeder mogliche Genotyp (Wildtyp,
heterozygot und homozygot fiir die Variante) mit einem spezifischen Schmelzverhalten der
Hybridisierungssonden in Abhdngigkeit zur Temperatur darstellte.

Aufgrund der rdumlichen Nihe der Varianten *4, *6, und *8 bot es sich an, diese gemeinsam
in einem PCR-Produkt zu analysieren und die Varianten *3 und *7 zusammen in einem

zweiten PCR-Produkt zu detektieren.

3.1.2.1 CYP2D6 *3 und *7

Fiir die Genotypisierung dieser beiden Varianten wurde fiir CYP2D6*3 eine LightCycler-
Red705 markierte Hybridisierungssonde und fiir CYP2D6*7 eine LightCycler-Red640
markierte Hybridisierungssonde eingesetzt. Hierdurch konnten die beiden Varianten in
verschiedenen Fluoreszenzkanilen detektiert und differenziert werden. Fiir beide Varianten
wurden mutationsspezifische Sonden verwendet, wodurch in der ersten Ableitung der
Fluoreszenzpeak der Variante einen hoheren Schmelzpunkt aufweist als der Fluoreszenzpeak
des Wildtyps.

Um spezifische und eindeutige Fluoreszenzpeaks zu erhalten, wurden in der PCR
verschiedene MgCl,-Konzentrationen (Abb. 16) und unterschiedliche Annealingtemperaturen
(Abb. 17-19) getestet. Die Sondenspezifitét fiir die Varianten *3 und *7 wurde anfangs in

getrennten Reaktionen iiberpriift.
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Abbildung 16: Fluoreszenzschmelzkurven nach unterschiedlichen MgCl,-Konzentrationen
in den PCR-Ansétzen bei einer Annealingtemperatur von 55°C. Die MgCl,-Konzentration
der gestrichelten Kurven wurde fiir die Genotypisierungen verwendet.
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Abbildung 17: Fluoreszenzschmelzkurven nach einer Annealingtemperatur von 60°C

Die Genotypisierung des Patientenkollektivs wurde mit einer 3 mM MgCl,-Konzentration

und einer Annealingtemperatur von 65°C durchgefiihrt (Abb. 18, 19).
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Abbildung 18: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Variante CYP2D6 *3.
Dargestellt ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im
Fluoreszenzkanal 3 [-d(F3)/dT]. Die Schmelzkurvenanalyse zeigt acht Individuen mit
einem homozygoten Wildtyp-Allel an Position 2637 (wt 2637A), ein homozygotes
Individuum mit *3/*3 Genotyp (*3 2637A del), zwei heterozygote Individuen mit
Wildtyp/*3 Genotyp (*3 2637A del) sowie die Negativkontrolle.
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Abbildung 19: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Variante CYP2D6 *7.
Dargestellt ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im Fluoreszenzkanal
2 [-d(F2)/dT]. Die Schmelzkurvenanalyse zeigt zwolf Individuen mit einem homozygoten
Wildtyp-Allel an Position 3023 (wt 3023A), die Richtung fiir die erwartete Verschiebung der
Variante (*7 3023C) sowie die Negativkontrolle.

3.1.2.2 CYP2D6 *4, *6 und *8

Zur Genotypisierung dieser drei Varianten wurden fiir CYP2D6 *4 und *6 LightCycler-
Red640 markierte Hybridisierungssonden eingesetzt und fiir CYP2D6 *8 eine LightCycler-
Red705 markierte Hybridisierungssonde verwendet.

Um eine simultane Detektion von CYP2D6 *4 und *6 im Fluoreszenzkanal 2 durchzufiihren,
war es wichtig, dass sich die Fluoreszenzpeaks nicht iiberlagerten. So wurden die Sonden zur
Detektion dieser Varianten anfangs in getrennten Kapillaren getestet. Hierbei zeigten sich
nach Verwendung einer mutationsspezifischen Sonde zur Detektion der Variante *4 deutlich
differenzierbare Fluoreszenzpeaks fiir den Wildtyp und die Variante.

Mit einer mutationsspezifischen Sonde zur Detektion der Variante *6 konnte kein eindeutiger
Fluoreszenzpeak fiir einen homozygoten Triger dieser Variante erzeugt werden. Zudem
iiberlagerten sich die Fluoreszenzpeaks der Sondensysteme zur Detektion der Varianten *4
und *6 bei bestimmten Genotypkonstellationen (Abb. 20A). Aus diesen Griinden wurde eine
wildtypspezifische und um zwei Nukleotide verldngerte Sonde zur Detektion der Variante *6
getestet. Nach Verwendung dieser Sonde zeigten sich in einem erhéhten Temperaturbereich
deutlich differenzierbare Fluoreszenzpeaks fiir den Wildtyp und die Variante, welche sich

nicht mehr mit dem Fluoreszenzpeak fiir die Variante *4 tiberlagerten (Abb. 20B).
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Abbildung 20: A: Fluoreszenzschmelzkurven nach getrennten PCR-Reaktionen zur Detek-
tion der Varianten CYP2D6*4 und *6. B: Vergleich der Fluoreszenzschmelzkurven nach
Verwendung der wildtypspezifischen (wt Sonde) und der mutationsspezifischen (del Sonde)
Sonde zur Detektion der Variante CYP2D6*6.

Die Analyse der Variante CYP2D6*8 erfolgte im Fluoreszenzkanal 3. Die Bedingungen zur
Detektion dieser Variante wurden anfangs getrennt von den Bedingungen zur Detektion der
Varianten CYP2D6 *4 und *6 ausgetestet. Dabei lie sich mit der zuerst verwendeten
mutationsspezifischen Sonde kein optimales Ergebnis erzielen. Deshalb wurde eine um ein
Nukleotid verldngerte und wildtypspezifische Sonde zur Detektion der Variante *8 getestet.
Mit dieser Sonde lieBen sich deutliche verbesserte Signale erzielen (Abb. 21), so dass diese

fiir alle nachfolgenden Versuche weiterverwendet wurde.
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Abbildung 21: Fluoreszenzschmelzkurven der beiden getesteten Sonden zur Detektion der
Variante *8. A: mutationsspezifische Sonde. B: wildtypspezifische und um ein Nukleotid
verlangerte Sonde

Nachdem die Bedingungen der Einzelreaktionen ausgetestet wurden, galt es, die optimalen
Bedingungen fiir den Gesamtansatz mit einem Primerpaar und den drei Sondensystemen zu
finden. Hierflir wurden unterschiedliche Primer-, Sonden- und MgCl,-Konzentrationen unter
verschiedenen PCR-Bedingungen getestet. Die besten Ergebnisse wurden nach Verwendung

von je 0,5 pM Primer, 0,15 uM Sonde und 3 mM MgCl, erzielt, so dass die Genotypisie-
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rungsstudie des Patientenkollektivs unter diesen Bedingungen durchgefiihrt wurde (Abb. 22-
24):
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Abbildung 22: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Variante CYP2D6 *8.
Dargestellt ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im
Fluoreszenzkanal 3 [-d(F3)/dT]. Die Schmelzkurvenanalyse zeigt sechs Individuen mit einem
homozygoten Wildtyp-Allel an Position 1846 (wt 1846G), die Richtung fiir die erwartete
Verschiebung der Variante (*8 1846T) sowie die Negativkontrolle.

Da durch die simultane Detektion von CYP2D6 *4 und *6 im Fluoreszenzkanal 2 bis zu vier
verschiedene Fluoreszenzpeaks zu sehen waren, wurden bei der Genotypisierung des Patien-

tenkollektivs zur Identifizierung der Genotypen in jedem Lauf zwei Kontrollen mitgefiihrt

(Abb. 23).
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Abbildung 23: Fluoreszenzschmelzkurven der Kontrollen: 1. Kontrolle: homozygot fiir die

Variante *4 und Wildtyp fiir Position 1795; 2. Kontrolle: Wildtyp fiir Position 1934 und
homozygot fiir die Variante *6
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Abbildung 24: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Varianten CYP2D6 *4 und *6.
Dargestellt ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im
Fluoreszenzkanal 2 [-d(F2)/dT] von zwolf Individuen und der Negativkontrolle. Die
Schmelzkurvenanalyse zeigt fiinf Individuen mit homozygoten Wildtyp-Allelen fiir die
Positionen 1934 (wt 1934G) und 1795 (wt 1795T), zwei Individuen homozygot fiir das
Wildtyp-Allel an Position 1934 und fiir die Variante *6 (*6 1795T del), zwei Individuen
homozygot fiir die Variante *4 (*4 1934A) und fiir das Wildtyp-Allel an Position 1795 sowie
drei Individuen heterozygot fiir die Variante *4 und homozygot Wildtyp fiir die Position
1795.

3.1.2.3 Weitere Genotypen

Bei der Genotypisierung der CYP2D6-Varianten *3 und *7 am Patientenkollektiv zeigten
zwei Patienten einen um 1,8 °C verschobenen Fluoreszenzpeak im Kanal 2. Nach der
Sequenzierung dieser Proben zeigte sich, dass es sich um einen G=>A Basenaustausch an
Position 3027 im Exon 6 handelte. Zwei weitere Individuen zeigten einen atypischen
Schmelzkurvenverlauf im Kanal 2 bei der Analyse der Allele *4 und *6. Die Schmelzkurve
des ersten Individuums zeigte einen Fluoreszenzpeak zwischen den Peaks fiir die Varianten
*4(63,9°C) und *6 (67,9°C) bei 66,3°C (Abb. 25). Die Sequenzanalyse zeigte, dass es sich in
diesem Fall um einen heterozygoten Trager des *4-Genotyps handelte, der zusétzlich
heterozygot fiir einen C=>G Basenaustausch an Position 1792 im Exon 3 ist, welcher zu
einem Aminosdureaustausch von GIn—=>Glu an Position 150 fiihrt. Die Sequenzierung der
zweiten DNA-Probe zeigte ebenso keine Deletion an Position 1795 (*6), sondern einen

C—-T Basenaustausch an Position 1776, der keinen Aminosdureaustausch zur Folge hat.
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Abbildung 25: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Varianten CYP2D6 *4 und *6.
Dargestellt ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im Fluoreszenz-
kanal 2 [-d(F2)/dT] von sieben Individuen und der Negativkontrolle. Zusétzlich zu den in
Abb. 24 beschriebenen Genotypen zeigt sich der Genotyp wt 1795T/C1792G, welcher im
rechts abgebildeten Sequenzabschnitt einer Wildtypsequenz gegeniibergestellt ist.

3.1.3 Genotypisierung der Variante *S mittels konventioneller PCR

Zur Detektion der Variante *5 (Nullallel) wurde eine konventionelle PCR nach Steen (Steen
et al., 1995) durchgefiihrt. Zusétzlich wurde in dieser Arbeit noch ein interner Standard-
primer in die PCR eingesetzt, so dass beim Vorkommen des Allels *5 ein 3,5 kb groes PCR-
Produkt und fiir das Wildtyp-Allel ein 4,2 kb groes PCR-Produkt amplifiziert wurde.

1kb DNA ; e _ -~ Lambda
Ladder S : ; - : ~ DNA

Fgtal 3 /EcoR4

. +Hindlll

6 78 9 .10 11 12 13 14 15 16 17 18

4268b O PR p—— - - e - - L
P e T - 3500bp

Abbildung 21: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem 0,9% igen
Agarose-Gel. Aufgetragen wurden 5 ul der PCR-Produkte sowie 0,2 ng der Standards. Alle
Produkte zeigen das Wildtypfragment von 4,2 kb, die Probe 15 zeigt mit einem zuséitzlichen
3,5 kb Fragment einen heterozygoten Genotyp fiir die Variante *5.
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3.1.4 Allelhiiufigkeiten im Patientenkollektiv

Die Ergebnisse der Genotypisierung des Patientenkollektivs sind in Tab. 38 dargestellt.
Insgesamt wiesen 10,5 % der untersuchten Individuen zwei nicht funktionelle Allele auf und
wurden als Poor Metabolizer (PM) eingestuft. Von den untersuchten Individuen zeigten acht
(2,5%) einen komplexeren Genotyp mit zwei verschiedenen PM-assozierten Mutationen.
Zusammen wurden vierzehn unterschiedliche Genotypen in der untersuchten Population
gefunden.

Von einer Probe konnte im Pradamplifikations-Assay kein PCR-Produkt amplifiziert werden.
Diese Probe zeigte sich in der PCR zur Detektion des Nullallels homozygot fiir die Variante
*5 (Nullallel). Elf Individuen wurden als heterozygot fiir die Variante *5 detektiert und als
Extensive Metabolizer (EM) kategorisiert. Ein Individuum, welches als heterozygot fiir das
Allel *5 detektiert wurde und fiir das andere Allel die Variante *6 zeigte, wurde als Poor
Metabolizer eingestuft.

Von den drei zusitzlich gefundenen Varianten, zeigte der Triger der Variante C1792G

ebenso den PM-Genotyp.

Genotyp Allelhiiuﬁgkeit in %
*3 6 0,9
*4 120 18,6
*5 17 2,6
*6 20 3,1
*7 0 0
*8 1 0,2

C1792G 1 0,2

G3027A +

C1776T 3 0>

Kollektiv 646 100

Tabelle 38: Allelhdufigkeiten der ermittelten CYP2D6-Varianten

3.1.5 Einfluss des CYP2D6-Genotyps auf die postoperative Analgesie mit Tramadol

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission und schriftlichem Einverstindnis wurden fiir
diese Studie 300 Patienten mit einem grofBeren abdominellen Eingriff eingeschlossen und
genotypisiert.

Vor Ende der Operation wurden 1g Metamizol, 100 mg Tramadol und 10 mg Metoclopramid

1.v. infundiert. Im Aufwachraum wurde zusétzlich bei Bedarf Tramadol titriert. Die weitere
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Analgesie erfolgte mit Tramadol (20 mg/ml), Metamizol (200 mg/ml) und Metoclopramid
(0,4 mg/ml) als PCA iiber 48 Stunden. Bei unzureichender Analgesie wurde als Ausweich-
medikation Piritramid i.v. titriert.

Patienten, die wéhrend der 48 Stunden keine Ausweichmedikation bendtigten und mit der
Schmerztherapie zufrieden waren, wurden als Responder eingestuft. Patienten, welche eine
Ausweichmedikation bendtigten und die Schmerztherapie negativ bewerteten, wurden als
Nonresponder eingestuft. Im Anschluss wurde das Ansprechen der Medikation mit dem

ermittelten CYP2D6-Genotyp verglichen (Abb. 22).

p=0.005
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Abbildung 22: Dargestellt sind die Nonresponder (%) in Korrelation zum Genotyp sowie der
kumulative Analgetikaverbrauch wihrend der 48h PCA-Periode (MW+SEM).

Insgesamt wurden 35 Patienten als Poor Metabolizer (PM) mit zwei nicht funktionellen
Allelen eingestuft und 98 Patienten zeigten einen heterozygoten Genotyp mit einem nicht
funktionellen Allel. Diese wurden zusammen mit den Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen in
die Gruppe der Extensive Metabolizer (EM) eingeordnet.

Die vollstdndigen Daten waren fiir 271 Patienten verfligbar. Darunter wurden 241 Patienten
der EM-Gruppe und 30 Patienten der PM-Gruppe zugeordnet. In der PM-Gruppe war der
Anteil der Nonresponder (46,7%) signifikant hoher als in der EM-Gruppe (21,6%, p = 0,005).
Im Aufwachraum musste bei der PM-Gruppe mehr Tramadol titriert werden als bei der EM-
Gruppe (144,7 + 22,6 gegen 108,2 £ 56,9 mg, p<0,001). Des Weiteren benétigten PM
hiufiger Ausweichmedikationen im Aufwachraum und wihrend der PCA-Periode als EM

(43,3% gegen 21,6%, p = 0,02).
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3.2 Untersuchungen zur Regulation des MORs

Zur Identifizierung regulatorisch aktiver Abschnitte in der 5°-flankierenden Sequenz des
humanen MOR-Gens wurde eine Serie von 5°-Deletionen dieser Sequenz mittels Reporter-
gen-Konstrukten im Luciferase-Assay untersucht. AnschlieBend wurden durch gerichtete
Mutagenese an drei Wildtyp-Konstrukten acht weitere Promotor-Konstrukte mit je einem
SNP hergestellt und ebenfalls im Luciferase-Assay gemessen. Weiterfiihrend wurde der
Einfluss der Varianten G-554A und A-1320G auf das Bindungsverhalten von DNA-
Fragmenten an Transkriptionsfaktoren mittels electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
charakterisiert. Zusétzlich wurden individuelle Unterschiede der Expression des MORs auf
der RNA-Ebene in humanen Neuroblastomzelllinien mittels quantitativer Echtzeit-PCR

untersucht.

Alle Sequenzangaben beziehen sich auf die veroffentlichte Sequenz von Wendel und Hohe

(Wendel and Hoehe, 1998).

3.2.1 Reportergen-Konstrukte

Um regulatorisch aktive Promotorabschnitte des MOR-Gens zu detektieren, wurde ein
2577 bp Abschnitt aus dem Bereich der 5'-flankierenden Region des humanen MOR-Gens
sowie eine Serie von 5'-Deletionen dieses Sequenzabschnittes amplifiziert und in einen
pGl3-Luciferase Vektor kloniert. Die Promotor-Konstrukte wurden in die konstitutiv MOR
exprimierende Neuroblastomzelllinie SH-SYSY transient transfiziert. Das aus den jeweiligen
Transfektionsansédtzen gewonnene Lysat wurde anschlieBend in einen Dual-Luciferase-Assay
eingesetzt, um die jeweilige Promotoraktivitdt zu messen.

Des weitern wurden drei der Promotor-Konstrukte fiir Mutagenesereaktionen verwendet.
Hierbei wurden acht weitere Konstrukte mit je einem bereits beschrieben SNP des MOR-
Promotors durch gerichtete Mutagenese an den jeweiligen Wildtyp-Konstrukten erzeugt. So
wurden Konstrukte mit Polymorphismen an den Positionen -172, -236, -554, -995, -1045
-1320, -1699 und -1748 hergestellt. Von diesen acht Variationen befinden sich vier innerhalb
von Transkriptionsfaktorbindestellen (-1699insT, C-995A, G-554A) (Hoehe et al., 2000)
oder nahe an dem Haupttranskriptionsstart (A-236G) (Wendel and Hoehe, 1998). Weiterhin
wurden vier Variationen eingeschlossen, welche relativ hdufig (bis zu 10%) in der
europdisch-amerikanischen Bevdlkerung vorkommen (G-1748A, A-1320G, A-1045G,
G-172T) (Hoehe et al., 2000). Die Promotoraktivitit der Mutationskonstrukte wurde parallel

mit den jeweiligen Wildtyp-Konstrukten im Dual-Luciferase-Assay bestimmt.
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Abbildung 23: Positionen der untersuchten Variationen in der 5 -flankierenden Sequenz des
humanen MOR-Gens. Variationen, die innerhalb von cis-Elementen beschrieben wurden, sind
zusitzlich durch eine Box gekennzeichnet. Ebenso sind die amplifizierten 5'-Deletions-
fragmente sowie die daraus erzeugten Mutagenese-Konstrukte mit ihren Restriktionsstellen

dargestellt.
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3.2.1.1 Luciferase-Aktivitit der Wildtyp-Konstrukte

Alle Konstrukte wurden in n > 5 Transfektionsansitzen eingesetzt und im Dual-Luciferase-
Assay gemessen. Die verschiedenen Promotorldngen zeigten im Luciferase-Assay eine unter-
schiedliche Aktivitdt. Hierbei zeigten die 5'-Deletionen mit 2059 bp und 552 bp Lénge die
grofite und die Sequenzen mit 2577 bp und 328 bp Linge die niedrigste Promotoraktivitét
(Abb. 24).
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5 {pGL3> 2,06 kb

5 [pGL3> 1,3 kb

) pGL3> 849 bp

5 pGL3> 552 bp

5 pGL3 328 bp
5 pGL3 262 bp

il

2,6kb 2,06kb 1,3kb 849bp  552bp 328bp 262bp

Luciferase-
Aktivitat

- N w ) [$,] [o>] ~
I |

Abbildung 24: Schematische Darstellung der untersuchten Promotor-Konstrukte des MOR-
Gens sowie deren im Luciferase-Assay bestimmte Aktivitdt (MW = SEM).

3.2.1.2 Mutagenese

Durch gerichtete Mutagenese wurden Konstrukte mit den Variationen G—-172T, A-236G,
G-554A, C-995A, A-1045G, A-1320G -1699insT sowie G-1748A erzeugt (Abb. 23, 25). Fiir
die Mutagenesereaktionen wurden die Wildtyp-Konstrukte mit den Léngenfragmenten von

2,06 kb, 1.3 kb und 552 bp verwendet.
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2,06 kb (OUG6)

wt -1699:

wt -1748:

1,3 kb (OU3)

wt -1320

wt -1045

-1699 insT:
—

G-1748A
—

A-1320G
—

A-1045G
—
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wt -995 C-995A

—
552bp (OU2)
wt -554 l G-554A l

—

D

wt -236 A-236G

—
wt -172 G-172T

Abbildung 25: Dargestellt sind die Sequenzabschnitte der jeweiligen Mutagenesebereiche
der Wildtyp-Konstrukte und den daraus abgeleiteten Konstrukten mit Variante. Die Pfeile
kennzeichnen die Positionen der Varianten.
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3.2.1.3 Luciferase-Aktivitit der Promotor-Konstrukte mit Variante

Die Promotor-Konstrukte mit eingebauter Variante wurden parallel mit dem jeweiligen

Wildtyp-Konstrukt transfiziert und im Dual-Luciferase-Assay gemessen. Die Ergebnisse

wurden in Scatter Plotts mit eingezeichnetem Mittelwert dargestellt.

552 bp-Konstrukte (n = 8):

Die Transfektionen des Konstrukts mit der Variante G-554A erfolgten zu einem spiteren

Zeitpunkt und wurden aus diesem Grund getrennt dargestellt (n = 10).

Luciferase-

Aktivitat

Luciferase-

Aktivitat

552 bp wt
G554
A-236G
G-172T
5_
|
4- LI °
T °
|
n" ° .
3+ o0
e
[ J
2
wt -554
Genotyp
10~ .
9_
L 4
8- at oo .
[ J
7 —.:.— *.
™ . ¢ *e®
6 °®
5_
4
wt -236 -172
Genotyp

mowt
® -554

B owt
e -236
o -172

Abbildung 26: Schematische Darstellung des untersuchten 552 bp-Wildtyp-Konstrukts und
den drei daraus abgeleiteten Varianten des MOR-Gens sowie deren im Luciferase-Assay

gemessene Aktivitit.
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1,3 kb-Konstrukte (n = 8):

pGL3> 1.3 kbwt
—e pGL3> A-1320G
o pGL3> A-1045G
° pGL3> (C-995 A
9_
8- ®
B wt
Luciferase- | e e -1320
_ [ )
Aktivitit . cee o ¢+ -1045
i * & A -995
5 -l%.- P A,a
t‘
4 n S
A
3
wt -1320 -1045 -995
Genotyp

Abbildung 27: Schematische Darstellung des untersuchten 1,3 kb-Wildtyp-Konstrukts und
den drei daraus abgeleiteten Varianten des MOR-Gens sowie deren im Luciferase-Assay

gemessene Aktivitét.

2,06 kb-Konstrukte (n = 6):

pGL3> 2.06 kb wt
¢ pGL3> G-1748A
* [PGL3> -1699insT
6_
o
N mn .. “‘ E wt
Luciferase- —a oo —_— e -1748
Aktiviti L ¢ -1699
tivitat 4- o
o
3
wt -1748 -1699
Genotyp

Abbildung 28: Schematische Darstellung des untersuchten 2,06 kb-Wildtyp-Konstrukts und
den zwei daraus abgeleiteten Varianten des MOR-Gens sowie deren im Luciferase-Assay

gemessene Aktivitét.
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Im ungepaarten T-Test zeigten von den 552 bp-Promotor-Konstrukten mit Variante, die
Konstrukte mit den Varianten A-236G und G-172T keine signifikante Verdnderung der
Luciferase-Aktivitit im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt (Signifikanzniveau p < 0,05). Das
Promotor-Konstrukt mit der Variante G-554A zeigte gegeniiber dem Wildtyp-Konstrukt eine
signifikant erniedrigte Aktivitat (p = 0,002).

Bei den 1,3 kb-Promotor-Konstrukten, ergab sich fiir das Promotor-Konstrukt mit der
Variante A-1320G gegeniiber dem Wildtyp-Konstrukt eine signifikant erhohte Luciferase-
Aktivitit (p = 0,001). Die Konstrukte mit den Varianten A-1045G und C-995A zeigten keine
signifikante Aktivitdtsinderung im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt.

Von den Promotor-Konstrukten mit 2,06 kb Lénge zeigte gegeniiber dem Wildtyp-Konstrukt
weder das Konstrukt mit der Variante G-1748A noch das Konstrukt mit der Variante

-1699insT eine signifikant veranderte Luciferase-Aktivitt.

Abweichungen der Mittelwerte gegeniiber dem jeweiligen Wildtyp in %:

p = 0,001
40% - *

30% -
20% -

% Abweichung
der Mittelwerte 19, - p = 0,002

*
0% | - I
-10%

-20% -

-1748 -1699 -1320 -1045 -995 -554 -236 -172
G—-A insT A—>G ASG C—A G—-A A—-G G-T

Genotyp

Abbildung 29: Dargestellt sind die Aktivititsunterschiede der Promotor-Konstrukte mit
Variante. Diese ergaben sich aus den Mittelwerten der Luciferase-Aktivitdt der Konstrukte
mit Variante im Bezug zum Mittelwert des jeweiligen Wildtyps.
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3.2.2 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Um den Einfluss der Varianten G-554A, A-1320G auf die cis-Aktivitdt ihrer Umgebungs-
sequenz zu charakterisieren, wurden Oligonukleotide aus der jeweiligen umgebenden
Sequenz des MOR-Gens sowohl mit als auch ohne Variante entwickelt. Diese Oligo-
nukleotide wurden mit Digoxigenin markiert und zusammen mit dem Nuklearextrakt der

MOR exprimierenden Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y in den EMSA eingesetzt.

3.2.2.1 Variante G-554A

Die Variante G-554A befindet sich in einer beschriebenen NFkB-Bindestelle (Kraus et al.,
2003). Daher wurden zusitzlich zu den Oligonukleotiden mit der MOR-Promotorsequenz,
NFkB-spezifische Oligonukleotide sowie NFkB-Antikorper gegen NFkB-P50 und NFkB-P65
eingesetzt.

In den Versuchansidtzen wurden zu den Digoxigenin-markierten MOR-Promotorsonden
»kalte® (unmarkierte) NFkB-Sonde zugegeben, bzw. zur Digoxigenin-markierten NFkB-
Sonde kalte MOR-Pormotorosonden zugegeben. Hierbei wurden 112 fmol Digoxigenin-
markierte Sonde und 0 - 2,5 - 5 - 7,5 -10- pmol kalte Sonde als Kompetitor eingesetzt.

In den durchgefiihrten EMSAs konnte kein eindeutiger Unterschied des Bindeverhaltens
zwischen der Sonde mit und ohne Variante festgestellt werden. Bindungsunterschiede

zugunsten der Variante bzw. des Wildtyps konnten in wiederholten Versuchen nicht bestétigt

werden (Abb. 30).
A -554 G-A B

K -554 G>A l|

Abbildung 30: Die MOR-Promotorsonden binden NFkB in vitro. A: Die Wildtypsequenz
(-554 wt) sowie die Sequenz mit der Variante (-554 G—=A) binden an ein Protein des SH-
SY5Y Nuklearextrakts und werden durch die spezifische ,kalte NFkB-Sonde (K NFkB)
verdrangt. B: Die spezifische Dig-markierte NFkB-Sonde wird sowohl durch die kalte
Wildtyp-Sonde (K -554wt) als auch durch die kalte Sonde mit der Variante (K -554 G—>A)
verdrangt.
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Zur Identifizierung des gebundenen Proteins wurden zusdtzlich Immunoshift-Experimente
durchgefiihrt, in welchen Antikérper gegen NFkB-P50 und NFkB-P65 jeweils 30 Minuten
vor der Gelshift-Reaktion mit dem Nuklearextrakt der SH-SY5Y-Zellen priainkubiert wurden.
Es konnte kein Effekt nach der Prainkubation mit dem Antikdrper gegen NFkB-P65 entdeckt
werden. Der Antikorper gegen NFkB-P50 zeigte ein konkurrentes Bindeverhalten zur NFkB-
Sonde an das Nuklearextrakt (Abb.31). Somit scheint es sich bei dem gebundenen Protein um

N{kB-P50 zu handeln.

NFkB

- P50 P65

Abbildung 31: Immunoshift-Experiment
mit dem Nuklearextrakt von SH-SY5Y
Zellen und Dig-markierter NFkB-Sonde:
1: Ansatz ohne Antikorper 2: Ansatz mit
NFkB-P50 Antikorper 3: Ansatz mit
NF«B-P65 Antikorper.

3.2.2.2 Variante A-1320G

Fiir die MOR-Promotorsequenz um die Variante A-1320G wurde bisher keine Transkrip-
tionsfaktorbindestelle beschrieben. In den Versuchsansédtzen wurden 112 fmol der Digoxige-
nin-markierten Sonden mit der MOR-Wildtypsequenz und der Sequenz mit der Variante A-
1320G eingesetzt. Zusétzlich wurden 0 - 2,5 - 5 - 7,5 -10-15 pmol unmarkierte Wildtyp-
Sonde als spezifischer Kompetitor verwendet.

In den durchgefiihrten EMSAs zeigten beide Sonden die gleichen Bindungscharakteristika.
Sowohl die Wildtyp-Sonde als auch die Sonde mit der Variante zeigten im Polyacrylamidgel
zwei Banden, wovon nur die untere Bande deutlich von der Zugabe des Kompetitors
beeinflusst wurde. Nach Titration mit dem spezifischen Kompetitor konnte auch in diesem
Fall kein eindeutiger Unterschied des Bindeverhaltens zwischen der Sonde mit und ohne
Variante festgestellt werden (Abb. 32A).

Datenbankanalysen mit der Wildtypsequenz und der Sequenz mit der Variante zeigten, dass
die Variante A-1320G eine Bindung fiir das Myeloid Zink Finger Protein (MZF1)
beglinstigen wiirde. Spezifische RT-PCRs identifizierten Transkripte fiir dieses Protein bei
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den verwendeten SH-SY5Y Zellen (Abb. 33). Immunoshift-Experimente mit einem nicht fiir
EMSA getesteten MZF1-Antikorper (getestet fiir ELISA) gaben keine Hinweise fiir eine
Bindung des Antikorpers an die detektierten Proteine (Abb. 32B).

MZF1-Bindemotiv: 5'
MOR -1320 A—»G &'

NGT-3
CAT-3

MOR -1320 wt 5' CAT-3
A B
-1320 wt -1320 A-G -1320wt | -1320 A>G

S TN

I : . |
h* - HH& s
F N te f.,

K -1320 wt - K -1320 wt

. -

Abbildung 32: A: EMSA mit Dig-markierten Sonden fiir die Wildtypsequenz (-1320 wt)
und die Sequenz mit der Variante (-1320 A-G) sowie mit kalter Wildtyp-Sonde als
Kompetitor (K-1320wt). Bei beiden eingesetzten Sonden erscheinen zwei Banden. Nur die
untere Bande wird durch Zugabe des Kompetitors deutlich schwécher. B: Immunoshift-

Experiment mit markierter Wildtyp- und Varianten-Sonde sowie MZF1-Antikorper (MZF-1
AK).

100bp

Fluorescence (530)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Abblidung 33: Spezifische RT-PCR zum Nachweis von MZF1-Transkripten. Die Produkte
der PCR wurden zusitzlich zur Uberpriifung der richtigen GréBe auf ein Gel aufgetragen. Die
Spuren 1 und 2 zeigen PCR-Produkte aus cDNA von SH-SYS5Y Zellen (1) und Vollblut (2).
Die 3. Spur zeigt die Negativkontrolle.
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3.2.3 Relative Quantifizierung des MORs mittels Echtzeit-PCR

Fiir Expressionsanalysen des MORs auf der RNA-Ebene wurde von vier humanen Neuro-
blastomzelllinien die 5'-flankierende Sequenz des MOR-Gens sequenziert und auf eventuelle
Sequenzunterschiede untersucht. Die vier Zelllinien stammen aus dem gleichen Gewebetyp
und weisen eine gleiche Morphologie auf.

Die Sequenzanalyse der MOR-Promotorregion ergab, dass die Zelllinie SK-N-DZ den
Wildtyp zu reprisentieren scheint, die Zelllinie SK-N-FI heterozygot fiir den Basenaustausch
A-1045G ist. Keine definitive Aussage liber eventuelle Sequenzunterschiede konnte fiir die
Region -2188 - -2175 (Basenabfolge in diesem Bereich: 14 x hintereinander Adenin) bei den
Zelllinien SH-SYS5Y, SK-N-FI und SK-N-AS gegeben werden. Bei wiederholten Sequen-
zierungen der Zelllinien in diesem Bereich variierte die Anzahl der Adeninbasen zwischen
13/14-15. In Reportergen-Experimenten konnte keine signifikant abweichende Promotor-
aktivitit bei einer der Zelllinien festgestellt werden (Abb. 36). Hierbei enthielten die
Promotorfragmente in den Luciferasevektoren der SH-SYSY und SK-N-FI Zellen 15/15 x
Adenin und die der beiden andern Zelllinien 14/14 x Adenin in der Region -2188 - -2175. In
dem Konstrukt mit der Sequenz der SK-N-FI Zellen lag die Variante A-1045G zudem
homozygot vor.

Fiir die relative Quantifizierung der Expression des MOR-Gens mittels Echtzeit-PCR wurden
Primer verwendet, welche spezifisch an Sequenzabschnitte des zweiten und dritten Exons des
MOR-Gens binden. Da die Primer in niedrigen Targetkonzentrationen Dimerprodukte
bildeten, wurde die Detektion oberhalb von deren Schmelztemperatur, bei 81°C, durchge-
fithrt. Die Expression des MOR-Gens wurde gegen das Haushaltsgen ALAS normalisiert.
Die Auswertung der Quantifizierungsldufe erfolgte mit Hilfe der Relativen Quantification
Software (Roche). Diese errechnete aus den Standard-PCR-Léufen den ,,Fit Coefficient File®,
welcher die Kinetik einer PCR beschreibt (Abb. 33). Die durchgefiihrten Quantifizierungs-
laufe (Abb. 34) wurden anschlieBend mit diesem ,,Fit Coefficient File* und dem in allen
Quantifizierungsldufen mitgefiihrten Kalibrator verrechnet, wobei sich das Ergebnis aus

folgender Formel ergibt:

Konzentration Zielgen (Probe) Konzentration Zielgen (Kalibrator)

Normalisierte Ratio = : :
Konzentration Haushaltsgen (Probe) Konzentration Haushaltsgen (Kalbrator)

Die Quantifizierung erfolgte iiber 5-6 Passagen der Zelllinien. Zur verbesserten Illustration
der Ergebnisse wurden die erhaltenen Ratien alle x 10° multipliziert und logarithmisch darge-

stellt (Abb. 35).
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Standardlaufe und ,,Fit Coefficient File*:
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Abbildung 33: A: MOR-Standardlauf
mit sechs Verdiinnungsstufen. B:
Standardlauf des Haushaltsgens ALAS
mit fiinf Verdiinnungsstufen. C: Fit
Coefficient File. Dargestellt sind die
Verdiinnungsstufen der Standardldufe
gegen die jeweiligen Crossing Points
(CP). Beim Haushaltsgen verlduft die
PCR-Effizienz linear, beim MOR-Gen
nimmt die Effizienz der PCR ca. ab
dem 33 PCR-Zyklus ab.
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Abbildung 34: Dargestellt sind typische Ergebnisse der MOR-Quantifizierungsldufe. A:
Schmelzkurvenanalyse eines MOR-Quantifizierungslaufs mit einem Primerdimerpeak bei
den Negativkontrollen und niedrigen Targetkonzentrationen sowie dem MOR-Peak bei den
Proben. B: MOR-Amplifikation der Zelllinien SK-N-FI (FI), SH-SY5Y (SY), SK-N-DZ
(DZ), SK-N-AS (AS) sowie des Kalibrators (K) und der Negativkontrolle.
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Die Quantifizierung der MOR-Expression auf der RNA-Ebene mittels Echtzeit-PCR zeigte
deutliche Expressionsunterschiede zwischen den vier untersuchten Neuroblastomzelllinien.
Hiernach waren bei der Zelllinie SK-N-FI die meisten Transkripte nachzuweisen und bei der
Zelllinie SK-N-AS die wenigsten. Im Kruskal-Wallis Test mit anschlieBender Post-hoc-
Analyse ergaben sich signifikante Unterschiede in der MOR-Expression zwischen den Zell-
linien SK-N-FI und SK-N-AS (p < 0,001), SK-N-FI und SK-N-DZ (p < 0,05) und SH-SY5Y
und SK-N-AS (p <0.05).

p <0.05 p <0.001 p <0.05
* * *

| | |
1,0E+07 - | | | | | |
1,0E+06 -
1,0E+05 -
Normalisierte 1,0e+04 |
Ratio 1,0E+03
1,0E+02 -

10E+01 -
1,0E+00 1]

SH-SY5Y SK-N-AS SK-N-FI SK-N-DZ

Abbildung 35: MOR-Expression der vier untersuchten Neuroblastomzelllinien auf RNA-
Ebene. Dargestellt sind die Mediane (+ SEM) der normalisierten Ratien (x 10° multipliziert)
sowie die durch den Kruskal-Wallis Test mit anschlieBender Post-hoc-Analyse ermittelten
Signifikanzen.

6_
5_
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. 4 iy . 2% ® SH-SY5Y
Luciferase- ﬁ .‘ . v SK-N-AS
Aktivitat 3 e® vV R . A SK-N-DZ
2 v s & SK-N-FI
.4 A
0
SH-SY5Y SK-N-AS SK-N-DZ SK-N-FI

Abbildung 36: Luciferase-Aktivitidt der 2577 bp-Promotor-Konstrukte der Neuroblastom-
zelllinien
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3.3 Genotypisierung des MORs

Um die klinische Bedeutung der Promotorvarianten G-554A und A-1320G zu untersuchen,
wurde ein Patientenkollektiv von 747 Schmerzpatienten genotypisiert. Zusatzlich wurde an
diesem Kollektiv noch die Genotypisierung der Variante A+118G durchgefiihrt. Diese verur-
sacht einen Aminosdureaustausch an Position 40 von N=D und wurde mit einer verdnderten
Affinitét fiir Beta-Endorphin beschrieben (Bond et al., 1998). Alle Varianten wurden mittels

Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse untersucht.

3.3.1 Promotorvarianten

Die Detektion der Varianten G-554A und A-1320G erfolgte mit zwei Primerpaaren sowie
zwel Sondensystemen in einem gemeinsamen Reaktionsansatz. Fiir die Analyse der Variante
A-1320G wurde eine LightCycler-Red640 markierte mutationsspezifische Hybridisierungs-
sonde eingesetzt, fiir die Detektion der Variante G-554A wurde eine LightCycler-Red705
markierte wildtypspezifische Hybridisierungssonde verwendet. Die Differenzierung der bei-

den Varianten erfolgte {iber unterschiedliche Fluoreszenzkanile.

Wildtyppeak
e (-1320)

0.40-

0.35-

025- -1320 AG

0.15-

00-

Flucorescence -d(F2)/dT

0.05-

0.00-
-0.03 ; ; 1
420 450 475 500 525 550 575 G600 G625 G650 675 700 725 7500 7D

Temperature {*C)

Abbildung 37: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Variante A-1320G. Dargestellt
ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im Fluoreszenzkanal 2 [-
d(F2)/dT]. Die Schmelzkurvenanalyse zeigt neun Individuen mit homozygotem Wildtyp-
Allel an Position -1320 (wt AA), ein heterozygotes Individuum mit Wildtyp/-1320G Genotyp
(-1320 AG) sowie die Negativkontrolle.
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Wildtyppeak
0.15- (_554)
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Temperature {°C)

Abbildung 38: Fluoreszenzschmelzkurven zur Detektion der Variante G-554A. Dargestellt
ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im Fluoreszenzkanal 3 [-
d(F3)/dT]. Die Schmelzkurvenanalyse zeigt acht Individuen mit homozygotem Wildtyp-Allel
an Position -554 (wt GG), die Richtung fiir die erwartete Verschiebung der Variante (-554 A)
sowie die Negativkontrolle.

3.3.2 Variante A+118G

Fiir die Analyse der Variante A+118G wurde eine LightCycler-Red640 markierte, wildtyp-

spezifische Hybridisierungssonde eingesetzt. Die Detektion erfolgte iiber den zweiten Fluo-

reszenzkanal.
Mutations- Wildtyp-
peak peak
a0~ (+118G) (+118A)
wt AA
|_ 025-
b
A 118 GG
7 ¥ — +118 AG
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(%)
=
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[
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E 000-

] | | | ] ] | | | ] ] | | | | ] | ] | | ] | |
4z0 440 460 430 500 520 540 560 S30 600 G620 640 650 G630 FOO F2O0 T40 TGO TS0 800 820 B840 860 380
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Abbildung 39: Fluoreszenzschmelzkurven zu Detektion der Variante A+118G. Dargestellt
ist die erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur im Fluoreszenzkanal 2 [-
d(F2)/dT]. Die Schmelzkurvenanalyse zeigt sieben Individuen mit homozygotem Wildtyp-
Allel an Position +118 (wt AA), sechs heterozygote Individuen mit Wildtyp/+118 G Genotyp
(+118 AG), sowie einen homozygoten Triger der Variante (+118 GG) und die Negativ-
kontrolle.
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3.3.3 Allelhdufigkeiten der Varianten im Patientenkollektiv

Die Ergebnisse der Genotypisierung des Patientenkollektivs sind in den Tabellen 39-41

dargestellt. Von allen untersuchten Individuen zeigte kein Individuum die Variante G-554A.

Von der Promotorvariante A-1320G konnte ein heterozygoter Tréger sowie ein homozygoter

Trager identifiziert werden. Bei den Untersuchungen zur Detektion der Variante A+118G

wurde eine Allelhdufigkeit von 12,5% fiir die Variante gefunden.

A-1320G
Genotyp Hiiufigkeit in %
AA 745 99,6
AG 1 0,14
GG 1 100
gesamt 747 100
Allel Allelhiiufigkeit in %
A 1491 99,8
G 3 0,2
gesamt 1494 100
G-554A
Genotyp Hiufigkeit in %
GG 747 100
GA - 0
AA - 0
gesamt 747 100
Allel Allelhidufigkeit in %
G 1494 100
A - 0
gesamt 1494 100
A+118G
Genotyp Haufigkeit in %
AA 563 76,6
AG 161 21,9
GG 11 1,5
gesamt 734 100
Allel Allelhiaufigkeit in %
A 1285 87,5
G 183 12,5
gesamt 1468 100

Tab.39:
Allelhdufigkeiten der
Variante A-1320G

Tab.40:
Allelhdufigkeiten der
Variante G-554A

Tab.41:
Allelhdufigkeiten der
Variante A+118G
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3.4 Ubersicht der Ergebnisse

Genotypisierung von CYP2D6 PM-assoziierten Variationen bei Schmerzpatienten:

Mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse wurde eine zuverldssige
Methode zur Detektion der PM-assoziierten CYP2D6-Varianten *3,*4,*6,*7 und *8 ent-
wickelt.

In der Genotypisierung eines Patientenkollektivs ergaben sich fiir diese Varianten sowie
fiir die Variante *5 folgende Allelfrequenzen: 18,6 % fiir das Allel*4, 2,6 % fiir das
Allel*5, 0.9 % fiir das Allel*3, 3,1 % fiir das Allel*6, und 0,2 % fir das Allel*8.
Zusitzlich wurden drei weitere Varianten entdeckt.

Patienten, welche als PM identifiziert wurden, zeigten einen erhohten Bedarf an Trama-

dol, um eine ausreichende Analgesie zu erlangen.

Untersuchungen zur Regulation des MOR-Expression:

In Reportergen-Konstrukten mit einer Serie von 5'-Deletionen der 5°-flankierenden
Sequenz des MOR-Gens, zeigten die 5 Deletionen mit 2059 bp und 552 bp Lénge die
starkste und die Sequenzen mit 2577 bp und 328 bp Linge die niedrigste Luciferase-
Aktivitét.

Durch gerichtete Mutagenese wurden acht weitere Konstrukte mit je einer Promotor-
variante erzeugt.

Von diesen acht Konstrukten zeigten im Luciferase-Assay die Konstrukte mit der
Variante G-554A und der Variante A-1320G eine signifikant verdnderte Aktivitit im
Vergleich zum jeweiligen Wildtyp-Konstrukt.

Im EMSA konnte fiir beide Varianten kein verdndertes Bindeverhalten im Vergleich zu
den entsprechenden Wildtypsequenzen an das Nuklearextrakt festgestellt werden.

In Immunoshift-Experimenten konnte eine Bindung des Antikdrpers gegen NFkB-P50 an
die ,,NFkB- /-554- Sonden* gebundenen Proteine beobachtet werden. Es gab jedoch keine
Hinweise fiir eine Bindung des MZFI1-Antikérpers an die mit der ,,-1320-Sonde*
detektierten Proteine.

Bei der relativen Quantifizierung von vier Neuroblastomzelllinien konnten signifikante
Unterschiede in der MOR-Expression auf RNA-Ebene zwischen den Zelllinien SK-N-FI/
SH-SYS5Y und SK-N-AS sowie SK-N-FI und SK-N-DZ festgestellt werden.

Mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse wurde eine Methode zur
Detektion der MOR-Varianten A118G, G-554A und A-1320G ectabliert.

In der Genotypisierung eines Patientenkollektivs ergaben sich fiir diese Varianten fol-

gende Allelfrequenzen: 0,2% fiir Allel -1320G, 0% fiir -554 A und 12,5% fiir 118G.
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4. Diskussion

Unterschiedliche Faktoren wurden fiir den individuellen Verlauf einer Schmerztherapie iden-
tifiziert bzw. vermutet. Die humanen Gene des Enzyms CYP2D6 und des p-Opioidrezeptors
stellen primédre Kandidatengene fiir die interindividuelle Variabilitdt der klinischen Opiod-

wirkung dar.

4.1 Genotypisierung von CYP2Dé6

Genomische Variationen in Arzneimittel metabolisierenden Enzymen werden mit Nebenwir-
kungen, Unvertraglichkeit und veridnderten therapeutischen Effekten in Verbindung gebracht.
Durch eine fehlende oder verminderte Aktivitit solcher Arzneimittel metabolisierender
Enzyme kann es zu einer verdnderten Konzentration des jeweiligen Medikamentes im Blut
kommen und dadurch zu einer ausbleibenden oder gar toxischen Wirkung beim Patienten
fiihren.

Medikamente und Karzinogene werden nach dem Umbau durch die Enzyme des Phase I und
Phase II Metabolismus aus dem Korper ausgeschieden. Von vielen der hierbei beteiligten
Gene sind funktionelle Polymorphismen bekannt, was zu einer individuellen Anfilligkeit
gegeniiber Neurotoxinen beitrdgt. So wurde CYP2D6 als Kandidatengen mit dem Auftreten
von verschiedenen Krebstypen sowie mit der Parkinson Krankheit assoziiert (Roddam et al.,
2000; Payami et al., 2001), wobei hier unterschiedliche Ergebnisse aus Assoziationsstudien
vorliegen (Laforest et al., 2000; Payami et al., 2001).

Unterschiede im Arzneimittelmetabolismus zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen
werden ebenso auf Umweltfaktoren wie auf genetische Faktoren zurlickgefiihrt (Bertilsson,
1995). So kommt z.B. das CYP2D6 Allel *4 mit groBer Héufigkeit in der kaukasischen
Bevolkerung (21%), weniger haufig (4%) in der schwarz afrikanischen und nahezu {iberhaupt
nicht in der chinesischen Bevolkerung vor (Bertilsson, 1995; Sachse et al., 1997; Bathum et
al., 1999).

CYP2D6 ist ein hoch polymorphes Enzym und an der Metabolisierung von ca. 25% aller
bekannten Medikamente beteiligt. Bei bis zu 10% der Kaukasier, den so genannten Poor
Metabolizern (PM), liegt jedoch eine verminderte oder fehlende Enzymfunktion von
CYP2D6 vor. Daher kdnnten Genotypisierungen von CYP2D6 in Zukunft Teil einer indivi-
duell optimierten Arzneimittelbehandlung werden. So wire eine zuverldssige und effiziente

Methode zur Genotypisierung von CYP2D6 niitzlich, um eine Diagnose iiber den funktionel-
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len Status der CYP2D6 Metabolisierung zu erhalten. Damit konnte das individuelle Risiko
von unerwiinschten Wirkungen, erfolglosen Therapien sowie mit dem CYP2D6 PM-Genotyp
assoziierten Krankheiten identifiziert bzw. verringert werden.

Sechs der hdufigsten mit dem PM-Status assoziierten genomischen Varianten des CYP2D6-
Gens in der kaukasischen Bevdlkerung sind die Varianten CYP2D6 *3,*4,*5.%6,*7 und *8
(van der and Steijns, 1999). Wihrend es sich bei den Varianten CYP2D6 *3 und *6 um die
Deletion einer einzelnen Base handelt, was zu einer Verschiebung des Leserasters fiihrt, ist
bei der Variante *5 das gesamte Gen deletiert. Bei den Varianten CYP2D6 *4,*7 und *8
handelt es sich um Basenpaar-Substitutionen, welche bei der Variante *4 einen Splei3defekt,
der Variante *7 einen Aminosdureaustausch und der Variante *8 ein friihzeitiges Stopkodon
zur Folge haben (Kagimoto et al., 1990; Gaedigk et al., 1991; Saxena et al., 1994; Evert et
al., 1994; Broly et al., 1995; Daly et al., 1996).

4.1.1 Methoden zur Genotypisierung

In friiheren Studien wurde der Phianotyp durch die Verabreichung von ,,Testmedikamenten*
wie z.B. Spartein und Debrisoquine (Paar et al., 1997) bestimmt. Diese zeitaufwendige und
komplizierte Methode zur Kalkulation der Metabolitenratio kann zudem durch andere
Medikamente, welche CYP2D6 als Inhibitor oder Substrat dienen, beeinflusst werden
(Lohmann et al., 2001). Da die meisten Patienten mit einer Kombination von Medikamenten
behandelt werden, stellt dies in der Praxis durch die daraus moglichen Medikament-
interaktionen keine zuverldssige Methode dar. Um die Zuverldssigkeit zu erhdhen und eine
Genotypisierung zu ermoglichen, wurden PCRs mit anschlieBender RFLP-Analyse (Restrik-
tions-Fragment-Langen-Polymorphismus) entwickelt (Skoda et al., 1988). Da jedoch eine
immer groflere Anzahl von Variationen entdeckt wurde, mussten auch immer mehr PCR-
Reaktionen mit anschlieBenden RFLP Analysen durchgefiihrt werden (Gaedigk et al., 1999).
Deshalb wurden effizientere Verfahren wie allelspezifische Multiplex-PCRs, allelspezifische
Muliplex-long-Template-PCRs sowie Multiplex-PCRs mit allelspezifischer Oligonukleotid-
Hybridisierung entwickelt (Stuven et al., 1996; Labuda et al., 1999; Hersberger et al., 2000;
Topic et al., 2000). Die Sequenzierung stellt wohl die geeignetste Methode zur Ermittlung
des jeweiligen Genotyps dar. Jedoch ist auch diese Methode bei einem groBeren Proben-
volumen, durch ihren hohen Aufwand, eher ungeeignet. Eine neue Methode sollte einfach,
effizient und kostengiinstig sein.

In dieser Arbeit wurde eine Methode zur Detektion der PM-assoziierten Varianten CYP2D6

*3,%4 *%6,*7 und *8 mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse entwi-
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ckelt. Diese Methode zeichnet sich durch ihre schnelle Durchfiihrbarkeit und ihre hohe
Sensitivitdt aus. Durch die Minimierung der Schritte (PCR und Detektion erfolgen direkt
aufeinander ohne gelelektrophoretische Auftrennung) verringert sich zudem die Gefahr der
Verwechslung und Kontamination. Die erhohten Materialkosten gleichen sich durch die
geringe Arbeitszeit und die hohe Zuverlédssigkeit dieser Methode, im Vergleich zu den
giinstigeren Multiplex-PCR Methoden, wieder aus. Somit stellt die in dieser Arbeit etablierte
Echtzeit-PCR mit anschlieBender Schmelzkurvenanalyse zur Detektion der CYP2D6 Varian-

ten *3,*4,*6,*7 und *§ eine geeignete Alternative zu den bisherigen Verfahren dar.

4.1.2 Genotypisierung und Allelfrequenzen

Die Genotypisierung der 5 PM-assoziierten SNPs erfolgte durch die in der vorliegenden
Arbeit entwickelte Methode, mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenana-
lyse. Hierbei wurden fluoreszenzmarkierte Hybridisierungssonden eingesetzt. Die CYP2D6
Varianten *3 und *7 wurden zusammen in einer Reaktion und die Varianten *4, *6, und *8
zusammen in einer zweiten Reaktion detektiert. Zusitzlich wurde die ebenso mit dem PM-
Status assoziierte Variante *5 (Nullallel) iiber eine konventionelle PCR nach Steen et al.
(Steen et al., 1995) untersucht.

Die ermittelten Allelfrequenzen waren vergleichbar zu bereits publizierten Daten (Sachse et
al., 1997; Maren et al., 1997; Griese et al., 1998). Mit der hier durchgefiihrten Methode
wurden weitere bereits beschriebene PM-Assoziierte Varianten, die aullerhalb der Sonden-
bereiche lokalisiert sind, nicht erfasst, wie z.B., die sehr seltenen Varianten *11 bis *16,
welche eine Allelfrequenz von 0-1% (van der and Steijns, 1999) aufweisen.

Zusitzlich zu den fiinf mittels Echtzeit-PCR untersuchten Varianten kann von der hier
dargestellten Methode auch die seltene Variante *14 (van der and Steijns, 1999) erfasst
werden, welche an der gleichen Position wie die Variante *8 lokalisiert ist und sich nur durch
die ausgetauschte Base unterscheidet. Wahrend bei Variante *8 ein Basenaustausch an
Position 1846 von G nach T vorliegt, findet man bei der Variante *14 einen Austausch von G
nach A an dieser Position. Da keine Positivkontrolle zur Verfiigung stand, wurde die Analyse
zur Detektion der Variante *14 mit einem kiinstlichen Oligonukleotid durchgefiihrt. Diese
ergab unterschiedliche Schmelztemperaturen fiir die jeweiligen Allele *§, Wildtyp und *14,
so dass diese voneinander zu differenzieren waren.

Weiterhin koénnen mit dieser Methode im Sequenzbereich der Sondenhybridisierung auch
bisher unbekannte Varianten durch die Schmelzkurvenanalyse detektiert werden. In der

vorliegenden Arbeit wurde innerhalb der Genotypisierungsstudie zusitzlich die Variante
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C1792G detektiert. Diese Variante wurde bereits mit einer Allelfrequenz von 0,3%
beschrieben (Marez et al., 1997), was mit den hier ermittelten Ergebnissen iibereinstimmt.
Die Variante zeigte sich durch eine Abweichung des Fluoreszenzpeaks um -1,6°C vom Allel
*6. Durch eine anschlieBende Sequenzierung konnte der Basenaustausch von C nach G an
Position 1792 diesem verschobenen Schmelzkurvenverlauf zugeordnet werden. So kdnnen
Verdnderungen in der Schmelzkurve mit zusétzlicher Sequenzierung weitere Informationen

iiber neue genomische Varianten geben.

4.1.3 Einfluss des CYP2D6 Genotyps auf die postoperative Analgesie mit Tramadol

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass mit dem PM-Status
assoziierte Variationen einen Einfluss auf die postoperative Analgesie mit Tramadol haben.
In der postoperativen Schmerztherapie hat sich der Einsatz von Tramadol im so genannten
»Wiirzburger Schmerztropf* bewihrt. Dieser besteht aus dem Opioidanalgetikum Tramadol,
dem Nichtopioidanalgetikum Metamizol und einem Antiemetikum. Dabei verfligen Trama-
dol und Metamizol {iber einen unterschiedlichen Wirkmechanismus (Levy et al., 1995).
Metamizol wirkt antipyretisch, spasmolytisch und erzeugt, neben einer peripheren Wirkung,
durch Hemmung der Prostaglandinsynthese auch einen zentralen Analgesieeffekt.

Tramadol ist ein Racemat, dessen analgetischer Effekt durch seine Enantiomere und
Metaboliten freigesetzt wird und sowohl tliber einen Opioid vermittelten Mechanismus als
auch tiber einen nicht Opioid vermittelten Mechanismus wirkt (Eggers and Power, 1995).
Hierbei metabolisiert CYP2D6 Tramadol zu seinem am p-Opioidrezeptor aktiven M1-
Metabolit (+)O-Desmythel-Tramadol (Paar et al., 1992). Der antinozizeptive Effekt wird von
Tramadol durch seine schwache agonistische Wirkung am p-Opioidrezeptor initiiert. Des
Weiteren wird der analgetische Effekt durch Interaktionen mit monoaminergen Neurotrans-
mittern hervorgerufen. Tramadol hemmt die Wiederaufnahme von 5-Hydroxytryptamin
(5-HT) und Noradrenalin/Norepinephrin (Reuptake-Hemmung) (Stamer et al., 2003).

Es stellt sich die Frage, in welchem AusmalBl CYP2D6-PM, bei welchen der Opioid vermit-
telte analgetische Effekt fehlt, in einer durch Tramadol vermittelten Analgesie beeinflusst
sind. Verschiedene Studien lieferten bereits Hinweise fiir einen verminderten analgetischen
Effekt von Tramadol bei PM. In experimentellen Schmerzmodellen wurde ein reduzierter
aber messbarer analgetischer Effekt nach Tramadolverabreichung bei PM festgestellt
(Poulsen et al., 1996b). Durch erhohte Konzentrationen des aktiven MI1-Metabolit
(+)O-Desmythel-Tramadol im Serum von Extensive Metabolizern (EM) gegeniiber PM
wurde vermutet, dass die Bildung des (+)O-Desmythel-Tramadol durch CYP2D6 einen
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bedeutenden Effekt des Tramadols in diesen experimentellen Schmerzmodellen darstellt.
Diese Untersuchungen wurden jedoch unter Verabreichung einer einzelnen Dosis an
gesunden Probanden unternommen, so dass die Frage der Beeinflussung durch den CYP2D6
PM-Status bei Tramadolverabreichung unter klinischen Aspekten weiter ungeklért blieb.

In der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie wurden 10% der eingeschlossenen Patienten
genetisch als PM identifiziert. Diese zeigten einen erhohten Bedarf an Tramadol und
benoétigten wiederholte Verabreichungen um eine ausreichende Analgesie zu erlangen. Diese
Ergebnisse stehen somit im Einklang mit der Hypothese eines reduzierten analgetischen
Effekts von Tramadol bei PM. Die enzymatische Aktivitit des CYP2D6 konnte jedoch auch
durch zusétzlich verabreichte Medikamente beeinflusst gewesen sein. Ebenso werden
Unterschiede in der Schmerztoleranz zwischen EM und PM diskutiert. Experimentell wurde
eine verminderte Toleranz von PM gegeniiber EM bei tonischen Schmerzen festgestellt
(Sindrup et al., 1993). Auch die zusitzliche Verabreichung des Nichtopioids Metamizol
konnte die Beurteilung der Ergebnisse durch additive bzw. synergistische Effekt erschwert
haben. Bei manchen Patienten vermag Metamizol alleine schon eine ausreichende Analgesie
zu bewirken.

Die Ergebnisse, der in dieser Arbeit dargestellten Studie, sprechen jedoch deutlich fiir einen
reduzierten analgetischen Effekt von Tramadol bei PM und stehen im Einklang mit den expe-

rimentellen Schmerzstudien (Collart et al., 1993; Poulsen et al., 1996b; Paar et al., 1997).

4.2 Untersuchungen zur Regulation des p-Opioidrezeptors (MOR)

Dem humanen MOR kommt als Target fiir endogen und exogen zugefiihrte Opioide eine
besondere Bedeutung in der Schmerztherapie zu. Er vermittelt charakteristische Effekte wie
Analgesie, Atemdepression, Toleranzentwicklung und Abhingigkeit. Als Mitglied der Grup-
pe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist die MOR-Signaliibermittlung durch Interaktio-
nen mit verschiedenen Effektoren sehr komplex (Law et al., 2000). Die Aktivitdt des MORs
wird streng auf der Ebene der Transkription reguliert. So wurden rdumliche (Mansour et al.,
1994) und temporire (Zhu et al., 1998) Expressionsmuster ebenso wie sich verdndernde
mRNA-Level bei chronischer Behandlung mit Opioidagonisten (Duttaroy and Yoburn, 2000)
und Nichtopioidagonisten, z.B. Kokain und Ethanol (Azaryan et al., 1996; Winkler et al.,
1998), beobachtet. Um zu verstehen, wie diese Expressionsunterschiede zustande kommen
und wie der MOR reguliert wird, sind detaillierte Studien der molekularen Mechanismen,
welche die Transkription des MOR-Gens regulieren, notwendig. Es hat sich immer wieder

gezeigt, dass die Schmerzbehandlung mit Opioiden individuell sehr unterschiedlich anspre-
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chen kann. Eine Begriindung hierfiir kénnte eine von Mensch zu Mensch unterschiedliche
Dichte an Opioidrezeptoren sein, welche die nozizeptive Reaktion auf Opioide beeinflusst.
Bindungsstudien lieBen Unterschiede der MOR-Expression von >45% bis >74% (unteres
Drittel gegentiber oberes Drittel) in der Bevolkerung vermuten. In Studien an Miusen zeigte
sich, dass genetische Unterschiede in dieser GrofBenordnung sowohl die Nozizeption als auch
die Wirkung von Morphin beeinflussen kann (Uhl et al., 1999).

Die Expression vieler, wenn nicht sogar der meisten Gene, unterscheidet sich von Mensch zu
Mensch. Viele dieser Expressionsunterschiede werden vermutlich durch Unterschiede in den
cis-aktiven DNA Sequenzen hervorgerufen, welche dazu dienen, die zelltypisch betreffende
Genexpression zu regulieren (Uhl et al., 1997).

Von daher ist die Suche nach potentiellen Polymorphismen innerhalb von regulativen
Sequenzen ein wichtiger Bestandteil fiir das Verstdndnis von individuellen Unterschieden in
der MOR-Expression, der Nozizeption und der klinischen Opioidtherapie (Uhl et al., 1999).
Die Suche nach funktionellen Polymorphismen, welche zu solchen individuellen Unter-
schieden in der Genexpression beitragen, lasst sich grob in drei Schritte unterteilen: zum
ersten miissen geeignete genomische Sequenzen mit den charakteristischen Transkriptions-
startpunkten und potenziell regulatorischen Regionen gefunden werden. Als zweites gilt es
eine Auswahl an Polymorphismen zu treffen und die dritte Herausforderung besteht darin,

den Einfluss dieser Polymorphismen auf die Expression des jeweiligen Gens zu ermitteln.

4.2.1 Reportergene

Erster Schritt:

In der vorliegenden Arbeit wurden zu Beginn der Expressionsstudien regulatorisch aktive
Sequenzabschnitte in der 5'-flankierenden Region des MOR-Gens mittels Reportergen-
Konstrukten detektiert. Die Konstrukte wurden transient in die humane Neuroblastomzell-
linie SH-SYSY transfiziert und die Lysate im Luciferase-Assay gemessen. Da diese Zelllinie
den MOR konstitutiv exprimiert (Zadina et al., 1993), stellt sie ein gutes Modellsystem fiir
Studien liber die MOR-Expression dar.

Alle getesteten Sequenzabschnitte zeigten im Luciferase-Assay eine funktionelle Aktivitit.
Nicht immer konnten alle Konstrukte parallel transfiziert werden. Zwischen den einzelnen
Transfektionen wurden jedoch teilweise deutliche Unterschiede im Luciferase-Assay
beobachtet. Aus diesem Grund wurden diese Versuche nicht statistisch analysiert, sondern

nur bestimmte Paarungen miteinander verglichen.
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Zur Aufkldarung der genomische Organisation des humanen MOR-Gens wurden bereits
weitgehende Untersuchungen durchgefiihrt. Es wurde eine 2412 bp groBe 5'-flankierende
Sequenz gefunden, mit einer Haupt- und drei Nebentranskriptionsstartpunkten (Wendel and
Hoehe, 1998). Eine klassische TATA-Box wurde vergleichbar zur Maus und Ratte nicht
gefunden (Min et al., 1994; Kraus et al., 1995). Auch konnten keine gewebespezifischen
Elemente ermittelt werden (Andria and Simon, 1999; Xu and Carr, 2001b). Mittels
Datenbankrecherche wurden einige Transkriptionsfaktorbindestellen identifiziert. Es wurden
Homologien fiir GRE, CRE, YY1, SP-1 und AP-1 Bindestellen ermittelt (Wendel and Hoehe,
1998).

In Reportergen-Experimenten wurden zwischen den Positionen -563 und -292 starke
Enhancer-Regionen detektiert, wihrend in der Region -776 bis -564 repressive Elemente
vermutet wurden (Xu and Carr, 2001b). Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen
dieser Arbeit iiberein. So zeigte das 552 bp-Konstrukt (Sequenzabschnitt -588 bis -36) eine
erhohte Aktivitdt gegeniiber dem 849 bp-Konstrukt (Sequenzabschnitt -885 bis -36) und dem
328 bp-Konstrukt (Sequenzabschnitt -364 bis -36). Eine identifizierte Bindestelle fiir SP-1
und SP-3, in dem Sequenzabschnitt -351 bis -292, (Xu and Carr, 2001a) konnte fiir die
erhohte Aktivitit des 552 bp-Konstruktes mitverantwortlich sein. Es wurde gezeigt, dass
SP-1 als ubiquitdrer Transkriptionsfaktor viele TATA-lose Promotoren, vermutlich durch
Interaktionen mit der generellen Transkriptionsmaschinerie wie das TATA-Box Bindeprotein
TBP und TBP assoziierte Faktoren, transaktiviert (Lania et al., 1997; Suske, 1999).

Jedoch zeigt das in der vorliegenden Arbeit gemessene 328 bp-Konstrukt (Sequenzabschnitt
-364 bis -36) eine verminderte Aktivitdt gegeniiber dem 552 bp-Konstrukt und dem kleinsten
Konstrukt (263 bp-Konstrukt, Sequenzabschnitt -299 bis -36), welches den ersten Trans-
kriptionsstartpunkt enthélt (Wendel and Hoehe, 1998). Daraus schlieBend, kdnnte die
SP1/SP3-Bindestelle auch als suppressives Element in der 5'-flankierenden Region des
MOR-Gens wirken. Fiur SP-3 wurde bereits vermutet, dass es durch Protein-Protein Inter-
aktionen mit Komponenten des Transkriptionskomplexes, als transkriptioneller Repressor,
fungiert (De et al., 1996).

Weitere cis-aktive Elemente wurden in den Regionen -540 bis -501 und -694 bis -660
entdeckt. Wihrend im Sequenzbereich -694 bis -660 suppressive Elemente gefunden wurden,
wurde der Sequenzbereich von -540 bis -501 als Enhancer-Region detektiert (Xu and Carr,
2001c). Diese Region konnte fiir die erhohte Aktivitit des 552 bp-Konstruktes (Sequenz-
abschnitt -588 bis -36) von Bedeutung sein, da sie in dem 328 bp-Konstrukt nicht vorhanden

ist.
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Ein dhnliches Muster wie bei den 328 bp-, 552bp- und 849 bp-Konstrukten, zeigte sich in den
Reportergen-Experimenten dieser Arbeit fiir die Konstrukte mir den Sequenzabschnitten
-2613 bis -36 (2,6 kb-Konstrukt), -2095 bis -36 (2,06 kb-Konstrukt) und -1365 bis -36
(1,3 kb-Konstrukt). Das 2,06 kb-Konstrukt zeigte eine deutlich erhohte Aktivitit im
Vergleich zu den beiden anderen Konstrukten. Dies deutet auf suppressive Elemente in der
Region -2613 bis -2096 und aktivierende Elemente im Sequenzbereich -2095 bis -1366. In
der Region -1670 bis -2535 der 5'-flankierenden Region des MOR-Gens wurden Homolo-
gien fiir Transkriptionsfaktorbindestellen von AP-1, YY1 und GRE gefunden (Wendel,
1998). Diese konnten fiir die erhohten regulatorischen Aktivititen in diesem Bereich

mitverantwortlich sein.

Zweiter Schritt:

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten acht Variationen wurden nach den Kriterien
,Position in der 5'-flankierenden Region des MOR-Gens* und ,,Haufigkeit” ausgewahlt.
Demnach wurden zum einen Varianten ausgesucht, welche sich innerhalb von Trans-
kriptionsfaktorbindestellen befinden (C-995A -1699insT, und G-554A) bzw. nahe an dem
Haupttranskriptionsstartpunkt lokalisiert sind (A-236G) (Wendel and Hoehe, 1998; Hoehe et
al., 2000; Kraus et al., 2001; Kraus et al., 2003). Zum anderen wurden Varianten gewéhlt,
welche mit einer Frequenz zwischen 1-10 % relativ hdufig in der européisch-amerikanischen

Bevolkerung vorkommen (G-1748A, A-1320G, A-1045G) (Hoehe et al., 2000).

Dritter Schritt:

Um eventuelle Einfliisse der ausgewdhlten Varianten auf die Expression des MOR-Gens zu
ermitteln, wurden mittels gerichteter Mutagenese Reportergen-Konstrukte, welche je eine
dieser Varianten enthielten, erzeugt. Fiir die Mutagenesereaktionen wurden die Konstrukte
mit den Léngenfragmenten von 2,06 kb, 1.3 kb und 552 bp verwendet. Von den acht
untersuchten Promotor-Konstrukten, die jeweils eine Variante enthielten, konnte bei zwei
Konstrukten im Luciferase-Assay (G-554A und A-1320G) eine signifikante Verdnderung der
Promotoraktivitdt im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Konstrukten festgestellt
werden.

Der Transkriptionsfaktor STAT6 spielt eine bedeutende Rolle in der Zellantwort auf
Interleukin-4 (IL-4) (Takeda et al., 1996). Die Variante C-995A liegt innerhalb eines STAT6
Bindeelements in der 5'-flankierenden Region des MOR-Gens und reduziert das Trans-

aktivierungspotential dieses Elementes durch IL-4 um 50 % (Kraus et al., 2001). IL-4 ist ein
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multifunktionelles Zytokin, welches ein grofles Spektrum an biologischen Aktivititen zeigt
(Nelms et al., 1999). Es gehort zur Gruppe der antiinflammatorischen Zytokine, da es die
Produktion und Wirkung von proinflammatorischen Zytokinen hemmt, wodurch sowohl die
Entziindungsreaktion als auch hyperalgetische Effekte begrenzt werden. Unter inflam-
matorischen Bedingungen wurde eine erhdhte Wirksamkeit von Opioiden festgestellt (Rittner
et al, 2002). Ein Grund dafiir konnte eine erhohte Dichte von Opioidrezeptoren an
peripheren Nervenendigungen nach einer initiierten Inflammation sein (Mousa et al., 2001).
Eine Stimulation mit IL-4 induziert die MOR-Transkription in humanen Immunzellen sowie
in dendritischen und neuronalen Zellen (Kraus et al., 2001). In den Reportergen-
Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss der Variante C-995A auf die
Luciferase-Aktivitét festgestellt werden. Jedoch wurden die Experimente auch ohne jede Art
von Stimulation durchgefiihrt. So scheint die Variante C-995A unter unstimulierten

Bedingungen keinen Einfluss auf die Regulation des MOR zu haben.

Sowohl die AP-1 DNA-Bindungsaktivitit, als auch die AP-1 abhéngige Transkription
werden durch eine akute Opioidadministration verstédrkt (Bilecki et al., 2004). Die T Insertion
an der Position -1699 wurde innerhalb einer AP-1 Bindestelle vermutet (Hoehe et al., 2000).
Immunoshift-Experimente lieferten keine Beweise fiir eine Ap-1 Bindung an dieser Position,
deuteten jedoch auf die Bindung eines anderen Transkriptionsfaktors hin (Borner et al.,
2002). Welcher Transkriptionsfaktor auch an diese Position des MOR-Gens bindet, die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen nicht auf einen Einfluss der Variante -1699 insT

auf die Transkription des MOR-Gens schlie3en.

NFkB ist ein ubiquitdrer Transkriptionsfaktor, der durch eine Vielzahl von Faktoren aktiviert
wird und fiir die Modulation von Genen in Abhéngigkeit von TNF bekannt ist (Chen et al.,
1999; Baud and Karin, 2001). Es wurde gezeigt, dass TNF die Expression des MOR-Gens
mittels NFkB reguliert. Dies konnte ein wichtiger Mechanismus fiir die inflammatorisch
induzierte Aktivierung des Opioidsystems sein (Borner et al., 2002). Von sechs moglichen
Bindestellen fiir NFkB wurden drei cis-aktive Elemente innerhalb der 5°-flankierenden
Region des MOR-Gens identifiziert. Fiir eines dieser Elemente wurde, nach TNF-
Stimulation, ein reduziertes Transaktivierungspotential durch die Variante G-554A entdeckt
(Kraus et al., 2003). Eine reduzierte Promotoraktivitit des Konstrukts mit der Variante
G-554A im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt wurde auch in der vorliegenden Arbeit unter
unstimulierten Bedingungen beobachtet.

Des Weiteren konnten Kraus et al. mittels electrophoretic mobility shift assay (EMSA) eine
reduzierte Bindungsaktivitit fiir die NFkB-Bindestelle mit der Variante G-554A gegeniiber
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dem Wildtyp feststellen (Kraus et al., 2003). Diese Beobachtungen konnten in der
vorliegenden Arbeit nicht eindeutig bestéitigt werden. Eine Erkldrung hierfiir kdnnten
experimentelle Unterschiede sein. Vor allem die TNF-Stimulation der SH-SYS5Y Zellen
konnte von Bedeutung sein. Kraus et al. konnten in Immunoshift-Experimenten die Bindung
von NFkB-p65 an ein Oligonukleotid mit der Position -554 nachweisen. Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden. Es wurde jedoch gezeigt, dass der Antikorper
gegen NFkB-p50 in Konkurrenz zur NFkB-Sonde an das Nuklearextrakt bindet, was eine
Bindung von NF«B-p50 an den untersuchten Sequenzabschnitt vermuten ldsst.

Die fiinf Mitglieder der NFkB Familie p65 (RelA), RelB, RelC, p50/p105 und p52/p100
kommen meist, als Homo- oder Heterodimer, gebunden an ein IkB-Protein, im Zytoplasma
der Zellen vor. Hierbei enthalten p65, RelB, RelC starke Transaktivierungsdoméinen,
wiahrend p50 und p52 die Transkription im Allgemeinen nicht aktivieren (Hayden and
Ghosh, 2004). Gewdhnlich 16sen Induktoren eine Signalkaskade aus, wodurch IkB abgebaut
und das Kernlokalisationssignal freigelegt wird. Danach kénnen die ,,freien” NFkB-Dimere
in den Zellkern gelangen und an spezifische regulatorische Sequenzen binden. In einigen
Zelltypen wurden jedoch auch konstitutive DNA-Bindungsaktivititen fiir NFkB-Dimere
gefunden (Rayet and Gelinas, 1999). In Neuroblastomzelllinien wurden vor allem fiir einige
»S-Typ* Zellen konstitutive NFkB DNA-Bindungsaktivitidten unter Beteiligung von p65 und
p50 entdeckt (Bian et al., 2002). Bei neuronalen Zellen (N-Typ), zu welchen die hier
verwendeten SH-SYS5Y Zellen gehdren, konnte dies jedoch nicht beobachtet werden (Bian et
al., 2002). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente deuten jedoch auf ein
konstitutives Vorhandensein eines NFkB-Komplexes im Zellkern unter Beteiligung von p50
hin. Zum einen konnte eine gegenseitige spezifische Hemmung der Sonde mit der
»Kklassischen NFkB-Sequenz gegeniiber den Sonden mit der Sequenz des MOR-Gens mit
der Position -554 beobachtet werden. Zum anderen deuten die Ergebnisse der Immunoshift-
Experimente auf eine Bindung von NFkB-p50 an das Nuklearextrakt der unstimulierten
SH.SYS5Y Zellen hin.

Obwohl NFkB-Dimere an ein gemeinsames Sequenzmotiv binden, wurden fiir verschiedene
Dimere geringfligige Unterschiede innerhalb des Bindemotivs gefunden (Chen et al., 1999).
Von daher konnte die Variante G-554A auf die Bindung eines p50-Komplex einen
geringeren oder keinen Einfluss haben, sich aber mit einer reduzierten Bindungsaktivitit auf
einen p65- Komplex auswirken.

In Reportergen-Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde, ebenso unter unstimulierten

Bedingungen, eine reduzierte Promotoraktivitit des Konstruktes mit der Variante G-554A
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gegeniiber dem Wildtyp-Konstrukt festgestellt. Eine Vielzahl von Stressoren kann eine
Aktivierung von NFkB verursachen. So konnte die Durchfiihrung der Transfektion an sich
zur Aktivierung eines p65 Komplexes gefiihrt haben, wodurch die Ergebnisse der Reporter-
gen-Experimente unter unstimulierten Bedingungen mit den Ergebnissen von Kraus et al.

ubereinstimmen.

Innerhalb des MOR-Gens wurden mehrere potentielle Transkriptionsstartpunkte gefunden
(Wendel and Hoehe, 1998; Xu and Carr, 2001). Die untersuchte Variante an der Position
-236 liegt nahe an dem beschriebenen Haupttranskriptionsstartpunkt (Wendel and Hoehe,
1998) und konnte somit einen Einfluss auf den Initiationskomplex haben. In den Reporter-
gen-Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss dieser Variante auf die

Promotoraktivitit festgestellt werden.

Fiir die Positionen -1748, -1045 und -172 wurden bisher keine Transkriptionsfaktorbinde-
stellen beschrieben. Fiir die Varianten an diesen Positionen wurden Haufigkeiten von 1-10 %
publiziert (Hoehe et al., 2000; Gscheidl et al., 2000). Die Variante G-172T wurde zusitzlich
in Assoziationsstudien untersucht. Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen dieser
Variante und der Abhéngigkeit von Heroin, Kokain und Alkohol gefunden werden (Hoehe et
al., 2000; Gscheidl et al., 2000). In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte ebenso

kein Einfluss dieser Varianten auf die Promotoraktivitit festgestellt werden.

Die zweite Variante, durch welche sich in der vorliegenden Arbeit eine signifikant verdnderte
Promotoraktivitdt zeigte, befindet sich an der Position -1320 der 5°-flankierenden Region des
MOR-Gens. Trotz der signifikanten Aktivitdtsunterschiede in den Reportergen-Experimenten
zwischen dem Konstrukt mit der Variante und dem entsprechenden Wildtyp-Konstrukt,
konnte im EMSA keine verdnderte Bindungsaktivitdt fiir die Varianten-Sonde gegeniiber der
Wildtyp-Sonde festgestellt werden. Eventuell wird fiir diese Aktivititszunahme, wie sie bei
dem Konstrukt mit der Variante A-1320G zu beobachten war, die Interaktion von mehreren
Transkriptionsfaktoren bendtigt.

Im MOR-Gen wurde bisher fiir die Position -1320 keine Transkriptionsfaktorbindestelle
beschrieben. Bei Datenbankanalysen mit der Varianten- und der Wildtypsequenz ergab sich
eine hohe Ubereinstimmung fiir die Sequenz mit der Variante A-1320G und einer Bindestelle
fiir das Myeloid Zinkfinger Protein MZF1. MZF1 besitzt zwei separate DNA-Bindedoménen,
welche beide selektiv fiir eine dhnliche Konsensus-Sequenz mit einem Kernelement aus vier
bis fliinf Guanin-Resten sind (Morris et al., 1994). Es wurde bisher vor allem in der transkrip-

tionellen Regulation der Hdmatopoese erforscht (Morris et al., 1994; Hromas et al., 1996)
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und sowohl durch repressive als auch aktivierende Eigenschaften charakterisiert (Perrotti et
al., 1995; Hromas et al., 1996; Le et al., 2005). In Osteoblasten wurde eine MZFlund
SP1/SP3 vermittelte Regulation der N-cadherin Promotoraktivitit beobachtet, wobei die
Expression durch MZF1/SP1 erhoht wurde, SP3 dagegen antagonistisch wirkte (Le et al.,
2005). Mittels Echtzeit-PCR wurden in den fiir die Transfektionen und EMSAs verwendeten
SH-SYSY Zellen Transkripte fiir MZF1 nachgewiesen. Jedoch konnte in Immunoshift-
Experimenten keine Reaktion auf einen Antikdrper gegen MZF1 beobachtet werden. Der
hierfiir verwendete Antikdrper wurde jedoch nur fiir ELISA getestet und konnte daher
ungeeignet fiir diese Anwendung sein. Andere Antikorper fiir dieses Protein sind bisher nicht
verfiigbar.

Weitere Transkriptionsfaktoren, welche nach Datenbankanalyse an die Position -1320 im
MOR-Gen binden konnten, zeigten eine wesentlich geringere Sequenziibereinstimmung als
MZF1 und vor allem deutlich geringere Unterschiede in der Bindungswahrscheinlichkeit

zwischen der Varianten- und der Wildtypsequenz.

4.2.2 Quantifizierung

Die transkriptionelle Regulation ist ein wichtiger Mechanismus zur Regulation der Protein-
synthese. Eine verminderte MOR-Dichte kann auf einen reduzierten RNA-Level beruhen.

Da eine Amplifizierung von MOR-RNA aus Blutproben nicht durchfiihrbar war, wurden zur
Untersuchung moglicher Einfliisse von Promotorvarianten auf die RNA-Expression des
MORs vier Neuroblastomzelllinien verwendet. Die vier Zelllinien entstammen aus dem
gleichen Gewebetyp und weisen alle eine epitheliale Morphologie auf (http:// www.atcc.org).
Da die Zelllinien von vier verschiedenen Individuen abstammen, wire es moglich gewesen,
dass sich diese genotypisch in der 5'-flankierenden Region des MOR-Gens voneinander
unterscheiden und sich dies in der RNA-Expression wiederspiegelt.

Die Sequenzanalyse der vier Neuroblastomzelllinien zeigte jedoch keine Abweichungen in
der 5'-flankierenden Region, welche auf unterschiedliche Promotoraktivititen schlieen
lieBen. In direkter Nachbarschaft (-2174) der nicht eindeutig zu bestimmenden Region -2188
bis -2175, wurde eine NFkB-Bindestelle identifiziert (Kraus et al., 2003). Durch die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Reportergen-Experimente, konnten keine Riickschliisse
auf eine veranderte Promotoraktivitdt bei 14/14 und 15/15 x Adenin in dem Promotorbereich
-2188 bis -2175 gezogen werden. Somit sollten eventuelle Sequenzunterschiede in dieser

Region keine Auswirkung auf die Promotoraktivitit haben. Ebenso unwahrscheinlich ist eine
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Beeinflussung der Promotoraktivitit durch die Variante A-1045G, welche bereits in den
Reportergen-Experimenten untersucht wurde.

In den Ergebnissen der RNA-Quantifizierung zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede
in der MOR RNA-Expression zwischen den Zelllinien SK-N-FI / SH-SY5Y und SK-N-AS
sowie SK-N-FI und SK-N-DZ.

Neuroblastomzellen lassen sich phéinotypisch in neuronale (N)-, stromale (S)- und
intermediate (I)-Typen differenzieren. N-Typ Zellen wachsen in schwach adhirenten
Aggregaten aus schmalen runden Zellen mit neuritischen Auswiichsen und enthalten
Enzyme, welche in die Neurotransmittersynthese involviert sind. S-Typ Zellen wachsen
substratadhdrent und abgeflacht und sind frei von Elementen fiir die Neurotransmitter-
synthese (Biedler et al., 1973). I-Typ Zellen teilen bestimmte Charakteristika mit S-Typ und
N-Typ Zellen und konnen sich nach Induktion in eine der beiden Zell-Typen differenzieren
(Ross et al., 1995). Von den verwendeten Neuroblastomzelllinien entsprechen die Zelllinen
SK-N-DZ, SH-SY5Y sowie SK-N-FI dem N-Typ (Esumi et al., 1989; Voigt and Zintl, 2003)
und SK-N-AS dem S-Typ (Bian et al., 2002). So konnten die vier Neuroblastomzelllinien
aufgrund dieser Differenzierung unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen. Fiir das
CAMTAI1-Protein (Calmodulin-binding Transkriptions Aktivator 1) z.B. wurde in N-type
Neuroblastomzelllinien ein hoher Level von CAMTA1 mRNA gefunden, in S-Typ Zelllinien
dagegen nur eine niedriger Level (Nakatani et al., 2004). In den Quantifizierungsergebnissen
der vorliegenden Arbeit, zeigt die einzige Zelllinie die dem S-Typ entspricht (SK-N-AS)
gegeniiber den anderen Zelllinien einen erniedrigten Expressionslevel von MOR-mRNA.
Transkriptionsfaktoren kénnen die Transkription eines Gens fordern oder hemmen, indem sie
an die entsprechenden regulatorischen Elemente des jeweiligen Gens binden. Ein anderer
Mechanismus zur Hemmung der Transkription ist mit der Methylierung von CpG Cytosinen
verbunden. Diese kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren blockieren (Tate and Bird,
1993), bzw. durch Verdnderungen in der Chromatinstruktur die Transkription beeinflussen
(Kass et al., 1997). Bei der neuronalen Zellline SH-SY5Y, welche den MOR konstitutiv
exprimiert, konnte in einer Studie von Andria und Simon nahezu keine CpG-Methylierung
nachgewiesen werden. Dagegen zeigten zwei weitere neuronale Zelllinen, welche den MOR
nicht exprimieren, die fast vollstindige Methylierung einer CpG-reichen Region, welche das
Startkodon umgibt. In nicht-neuralen Zellen wurde keine Assoziation zwischen dem
Methylierungsgrad und der Expression des MORs gefunden (Andria and Simon, 1999). Dies

konnte eine Erkldrung fiir den erniedrigten Expressionslevel von MOR-mRNA bei der
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Zelllinie SK-N-DZ gegeniiber den beiden andern N-Typ Zelllinien SH-SYS5Y und SK-N-FI
sein.

Jedoch konnten auch andere Aspekte fiir die unterschiedlichen mRNA-Level der vier
Zelllinien von Bedeutung sein. Es ist nicht auszuschlieen, dass weitere bisher unentdeckte
Spleivarianten des MOR-Gens existieren, welche mit den hier verwendeten Primern nicht
erfasst wurden. Auch kdnnten weitere regulatorische Elemente auerhalb der sequenzierten
5"-flankierenden Region auf die Regulation der MOR-Expression Einfluss nehmen. Diese
konnten z.B. fiir zelltypspezifische Unterschiede in der mRNA Stabilisierung bzw. Destabi-
lisierung von Bedeutung sein. So werden unterschiedliche mRNA-Level fiir das membran-
gebundene IL-1RAcP (IL-1 receptor accessory protein) in verschiedenen Zelllinien
zumindest teilweise durch die mRNA-Stabilitdit moduliert. In diesem Fall erfolgt eine
posttranskriptionale Regulierung der Expression durch destabilisierende Elemente in der
3'UTR (Jensen and Whitehead, 2004). Zwischen dem ersten und zweiten Exon des MOR
Gens befindet sich ein sehr grofles Intron (groBer als 25 kb) (Wendel and Hoehe, 1998),
welches regulatorische Elemente, oder gar ein alternatives erstes bzw. zweites Exon enthalten
konnte (Andria and Simon, 1999). Auch wurden bei der Analyse des Maus MOR-Gens zwei
getrennte Promotorregionen identifiziert (Ko et al., 1997).

Des Weiteren konnte bei der mRNA-Quantifizierung der Zelllinie SK-N-AS in manchen
PCR-Ldufen ein geringfiigiges ,,mitmessen von Primerdimeren nicht ganz vermieden
werden. Obwohl durch eine erhdhte Detektionstemperatur versucht wurde, dies zu umgehen,
wurden in manchen Laufen, PCR-bedingt, geringe Teile des Primerdimerpeaks mitgemessen.
Dies betraf jedoch nur die Zelllinie SK-N-AS, da es bei den anderen Zelllinien durch die
hohere Anzahl von Transkripten nicht zur Primerdimerbildung kam. So kdnnte sich dieser
Messfehler nur zugunsten des mRNA-Levels der SK-N-AS Zellen ausgewirkt haben, so dass
ein eventuell noch groBerer Unterschied im Expressionslevel der MOR-mRNA zu den

anderen Zelllinien besteht.

4.3 Genotypisierung des MORs

Als Ursache von individuellen Unterschieden in der analgetischen Wirkung von Opioiden
bzw. deren Nebenwirkungen werden aufler genomischen Variationen in Arzneimittel-
metabolisierenden Enzymen vor allem Variationen im Bereich des Opioidsystems in Betracht
gezogen. Seit der MOR als wichtigstes Taget fiir Morphin identifiziert wurde, wurde in
groem Umfang nach genomischen Variationen innerhalb des MOR-Gens gesucht. Hierbei

wurde eine groBe Anzahl von SNPs gefunden (Bergen et al., 1997; Bond et al., 1998; Hoehe
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et al., 2000). Darunter wurde in den nicht-kodierenden Regionen eine groflere Dichte von
SNPs gefunden als in den translatierten Regionen. Zudem kommen die meisten SNPs in
kodierenden Bereichen eher selten, mit Allelfrequenzen um oder unter 1%, vor (Mayer and
Hollt, 2001). Eine groBe Ubereinstimmung iiber die funktionelle Rolle von SNPs wurde bei
Varianten ermittelt, welche den dritten intrazelluldiren Loop des MOR betreffen. Dieser
beinhaltet einen hoch konservierten Aminosduresequenzbereich mit einer vollstindigen
Ubereinstimmung der Aminosiuren 248-292 in Mensch, Schwein, Maus, Ratte, Rind und
Rhesus Affen (Lotsch and Geisslinger, 2005). Diese Region zeigt eine Schliisselfunktion fiir
die G-Protein Bindung und die Signalinduktion des MOR (Georgoussi et al., 1997).
Innerhalb dieser Region ist die seltene Variante S268P lokalisiert. Diese Variante wird mit
einer reduzierten G-Protein Bindung sowie einer reduzierten Rezeptordesensibilisierung in
Verbindung gebracht (Koch et al., 2000). Aus dieser reduzierten Desensibilisierung konnte
eine anhaltende Adenylat-Cyclase-Aktivitit mit der Férderung von Kompensationsmechanis-
men und letztendlich eine Opioidtoleranz resultieren (He et al., 2002).

Der dritte extrazelluldre Loop des MOR hat eine bedeutende Rolle fiir die Bindung von
Liganden (Guarna et al., 2003). Der einzige bereits bekannte SNP in diesem Rezeptor
Abschnitt G942A fiihrt jedoch zu keinem Aminosdureaustausch. Fiir die meisten anderen
SNPs in kodierenden Regionen sind keine Informationen iiber ihre Auswirkungen beziiglich
der Bindung von Liganden oder der Beeinflussung der Rezeptorfunktion nachgewiesen
(Lotsch and Geisslinger, 2005).

Die wohl bekannteste Variante des MOR-Gens ist der SNP A+118G, der in einen Amino-
sdureaustausch von Asparagin zu Asparat an der Position 40 (N40D) der Aminosduresequenz
resultiert. Die vierzigste Aminosdure ist im extrazelluldren Teil der ersten Transmembran-
doméne lokalisiert. Einige Hinweise deuten auf verénderte klinische Reaktionen des N40D-
mutierten MORs gegeniiber Opioiden hin: Triger des mutanten 118G Allels bendtigen mehr
Alfentanyl, verspiiren jedoch einen weniger nachlassenden Schmerz im Vergleich zu Tragern
des Wildtyp-Allels (Caraco, Y 2001). Krebspatienten, welche homozygote Tréiger fiir das
Allel 118G sind, bendtigen hohere Dosen von Morphin fiir eine Schmerzlinderung als
heterozygote Trager des Allels oder Wildtypen (Klepstad et al., 2004). Zudem wurde bei
einem Patienten, mit eingeschriankter Nierenfunktion, welcher als Trager der Variante Asp40
detektiert wurde, ein Schutz vor M6G vermittelter Opioidtoxizitdt festgestellt (Lotsch et al.,
2002b). Eine erhohte Endorphin Affinitit (Bond et al., 1998) des N40D MORs konnte nicht
prinzipiell festgestellt werden (Beyer et al., 2004).
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Es besteht die Annahme, dass der SNP 118 A—=>G von zweierlei Bedeutung fiir die
Schmerztherapie ist: Zum einen zeigen Tréager dieser Variante einen erhdhten Opioidbedarf
zur Erlangung einer Analgesie, zum anderen schiitzt die Variante vor Nebenwirkungen der
Opioidbehandlung (Lotsch and Geisslinger, 2005). Um diese Hypothese zu untermauern
bzw. zu widerlegen, miissten Genotypisierungsstudien an Patientenkollektiven durchgefiihrt
und die jeweiligen Genotypen dem Opioidverbrauch, bzw. moglichen Nebenwirkungen
zugeordnet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurven-
analyse eine Methode zur Detektion der Variante A+118G etabliert und ein Patienten-
kollektiv von 747 Schmerzpatienten genotypisiert. Die daraus erhaltene Verteilung der
Allelhdufigkeiten entspricht der von bereits vorangegangenen Studien (Franke et al., 2001;
Luo et al., 2003). Die aufwendige Zuordnung der ermittelten Genotypen zu den jeweiligen
Patientendaten konnte nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden und muss in
einem weiteren Schritt erfolgen. Erst danach kann die aufgestellte Hypothese bewertet
werden.

Um die klinische Relevanz fiir Patienten der Mutation G-554A oder A-1320G zu bestimmen,
miissen Triger dieser Varianten gefunden und auf ,,Abweichungen® im Opioidbedarf bzw.
der Opioidwirkung untersucht werden. Die Variante A-1320G wurde bereits mit der
Abhéngigkeit fiir verschiedene Substanzen assoziiert (Hoehe et al., 2000; Luo et al., 2003),
was jedoch nicht immer bestitigt werden konnte (Crowley et al., 2003). Um Triger dieser
Varianten zu identifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit mittels Echtzeit-PCR und
anschliefender Schmelzkurvenanalyse eine Methode zur Detektion dieser Varianten etabliert
und ein Patientenkollektiv von 747 Schmerzpatienten genotypisiert.

Uber die Hiufigkeit der Variante G-554A in der europiischen Bevolkerung ist bisher wenig
bekannt. In einer Population von afrikanischen-Amerikanern wurde diese mit einer
Haufigkeit von < 1% gefunden (Hoehe et al., 2000). Fiir einige Varianten gibt es jedoch
groBe Abweichungen in der Allelfrequenz zwischen den Populationen. Bei der MOR-
Variante C+17T wurde eine Haufigkeit von 19% (Hoehe et al., 2000) bei afrikanischen-
Amerikanern gefunden, wihrend sie in einer europidischen Kontrollpopulation mit einer
Allelhdufigkeit von < 1% (Gscheidel et al., 2000) detektiert wurde. Auch fiir die Variante A-
1320G wurden groflere Differenzen in der Allelfrequenz zwischen einer afrikanisch-
amerikanischen Population (~9%) und einer européisch-amerikanischen Population (< 1%)

beschrieben (Crowley et al., 2003).
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In dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv wurden keine Tréger der Variante
G-554A und je ein heterozygoter sowie homozygoter Tridger der Variante A-1320G
gefunden. Durch das geringe Vorkommen dieser Varianten kann innerhalb des hier
untersuchten Patientenkollektivs keine Aussage liber mogliche klinische Einfliisse dieser
Varianten getroffen werden. Mit solch geringen Allelfrequenzen sind beide Varianten,
zumindest fiir das untersuchte Kollektiv, klinisch eher von untergeordneter Bedeutung. Fiir
die Population in welcher die Variante A-1320G mit ~9% vorkommt, kdnnten weitere

Untersuchungen zur klinischen Relevanz jedoch interessant sein.
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5. Ausblick

Durch das humane Genomprojekt und die Verdffentlichung der Sequenz des menschlichen
Genoms wurde die Voraussetzung geschaffen, die Grundlagen der genetischen Variabilitdten
des Menschen zu erforschen. Ziel der Pharmakogenetik/Pharmakogenomik ist es, die
beteiligten Gene und deren Allele, welche fiir die individuell unterschiedliche Wirksamkeit
von Arzneimitteln verantwortlich sind, zu identifizieren und langfristig die Arzneimittel-
therapie individuell zu verbessern.

Fir den Bereich der Schmerztherapie wurden in der vorliegenden Arbeit genomische
Variabilititen der Gene des CYP2D6 und des MORs nidher untersucht. Sicherlich sind fiir
diesen Bereich noch eine Reihe weiterer Kandidatengene, wie z.B. die Gene von
Cannabinoid-, NMDA-, Dopamin und- und Serotoninrezeptoren, von gro3em Interesse. Die
Kunst wird sein, die Gesamtheit der involvierten und klinisch relevanten Gene zu
identifizieren, deren funktionelle Organisation zu verstehen und die wichtigen Varianten von
den unwichtigen zu trennen.

Die Zukunft liegt hierbei in so genannten Multizenterstudien, in denen grofle Gruppen von
gesunden und je nach Fragestellungen behandelten Individuen eingeschlossen werden
konnen. Dadurch konnen durch systematische Vergleiche moglicher Kandidatengen-
sequenzen spezifische Varianten identifiziert und mit dem Phénotyp assoziiert werden sowie
letztendlich Kandidatengene identifiziert werden.

Sicherlich sind auf dem Weg zur ,maBgeschneiderten” Pille noch viele Hiirden zu
tiberwinden. So miissen zur Analyse von Genotyp-Phénotyp Beziehungen auch natiirliche
genomische Variabilititen beriicksichtigt werden. Dies bendtigt eine hohe Anzahl von gut
dokumentierten Patienten/Probanden und demnach kostengiinstigere Hochdurchsatzverfahren
sowie erweiterte bioinformatische Moglichkeiten, um die daraus resultierenden Datenmengen
bearbeiten zu konnen. Am Ende stellt sich dann noch die Frage der Umsetzbarkeit durch die
pharmazeutische Industrie.

Jedoch wird zukiinftig flir einen verbesserten Erfolg in der Arzneimitteltherapie neben den
konventionellen Faktoren wie Gesundheitszustand, Alter, Geschlecht, Grofie, Gewicht, Ess-
und Lebensgewohnheiten die Beriicksichtigung von genetischen Faktoren eine immer

groBere Rolle spielen.
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6. Zusammenfassung

Fiir die Wirksamkeit von Opioidanalgetika in der Schmerztherapie sind das Enzym CYP2D6
und der p-Opioidrezeptor als Kandidatengene von grof3em Interesse.

Genvarianten des metabolisierenden Enzyms CYP2D6 konnen zu einer erniedrigten oder
fehlenden Enzymfunktion fithren. Bei Poor Metabolizern (PM) kann es durch die
eingeschriankte Eliminierung der betroffenen Medikamente zur Anreicherung des Wirkstoffes
und daraus resultierenden Nebenwirkungen kommen. Ebenso kann bei so genannten
Prodrugs die gewiinschte Wirkung durch eine fehlende oder reduzierte Umwandlung in den
aktiven Metaboliten ausbleiben oder reduziert sein. Die meisten Opioidanalgetika wirken am
MOR. Als Ursachen fiir individuelle Unterschiede in der analgetischen Wirkung von
Opioiden, bzw. deren Nebenwirkungen wird unter anderem der Einfluss von
Polymorphismen innerhalb des MOR-Gens vermutet. In der vorliegenden Arbeit wurden
Genvarianten des metabolisierenden Enzyms CYP2D6 und des p-Opioidrezeptors untersucht
sowie Methoden zu deren Detektion entwickelt.

Zur Detektion von fiinf der hdufigsten PM-assoziierten Varianten des CYP2D6 (*3,*4,*6,*7
und *8) wurde mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse eine
zuverldssige und schnell durchfiihrbare Methode entwickelt. AnschlieBend wurde ein
Patientenkollektiv mit diesem Verfahren genotypisiert. Zusétzlich wurde hierbei die ebenso
mit dem PM-Status assoziierte Variante *5 (Nullallel) iiber eine konventionelle PCR
detektiert. Die daraus ermittelten Allelfrequenzen (18,6 % fiir Allel*4, 2, 6 % fiir Allel*5,
0,9 % fir Allel*3, 3,1 % fiir Allel*6 und 0,2 % fiir Allel*8) sind vergleichbar zu bereits
publizierten Daten. Zudem wurden mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode drei
weitere Varianten entdeckt, von denen eine den PM-Genotyp zeigte.

Insgesamt wurden 10% der eingeschlossenen Patienten genetisch als PM identifiziert. Diese
zeigten einen erhohten Bedarf an dem Opioidanalgetikum Tramadol, um eine ausreichende
Analgesie zu erlangen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Hypothese eines
reduzierten analgetischen Effekts von Tramadol bei PM.

In den Untersuchungen zum MOR wurde aus der 5'-flankierenden Sequenz des humanen
MOR-Gens zunéchst eine Serie von 5'-Deletionen mittels Reportergen-Konstrukten unter-
sucht. Bei allen getesteten Sequenzfragmenten konnte im Luciferase-Assay eine Aktivitit
festgestellt werden. Zudem deuten die Ergebnisse auf verstirkende Elemente in den
Regionen -365 bis -558 und -1366 bis -2095 sowie auf suppressive Elemente in den
Regionen -300 bis -364, -589 bis -885 und -2096 bis -2613 hin.
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Anschlieend wurden mittels gerichteter Mutagenese acht weitere Reportergen-Konstrukte
mit je einer bereits publizierten Variante der 5'-flankierenden Sequenz des humanen MOR-
Gens hergestellt und ebenfalls im Luciferase-Assay gemessen. Von diesen zeigten die sechs
Konstrukte mit den Varianten G-172T, A-236G, C-995A, A-1045G, G-1748A und -1699
insT keine Verdnderung der Luciferase-Aktivitit. Dagegen zeigte das Konstrukt mit der
Variante G-554A eine verminderte und das Konstrukt mit der Variante A-1320G eine erhdhte
Luciferase-Aktivitdt im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp-Konstrukt. Im electrophoretic
mobility shift assay konnte bei beiden Varianten kein eindeutiger Unterschied in der
Bindungsaktivitdit im Vergleich zur jeweiligen Wildtypsequenz unter unstimulierten
Bedingungen festgestellt werden.

Um mogliche Einfliisse von Promotorvarianten auf die MOR RNA-Expression zu unter-
suchen, wurde eine relative Quantifizierung von vier Neuroblastomzelllinien durchgefiihrt
und deren 5'-flankierende Region des MOR-Gens mittels Sequenzanalyse untersucht. Es
konnten signifikante Unterschiede in der MOR RNA-Expression zwischen den Zelllinien
SK-N-FI/ SH-SY5Y und SK-N-AS sowie SK-N-FI und SK-N-DZ festgestellt werden. Diese
lieBen sich nicht durch genetische Varianten in der 5°-flankierenden Region des MOR-Gens
begriinden, was auf andere regulative Mechanismen schlie3en 1asst.

Zur Detektion der funktionellen MOR-Varianten A+118G, G-554A und A-1320G wurde
mittels Echtzeit-PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse eine zuverldssige Methode
etabliert. Durch die Genotypisierung eines Patientenkollektivs konnte fiir die Varianten
G-554A und A-1320G eine Allelfrequenz von <1% und fiir die Variante A+118G von 12,8 %
bestimmt werden. Durch das geringe Vorkommen der Varianten G-554A und A-1320G
konnte innerhalb des hier untersuchten Patientenkollektivs keine Aussage iiber mogliche
klinische Einfliisse getroffen werden. Ob die detektierten Triager der Variante A+118G eine
verdnderte Opioidmenge zur Erlangung einer Analgesie bendtigen, ist in weiterfithrenden

Studien noch zu kléren.
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