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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Enzymsystem Cytochrom P450

Die Entdeckung und Benennung des Cytochrom P450-Enzymsystems (CYP) geht
zurtck auf Martin Klingenberg, der 1958 in spektrophotometrischen Untersuchungen
anhand von Mikrosomenpraparationen aus Rattenlebern feststellte, dass ein bis dahin
unbekanntes CO-bindendes Pigment bei UV-Anregung ein Absorptionsmaximum bei
450 nm zeigt (1). In den nachsten Jahren folgten neue Erkenntnisse beziglich der
Struktur, wie die Identifikation als Hamprotein, sowie der Funktion im
Fremdstoffmetabolismus (2, 3). Fur den Menschen sind mittlerweile 57 sequenzierte
CYP-Gene bekannt, die in 18 verschiedene Familien und 44 Subfamilien eingeteilt sind
(4). Die Einteilung folgt dabei der Homologie der Aminosauresequenz: ab einer
Ubereinstimmung von 40% erfolgt die Zuordnung zu einer Familie, bei mehr als 55%
zur gleichen Subfamilie. Dabei folgen dem Kiirzel CYP eine arabische Ziffer, die die
Familie bezeichnet, ein lateinischer Buchstabe fir die Subfamilie sowie die arabische
Ziffer fur das einzelne Isoenzym (5). Die Benennung unterschiedlicher allelischer
Varianten eines CYP-Gens erfolgt mittels einer mit einem Stern versehenen Nummer
gemal den Richtlinien des Human P450 Allele Nomenclature Committee, online
zuganglich unter http://www.cypalleles.ki.se/ (6). Cytochrom P450-Proteine bestehen
insgesamt aus etwa 500 Aminoséauren (aa), wobei ein Cysteinmolekll nahe des
Carboxyterminus den essentiellen Thiolliganden des Ham-Eisenions im aktiven
Zentrum des Enzyms liefert (7). Mit dem Aminoterminus, der reich an hydrophoben
Aminosauren ist, sind die Proteine an der zytosolischen Seite der Membranen des
endoplasmatischen Retikulums, des Zellkerns und der Mitochondrien verankert (7). Als
mischfunktionelle Oxidasen sind sie in Verbindung mit dem Kofaktor NADPH sowie
einer NADPH-P450-Reduktase zu 75% fur die oxidative Phase I-Metabolisierung der
Leber verantwortlich (8). Weiterhin sind sie sowohl fir den Abbau endogener
Stoffwechselprodukte, darunter Steroidhormone und Fettsauren, als auch fur die

Synthese von Prostaglandinen, Steroidhormonen und Gallensauren essentiell (4).
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1.2 Die Subfamilie CYP3A

Die Subfamilie 3A der humanen Cytochrom P450-Enzyme besteht aus den vier
Isoenzymen CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 und CYP3A43, deren Gene in einem
gemeinsamen Komplex (siehe Abbildung 1) tGber eine Lange von 231 Kilobasenpaaren
(kbp) auf dem langen Arm von Chromosom 7 im Bereich 7921.3-gq22.1 liegen (9, 10).
Alle Gene kodieren normalerweise fir Transkripte mit 1709 bis 2153 bp Léange,
gegliedert in jeweils 13 Exone, die nachfolgend in Proteinketten mit 502 bis 503 aa
translatiert werden (11). Aufgrund genetischer Varianten existiert fur alle CYP3A-Gene
eine Vielzahl verschiedener weiterer Transkripte, die zu einer verdnderten
Aminosaureanzahl des Proteins oder aber zum Abbruch der Proteinsynthese bzw.
dessen Degradation fuhren. Insgesamt ist die Subfamilie CYP3A an der
Metabolisierung von geschatzten 45-60% aller momentan auf dem Markt erhaltlichen
Arzneimittel beteiligt (9). Dabei scheinen vor allem die strukturelle Substratvielfalt und
das gleichzeitige Binden mehrerer Liganden im Aktiven Zentrum, welches wiederum die
Mdoglichkeit von Induktions- und Inhibitionsphanomenen nach sich zieht, eine
entscheidende Rolle zu spielen (12). Dies beinhaltet jedoch auch das potentielle Risiko
klinisch relevanter Arzneimittelinteraktionen. So kann es beispielsweise durch die
Komedikation des CYP3A-inhibitorisch wirksamen Antibiotikums Erythromycin mit dem
Antihistaminikum Terfenadin zu einer Blockierung der kardialen Kaliumkanale kommen,
die im schlimmsten Fall todliche Herzrhythmusstérungen nach sich zieht (13). Unter
weiteren Medikamenten, die eine Induktion oder Inhibition von CYP3A zur Folge haben
konnen, zahlen Glukokortikoide, Antiepileptika, antiretrovirale Therapeutika, Glitazone
und Calciumantagonisten. Ausfiihrliche Ubersichten zu Substraten, Induktoren und
Inhibitoren des CYP3A-Systems bieten beispielsweise die Indiana University School of
Medicine und die United States (U.S.) Food and Drug Administration (14, 15). Gerade
im Hinblick auf diese Wechselwirkungen ist die Erforschung der Ursachen fir
interindividuelle Schwankungen in der metabolischen Aktivitat des CYP3A-Systems von
besonderer Kklinischer Relevanz, da beispielsweise eine Anpassung der
Arzneimitteldosierung auf die individuelle CYP3A-Enzymaktivitat von Nutzen sein

kdnnte.
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CYP3A5P1 CYP3A5P2

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des CYP3A-Locus entsprechend der Datenbank Entrez Gene (16),
online zuganglich Uber http://www.nchi.nim.nih.gov/gene/1574, des National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Der Genkomplex CYP3A beinhaltet neben vier Genen (blau) auch zwei Pseudogene,
CYP3A5P1 und CYP3A5P2 (grau). Die Pfeilrichtung reprasentiert die Ableserichtung der Transkription.

1.2.1 Expression der Gene CYP3A4, CYP3A7 und CYP3A43

Fur die Metabolisierung endogener und exogener Stoffwechselprodukte in der Leber
scheint bei den meisten Individuen CYP3A4 die Hauptrolle zu spielen (9, 17). Um den
genetischen Einfluss auf die Hohe der hepatischen CYP3A4-Spiegel zu eruieren,
wurden in den letzten Jahren zahlreiche Studien bezlglich verschiedener
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) in der
Genregion von CYP3A4 durchgefuhrt (18-22). So sind mittlerweile in der Single
Nucleotide  Polymorphism  Database (dbSNP, online  zuganglich  unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) des National Centers for Biotechnology Information
(NCBI) mehr als 300 unterschiedliche SNPs fiir den intra- und intergenetischen Bereich
(Promotorbereich) des CYP3A4-Gens aufgefiihrt (23), von denen allerdings nur ein
Bruchteil Gberhaupt funktionale Auswirkungen auf die Proteinbildung hat. Insgesamt
implizieren die Meta-Analysen und Reviews der aktuellen Literatur, dass die
interindividuell variable Hohe der CYP3A4-Spiegel weniger auf genetische Ursachen
sondern vielmehr auf exogene Faktoren wie Induktions- und Inhibitionsprozesse
zurtckzufihren ist (9, 10, 24). Ein wichtiges Indiz dafir sind beispielsweise
Schwankungen in der Metabolisierung von CYP3A-Substraten.
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So variiert die Clearance des CYP3A-Substrates Midazolam nach Behandlung mit dem
potenten CYP3A-Induktor Rifampicin verglichen mit der Gabe des starken CYP3A-
Inhibitors Itraconazol um den Faktor 400 (25), wahrend die normalen Schwankungen in
vivo ohne medikamentbse Beeinflussung der Enzymaktivitat mit einer vier- bis
sechsfachen Variabilitdt deutlich geringer ausfallen (26, 27). Als Hauptenzym der
Xenobiotikametabolisierung wird CYP3A4 vorwiegend in der Leber, in deutlich

geringeren Mengen auch in Dinndarm, Kolon und Prostata exprimiert (28-31).

CYP3A7 galt lange Zeit als ausschlie3lich in der fetalen Leber exprimiertes Isoenzym,
wo es 30-50% des gesamten Cytochrom P450-Gehalts ausmacht (32, 33). In neueren
Expressionsstudien anhand von messenger RNA (mMRNA) sowie durch die Etablierung
spezifischer Antikdrper konnte CYP3A7 jedoch sowohl in der adulten Leber als auch in
den extrahepatischen Geweben Intestinum, Endometrium, Nebenniere und Prostata,
nachgewiesen werden (18, 31, 34-36). Einer bimodalen Verteilung folgend, wird in
10-20% der kaukasischen Bevdlkerung CYP3A7 in betrachtlichen Mengen exprimiert
und tragt in diesen ,Expressoren“ 9-36% zum gesamten CYP3A-Gehalt in der Leber bei
(9, 35). Im Gegensatz zu CYP3A4, bei dem die Proteinverteilung unimodal ist, konnten
fur CYP3A7 interindividuelle Schwankungen in der Proteinexpression auf genetische
Ursachen zurickgefihrt werden. So kénnen fir die kaukasische Bevolkerung zwei
Drittel aller Falle erhdhter CYP3A7-Expression mit dem Vorhandensein des Allels
CYP3A7*1C oder des weniger haufigen Allels CYP3A7*1B erklart werden (18, 34, 35).

Erst vor wenigen Jahren wurde CYP3A43 als letztes Isoenzym der Subfamilie 3A
entdeckt (37-39). Da das Nativprotein bislang nicht eindeutig nachgewiesen werden
konnte, ist noch immer unklar, ob und wieweit es zu klinisch relevanten Schwankungen
im CYP3A-Spiegel beitragt. Studien beziglich der mRNA sowie anhand eines am
Aminoterminus modifizierten CYP3A43-Enzyms in Escherichia (E.) coli deuten jedoch
auf eine eher untergeordnete Rolle im Arzneimittelmetabolismus (31, 37). Die hochste
Expression von CYP3A43-mRNA wurde in Prostata und Hoden beschrieben (38, 39).
Von besonderer klinischer Relevanz erscheint eine mehrfach beschriebene Assoziation
des CYP3A43*3-Allels mit dem Risiko einer Prostatakarzinom-Erkrankung (40-42).
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1.2.2 Die polymorphe Expression von CYP3A5

Gemeinsam mit CYP3A4 z&hlt CYP3A5 zu den wichtigsten Enzymen des
Fremdstoffmetabolismus in der humanen Leber (43). Bei starker Homologie der
Aminosauresequenzen und einem fast identischen Substratmuster mit ahnlichen
katalytischen Aktivitdten liegt ein wesentlicher Unterschied im Verteilungsmuster der
beiden Isoenzyme. Wéhrend CYP3A4 unimodal in nahezu jeder adulten Leber
exprimiert wird, kann CYP3A5 in der kaukasischen Bevolkerung nur in etwa 10-25 %
aller Lebern nachgewiesen werden (44). Fur diese sogenannten CYP3A5-Expressoren
sind die Angaben Uber den prozentualen Anteil von CYP3A5 am gesamten CYP3A-
Gehalt der Leber in der Literatur sehr unterschiedlich. Gegeniber urspriinglichen
Annahmen von mehr als 50% (18), geht man heute eher von 10-20% aus (45).
Nachdem 1990 erstmals das bimodale Verteilungsmuster von CYP3A5 in der Leber
beschrieben wurde (46), folgten zahlreiche Studien zur Aufdeckung einer
maoglicherweise zugrundeliegenden genetischen Variation. Im Jahr 2000 wurden in
einer Arbeit zwei vermeintlich ursachliche genetische Varianten im 5’-stromaufwarts
gelegenen Bereich des CYP3A5-Gens beschrieben (47), die sich jedoch nach heutigem
Kenntnisstand eher im 5’-Bereich des Pseudogens CYP3A5P1 befinden (12, 45). Ein
Jahr spéater fand man neben mehreren weiteren funktionellen Polymorphismen die fir
die variable Proteinexpression hauptverantwortliche Sequenzvariation in Intron 3 des
CYP3A5-Gens (18). Dieser Einzelbasenaustausch von Adenin (A) zu Guanin (G) an
Nukleotid (nt) 22893 (Accession number des NCBI: AC005020, refSNP ID: rs776746)
bzw. nt 6986 (relativ zum A des Translationsstartkodons ATG in Exon 1) fuhrt Gber die
Generation einer neuen 5’-Spleil3donorstelle zu alternativem Spleil3en der Prakursor-
MRNA (pra-mRNA; Abbildung 2 ). Dabei werden 131 bp der Sequenz von Intron 3 in
die reife MRNA-Sequenz eingebaut, was in der Literatur auch als zusatzliches Exon
oder Pseudoexon 3B bezeichnet wird. Diese aberrante mRNA zieht im weiteren
Expressionsprozess eine Verschiebung des Protein-Leserasters nach sich und kreiert
so mehrere vorzeitige Stoppkodons fir den Translationsprozess. Das daraus
resultierende Protein besalRe im Vergleich zu normal gesplei3tem CYP3AS5 statt 502 nur
102 Aminosauren und hatte damit keine katalytische Aktivitat mehr (12, 18). Das
Wildtyp-Allel (A) wird als CYP3A5*1, das mutierte Allel (G) als CYP3A5*3 bezeichnet.
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*1B 6986 A>G *4 *2
*1C *8 *3 *5 *6 *9 *7 *10 *1D
! ! ! ! ! g0 1 1 !
5UTR— 1 234567189 10111213 [— 3'UTR
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@ ﬂ __J
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&
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Abb. 2. Schematische Darstellung des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus. Der obere Teil der Abbildung
zeigt die Lokalisationen verschiedener SNPs im CYP3A5-Gen. Die Kasten reprasentieren die Exone,
dazwischen liegen die intronischen Bereiche. UTR — Untranslatierter Bereich. Modifiziert nach Xie et al.
(48). Der untere Teil der Abbildung zeigt die Auswirkung des 6986A>G-Polymorphismus auf Transkription
und Translation von CYP3A5. Madifiziert nach Lamba et al. (12).

Der sogenannte Splei3stellenvorhersagewert (splice site prediction score) beruht auf
bioinformatischen Berechnungen der Nutzungswahrscheinlichkeit einer Spleif3stelle und
kann beispielsweise mit Hilfe des Programms Splice Site Prediction by Neural Network
ermittelt werden (Berkeley Drosophila Genome Project, online zuganglich tber

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).
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Fur die neu generierte SpleilRdonorstelle in der pr&-mRNA von CYP3A5 wird ein
Spleil3stellenvorhersagewert von 0,9 angegeben (18). Das heildt, dass zum einen
theoretisch bei Vorliegen der Allelvariante CYP3A5*3 der Groldteil der pra-mRNA
alternativ gespleif3t wird, zum anderen aber auch, dass ein kleiner Teil weiterhin dem
konventionellen Spleil3prozess unterliegt und damit die Translation funktionsfahigen
Proteins nach sich zieht. Versuche anhand von humanem Lebergewebe zeigen
ebenfalls, dass in Individuen mit homozygot vorliegendem CYP3A5*3-Allel eine
messbare Proteinexpression stattfindet, auch wenn die Proteinmenge deutlich geringer
ist als in heterozygoten Tragern des Wildtyp-Allels (im Median 70,6 versus 2,5 pmol/mg)
(49). Aufgrund der geringen Proteinexpression werden in der Literatur Individuen mit
Genotyp CYP3A5*3/*3 haufig als ,nonexpressors” (Nicht-Expressoren) bezeichnet,
wahrend Trager des CYP3A5*1-Allels (sowohl CYP3A5*1/*3 als auch CYP3A5*1/*1) als
.expressors® (Expressoren) zusammengefasst werden. Da jedoch wie bereits
beschrieben auch in Individuen mit CYP3A5*3/*3-Genotyp normales Protein gebildet
wird, empfehlen Wojnowski und Kamdem die praziseren Bezeichnungen low-
expressors” (Individuen mit geringer Expression) und ,high-expressors® (Individuen mit
hoher Expression) (9). Die Frequenzen der beiden Allele variieren stark in Abh&angigkeit
vom ethnischen Hintergrund der untersuchten Population (siehe Tabelle 1). So
besitzen bei einer Allelfrequenz von etwa 7% nur etwa 13% der Kaukasier das
CYP3A5*1-Allel (50), wahrend durchschnittlich etwa 85% aller afroamerikanischen

Individuen dieses tragen (48).

Tabelle 1: Ethnische Allelfrequenzverteilung des CYP3A5-Polymorphismus 6986A>G

CYP3A5*1 CYP3A5*3

Kaukasier 6 - 8% 92 - 94%
Asiaten Ostasiaten 25 -29% 71-75%
Sldasiaten 35 - 45% 55 - 65%

Lateinamerikaner 34 - 40% 60 - 66%
Afroamerikaner 65 -71% 29 - 35%

Nach Xie et al. (48).
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Die Spekulationen Uber die klinische Relevanz der Auswirkungen des genetischen
CYP3A5*1/*3-Polymorphismus sind vielféltig. Theoretisch wéren deutliche Unterschiede
in der Biotransformation der Substrate von CYP3A5 zwischen Gruppen mit
unterschiedlichem CYP3A5*1-Allelstatus zu erwarten. Untersuchungen diesbeziiglich
erweisen sich in der Praxis allerdings als schwierig und die Ergebnisse sind zum Tell
widerspruchlich (43, 48). Die Ursachen hierfir werden zum einen in der Sequenz-
homologie bzw. strukturellen Ahnlichkeit von CYP3A4 und CYP3A5 und zum anderen in
der Uberlappenden Substratspezifitdit mit dem Effluxtransporter P-Glycoprotein (P-GP)
gesehen. So wurde beispielsweise in Leberzellmikrosomen von CYP3A5*1-Alleltragern
in vitro eine mehr als doppelt so hohe Clearance des Benzodiazepins Midazolam
gemessen wie in den Mikrosomen homozygoter Trager des CYP3A5*3-Allels (18, 49).
In vivo scheint jedoch in aktuelleren Studien ein derartiger Effekt nicht nachweisbar zu
sein (51, 52). Ahnlich problematisch sind die Ergebnisse bezuglich des
Immunsuppressivums Cyclosporin  A. Wahrend einige Studien eine Korrelation
zwischen pharmakokinetischen Parametern des Calcineurininhibitors mit dem
CYP3A5*1-Allelstatus beschrieben haben (53, 54), ist in der Mehrheit der Literatur kein
statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen worden (55-59). Fur Tacrolimus
dagegen konnte in Studien gezeigt werden, dass bei einer héheren CYP3A5-
Expression in CYP3A5*1-Alleltragern hdohere Tagesdosen des Immunsuppressivums
notwendig sind, um den therapeutischen Zielbereich der Serumkonzentration zu
erreichen (60). Ein &hnlicher Zusammenhang scheint sich fir den mTOR-Inhibitor
(mammalian Target of Rapamycin) Sirolimus abzuzeichnen (60). Weitere Pharmaka, fur
die ein Einfluss des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus nachgewiesen werden konnte,
umfassen unter anderem die Statine Lovastatin, Atorvastatin und Simvastatin (61)
sowie den HIV-Proteaseinhibitor Saquinavir (62) und das Benzodiazepin Alprazolam
(63). Insgesamt wird jedoch angenommen, dass die prognostische Bedeutung des
CYP3A5-Genotyps fur die Pharmakokinetik von CYP3A-Substraten eher gering ist (17).
Da flr die meisten Individuen (besonders in der kaukasischen Bevdlkerung) CYP3A4
die dominante CYP3A-Isoform in der Leber ist, scheinen sich die Auswirkungen der
polymorphen CYP3A5-Expression auf die Metabolisierung spezifischer CYP3A5-
Substrate oder Organe mit fehlender CYP3A4-Expression zu beschranken.
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Abgesehen von den unmittelbaren Folgen des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus flr die
Arzneimittelmetabolisierung, kénnte die variable Proteinexpression von CYP3A5
besonders in den extrahepatischen Geweben von klinischer Relevanz sein. CYP3A5
wird neben der Leber auch in Dunndarm, Kolon, Lunge, Osophagus, Nebenniere,
Prostata, Hypophysenvorderlappen und Skelettmuskel exprimiert, und es ist die
bedeutendste CYP3A-Isoform in der humanen Niere (10, 45, 64-66). Renale
Erkrankungen, die in bisherigen Studien mit dem CYP3A5-Polymorphismus assoziiert
worden  sind, umfassen Dbeispielsweise die  Calcineurininhibitor-assoziierte
Nephrotoxizitat (CNIT) sowie die Balkan-Nephropathie (9, 67).

1.3 Einfluss des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus auf die Blutdruckregulation

1.3.1 Arterielle Hypertonie

Als eine der am weitesten verbreiteten Erkrankungen ist die arterielle Hypertonie der
weltweit bedeutendste Risikofaktor fiir Morbiditat und Mortalitat (68). Uber mikro- und
makroangiopathische  GefalRverdnderungen und  direkte  druckmechanische
Organbelastung fihrt sie unbehandelt sowohl zu akuten atherosklerotischen
Komplikationen als auch zu einer Reihe chronischer Endorganschaden (69). So ist
Bluthochdruck der wichtigste beeinflussbare Risikofaktor fir den Schlaganfall und einer
der wichtigsten Risikofaktoren fur koronare Herzkrankheit (KHK) und chronische
Herzinsuffizienz, periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) und chronische
Niereninsuffizienz (70). Global betrachtet galten im Jahr 2000 etwa eine Milliarde
erwachsener Menschen als hyperton. Schatzungen zufolge wird die Anzahl Betroffener
bis zum Jahr 2025 um weitere 50% zunehmen und damit auf 1,5 Milliarden ansteigen
(71). Deutschland liegt im internationalen Vergleich bezuglich der Hypertonieh&aufigkeit
weit vorn. Mit einer Pravalenz von bis zu 55% sind hierzulande etwa doppelt so viele
Erwachsene im Alter von 35-64 Jahren betroffen wie beispielsweise in Kanada oder den
USA (72).
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Bei etwa 5-10% aller Bluthochdruckpatienten liegt eine nachweisbare organische
Ursache (z.B. renal, endokrin, medikamentts) oder eine monogenetische Form der
Hypertonie (Liddle-Syndrom, glukokortikoidsensitiver Hyperaldosteronismus) vor, die
prinzipiell einer kausalen Therapie zuganglich ist. Fir den Grofiteil der Betroffenen
jedoch kann von einem primar multifaktoriellen Geschehen mit sowohl genetischen als
auch umweltassoziierten Komponenten ausgegangen werden. Die Pharmakotherapie
erfolgt in diesem Fall im Wesentlichen symptomatisch. Obwohl mittlerweile eine Reihe
verschiedener Medikamente zur Verfigung stehen, gibt es in der Behandlung noch
immer deutliche Defizite. So fuhren die relativ geringen Ansprechraten von etwa 50%
auf die Primartherapie und die damit verbundene therapeutische Turbulenz sowohl zu
einer o6konomisch ungunstigen Situation als auch zu reduzierter Compliance bei
subjektiv asymptomatischen Patienten und daher mangelhafter Behandlung der
betroffenen Bevolkerung (73). Fur eine gezieltere atiopathogenetisch orientierte
Behandlung sind allerdings genauere Kenntnisse beziiglich der Krankheitsentstehung
notig. Ausgehend von Daten aus der Zwillings- bzw. Familienforschung sowie aus
tierexperimentellen Versuchen wird der hereditare Anteil der interindividuellen
Blutdruckvariation auf etwa 30-60% geschatzt, wobei die genaue Anzahl beteiligter
Gene und Allele unbekannt ist (74). Daher ist unabhangig von den zum grof3ten Tell
beeinflussbaren exogenen Faktoren vor allem die genetische Pradisposition von
grof3em Interesse fir die experimentelle Hypertonieforschung. Die Entschlisselung der
molekulargenetischen Grundlagen des polygenen Phanotyps erfolgt dabei priméar tber
die Identifizierung und Validierung krankheitsassoziierter Kandidatengene mittels
Linkage-Analysen und Assoziationsstudien. Die Hoffnungen, die diesbeziiglich an den
Erkenntnisgewinn der nachsten Jahre geknpft sind, reichen von einer individuellen
Risikostratifizierung, Gber die Identifikation neuer pharmakologischer Targetmolekile
bis hin zu der Madglichkeit der gezielten pharmakogenetischen Therapie mit
verbesserter Ansprechrate und Vertraglichkeit fur den Individualpatienten.
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1.3.2 CYP3A5 und Blutdruck beim Menschen — Assoziationsstudien

Die Identifizierung von CYP3A5 als neues Kandidatengen der experimentellen
Hypertonieforschung geht im Wesentlichen zuriick auf eine Studie aus dem Fruhjahr
2003, in der ein signifikanter Effekt des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus auf die
Blutdruckh6he beim Menschen beschrieben wird (75). Hintergrund der Untersuchung
waren zum einen die neuen Erkenntnisse beziglich des genetischen Polymorphismus
im CYP3A5-Gen (18), und zum anderen Daten aus Tierexperimenten und
Zellkulturversuchen, die auf einen Einfluss eines Isoenzyms der CYP3A-Subfamilie auf
die Natriumreabsorption in der Niere und damit auf die Blutdruckregulation deuteten
(76-79). Anhand eines kleinen Kollektivs von 25 jungen, gesunden Probanden
afroamerikanischer Herkunft wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das CYP3A5*1-Allel
positiv mit der Hohe des systolischen Blutdrucks (SBD), mittleren arteriellen Drucks
(MAD) und der Kreatininclearance korrelierte. Aufgrund des apparenten Gen-Dosis-
Effekts waren die héchsten Werte unter den homozygoten Tragern des CYP3A5*1-
Allels zu verzeichnen. Es folgten weitere Studien zur Untersuchung dieser mdglichen

Assoziation mit kontroversen Ergebnissen (siehe Tabelle 2).

Auf der einen Seite zeigten Studien in Ubereinstimmung mit den urspriinglichen Daten
ebenfalls eine Assoziation des CYP3A5*1-Allels mit hoheren Blutdriicken (80, 81) bzw.
der Diagnose eines Hypertonus (82). Auf der anderen Seite gibt es auch Arbeiten, in
denen ein gegenteiliger Effekt des CYP3A5*1-Allels auf den Blutdruck beschrieben wird
(50, 83). In der bislang gréf3ten Untersuchung — eine prospektive Beobachtungsstudie
der Allgemeinbevolkerung (PREVEND-Studie) an n=6777 Probanden — ist fur Tréager
des CYP3A5*1-Allels eine signifikante Absenkung des SBD und des Pulsdruckes (PD)
beschrieben worden (50). In einigen Studien konnte entweder kein Zusammenhang
zwischen dem CYP3A5*1/*3-Polymorphismus und Merkmalen der Blutdruckregulation
gefunden werden (58, 84, 85) oder die Daten innerhalb der Untersuchung blieben

widersprtichlich (86).
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Tabelle 2: Assoziationsstudien zum Thema CYP3A5*1/*3-Polymorphismus und Blutdruck

CYP3A5*1- Assoziation CYP3A5*1

Erstautor Anzahl Ethnie | Alter Alleltrager und Blutdruck
Givens (75)
e 25 AA 25 72 sBD T, MAD 1
Kreutz (58) 399 K 44 16 Hypertonie <=
(2004) SBD <=, DBD <>
271 K K.A. 15 SBD <>, MAD <>
Ho (86) (IN) AA KA 59 SBD |, MAD |
(2005) 412 K k.A. 15 Hypertonie <>
(CA) AA k.A. 87 Hypertonie
Kivisto (82) .
(2005) 373 K 80 15 Hypertonie T
Fromm (83)
(2005) 115 K 25 17 SBD |
Kreutz (50)
(2005) 6777 K 48 13 SBD l PD l
Bochud (80)
(2006) 375 AA 46 70 ssD T, DBD 1
Lieb (84)
(2006) 1084 K 49 11 SBD <>, DBD <>
676 K 49 13 Hypertonie <,
Langaee (85) (HTN) AA 95 SBD <, DBD <>
(2007) ot
(NVEST) KGAAL 66 33 sBD (1)
Zhang (81)
2010 238 As 46 57 DBD T

Ergebnisdarstellung aus Assoziationsstudien beziglich des Zusammenhangs zwischen CYP3A5*1-Allel und
Blutdruck, geordnet nach Erscheinungsjahr. Als Studiencharakteristika sind angegeben: Anzahl der
Probanden (n), Ethnie, mittleres Alter (in Jahren), prozentualer Anteil der CYP3A5*1-Alleltrager sowie der
ermittelte Einfluss des CYP3A5*1-Allels auf bestimmte Blutdruckparameter. IN — Indiana University Medical
Center Studienpopulation. CA — University of California Studienpopulation. HTN — Hypertension Genes
Study. INVEST - International Verapamil/Trandolapril Study Genetic Substudy. K — Kaukasier. AA —
Afroamerikaner. L — Lateinamerikaner. k.A. — keine Angaben. SBD - systolischer Blutdruck. MAD — mittlerer
arterieller Druck. DBD — diastolischer Blutdruck. PD — Pulsdruck. Modifiziert nach Bochud et al. (64).
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In verschiedenen Arbeiten gibt es Hinweise auf komplexe Modulationsmechanismen
der Assoziation zwischen CYP3A5*1/*3-Polymorphismus und Blutdruckhomdostase in
vivo. Beschrieben wurden zum Teil signifikante Interferenzen mit den Effektvariablen
diatetische Salzaufnahme bzw. Natriumausscheidung (50, 80, 81), Aldosteronspiegel
(83), glomerularer Filtrationsrate (GFR) (80), Tageszeit (80), Alter (80) sowie das flr
den Effluxtransporter P-Glykoprotein (P-GP) kodierende Gen ABCBL1 (87). Der Einfluss
einiger dieser Effektvariablen wurde in den entsprechenden Arbeiten durch eine

Beteiligung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) erklart.

In einer kirzlich publizierten Metaanalyse wurde insgesamt keine Assoziation zwischen
CYP3A5*1/*3-Polymorphismus und Blutdruckhbhe bzw. Auftreten einer Hypertonie
gefunden (88). Jedoch zeigte sich in der ethnischen Subgruppenanalyse fir Kaukasier
bei CYP3A5*1-Alleltrdgern ein signifikant niedrigerer SBD verglichen mit den
CYP3A5*3/*3-Individuen.

1.3.3 Molekulare Wirkungsmechanismen — Hypothesen

Abhangig von der demographischen Struktur des untersuchten Kollektivs, insbesondere
ethnischem Hintergrund und Alter, wurden bei bestehender Assoziation des CYP3A5*1-
Allels mit der Hohe des Blutdrucks entweder gleichsinnige (positive Assoziation) oder
gegensinnige (negative Assoziation) Beziehungen beobachtet. Um die Differenzen in
den gemessenen Blutdruckwerten zwischen CYP3A5*1-Alleltragern und CYP3A5*3-
Homozygoten zu erklaren, wurden aufbauend auf Ergebnissen aus der
tierexperimentellen Forschung sowie Zellkulturversuchen verschiedene Hypothesen
beziglich einer moéglichen physiologischen Rolle von CYP3A5 in der humanen Niere
bzw. eines potentiellen molekularen Wirkungsmechanismus des Proteins auf die

Blutdruckregulation beim Menschen aufgestellt.
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1.3.3.1 6B-Hydroxycortisol-Hypothese

Die 6B-Hydroxycortisol-Hypothese geht im Wesentlichen von der Annahme aus, dass
die Metabolisierung von Cortisol zu 6B-Hydroxycortisol durch die intrinsische
6B-Hydroxylaseaktivitat von CYP3AS5 in der humanen Niere tber eine Natriumretention
zu einer chronischen Blutdruckerh6hung fahrt. Urspriingliche Daten aus Experimenten
anhand der epithelialen Nierenzelllinie A6 des Krallenfrosches Xenopus laevis zeigten
einen transepithelialen Natriumtransport infolge Stimulation mit Aldosteron oder dem in
Nagern und Amphibien wichtigsten Glukokortikoid Corticosteron (89). Spezifischere
Untersuchungen dieses Zusammenhangs deuteten darauf hin, dass weniger
Corticosteron selbst, sondern vielmehr sein Metabolit 63-Hydroxycorticosteron fiir 90%
des aktiven lonentransport verantwortlich war (90). Im Signalweg wird ein niederaffiner
intrazellularer Rezeptor (Typ V) beschrieben, der weder mit Aldosteron
(Mineralokortikoidrezeptor, Typ 1) noch mit Corticosteron (Glukokortikoidrezeptor, Typ Il)
geteilt wird. In folgenden Experimenten wird die fur die Metabolisierung verantwortliche
6B-Hydroxylase néher als Enzym des Cytochrom P450-Systems bzw. dessen
Subfamilie 3A charakterisiert (77, 91). Der wesentliche Hinweis auf eine chronische
Blutdruckerhéhung infolge vermehrter CYP3A-vermittelter 6B-Hydroxylierung jedoch
entstammt Untersuchungen am spontan hypertensiven Rattenstamm SHR
(spontaneously hypertensive rats). Die Arbeitsgruppe um Watlington zeigte, dass die
6B-Hydroxylierung von Corticosteron in der Niere, und damit die renale CYP3A-
Aktivitat, signifikant erhéht war im hypertensiven SHR-Stamm im Vergleich zu
normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten (76, 78, 79). Weiterhin lie3en sich sowohl die 6-
Hydroxylaseaktivitdt als auch der systolische Blutdruck signifikant senken durch den
selektiven CYP3A-Inhibitor Troleandomycin (TAO). Dass Enzyme der Subfamilie
CYP3A auch beim Menschen die wichtigsten Katalysatoren der 63-Hydroxylierung von
Steroidhormonen sind, konnte zunachst anhand von humanem Lebergewebe, spéater
auch in der menschlichen Niere nachgewiesen werden (46, 92, 93). Weitere Hinweise
auf eine Blutdruckerh6hung durch vermehrte CYP3A-Aktivitdit geben Daten aus
Klinischen Studien, die erhdhte 6p-Hydroxycortisolwerte bei verschiedenen
Hypertonieformen, beispielsweise Cushing-Syndrom und Praeklampsie, beschrieben
(79, 94-96).
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Da CYP3AS5 heute als die dominierende CYP3A-Isoform in der humanen Niere
betrachtet wird und die interindividuell sehr variable Expression einem einzelnen
Basenaustausch zugeschrieben werden kann, ist der beschriebene CYP3A5*1/*3-
Polymorphismus zunehmend in den Fokus dieser Blutdruckmodulationshypothese
geraten. In spateren genetischen Studien wurde die Tatsache, dass das Vorkommen
des Wildtyp-Allels CYP3A5*1 mit steigendem geografischen Breitengrad abnimmt, als
Hinweis fur einen positiven Selektionsprozess des mutierten CYP3A5*3-Allels in nicht-
afrikanischen Bevolkerungsgruppen gesehen (15, 97). Der potentiell natrium-
retinierende Effekt von CYP3A5 wurde dabei als Selektionsvorteil in heil3en
aquatorialen Gebieten mit mangelhaften Wasservorkommen diskutiert, dessen

Bedeutung nach Norden hin abnimmt.

1.3.3.2 Hypothese vom Mineralokortikoidrezeptorschutz

Die Hypothese vom Mineralokortikoidrezeptorschutz durch CYP3A entstammt
ursprunglich einer von Morris und Kollegen 1998 veroffentlichten Arbeit an der
epithelialen Nierenzelllinie A6 (98). Das im Menschen hauptsachlich fir den
Mineralokortikoidrezeptorschutz vor Glukokortikoidaktivierung verantwortliche Enzym
11B-Hydroxysteroiddehydrogenase (11B-HSD) Typ 2 fehlt in diesem Zellmodell trotz
Koexistenz des Mineralokortikoid- (MR) und Glukokortikoidrezeptors (GR). Trotzdem
konnte in der ersten Versuchsreihe dieser Studie mittels verschiedenen Inhibitoren
beider Isoenzyme der 11B-HSD ein gesteigerter Natriumtransport nach Stimulation mit
Corticosteron durch gesteigerten Kurzschlussstrom (SCC, short circuit current)
nachgewiesen werden. In der weiteren Untersuchung dieses Phanomens zeigte sich,
dass durch die vermeintliche 11B-HSD-Hemmung aufRerdem die 6[B-Hydroxylase-
aktivitat von CYP3A unterdrickt wurde. Eine spezifische CYP3A-Inhibition durch TAO
fuhrte ebenfalls zu einem erhdhten SCC. Die mittels gezielter Hemmung des MR und
GR gewonnenen Daten lieRen darauf schlieRen, dass der einfache Corticosteron-
assoziierte SCC durch den GR, der durch zusatzliche 6B-Hydroxylasehemmung
erhohte SCC jedoch Uber den MR vermittelt wird.
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In der Interpretation der Daten vermuteten die Autoren, dass die 6B-Hydroxylierung von
Corticosteron zu 6B-Hydroxycorticosteron durch CYP3A einen Schutzmechanismus fur
den MR vor Corticosteronaktivierung darstellt, wahrend die GR-Aktivitat unbeeinflusst
bleibt. Da auch in der humanen Niere eine CYP3A-assoziierte 6B-Hydroxylierung
nachgewiesen werden konnte (93), wurde vermutet, dass CYP3A5 zusatzlich zur
11B-HSD2 den Mineralokortikoidrezeptor vor Glukokortikoidaktivierung und vor dadurch

bedingter chronischer Blutdruckerh6hung schiitzt.

1.3.3.3 Interaktionshypothese CYP3A5 — ABCB1

Der transmembranare Efflux vieler Medikamente erfolgt mithilfe der Superfamilie der
Adenosintriphosphat (ATP)- binding cassette (ABC)- Transporter. Unter den 48
bekannten Genen der ABC-Familie, ist ABCB1 (ABC-binding cassette, Subfamilie B,
Mitglied 1) eines der am intensivsten untersuchten (99). Das Expressionsprodukt des
ABCB1/MDR1-Gens P-GP, auch Multidrug Resistance Protein 1 (MDR1) genannt, ist
beim Menschen in der apikalen Zellmembran vieler exkretorischer Gewebe wie der
intestinalen Schleimhaut, Leber, Niere und Nebenniere sowie im Endothel von Blut-
Gewebeschranken in Hirn, Herz, Nervengewebe, Hoden und Plazenta lokalisiert (100).
Die physiologische Funktion von P-GP besteht vor allem in der Exkretion potentiell
toxischer Xenobiotika und deren Metaboliten. Klinisch bedeutsam in der
Arzneimitteltherapie ist neben der viel beschriebenen  unerwinschten
Resistenzvermittiung gegentber Antibiotika und Zytostatika (,Multidrug Resistance")
auch seine polymorphe Expression in Bezug auf die Bioverfugbarkeit, Wirksamkeit,
Toxizitat und Clearance pharmakologischer Substrate. Untersuchungen bezilglich
genetischer Grundlagen dieser Variablitat fuhrten zur Beschreibung von mehr als 50
SNPs sowie Insertionen, Deletionen und Promotorsequenzveranderungen des ABCB1-
Genbereichs (99). ABCBL liegt auf dem langen Arm von Chromosom 7 in der Region
7021.12 und besteht laut neueren Veréffentlichungen aus 29 Exonen, die sich Uber
etwa 209 kbp erstrecken (101, 102).
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Die drei haufigsten und am besten untersuchten Polymorphismen im kodierenden
Bereich von ABCB1 sind der synonyme Basenaustausch von Cytosin (C) zu Thymin (T)
an Stelle 1236 des Gens (1236C>T), der nicht-synonyme triallelische Polymorphismus
von Guanin (G) zu Thymin oder Adenin (A) an Stelle 2677 (2677G>T/A), der einen
Aminosaureaustausch von Alanin durch Serin bzw. Threonin in der Proteinkette nach
sich zieht, und der synonyme SNP 3435C>T, dem auch eine funktionelle Bedeutung im
Sinne einer Veranderung der mRNA-Stabilitdt beigemessen wird. Die drei

Polymorphismen werden untereinander stark gekoppelt vererbt (103).

Bereits Mitte der 90er Jahre wurde eine enorme Substratiiberschneidung der wesentlich
an der Xenobiotikadetoxifikation beteiligten Proteine CYP3A4/CYP3A5 und P-GP
beschrieben sowie eine gemeinsame Regulation und Interaktion untereinander
vermutet (104-106). Die klinische Relevanz dieses Zusammenhangs wurde dabei vor
allem in einer veranderten Pharmakokinetik der sogenannten CYP/P-GP-Bisubstrate
gesehen. Neuere Veroffentlichungen lassen jedoch sogar Uber den Einfluss einer
genetischen Interaktion von CYP3A5 mit ABCB1 auf den Blutdruck beim Menschen
mutmalen (64, 87). Sowohl fur CYP3AS5 als auch fur P-GP existieren unabh&ngig
voneinander Hinweise auf eine physiologische Funktion in der Blutdruckregulation. So
deuten Daten aus tierexperimentellen und in vitro-Versuchen auf einen Einfluss von
P-GP auf die Serumspiegel von Aldosteron, sowohl tUber den Transport des Hormons
als auch Uber dessen Angiotensin ll-vermittelte Sekretion (64). In der Untersuchung
eines familiar hypertensiven Kollektivs auf den Seychellen wurde eine Interaktion
funktioneller CYP3A5- und ABCB1-Polymorphismen mit Einfluss auf die humane
Blutdruckregulation beschrieben (87). Im Detail wurden die Beobachtungen dieser
Studie von den Autoren interpretiert als antagonistische Wirkung des CYP3A5*1- und
ABCB1 3435T-Allels auf den Blutdruck, besonders unter hoher diatetischer
Salzaufnahme. Die Vermittlung des Effekts wird dabei Uber eine Modulation der RAAS-

Aktivitat vermutet.
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1.4 Ziele der Arbeit

CYP3AS (bt als Mitglied der Subfamilie 3A des humanen Cytochrom P450-Systems
eine wesentliche Funktion in der Fremdstoffmetabolisierung der Leber aus. Die Ursache
seiner polymorphen Expression liegt in einem intronischen Polymorphismus, in dessen
Folge die entsprechende mRNA alternativ gespleil3t und der Translationsprozess durch
ein neu generiertes Stoppkodon vorzeitig beendet wird. Nur in Tragern des Wildtyp-
Allels CYP3A5*1 konnen daher betrachtliche Mengen des Proteins nachgewiesen
werden, wahrend Individuen mit zwei mutierten CYP3A5*3-Allelen kaum Protein
synthetisieren. Die klinisch relevanten Auswirkungen dieses Polymorphismus scheinen
sich jedoch nicht nur auf die Pharmakokinetik und -dynamik verschiedener Arzneimittel
zu beschranken, die der Metabolisierung durch CYP3A unterliegen. In Klinischen
Studien wurde in den letzten Jahren vielfach eine Assoziation des CYP3A5*1-
Allelstatus mit prospektiv ermittelten Blutdricken in diversen Populationen mit
unterschiedlichem ethnischen Hintergrund beschrieben. Da CYP3A5 als Hauptvertreter
seiner Subfamilie in der Niere gilt, scheint eine physiologische Bedeutung fur die
Blutdruckregulation denkbar. Die Assoziationsstudien zeigen allerdings zum Tell
widerspruchliche Ergebnisse, sodass ebenso kontrare Hypothesen beziglich einer
maoglichen Wirkungsweise des CYP3A5-Enzyms auf die Blutdruckhomdostase
existieren. Diese Hypothesen griinden sich im Wesentlichen auf tierexperimentellen
Untersuchungen an Nagetieren bzw. Zellkulturexperimenten einer Nierenzelllinie des
Krallenfrosches. Experimentelle Daten bezuglich der CYP3A5-Expression in der

menschlichen Niere sind dagegen rar.

Das Ziel dieser Arbeit war daher, die Genotyp-Phanotyp-Assoziation von CYP3AS5 in
Proben humaner Nieren zu beschreiben und die méglicherweise in den Signalweg der
CYP3A5-Wirkung auf den Blutdruck integrierten Gene bezuglich ihrer Beziehung zum
CYP3A5*1-Allelstatus zu untersuchen. Insgesamt wurden Gewebeproben von n=102
nephrektomierten Patienten fir DNA- und RNA-spezifische Untersuchungen sowie zehn
weitere Gefrierschnitte humaner Niere fir immunhistochemische Versuche verwendet.

Im Einzelnen wurde daftir wie folgt vorgegangen:
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1.) Die DNA der Nierenproben wurde hinsichtlich des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus
untersucht sowie Genotypverteilung und Allelfrequenz fiir das untersuchte Kollektiv
bestimmt. Die Charakteristika der Patientenkohorte wurden retrospektiv anhand der
archivierten Krankenakten ermittelt und hinsichtlich eventueller  Unterschiede
zwischen CYP3A5*1-Alleltrdgern und CYP3A5*3/*3-Individuen untersucht.

2.) Die Hohe der CYP3A5-mRNA-Spiegel wurde mittels quantitativer Realtime-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR) bestimmt und in Abhangigkeit von dem
bestehenden CYP3A5-Genotyp analysiert.

3.) Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch das zumindest in der Leber deutlich
starker exprimierte CYP3A4 zu eruieren, wurde die mRNA von CYP3A4 in
denselben Proben quantifiziert.

4.) Die mRNA zweier weiterer Proteine wurde quantifiziert um die Hypothese des
Mineralokortikoidrezeptorschutzes naher zu beleuchten. Da CYP3AS5 laut dieser
These die Aktivierung des MR durch Cortisol verringern soll, wurde der mégliche
Einfluss des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus auf die Transkription der a-Untereinheit
des epithelialen Natriumkanals (ENaCa) und der Serum- und Glukokortikoid-
induzierbaren Kinase 1 (SGK1) untersucht. Beide Proteine stellen Schlisselstellen
in der Mineralokortikoidrezeptor-induzierten Natriumretention dar (107).

5.)Um den Einfluss weiterer Polymorphismen auf die dem CYP3A5*1/*3-SNP
zugeschriebenen Veranderungen zu evaluieren, die mit eben jenem SNP stark
gekoppelt sein koénnten, wurde der Haplotypenblock (Block des linkage
disequilibrium, LD-Block) um CYP3A5 unter Zuhilfenahme zweier zusatzlicher
tagging SNPs analysiert.

6.) Der Haplotypenblock des ABCB1-Gens wurde fir alle untersuchten Nierenproben
ebenfalls mittels Genotypisierung der drei Polymorphismen 1236C>T, 2677G>T/A
und 3435C>T bestimmt. Eine eventuelle Gen-Gen-Interaktion zwischen CYP3A5
und ABCBL1 sollte so eruiert werden.

7.) Die Lokalisierung des CYP3A5-Proteins in der humanen Niere wurde
immunhistochemisch mittels Gefrier- und Paraffinschnitten untersucht, um die

Plausibilitat der verschiedenen Hypothesen der CYP3A5-Wirkung zu prufen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialliste und Bezugsquellen

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Artikel

Hersteller/Handler

96-well Optical Reaction Plates

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Amersham Hyperfilm™ MP

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Einmalskalpelle

FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan

Kantlen BD Microlance™ 3

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Latexhandschuhe

DermaClean™

Ansell GmbH, Miinchen, Deutschland

Nitrilhandschuhe NitraTex®

Ansell GmbH, Miinchen, Deutschland

Objekttrager

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Optical Adhesive Cover

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Optical Cover Compression Pads

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Pipetten (Einkanalpipetten und
Multipette®)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen
(20 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 ul)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen ART® (mit Filter;
10REACH, 100E, 1000E)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
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ReaktionsgefalRe Safe-lock
(0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

R6hrchen 12 mi

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Rotilabo® Blottingpapier

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Spritzen Injekt-H, 1 ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Whatman® Protran® B85

Nitrocellulose Membranen

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland

2.1.2 Chemikalien

Substanz

Hersteller/Handler

100 bp DNA Léngenstandard

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Aceton

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Agarose Broad Range

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ampuwa Spullésung 1000ml,

Plastipur®

Fresenius SE, Bad Homburg v.d.H., Deutschland

APS

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Aqua ad iniectabilia, Mini-Plasco®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

B-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Bromphenolblau, Natriumsalz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

BSA, lyophilisiert

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

dNTPs Rapidozym GmbH, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

EDTA
Deutschland

Essigsaure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol Mallinckrodt Baker, Inc., Griesheim, Deutschland

Ethidiumbromid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

FICOLL™ Typ400

Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland
(heute Pfizer Deutschland GmbH, Karlsruhe)

Formamid

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycin (a-Aminoessigsaure)

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Hamatoxylin, LOsung nach

Mayer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

HCI

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

H,0,, 30%-ige Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Isopropanol Mallinckrodt Baker, Inc., Griesheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

KCI
Deutschland

KMnOg4 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Laemmli Sample Buffer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Methanol

Mallinckrodt Baker, Inc., Griesheim, Deutschland

MgC|2

Rapidozym GmbH, Berlin, Deutschland
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NacCl

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Na,CO3

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumacetat

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

NFDM, Blotting-Grade Blocker

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

NuSieve ® 3:1 Agarose

Lonza Verviers S.p.r.l., Verviers, Belgien

Ponceau S, Scharlachrot

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Precision Plus Protein™
Standards All Blue

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Rotiphorese® Gel A, 30%
Acrylamidlosung

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SDS ultra pure

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SuperSignal® West Pico

Chemiluminescent Substrate

Thermo Fisher Scientific p/a Perbio Science

Deutschland, Bonn, Deutschland

TEMED

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

TRIS

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

TWEEN®20 Detergent

Calbiochem® Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

VectaMount™ Permanent

Mounting Medium

Vector Laboratories Inc. p/a AXXORA

Deutschland GmbH, Loerrach, Deutschland
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2.1.3 Gebrauchsfertig gemischte Reagenzien und Enzyme

Reagenz

Hersteller/Handler

10x PCR-Puffer

Rapidozym GmbH, Berlin, Deutschland

BigDye® Terminator v3.1
Ready Reaction Mix

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Power SYBR® Green
PCR Master Mix

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Taqg-Polymerase

Rapidozym GmbH, Berlin, Deutschland

TagMan® Genotyping
Master Mix

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

TagMan® SNP Genotyping
Assay Mix

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

TagMan® 2x Universal PCR
Master Mix, No AmpErase® UNG

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

TAQurate™ GREEN
Real-Time PCR Master Mix

EPICENTRE Biotechnologies p/a Biozym
Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland

UltraPure™ 10x TBE

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.1.4 Puffer, Gele, Losungen

Fallungsreagenz

FICOLL-Puffer

Agua bidest. 3,3 ml Ficoll™ 159
Ethanol (100%) 10 ml 1x TBE-Puffer 100 mi
3M NaAc pH 5,2 400 pl Bromphenolblau (gesattigt) 1ml
NaAc, Ethanol und Aqua bidest. Zunachst Ficoll mit 60 ml 1x TBE in

zusammengeben. Lagerung bei 2-8C.

Losung bringen, dann auf 100 ml

auffullen und Bromphenolblau zugeben.
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3M Natriumacetat pH 5,2

NaAc-3H,0O 408 g
Aqua bidest. ad 1000 ml
Zunachst NaAc in H,O losen. Einstellung
des pH-Wertes auf 5,2 mit 3M
Essigsaure. Aqua bidest. ad 1000ml.
0,5M Sammelgel pH 6,8

TRIS 30,28 ¢
Aqua bidest ad 500 ml

TRIS in 400 ml Aqua bidest l6sen. Mit
HCI auf pH 6,8 einstellen. Aqua bidest ad
500ml.

10x TBS-Puffer

NacCl 80 ¢
KCI 29
TRIS 30¢g

5x Running Buffer pH 8,3

TRIS 159
Glycin 72 ¢
SDS 59

Auf 800ml Aqua bidest. auffullen. Mit  1-
4 N HCI auf pH 8,3 einstellen. Rest auf
1000ml auffallen.

Semi Dry Buffer

TRIS 5849
Glycin 294¢g
SDS 0,379
Methanol 200 ml
Zu 100 ml Aqua bidest. SDS, Glycin,
TRIS geben. Auf 600 ml auffillen.

Methanol dazu, auf 1000 ml auffillen.

TBS-Tween®

TBS (10x) 100 ml
Aqua bidest. 899 mi
Tween® 20 1 mi

Auf 800 ml Aqua bidest. aufftillen. pH 8,0
einstellen mit HCI. Auf 1000 ml auffullen.

TE-Puffer

1,0 M Tris-Puffer pH 8,0 1ml
0,5M EDTA pH 8,0 0,2 mi
Aqua dest. ad 100 mi
Anschlieliend autoklavieren. Lagerung

bei 2-8<T.
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2.1.5 Kits/Sets

Name

Hersteller/Handler

AllPrep® DNA/RNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Arcturus® HistoGene®

Frozen Section LCM Staining Kit

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darm-

stadt, Deutschland (ehemals Molecular Devices)

DAB Peroxidase Substrate Kit

Vector Laboratories Inc. p/a AXXORA

Deutschland GmbH, Loerrach, Deutschland

First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

ImmPRESS™ Anti-Rabbit Ig

(peroxidase) Polymer Detection Kit

Vector Laboratories Inc. p/a AXXORA

Deutschland GmbH, Loerrach, Deutschland

QIAEX® Il Gel Extraction Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

RNase-Free DNase Set

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

RNeasy® MinElute® Cleanup Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

2.1.6 Gerate

Bezeichnung

Hersteller/Handler

ABI Prism® 3130

Genetic Analyzer

Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland

ABI Prism® 7000
Sequence Detection System

Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Agarosegelkammer Subcell GT

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Bdblingen, Deutschland
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Dispergierer
ULTRA-TURRAX® T25

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

Deutschland

Elektrophoresesystem Multigel

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Geldokumentationssystem 5000
uvp®

LTF Labortechnik GmbH & Co. KG, Wasserburg,

Deutschland

Inkubator Function line

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Magnetrihrer IKAMAG Reo

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland

Mastercycler® personal

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikrozentrifuge MiniSpin® plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Minizentrifuge GMC-060

LMS Consult GmbH und Co. KG, Brigachtal,

Deutschland

NanoDrop™ Spektrophotometer
ND-1000

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Deutschland

Netzgerat Power Pac300

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

ph-Meter CG 840

Schott AG, Mainz, Deutschland

Photometer UV-1202

Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Deutschland

Photomikroskop Axiophot

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Pipettierhilfe pipetus®

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Plattformschuttler, reziprok
PROMAX1020 , PROMAX2020

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Schwabach, Deutschland

Prazisionswaage TE212

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Semi-Dry Blotter PEGASUS

PHASE GmbH, Lubeck, Deutschland

Peltier Thermal Cycler-225™

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland (ehemals MJ Research)
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Programmable Thermal
Controller-100 ™

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland (ehemals MJ Research)

Thermomixer 5436

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortex Schittler Vibro-Fix VF2

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

Deutschland

Zentrifuge Labofuge®400

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

2.1.7 Software

Name

Hersteller

ABI Prism® 7000

System Software

Applied Biosystems Deutschland GmbH

ABI Prism® Sequencing
Analysis Software

Applied Biosystems Deutschland GmbH

Agilent Expert 2100

Agilent Technologies Inc.

AxioVision v4.8.1.0

Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH

Chromas Lite 2.01

Technelysium Pty. Ltd.

Haploview 4.2

Daly Lab at the Broad Institute

Microsoft® Excel 2002

Microsoft Corporation

Nanodrop ND-1000

Software v3.2

Thermo Fisher Scientific Inc.

PHASE 2.0

Stephens et al. 2001

Primer Express® Software v3.0

Applied Biosystems Deutschland GmbH

Sigmaplot 8.0

SPSS Inc.

SPSS 15.0

SPSS Inc.
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Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundsatze zur Sicherung guter

wissenschaftlicher Praxis der Charité — Universitatsmedizin Berlin eingehalten.

2.2 Untersuchte Gewebe

2.2.1 Urologische Patienten

In einer Kooperation mit der Klinik fur Urologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin,
Campus Benjamin Franklin (CBF) wurden Gewebeproben von n=102 nephrektomierten
Patienten aus der dortigen Gewebebank fiir weitere Untersuchungen zur Verfigung
gestellt. Es handelte sich um gesundes Nierengewebe, das im Rahmen einer
Tumorentfernung mit entsprechendem Sicherheitsabstand entnommen worden war.
Sofort nach Entnahme wurde das Gewebe in Flissigstickstoff gefroren. Die weitere
Lagerung erfolgte bei -80C. Demographische und med izinische Informationen zu den
Patienten wurden retrospektiv anhand der urologischen Krankenakten ermittelt. Dabei
wurden Alter, Geschlecht, Diagnose eines arteriellen Hypertonus, stationar gemessene
Blutdricke (SBD und DBD), Medikation sowie nephrologische Grunderkrankung
ermittelt. Alle Patienten stimmten der Verwendung ihrer Daten und Gewebeproben fir

wissenschaftliche Untersuchungen schriftlich zu.

2.2.2 Kommerziell erworbene Gewebe

Zusatzlich wurden fur immunhistochemische Untersuchungen zehn Gefrierschnitte
humanen Nierengewebes inklusive extrahierter DNA und RNA sowie ein Gefrierschnitt
humaner Leber von der Firma BioCat (BioCat GmbH, Heidelberg, Deutschland)
bezogen. Laut Herstellerangaben wurde auch hier das Gewebe sofort nach Entnahme
mittels Flussigstickstoff gefroren. Schnitte mit einer Dicke von 5 - 10 ym wurden auf
Objekttrager aufgezogen und mit Aceton fixiert.
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2.3 Genotypisierung der DNA
2.3.1 DNA-Isolierung

Das Gewebe wurde zunéchst mittels eines Rotor-Stator-Systems sowie mehrmaligem
Aufziehen in einer Injektionsspritze mit 20-Gauge-Kanule dispergiert und homogenisiert.
Die anschlieRende DNA-Extraktion erfolgte simultan mit der Extraktion der Gesamt-
RNA mit Hilfe des AllPrep® DNA/RNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll.
Konzentration und Reinheit der DNA wurde spektrophotometrisch bestimmt. Einen
Anhalt Uber die Reinheit der DNA erhalt man durch den Quotienten aus den
Absorptionen bei A2eonm/ Az2sonm, der zwischen 1,7 und 1,9 liegen sollte. Fur die
Konzentration gilt:
Extinktion bei 260 nm x Verdiinnungsfaktor x 50/ 1000 x ug/ul = pg DNA/ul

Die Lagerung der isolierten DNA erfolgte bei -20<C.

2.3.2 Genotypisierung mittels TagMan®-SNP-Assay

Die allelische Diskriminierung bezlglich verschiedener Punktmutationen erfolgte mittels
TagMan®-SNP-Genotyping Assay. Bei dieser Methode werden fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotid-Sonden (TagMan®-Sonden) verwendet, die sich Allel-spezifisch an die
zu untersuchende DNA anlagern. Der jeweilige Fluorophor (Farbstoffdonor, reporter)
— VIC® oder FAM™ — liegt dabei am 5-Ende der Sonde, wahrend das 3'-Ende mit
einem Farbstoffakzeptor (quencher) markiert ist, der das Fluoreszenzsignal zunachst
durch Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) unterdrickt. Bei Amplifikation der DNA
mittels PCR wird durch die Exonukleaseaktivitat der verwendeten Tag-Polymerase die
hybridisierte Sonde abgebaut und somit der Fluorophor abgespalten. Durch die
raumliche Trennung des quenchers vom reporter wird das Fluoreszenzsignal nicht mehr
unterdrickt und kann nun nach entsprechender Anregung detektiert werden. Fir
homozygote Alleltrdger ergeben sich dadurch die jeweiligen reinen Fluoreszenzsignale
der einzelnen Fluorophore, fur heterozygote Alleltrager eine Mischfluoreszenz.
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Die Fluoreszenzsignale mehrerer Proben werden nach der Analyse als
Wolkendiagramm (cluster plot) graphisch dargestellt und die entsprechenden Wolken

den einzelnen Genotypen zugeordnet (Abbildung 3 ).
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Abb. 3: Cluster plot eines TaqMan®-SNP-Assays zur Alleldiskriminierung des CYP3A5-SNP 6986A>G.
NTC = No Template Controls. Allele X =*1-Allel. Allele Y = *3-Allel. ABI Prism® 7000 System Software.

2.3.2.1 Design des Assays fur den CYP3A5*1/*3-Polymorphismus

Die Basensequenzen der Primer und TagMan®-Sonden zur Alleldiskriminierung des
CYP3A5*1/*3-Polymorphismus wurden — fur alle folgenden Primer auch — mit Hilfe der
Primer Express® Software festgelegt und durch die Firma TIB MOLBIOL GmbH (Berlin,
Deutschland) synthetisiert (Tabelle 3). Die zugrunde liegenden Nukleotidsequenzen
genomischer DNA wurden der Gendatenbank (GenBank) des National Center for
Biotechnology (NCBI, online zugéanglich unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

entnommen (108).
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Tabelle 3: Zur Alleldiskriminierung von SNP 6986A>G (rs776746) verwendete Primer und Sonden

Primer Forward (sense) 5-ACCCAGCTTAACGAATGCTCTACT
Reverse (antisense) 3 -GAAGGGTAATGTGGTCCAAACAG

TaqMan®-Sonden CYP3A5*1 5 FAM-TGTCTTTCAaTATCTCTTC
CYP3A5*3 5VIC-TGTCTTTCAgTATCTCTT

Kleine dickgedruckte Buchstaben in der Basensequenz markieren den Polymorphismus.

2.3.2.2 Pre-designed Assays
Fur die Polymorphismen zur Haplotypbestimmung des CYP3A-Blocks und des ABCB1-

Gens wurden gebrauchsfertige, validierte Assays der Firma Applied Biosystems™
bezogen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Vorgefertigte TagMan®-SNP-Genotyping Assays der Firma Applied Biosystems™

NCBI SNP Reference Gen Assay ID
rs4646450 CYP3A5 C_29771463_10
rs4646458 CYP3A C_30311854_10
rs1128503 ABCB1 C_7586662_10
rs2032582 ABCB1 C_11711720C_30"

C_11711720D_40?
rs1045642 ABCB1 C_7586657_20

Fir den triallelischen SNP 2677G>T/A (rs2032582) wurden zwei Assays verwendet:

! Alleldiskriminierung G — T. ? Alleldiskriminierung G — A. ID = Identification.

Die Durchfuhrung der PCR-basierten Genotypisierung erfolgte mittels ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Protokoll 1 ). Die Auswertung wurde anhand der ABI
Prism 7000 SDS Software vorgenommen.
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CYP3A5*1-Assay pre-designed Assays Reaktionsbedingungen
DNA-Probe (10 ng/ul 5,0 ul 2,00 pl .
o G( ; L - "' Pre-Read: 60, 1 min
agMan enotyping
Master Mix 150pl 2,50 1. 50, 2 min
F-Primer (10 pM) 1201 tagMan® 2. 95T, 10 min
R-Primer (10 yM) 1,2 yl { SNP 0.25 U 3. 40 Zyklen:
Sonde 1 (10 pM) 0,6 ul | Genotyping ™ - a) 95T, 15 s
Sonde 2 (10 uM) 0,6 pl ) Assay Mix b) 59C, 1 min
A idest. 1,4 ul 2,25 pl
qua bides it 22 W bost-Read: 60C, 1 min
Gesamtvolumen 25,0 ul 12,00 pl

Protokoll 1 : TaqMan®-SNP-Assay mit eigenen und vorgefertigten Primern. F= Forward. R= Reverse.

Primerendkonzentrationen: 480 nM. Sondenendkonzentrationen: 240 nM.

2.3.3 Direkte Sequenzierung

Um die via TagMan®SNP-Assay gewonnenen Informationen beziglich der
vorliegenden Genotypen zu validieren, wurden fur jeden Genotyp mindestens zwei
DNA-Proben sequenziert. Die Sequenzananalye erfolgte dabei durch die Didesoxy-/
Kettenabbruchmethode (nach Sanger) und anschlieRender Kapillarelektrophorese mit
Hilfe des ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer (109). Dazu wurden zunachst in einer
konventionellen PCR (siehe 2.4.2.2) die entsprechenden DNA-Fragmente amplifiziert
(Protokoll 2 ) und mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kits entsprechend dem
Herstellerprotokoll aufgereinigt. Anschliel3end erfolgte der
PCR-basierte  Einbau  fluoreszenzmarkierter = Didesoxyribonukleotidtriphosphate
(ddNTPs) neben den wie in der konventionellen PCR Ublicherweise verwendeten
Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs, Protokoll 3 ). Vor der automatisierten
Kapillarelektrophorese wurden Verunreinigungen der Proben wie berschissige
ddNTPs, dNTPs, Primer und Salze mittels Ethanolfallung entfernt und die DNA
resuspendiert in Formamid (Protokoll 4 ). Die Auswertung der Daten erfolgte mittels ABI

Prism® Sequencing Analysis Software sowie Chromas Lite 2.01.

33



Material und Methoden

Reaktionsbedingungen

DNA-Probe (10 ng/ul) 1,00 pl

10x PCR-Puffer 2,50 pl 1. 94<C, 3 min
MgCl, (50mM) 0,75 ul 2. 40 Zyklen
dNTPs (2,5mM) 2,50 pl a) 94, 30 s
F-Primer (10 uM) 1,00 pl b) 59C, 1 min
R-Primer (10 uM) 1,00 pl c) 72C, 1 min
Tag-Polymerase (5 U/ ul) 0,25 ul 3. 72C, 5 min
Aqua bidest. 16,00 pl 4. 4C, 5 min
Gesamtvolumen 25,00 pl

Protokoll 2 : Standard-PCR-Protokoll fiir CYP3A5-Primer. F= Forward. R= Reverse.

Reaktionsbedingungen

PCR-Produkt 2,0 ul

F-Primer (10 uM) 1,5 pl 1. 95, 2 min
BigDye® Terr_ninatqr v3.1 2.0 4l 2. 25 Zyklen
Ready Reaction Mix ' a) 96T, 15 s
Aqua bidest. 4,5 ul b) 45C, 15 s
Gesamtvolumen 10,0 pl c) 60C, 4 min

Protokoll 3 : Einbau fluoreszenzmarkierter ddNTPs in die DNA-Fragmente.

Produkt der
Sequenzierungs-PCR 10 pl
+ Fallungsreagenz 340 pl
Zentrifugation (10000 rpm) fur 20 min
Uberstand verwerfen
+ Ethanol 70% 200 pl
Zentrifugation (10000 rpm) fur 5 min
Uberstand verwerfen
Trocknen fur 5-10 min
+ Formamid 20 pl

Denaturieren: 95<C, 5 min

Protokoll 4 : Aufreinigung der DNA durch Ethanolféllung und Resuspension in Formamid.
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2.4 Quantifizierung der mRNA

2.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte simultan mit der DNA-Extraktion mit Hilfe des
AllPrep® DNA/RNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll. Dies beinhaltete fiir
die RNA-Isolation einen DNA-Dau der Proben mittels DNase. Konzentration sowie
Integritat der Proben wurden mittels des Agilent 2100 Bioanalyzers unter Verwendung
der Agilent Expert 2100 Software bestimmt. Einzelne Proben wurden zusatzlich
spektrophotometrisch untersucht. Fur die RNA-Konzentration gilt dabei:
Extinktion bei 260 nm x Verdiinnungsfaktor x 40/ 1000 x ug/pl = yg RNA/ul.

Die Lagerung der isolierten Gesamt-RNA erfolgte bei -80<C.

2.4.2 Reverse Transkription

Die Synthese des doppelstrangigen DNA-Moleklls anhand einer RNA-Matrize erfolgte
mittels Reverser Transkription. Nach der eigentlichen Umschreibung der RNA in
complementary DNA (cDNA) wird die Synthese mittels konventioneller PCR anhand
des Nachweises konstitutiv exprimierter Gene (housekeeping genes) uberpruft. Dabei
dient die cDNA als Matrize.

Fur die Reverse Transkription wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit nach
modifiziertem Herstellerprotokoll verwendet (Protokoll 5 ). Eingesetzt wurde jeweils 1
Mg RNA, die Inkubation erfolgte mittels Programmable Thermal Controller. Nach
Zugabe von 20 ul Diethylpyrocarbonat-behandelten Wassers (DEPC- H,O) im
Anschluss an die Reaktion liegt die Endkonzentration der cDNA bei 0,025 pg / pl. Zum
Ausschluss einer moglichen DNA-Kontamination von Bestandteilen des Kits diente als
Negativkontrolle ein Ansatz ohne Zugabe der Reversen Transkriptase (RT-Minus-
Ansatz).
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RNA 1,00 ug Reaktionsbedingungen
Random Hexamer Primer 1,00 il

(0,2 pg / ul) ’ 1. 25, 10 min

5x reaction buffer 4,00 pl 2. 37C, 60 min
Ribonuklease-Inhibitor 1,00 il 3. 70C, 10 min

(20 U / pl) ’ 4. 4, 5 min

dNTPs (10 mM) 2,00 pl

M—MuL\_/ reverse 2,00 pl Anschlie3end Zugabe
Transkriptase (20 U / pl) ' von 20 ul DEPC-H,0.
DEPC- H,0O 9,00 pl Lagerung bei -20C.
Gesamtvolumen 20,00 pl

Protokoll 5 : Reverse Transkription nach modifiziertem Fermentas-Protokoll.

2.4.3 Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion

Zur Uberpriifung der Reversen Transkription wurde eine PCR mit Nachweis von 18S
und Porphobilinogendesaminase (PBGD) anhand der cDNA-Matrize durchgefiihrt. Nach
elektrophoretischer Auftrennung der Amplifikate im 1%igen Agarosegel konnten diese
durch Anregung im UV-Licht als Banden sichtbar gemacht und dokumentiert werden.
Introntberspannende Primer sollten eine Amplifikation genomischer DNA ausschliel3en.
Eine Wasserprobe ohne Zugabe von cDNA diente als Negativkontrolle. Verwendete
Primer und das PCR-Protokoll sind nachfolgend in Tabelle 5 bzw. Protokoll 6

dargestellt.

Tabelle 5: Fir den PCR-Nachweis von 18S und PBGD verwendete Primer

18S Forward 5 - CGAAAGCATTTGCCAAGAATG
Reverse 3- AGCATGCCGAGAGTCTCGT
PBGD Forward 5-CCACGTGTCCCCGGTACTC

Reverse 5- GATGGTGAAGCCAGGAGGAA
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Reaktionsbedingungen
DNA-Probe (10 ng/ul) 1,00 pl

10x PCR-Puffer 2,50 pl 18S PBGD
MgCl, (50mM) 0,75 pl

dNTPs (2,5mM) 2,50 pl 1. 94C, 3 min 1. 94C, 3 min
F-Primer (10 uM) 1,00 pl 2. 40 Zyklen 2. 40 Zyklen
R-Primer (10 uM) 1,00 ul a) 94<C, 30 s a) 94<C, 30 s
Tag-Polymerase 0,25 pul b) 59C, 1 min b) 62C, 1 min
(5 U/ pl) €) 72C, 1 min €) 72C, 1 min
Aqua bidest. 16,00 pl 3. 72C, 5 min 3. 72C, 5 min
Gesamtvolumen 25,00 pl 4. 4C, 5 min 4. 4C, 5 min

Protokoll 6 : Standard-PCR-Protokoll mit 18S- und PBGD-Primern. F= Forward. R= Reverse.

2.4.4 Quantitative Realtime-PCR

Bei der RT-gPCR werden die entsprechenden Daten im Gegensatz zur konventionellen
PCR nicht an einem definierten Endpunkt sondern tber den gesamten Versuchsverlauf
gesammelt. Wahrend der Amplifikation werden Fluoreszenzsignale, die proportional zur
Kopienanzahl der Matrize zunehmen, detektiert und anschlieend als sigmoidaler
Kurvenverlauf dargestellt. Da der Zeitpunkt (angegeben als Zykluszahl) der
Uberschreitung eines Schwellenwertes (cycle threshold, Ct-Wert) wahrend der
exponentiellen Signalzunahme abhangig von der initial eingesetzten cDNA-Menge ist,
konnen so auch Ruckschlisse auf die Menge zuvor revers transkribierter mRNA
gezogen werden. Die relative Quantifizierung kann mittels AACt-Methode, d.h. dem
direkten Vergleich der Ct-Werte zwischen Ziel- und Referenzgen sowie eines
endogenen Kontrollgens (housekeeper) oder nach der Standardkurvenmethode
erfolgen. Bei letzterer Methode werden aus der Kurve einer cDNA definierter
Konzentration (Referenzstandard) die Konzentrationen der zu untersuchenden Proben
extrapoliert. FUr die Fluoreszenzmarkierung der Zielsequenz kdnnen sowohl
unspezifische DNA-Farbstoffe (SYBR® Green) als auch sequenzspezifische FRET-

Sonden (TagMan®-Sonden, Molecular Beacons, Scorpion Primer) verwendet werden.
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2.4.4.1 Verwendung spezifischer TagMan®-Sonden

Es wurden analog zum Prinzip der TagMan®-SNP-Genotypisierung Oligonukleotid-
Sonden generiert, die spezifisch an cDNA-Sequenzen binden und erst nach Abspaltung
durch die Tag-Polymerase (und damit rdumlicher Trennung des reporters vom
qguencher) ein detektierbares Fluoreszenzlicht emittieren. Diese liegen dabei innerhalb
der durch die Primer determinierten Amplifikatsequenz. Das Primerdesign selbst
erfolgte Uber die Grenzen zweier benachbarter Exone hinaus (introntberspannend) um
eine Vervielfaltigung genomischer DNA auszuschlieen. Die zugrunde liegenden
MRNA-Nukleotidsequenzen wurden analog zu den DNA-Sequenzen der NCBI-
GenBank entnommen (108). Die Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer und

Sonden sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6 : Nukleotidsequenzen der in der Realtime-PCR verwendeten Primer und TagMan®-Sonden

CYP3A5*1 Forward-Primer 5-TCGTCAGGGTCTCTGGAAATTT
NM_000777" Reverse-Primer 3- TCTGATCACGTCGGGATCTG
5 FAM-

TagMan®-Sonde
AAGTATGGAAAAATGTGGGGAACGTATGAAGGT

PBGD Forward-Primer 5°- CCACACACAGCCTACTTTCCAA

NM_000190" Reverse-Primer 3"- ACGCGAATCACTCTCATCTTTG
TaqMan®-Sonde 5 FAM- CCATGTCTGGTAACGGCAATGCGG

CYP3A4eon” Forward-Primer 5 - GAACTGAATGAGAACCAACAAGTAAA

NM_017460" Reverse-Primer 3- CAATGGGCAAAGTCACAGTGGAT
TaqMan®-Sonde 5 FAM- TTTGGTCATTGTAATCACTGTTGGCGTGG

“!Accession number der NCBI-Datenbank. ?Assay fiir die Amplifizierung von CYP3A4-cDNA und -DNA.

Da fur CYP3A4 keine introntberspannenden Primer generiert werden konnten, die
spezifisch fiir das Isoenzym 4 der Subfamilie CYP3A waren, wurden zwei TagMan®-

Assays konstruiert.
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Mithilfe des ersten Ansatzes sollten zunachst CYP3A4-cDNA und -DNA amplifiziert
werden (Tabelle 6, CYP3A4.,0n). Der zweite Ansatz wurde mittels intronischer Primer
so gewahlt, dass ausschlielBlich der DNA-Gehalt gemessen wurde (Tabelle 7,
CYP3A4iwon). Nach Berechnung der entsprechenden Kopienanzahlen aus beiden
Laufen konnte die Anzahl der CYP3A4-Transkripte durch Subtraktion beider Werte

bestimmt werden.

2.4.4.2 Verwendung des DNA-Farbstoffs SYBR® Green

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green weist eine hohe Affinitat zu doppelstrangiger
DNA auf. Ohne direkt zu interkalieren, lagert sich der Farbstoff in der kleinen Furche der
Doppelhelix an. Wahrend einer PCR kann so die Akkumulation doppelstrangiger
Nukleinsduren sichtbar gemacht werden, weil erst das gebundene SYBR® Green
deutlich fluoresziert. Da jedoch auch unspezifische Nebenprodukte der PCR zur
Intensitat des Fluoreszenzsignals beitragen kdnnen, wird an den eigentlichen Lauf der
RT-gPCR eine Schmelzkurvenanalyse angeschlossen, mit der Uberprift wird, ob es
sich um ein einzelnes Produkt handelt. In Tabelle 7 sind die Nukleotidsequenzen der

Primer dargestellt, die fir die Quantifizierung mittels SYBR® Green verwendet wurden.

Tabelle 7: Nukleotidsequenzen der fiir SYBR® Green-Assays verwendeten Primer

ENaCa Forward-Primer 5- CGTGACCAGCTACCAGCTCTCT
NM_001038* Reverse-Primer 3- TGACTTTGGCCACTCCATTTC
SGK1 Forward-Primer 5- TGCAAGGAGAACATTGAACACAA
NM_005627"* Reverse-Primer 3’- AGCACCTCAGGTGCGAGATAC
CYP3A4inwon> Forward-Primer 5- TCCTCCTAGTCCAGGGC
NC_000007* Reverse-Primer 3’- AACTCAATGATTTAATGGCAAA

'Accession number der NCBI-Datenbank. ?Assay fiir die Amplifizierung von CYP3A4-DNA.
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2.4.3.3 Quantitative Datenanalyse

Die relative Quantifizierung mittels RT-gPCR wurde nach der Standardkurvenmethode
durchgefiihrt. Dazu wurden in einer konventionellen PCR im Vorfeld fir jedes Zielgen

Standards generiert, die etwa 250 bis 450 bp lang waren (Tabelle 8).

Tabelle 8: Nukleotidsequenzen der fiir die cDNA-Standardgenerierung verwendeten Primer

CYP3A5 Forward-Primer 5- AAATTTGGCGGTGGAAACC
NM_000777* Reverse-Primer 3’- AAATCCCACTGGGCCTAAAGAC
CYP3A4%,,, Forward-Primer 5- CATTTATATCACATGTTTTCTCTGGA
NM_017460" Reverse-Primer 3’- GTGAGCCACTGTGCCTGA

ENaCa Forward-Primer 5- AGGAGTGTGGCTGTGCCTACA
NM_001038'  Reverse-Primer 3’- GCCATCTCCACCACAGACAAC
SGK1 Forward-Primer 5- ACCTGCATTCACTGAACATCGTT
NM_005627* Reverse-Primer 3’- CGGCAGGCCATACAGCAT

PBGD Forward-Primer 5- CCACGTGTCCCCGGTACTC
NM_000190" Reverse-Primer 3’- GATGGTGAAGCCAGGAGGAA

'Accession number der NCBI-Datenbank. Assay fiir die Amplifizierung von CYP3A4-cDNA und DNA.

Fur jeden dieser urspriinglichen Standards (SO) erfolgte eine Aufreinigung mit Hilfe des
QIAquick® PCR Purification Kits sowie die erste Verdiinnung (1:1000, in Aqua bidest.)
zur Generierung von S1. Fur alle weiteren Standards (S2-S7) wurde eine Verdiinnung
von 1:10 benutzt. Die eigentliche Quantifizierung erfolgte dann fir die Standards S1 bis
S7 im Sinne einer nested (verschachtelten) PCR mit innerhalb des ersten Produkts
liegenden Primern und einer finalen Lange von ca. 100 bp. Anhand der
Konzentrationsmessung aller Ursprungsstandards (SO) mittels Nanodrop konnten unter
Kenntnis der Basenpaaranzahl der zugrunde liegenden Nukleotidsequenzen die
Kopienanzahlen fur alle Standards berechnet werden und fur die Extrapolation der zu
guantifizierenden cDNA-Proben benutzt werden.
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Um eventuelle Schwankungen in der Menge der eingesetzten RNA bzw. der Effizienz
der Reversen Transkription auszugeichen, wurden alle ermittelten Werte
(Transkriptanzahlen) durch die Anzahl der Kopien einer endogenen Referenz
(housekeeping Gen) geteilt. Dafir wurde PBGD benutzt, da es im Vergleich mit den
ebenfalls als endogene Kontrollen benutzten Genen 18S und HPRT1 die geringste
Varianz zeigte. Die Durchfihrung der RT-gPCR erfolgte mittels des ABI Prism 7000
Sequence Detection Systems. Die Reaktionsansatze und -bedingungen der
Quantifizierungen sind sowohl fiir die Verwendung spezifischer TagMan®-Sonden als
auch von SYBR®-Green-Farbstoff nachfolgend in Protokoll 7 und 8 dargestellt. Durch
unabhangige Variierung der eingesetzten forward- und reverse-Primer bei gleich
bleibenden Reaktionsbedingungen wurden die einzelnen Assays optimiert (110). Die

Auswertung wurde anhand der ABI Prism 7000 SDS Software vorgenommen.

cDNA-Probe (25 ng/ul) 1,0 ul Reaktionsbedingungen
TagMan® 2xUniversal 12,5 4l

PCR Master Mix ' 1. 50, 2 min
F-Primer (10 uM) 0,75 ul 2. 95, 10 min
R-Primer (10 uM) 0,75 ul 3. 45 Zyklen
TagMan®-Sonde (10 uM) 0,25 pl a) 95T, 15 s
Aqua bidest. 9,75 pul b) 60C, 1 min
Gesamtvolumen 25,0 pl

Protokoll 7 : Quantitative Realtime-PCR mit spezifischen TagMan®-Sonden. F=Forward. R=Reverse.
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ENaCa SGK1 CYP3A4
Reaktionsbedingungen
cDNA-Probe (25 ng/ul) 1,00l 1,00yl 1,00 pi

™ s 1. 95, 1,5 min
TAQurate ™ Real-Time 12,50 pl 12,50 ) i

PCR Master Mix 2. 45 Zyklen
Passive Reference Dye 1,00 ul 1,00 pl - a) 95T, 15 s
Power SYBR® Green ) ) 12,50 b) 56, 40 s
PCR Master Mix ’ c) 72T, 30 s
F-Primer (10 uM) 0,75ul 0,75l 2,25 pl 3. 95C, 155s
R-Primer (10 yM) 0,75l 2,25l 2,25 pl 4. 60C, 20 s
Aqua bidest. 10,00yl 8,50 I 7,00 pl 5. 95¢C, 15
Gesamtvolumen 26,00 yl 26,00 yl 25,00 pl

Protokoll 8 : Quantitative Realtime-PCR mit SYBR® Green. F=Forward. R=Reverse.

2.5 Lokalisierung des Proteins CYP3A5

2.5.1 Western blots zur Untersuchung der Antikorperspezifitat

Die fur die immunhistochemischen Untersuchungen verwendeten polyklonalen
Antikorper anti-CYP3A4 und anti-CYP3A5 (Abcam® Cambridge, UK) wurden mittels
Western blot hinsichtlich ihrer Spezifitdt untersucht. Fir die Bereitstellung der
entsprechenden Enzyme CYP3A4, CYP3A5 und CYP3A7 wurden BD™ Supersomes
(Becton  Dickinson GmbH) verwendet. Dabei handelt es sich um
Insektenzellmikrosomen, die nach Baculovirus-Infektion jeweils nur ein rekombinant

cDNA-exprimiertes CYP3A-Isoenzym enthalten.
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2.5.1.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Ziel der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist die elektrophoretische
Auftrennung der einzelnen Bestandteile eines Proteingemischs in Abhé&ngigkeit von
ihrer MolekllgroRe. Dazu wurde zunéchst ein Trenngel hergestellt, das wiederum mit
einem Sammelgel beschichtet wurde (Protokoll 9 ). Nach Polymerisation beider Gele
wurden diese in einer mit 1x Running Buffer beflllten Elektrophoresekammer
eingespannt. Vor Beflullung der Geltaschen wurde Laemmli-Puffer (hergestellt aus [3-
Mercaptoethanol und Laemmli Sample Buffer im Mischungsverhaltnis 1:20) zu gleichen
Anteilen mit dem Probenmaterial gemischt und fur 5 min bei 95T denaturiert. Fur jedes
Isoenzym wurde eine Spur mit 4 pmol und eine Spur mit 8 pmol Protein benutzt. Zur
GroRReneinordnung der finalen Banden wurde der Langenstandard Precision Plus
Protein™ mitgefiihrt. Der Transfer der Proteine in das Sammelgel erfolgte fiir etwa 5-10
min bei einer Spannung von 100V. Danach fand die Auftrennung im Trenngel bei einer
Spannung von 120V fur ca. 40-60 min statt. Das Sammelgel wurde anschliel3end

verworfen.
SDS-Trenngel, 10% SDS-Sammelgel, 5%
30% Acrylamid 30% Acrylamid
(Rotiphorese Gel) 50wl (Rotiphorese Gel) SH0H
Aqua bidest. 6,00 ml Aqua bidest. 2,80 ml
1,5 M Trenngel pH 8,8 3,75 ml 0,5 M Sammelgel pH 6,8 1,25 mi
10% SDS 10% SDS
(denaturiert: 95T, 5 min) 10l (denaturiert: 95T, 5 min) S0
10% APS 150 pl 10% APS 50 pl
TEMED 15 ul TEMED 5 ul
Gesamtvolumen 15,065 ml Gesamtvolumen 4,985 ml

Protokoll 9 : Herstellung von Trenn- und Sammelgel fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese.
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2.5.1.2 Western-/ Immunoblot

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur etwa 10 min in Transferpuffer (Semi Dry
Buffer) aquilibriert. Anschlie3end wurde ein Blot sandwich, bestehend aus Filterpapier,
Polyacrylamidgel und Whatman® Nitrocellulosemembran, alle getrankt in Transferpuffer,

in folgender Reihenfolge zwischen die Elektroden des Semi-Dry Blotters angeordnet:

Kathode (-)

Filterpapier
Filterpapier
Filterpapier

Polyacrylamidgel
Nitrocellulosemembran

Filterpapier
Filterpapier
Filterpapier

Anode (+)

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrocellulosemembran erfolgte bei 600 mA
(5 mA/cm?) fiir etwa 20 min. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine im Gel
sowie der Transfer auf die Membran wurden nach dem Blotten durch Féarbung mit
Ponceau S Uberpruft. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran,
wurde fir 1 h mit 5% Non-fat dry milk in TBS-Tween® (NFDM-TBST) geblockt. Fiir die
Bindung des Primarantikdrpers an die entsprechenden Antigene wurde dieser 1:4000 in
1% NFDM-TBST verdunnt und mit der Membran tber Nacht bei 4T ink ubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden Uberschissige Antikorperreste durch dreimaliges
Waschen fiur jeweils 5 min mit TBST entfernt, bevor die Inkubation mit dem
Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundarantikérper (anti-Kaninchen IgG #A6154,
Sigma-Aldrich), 1:4000 verdunnt in 0,5% Non-fat dry milk in TBS (NFDM-TBS), fur 1 h
bei Raumtemperatur stattfand. Nach erneutem Waschen (dreimalig a 10 min mit TBST)
wurde die Membran schlieBlich mit dem Peroxidasesubstrat, SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate, fir 5 min inkubiert. Die Membran wurde in
Frischhaltefolie luftblasenfrei verpackt und das Chemilumineszenzsignal durch

Exposition der Membran auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.
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2.5.2 Immunhistochemie
2.5.2.1 Immunhistochemische Anfarbung von Gefrierschnitten

Die bereits mit Aceton vorfixierten und anschlieRend bei -80C gelagerten Schnitte
humanen Gewebes wurden zunachst fur etwa 5 min luftgetrocknet. Nach einem
Waschschritt mit TBS (dreimal fur jeweils 5 min) wurde eine mdgliche endogene
Peroxidaseaktivitdit mit 0,3% H,O, in Methanol fiar 30 min geblockt. Das im
IMmPRESS™ Anti-Rabbit Ig Polymer Detection Kit enthaltene normale Pferdeserum
(ready-to-use normal horse serum blocking solution) wurde mit einer Inkubationszeit
von 20 min verwendet, um unspezifische Bindungen des Priméarantikdrpers zu
vermeiden. Der Primarantikrper wurde im Verhdaltnis 1:500 in 1%-igem Bovinen
Serumalbumin (BSA) in TBS verdinnt und die Gefrierschnitte damit Gber Nacht bei 4C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden Uberschissige Reste des Primarantikérpers durch
einen Waschschritt (dreimalig in TBS a 5 min) entfernt. Anschliel3end erfolgte fiir 30 min
die Inkubation mit dem ebenfalls im InmPRESS™ Anti-Rabbit Ig Polymer Detection Kit
enthaltenen Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikérper (ready-to-use ImmPRESS™
reagent anti-rabbit Ig). Nach einem erneuten Waschschritt (TBS, dreimal a 5 min) wurde
das DAB Peroxidase Substrate Kit nach den Herstellervorgaben zur farblichen
Markierung des Antigen-Priméarantikorper-Sekundéarantikorper-Kkomplexes verwendet.
Um eine grau-schwarze Farbung anstelle einer braunen zu erhalten, wurde die optional
enthaltene Nickelldsung hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Schnitte in Wasser
fur 5 min gespult. Danach erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 1 min, sowie
das anschlieBende Blauen unter fliel3endem Wasser fur 5 min. Die Schnitte wurden mit
Hilfe des Arcturus® HistoGene® Frozen Section LCM Staining Kit in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert (95% und 100% Ethanol, jeweils 2-3x fir 3 min) und
anschlieBend in Xylol Gberfuhrt (2%, je 5 min). Zur Eindeckelung der Objekttrager wurde
VectaMount™ Permanent Mounting Medium verwendet. Getrocknet wurden die
Schnitte abschlielend im Brutschrank fur ca.1 h bei 55TC. Die Auswertung und digitale
Fotografie der Schnitte erfolgte mit Hilfe des Photomikroskops Axiophot.
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2.5.2.2 Immunhistochemische Anfarbung von Paraffinschnitten

Die immunhistochemische Anfarbung von Paraffinschnitten humaner Niere unter
Verwendung des bereits zuvor beschriebenen polyklonalen CYP3A5-Antikdrpers
erfolgte in einer Kooperation mit der Universitat Leiden, Niederlande. Es wurden 20
verschiedene Nierenbiopsien untersucht sowie sieben weitere Nierenproben der
Stiftung Eurotransplant. Fur die weitere Analyse wurden die qualitativ hochwertigsten
Gewebeschnitte verwendet. Die Genotypisierung der Nierenproben erfolgte in unserem
Labor nach dem bereits fiur die anderen DNA-Proben humaner Nieren benutzten
Protokoll. Alle weiteren Schritte, angefangen von der Bereitstellung der Nierenproben,
im Folgenden die Paraffinisierung und Anfarbung der Schnitte sowie abschlie3end die
bildliche Auswertung der Ergebnisse erfolgte freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe
von Emile de Heer, Pathologisches Institut, Universitat Leiden. Der Verwendung der
Daten in der vorliegenden Arbeit wurde durch den Arbeitsgruppenleiter zugestimmit.

2.6 Statistische Auswertung der Daten

Die Angabe konkreter Werte erfolgt als Mittelwert (MW) = Standardfehler (SEM) oder
Prozent (%). Die Uberprifung der Haufigkeitsverteilungen der ermittelten Genotypen
hinsichtlich des Hardy-Weinberg-Aquilibriums erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test.
Unterschiede in den Patientencharakteristika zwischen CYP3A5*1-Alleltragern und
homozygoten CYP3A5*3-Individuen wurden flr den Vergleich kategorialer Variablen
untereinander mittels exaktem Chi-Quadrat-Test nach Fisher, andernfalls mittels Mann-
Whitney-U-Test oder ANOVA ermittelt. Potentielle Korrelationen wurden mit Hilfe der
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman und Pearson evaluiert. Die HOhe der
Expression verschiedener Gene in Abhangigkeit von CYP3A5-Genotyp, CYP3A-
Haplotyp oder ABCB1-Haplotyp wurde entsprechend der Normalverteilung der Daten
durch Mann-Whitney-U-Test oder T-Test ausgewertet. Eine statistische Signifikanz
wurde fur einen p-Wert < 0,05 angenommen. Fur die Anwendung der verschiedenen

statistischen Testverfahren wurde SPSS, Version 15.0 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Daten der Kohorte
Die retrospektiv anhand der urologischen Krankenakten der Patienten ermittelten

Charakteristika sind sowohl fiir die Gesamtpopulation als auch in Abhangigkeit vom
CYP3A5*1-Allelstatus in Tabelle 9 veranschaulicht.

Tabelle 9: Charakteristika der Patienten als Kollektiv sowie unterteilt nach CYP3A5*1-Allelstatus

CYP3A5*1-Allelstatus

Gesamt *1-Trager *3/*3
Anzahl (n) 102 13 89
Anteil Frauen (%) 38,2 30,8 39,3
Alter (Jahre) 639+1,0 60,9 +2,2 64,4+1,0
Hypertonus (%) 56,9 46,2 58,4
SBD (mmHg)* 134+25 129 +5,6 135+2,7
DBD (mmHg)* 79+1,1 79+24 79+1,2
Medikation (n) 3,1+0,3 2,2+0,6 3,3+0,3
Grunderkrankung? 83,3% NCC 76,9% NCC 84,3% NCC

Daten sind angegeben als MW + SEM. 1 - Systolischer Blutdruck, SBD, und diastolischer Blutdruck,
DBD, stammen von normotensiven Patienten. 2 - Grunderkrankungen umfassen Nierenzellkarzinom,
NCC, Von-Hippel-Lindau-Syndrom, Onkozytome, Adenokarzinome sowie Urothelkarzinome.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in Geschlecht, Alter, Haufigkeit des
diagnostizierten Hypertonus, Blutdruck (SBD und DBD) der normotensiven Individuen
(n=41) sowie Anzahl verschriebener Medikamente zwischen CYP3A5*1-Alleltragern
und CYP3A5*3/*3-Individuen festgestellt werden. Vier Patienten nahmen Medikamente

ein, die potenziell induzierend bzw. inhibitorisch auf CYP3A wirken kdnnen.
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Die Identifikation der CYP3A-beeinflussenden Medikation erfolgte mit Hilfe des
Cytochrome P450 Drug Interaction Table, zur Verfugung gestellt durch die Indiana
University School of Medicine, und des Table of Substrates, Inhibitors and Inducers der
U.S. Food and Drug Administration (14, 15). Entsprechende Unterschiede im mRNA-
Gehalt von CYP3AS5 wurden jedoch nicht beobachtet.

3.2 CYP3A5*1/*3-Genotypverteilung in den humanen Nieren

Nach Extraktion der DNA aus Gefrierschnitten gesunden Nierengewebes von n=102
nephrektomierten Patienten wurde diese hinsichtlich des CYP3A5-SNPs 6986A>G
(rs776746) mittels TagMan®-SNP-Assay untersucht. Beziiglich der Genotypen konnten
dabei zwei Individuen als homozygot fir das *1-Allel, elf als heterozygote *1-Alleltréger
und 89 als homozygote *3/*3-Individuen identifiziert werden (Abbildung 4 ). Die daraus
ermittelten Allelfrequenzen betragen 7,4% fir das CYP3A5*1-Allel und 92,6% fur das
CYP3A5*3-Allel. Die Haufigkeitsverteilung entspricht dem Hardy-Weinberg-Aquilibrium
(p=0,109).

2% 11%

B CYP3A5*1/*1
BmCYP3A5*1/"3
B CYP3A5*3/*3

87%

Abb. 4: Verteilung der Genotypen des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus in humanen Nieren.
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Aufgrund der geringen Allelfrequenz des CYP3A5-Wildtyp-Allels werden im weiteren
Verlauf der Ergebnisdarstellung die homozygoten CYP3A5*1/*1-Individuen mit den
heterozygoten *1-Alleltragern mit Genotyp CYP3A5*1/*3 als CYP3A5*1-Alleltrager
zusammengefasst und mit den homozygoten CYP3A5*3/*3-Individuen verglichen.

Zur Bestéatigung der richtigen Zuordnung der entsprechenden Daten aus dem
TagMan®-SNP-Assay wurden einzelne Proben jedes Genotyps mittels Sequenzierung
hinsichtlich der Punktmutation untersucht (Abbildung 5 ).

X

Abb. 5: Sequenzchromatogramme zur Bestatigung der via TagMan®-SNP-Assay ermittelten Genotypen.
A bzw. G an Position * steht fiir das Vorliegen des CYP3A5*1- bzw. *3-Allels. Chromas Lite 2.01.

A — Individuum mit CYP3A5*3/*3-Genotyp (homozygot).
B — Individuum mit CYP3A5*1/*1-Genotyp (homozygot).
C — Individuum mit CYP3A5*1/*3-Genotyp (heterozygot).
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3.3 Phanotypische Analysen
3.3.1 Genexpressionsanalyse CYP3A5

Nach Extraktion der mRNA aus den Gefrierschnitten wurde diese fur weitere Analysen
revers transkribiert. Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mittels
RT-gPCR. Fur CYP3A5 wurde dabei eine fur die Sequenz der Wildtyp-mRNA
spezifische TagMan®-Sonde verwendet. Als konstitutiv exprimiertes Referenzgen
(sogenanntes housekeeping Gen) wurde PBGD benutzt. Die relative mMRNA-
Expression wird angegeben als Anzahl der CYP3A5-Transkripte geteilt durch die
Anzahl der PBGD-Transkripte.

Messbare Spiegel der CYP3A5-Wildtyp-mRNA wurden fir n=93 Nierenproben ermittelt.
Darunter befanden sich zwei homozygote und zehn heterozygote CYP3A5*1-Alleltrager
sowie 81 CYP3A5*3/*3-Individuen. In Abhangigkeit vom CYP3A5-Genotyp ergaben sich
signifikante Unterschiede in der Hohe der CYP3A5-mRNA-Spiegel (Abbildung 6 ). So
zeigte sich eine fast dreimal so hohe CYP3A5-Expression in den homozygoten
verglichen mit den heterozygoten CYP3A5*1-Alleltragern (5,18 + 0,342 versus 1,74 +
0,312; p=0,03), wahrend die relative mRNA-Menge der heterozygoten CYP3A5*1-
Alleltrager die der CYP3A5*3/*3-Individuen sogar um das mehr als sechsfache
Uberstieg (1,74 + 0,312 vs. 0,28 = 0,030; p<0,001). Insgesamt ubertraf damit die
CYP3A5-mRNA-Expression der CYP3A5*1/*1- und CYP3A5*1/*3-Individuen,
zusammen betrachtet als CYP3A5*1-Alleltrager, die der Gruppe mit Genotyp
CYP3A5*3/*3 um das mehr als achtfache (2,32 + 0,455 vs. 0,28 + 0,030; p<0,001). Der
interindividuelle Variationskoeffizient (CV%) lag bei 169% fur die Gesamtpopulation und
bei 9%, 57% und 95% jeweils fir die Genotypen *1/*1, *1/*3 und *3/*3. Mit
CYP3A5/PBGD-Quotienten von 0,009 bis 5,7 variierte die Expression insgesamt um
das mehr als 600fache.

In der Korrelationsanalyse der Daten aus der CYP3A5-mRNA-Quantifizierung mit
verhaltnisskalierten Patientenmerkmalen liel3 sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der Hohe der CYP3A5-mRNA-Expression und Alter, SBD
oder DBD nachweisen.
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p<0,05

p<0,001

o
1

-@e

L

CYP3A5-Transkripte /PBGD-Transkripte

CYP3A5™*1/*1 CYP3A5*1/*3 CYP3A5*3/*3

Abb. 6 : Genotyp-abhdngige mRNA-Expression von CYP3AS fiir n=93 Nierenproben.

3.3.2 Genexpressionsanalysen fir CYP3A4, ENaCa und SGK1

3.3.2.1 CYP3A4

Mithilfe der BLAST-Analyse des NCBI (bl2seq, online zuganglich unter
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) wurden die Basensequenzen der mRNA unter

den vier Mitgliedern der Subfamilie 3A des humanen Cytochrom-P450-Systems

verglichen und sind als prozentuale Homologie in Tabelle 10 dargestellt (111).
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Tabelle 10: Homologie der mMRNA-Sequenzen der humanen CYP3A-Isoenzyme mittels BLAST

CYP3A4 CYP3A5 CYP3A7 CYP3A43?
NM_017460° NM_000777*  NM_000765" NM_022820"

CYP3A4 — 88% 92% 82%
CYP3A5 88% — 87% 82%
CYP3A7Y 92% 87% — 80%
CYP3A43 82% 82% 80% —

1 - Accession number der NCBI-Datenbank. 2 - Fir den Vergleich wurde Transkriptvariante 1
gewahlt (mit 2167bp die langste mMRNA-Sequenz der drei CYP3A43-Transkriptvarianten).

Um eine moglichst spezifische Amplifikation der CYP3A4-cDNA mittels RT-gPCR zu
erzielen, wurden die Primer fur das 3’-Ende der mRNA-Sequenz innerhalb von
Exon 13 konstruiert, da dieser Sequenzabschnitt (etwa 600bp) in allen anderen CYP3A-
Isoenzymen fehlt. Die Ublicherweise durch Exon-lUberspannende Primer angestrebte
MRNA-Spezifitdt konnte dadurch jedoch nicht mehr gesichert werden, weshalb
zusatzlich intronische - also DNA-spezifische - Primer generiert wurden. Nach
Ermittlung aller Kopienanzahlen in beiden Durchlaufen wurde die Anzahl der mRNA-
Transkripte durch Abzug der mittels intronischer Primer gemessenen DNA-Kopien von
der Kopienanzahl mittels exonischer Primer berechnet:

[Kopienanzahlmrna] = [Kopienanzahlmrna+onal - [Kopienanzahlpyal

Entsprechende Werte konnten ermittelt werden fur n=95 Nierenproben mit starken
interindividuellen Schwankungen in der Hohe der mRNA-Expression (CV%=298%). Bei
einem mittleren CYP3A4/PBGD-Quotienten von 0,06 = 0,019 entsprach die renale
Expression der CYP3A4-mRNA nur etwa einem Funftel der mRNA-Expression von
CYP3A5 in Nierenschnitten mit *3/*3-Genotyp (0,28 + 0,030; p<0,001, Abbildung 7 ).
Zwischen zwolf CYP3A5*1-Alleltragern und 83 CYP3A5*3/*3-Individuen war Kkein
Unterschied in der mRNA-Expression von CYP3A4 zu beobachten (0,05 £+ 0,028 vs.
0,06 + 0,021; p=0,788).
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Abb. 7: Vergleich der Hohe der mRNA-Expression von CYP3A4 und CYP3A5 in der Niere. Die relative
MRNA-Expression entspricht der CYP3A-/PBGD-Transkriptanzahl. Dargestellt sind MW+SEM.

3.3.2.2 ENaCa

Die mRNA-Expression von ENaCa wurde durch RT-gPCR mittels SYBR®Green-
Farbstoff bestimmt. Bei n=93 Nierenproben lag der mittlere ENaCa/PBGD-Quotient bei
2,04 + 0,211 (CV%=100%). Wie in Abbildung 10 veranschaulicht, ist die ENaCa-
Expression damit etwa auf dem Niveau des mittleren CYP3A5-mRNA-Spiegels bei
CYP3A5*1-Alleltragern (2,32 + 0,455, p=0,465). Im Vergleich zur Expression von
CYP3A4 wurde ENaCa fast 40-mal so hoch exprimiert. Es zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen CYP3A5*1-Allelstatus und der Hohe der ENaCa-Expression
(Abbildung 8 ).
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Abb. 8: mRNA-Expression von ENaCa in der Niere. n.s. - nicht signifikant. Die relative mRNA-Expression
entspricht der ENaCa/PBGD-Transkriptanzahl. Dargestellt sind MW+SEM.

3.3.2.3 SGK1

Die mRNA-Expression von SGK1 wurde mittels SYBR®Green-Methode der RT-qPCR
fur n=93 Nierenproben quantifiziert. Die mittlere relative mRNA-Expression lag bei
11,68 + 1,012 (CV%=84%). Damit war die SGK1-Expression hoher als die der anderen
Gene — im Vergleich zu ENaCa und CYP3A5 mehr als funffach, im Vergleich zu
CYP3A4 fast 200fach (p<0,001, Abbildung 10 ). Analog zu ENaCa zeigte sich fir die
MRNA-Expression von SGK1 keine Abhangigkeit vom CYP3A5*1-Allelstatus
(Abbildung 9 ).
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Abb. 9: mRNA-Expression von SGK1 in der Niere. n.s. - nicht signifikant. Die relative mRNA-Expression
SGK1/PBGD-Transkriptanzahl. Dargestellt sind MW+SEM.
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Abb. 10: mRNA-Expressionen von CYP3A5, CYP3A4, ENaCa und SGK1 im Vergleich.
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3.3.3 Detektion von CYP3A5-Protein mittels Immunhistochemie

3.3.3.1 Spezifitat der verwendeten Antikorper

Der Vergleich der Aminosauresequenzen aller CYP3A-Isoenzyme mittels

BLAST zeigt die Homologie der vier Proteine (Tabelle 11).

Tabelle 11: Homologie der Aminosauresequenzen der humanen CYP3A-Isoenzyme (BLAST)

CYP3A4 CYP3A5 CYP3A7 CYP3A43?
NP_059488* NP_000768* NP_000756* NP_073731"

CYP3A4 — 84% 88% 75%
CYP3A5 84% — 81% 75%
CYP3AY 88% 81% — 71%
CYP3A43 75% 75% 71% —

! Accession number der NCBI-Datenbank. 2 Fiir den Vergleich wurde die Isoform 1 gewahlt (mit
504aa die langste Aminosauresequenz der drei moglichen CYP3A43-Isoformen).

Um die Spezifitat der fir die Immunhistochemie verwendeten Antikérper zu Uberprifen,
wurden Baculovirus-infizierte Insektenzellmikrosomen mit jeweils einer rekombinant
exprimierten CYP3A-Isoform mittels Western blot untersucht. Da CYP3A43 in grél3eren
Mengen nur in Leber, Prostata und Hoden exprimiert wird, wurden Mikrosomen fur die
Enzyme CYP3A5, CYP3A4 und CYP3A7 benutzt (39).
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Wie in Abbildung 11 ersichtlich, zeigten sich im Western blot nach Inkubation mit dem

CYP3A5-Antikdrper (Abcam, ab22692) nur fur Mikrosomen mit enthaltenem CYP3A5

deutliche Banden knapp oberhalb der 50 kDa-Marke.

75 kDa —

50 kDa =—
37 kDa =——

25 kDa —

CYP3AS5

4 pmol 8 pmol

asime (MRS

CYP3A7Y

4 pmol

CYP3A4

4 pmol 8 pmol 8 pmo

Abb. 11: Western blot zur Sicherung der Spezifitdt des CYP3A5-Antikorpers (ab22692, Abcam).

Dagegen waren im Western blot nach Inkubation mit dem CYP3A4-Antikorper (Abcam,

ab22704) sowohl fur Mikrosomen, in denen CYP3A4 exprimiert wurde, als auch fur

CYP3A7-enthaltende Mikrosomen, Banden deutlich sichtbar, ebenfalls knapp tber der
50kDa-Marke (Abbildung 12 ).

75 kDa —

50 kDa —
37 kDa —

25 kDa —

CYP3A5

4 pmol 8 pmol

CYP3A7

8 pmol

CYP3A4

4 pmol 8 pmol 4 pmol

- -——-——-

Abb. 12 : Western blot zur Erkennung der Spezifitdt des CYP3A4-Antikdrpers (ab22704, Abcam).
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3.3.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von CYP3A in der Leber

Anhand von Gefrierschnitten humanen Lebergewebes konnten sowohl CYP3A4 als
auch CYP3A5 immunhistochemisch nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 13
ersichtlich, schien sich CYP3A4 dabei vor allem perivenés (zentrilobular) anzureichern.
Fur CYP3A5 war insgesamt eine deutlich weniger intensive Anfarbung zu erkennen.
Eine Anreicherung im zentrilobularen perivendsen Bereich ist ebenfalls weniger stark
ausgepragt als fur CYP3A4. Zum Vergleich ist als Negativkontrolle ein Gefrierschnitt

humaner Leber ohne Inkubation mit einem der beiden Primarantikérper abgebildet.

Abb. 13: Immunhistochemischer CYP3A-Nachweis in einem Gefrierschnitt humaner Leber unter
Verwendung eines polyklonalen CYP3A4-Antikérpers (ab22704, Abcam) und eines
polyklonalen CYP3A5-Antikdrpers (ab22692, Abcam).

A — CYP3A4-Nachweis mittels Inkubation des CYP3A4-Priméarantikérpers.
B — CYP3A5-Nachweis mittels Inkubation des CYP3A5-Primarantikdrpers.

C — Negativkontrolle ohne Inkubation eines Primarantikorpers.
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3.3.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von CYP3A5 in der Niere

Immunhistochemische Untersuchungen zum Nachweis von CYP3A5 in der Niere
wurden sequentiell anhand von Gefrier- und Paraffinschnitten menschlicher Nieren
durchgefuhrt.

Fur die verwendeten Gefrierschnitte menschlichen Nierengewebes wurden
entsprechende DNA-Proben hinsichtlich des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus mittels
TagMan®-SNP-Assay untersucht. Dabei konnte unter den zehn Individuen ein
heterozygoter CYP3A5*1-Alleltrager identifiziert werden, wahrend die anderen neun
homozygot fir das CYP3A5*3-Allel waren. Die extrahierte RNA der Gewebeproben
wurde in cDNA umgeschrieben und bezlglich der relativen mRNA-Expression von
CYP3A5 mittels RT-gPCR untersucht. Da im immunhistochemischen Vergleich ein
Gefrierschnitt mit geringem CYP3A5-Proteingehalt einem Schnitt mit hoéherem
Proteingehalt gegenubergestellt werden sollte, wurden zwei Proben mit jeweils dem
hochsten und dem niedrigsten CYP3A5-mRNA-Spiegel, im Folgenden auch als
highCYP3A5 und lowCYP3A5 bezeichnet, ausgewahlt. Es handelt sich in beiden Fallen
um Proben von Individuen mit Genotyp CYP3A5*3/*3. Verglichen mit der
Negativkontrolle konnte in beiden Proben (lowCYP3A5 und highCYP3A5) CYP3A5
deutlich angefarbt werden (Abbildung 14 ). Wahrend im Gewebeschnitt lowCYP3A5 die
Anfarbung relativ. homogen in allen epithelialen Strukturen erschien, war im
Gewebeschnitt highCYP3A5 eine Intensitatszunahme vor allem im Tubulus (am

ehesten proximalem Tubulus) zu erkennen.
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Abb. 14 : Immunhistochemischer Nachweis von CYP3A5 in Gefrierschnitten humaner Niere unter
Verwendung eines polyklonalen CYP3A5-Antikdrpers (ab22692, Abcam).

A — lowCYP3A5, Niere mit geringem CYP3A5-mRNA-Gehalt.
B — highCYP3A5, Niere mit hohem CYP3A5-mRNA-Gehalt.
C — Negativkontrolle ohne Inkubation eines Primé&rantikorpers.
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Da anhand der angefarbten Gefrierschnitte humaner Niere die feingewebliche
Unterscheidung einzelner Strukturen, beispielsweise zwischen proximalem und
distalem Tubulus, nicht moglich war, wurden zusétzlich 27 Paraffinschnitte angefertigt
und entsprechend angeféarbt. Im weiteren Verlauf erwiesen sich die Nierenproben der
Eurotransplant-Stiftung als morphologisch hochwertiger, sodass nur diese sieben
Paraffinschnitte fur die weitere Auswertung verwendet wurden. Dazu wurden
vergleichend die Schnitte von zwei CYP3A5*1-Alleltragern (mit Genotyp *1/*3) sowie
die Schnitte von funf Individuen mit Genotyp CYP3A5*3/*3 betrachtet. In dem hier
beispielhaft gezeigten Paraffinschnitt einer Niere mit CYP3A5*3/*3-Genotyp ist vor
allem eine intensive Farbung von Sammelrohr und distalem Tubulus erkennbar,
wahrend proximaler Tubulus und Glomerulum weniger stark gefarbt erscheinen
(Abbildung 15 ). Im Vergleich dazu zeigt der Nierenschnitt eines CYP3A5*1-Alleltragers
eine deutliche Intensitatszunahme der Anfarbung in Epithelien des proximalen Tubulus,
wahrend die Intensitat der Epithelien des Sammelrohrs, Glomerulum und distalen
Tubulus  weitestgehend unverandert blieb. Der Unterschied im renalen
Proteinexpressionsmuster von CYP3A5 zwischen Tragern des CYP3A5*1-Allels und
CYP3A5*3/*3-Individuen ist somit auf den proximalen Tubulus beschrénkt.
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Abb. 15: Immunhistochemischer Nachweis von CYP3A5 in Paraffinschnitten humaner Niere unter
Verwendung eines polyklonalen CYP3A5-Antikdrpers (ab22692, Abcam). d - distaler
Tubulus. g - Glomerulum. p - proximaler Tubulus. s - Sammelrohr

A — Niere mit Genotyp CYP3A5*3/*3.

B — Niere mit Genotyp CYP3A5*1/*3.
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3.4 Haplotypanalysen

3.4.1 Haplotypanalyse eines CYP3A-Blocks

Um sicherzustellen, dass die bei der Quantifizierung der CYP3A5-mRNA festgestellten
Differenzen auf den SNP 6986A>G zurlickzufuhren sind und nicht zusatzlich durch
weitere, gekoppelte Polymorphismen bedingt sind, wurde der entsprechende LD-Block
untersucht. Daflir wurde eine Analyse der Haplotypenstruktur des CYP3A-Genlocus
mittels HapMap bzw. die anschlieBende Integration der Daten in Haploview
vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass die Gene CYP3A7, CYP3A5 und das Gen fir
das Zinkfingerprotein 498 (ZNF 498) in einem gemeinsamen LD-Block liegen
(Abbildung 16 ). Das an CYP3A7 angrenzende CYP3A4-Gen liegt auf einem weiteren
Block, sodass man von einem sogenannten hotspot, d.h. einer Stelle bevorzugter
Rekombination, zwischen CYP3A4 und CYP3A7 ausgehen kann.
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Abb. 16: Haplotypenstruktur der CYP3A5-Umgebung fir Kaukasier (Population CEU in HapMap).
Haploview 4.2 mit Integration von Daten aus HapMap (Public Data Release no. 19).
D'/LOD-Farbschema: weil3 - D'<1,LOD<2; rosa - D'<1,LOD=2; rot - D'=1,LOD=2, blau - D'=1,LOD=2.
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Zur Erlangung eines Grof3teils (>90%) der genetischen Information in dem LD-Block
von CYP3A7, CYP3A5 und ZNF498 wurden neben dem bereits untersuchten
SNP 6986A>G (rs776746) zwei weitere tagging SNPs ausgewahlt. AnschlieRend
erfolgte die Genotypisierung des Patientenkollektivs hinsichtlich dieser beiden SNPs,
von denen sich einer in Intron 4 des CYP3A5-Gens (rs4646450, T>C) und der andere
im intergenetischen Bereich zwischen CYP3A5 und ZNF498 (rs4646458, C>A)
befindet. Die Kopplung der drei innerhalb desselben LD-Blocks liegenden tagging SNPs

zeigte sich dabei auch in unserem Kollektiv (Abbildung 17 ).

Abb. 17: Paarweise Kopplung der tagging SNPs aus Haploview 4.2,
D’/LOD-Farbschema: rot - D’=1, LOD=2; eingefligte Werte in Quadraten:
D’ x 100

rs4646458
rs4646450
rs776746

Block 1 (25 kb)
1 2

Da durch die Genotypisierung nicht bestimmt werden kann, welches Allel welchem
Chromosomenstrang zuzuordnen ist, wurden fur die einzelnen Individuen die
wahrscheinlichsten Haplotypen mit Hilfe des auf dem Bayes-Theorem beruhenden
PHASE-Programms (Version 2.0) geschétzt. Je nach festgestelltem Allel der
Polymorphismen in der Reihenfolge rs4646458, rs4646450 und rs776746 werden die
daraus abgeleiteten Haplotypen im Folgenden als ACG (Haplotyp 1, H1), ATG (H2),
ATA (H3) und CTA (H4) bezeichnet. Eine Ubersicht liber die Haplotypenfrequenzen und
die entsprechenden Spiegel der CYP3A5-mRNA sind in Tabelle 12 wiedergegeben.
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Tabelle 12: Einfluss der CYP3A-Haplotypen auf die Hohe der mRNA-Expression von CYP3A5

CYP3A-Haplotyp Basenfolge® Frequenz? CYP3A5-mRNA/ n p-Wert

H1 ACG 0,824 0,29 +0,368%/ 62

H2 ATG 0,103 0,26 +0,438% / 19 "
H3 ATA 0,029 2,00+0593*/ 5  0.001
H4 CTA 0,044 203+0,632°/ 7  <0.001

A reprasentiert das CYP3A5*1-Allel. p-Werte sind zweiseitig. n.s. - nicht signifikant. 1 - rs4646458/
rs4646450/ rs776746. 2 - Haplotypenfrequenzen beziehen sich auf n=102 Individuen. Die Werte der
CYP3A5-mRNA fur n Individuen sind angegeben als MW + SEM fir: 3 - Homozygote (H1H1), 4 - Hetero-
und Homozygote (H2H1/H2H2, H3H1/H3H4 bzw. H4H1/H3H4/H4H4).

Bei acht moglichen Kombinationen der entsprechenden Allele konnten in unserer
Population vier verschiedene Haplotypen differenziert werden. Der am haufigsten
vorkommende Haplotyp H1 tragt mehr als 80% zu der genetischen Variation in diesem
Block bei, wahrend die anderen drei Haplotypen (H2, H3 und H4) die restliche Variation
erfassen. Im Vergleich der Mittelwerte der mRNA-Expression von CYP3A5 zeigten die
beiden Haplotypen mit enthaltenem CYP3A5*1-Allel, H3 und H4, deutlich héhere Werte
als die der Haplotypen H1 und H2 mit integriertem CYP3A5*3-Allel. Eine signifikante
Differenz der mRNA-Spiegel zwischen Tragern des H1-Haplotypen und des H2-
Haplotypen bestand nicht. Zur Auswertung wurde fir H1 ein rezessives
Vererbungsmodell (zwei Kopien vs. eine oder keine Kopie des Haplotyps) verwendet,
wahrend fur H2, H3 und H4 ein additives Vererbungsmodell (eine oder zwei Kopien vs.

keine Kopie des Haplotyps) benutzt wurde.
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3.4.2 Haplotypanalyse ABCB1

Haplotypen sind nicht zwangslaufig per definitionem an ganze Genregionen gebunden,
sondern konnen auch als genspezifische Haplotypen ihre Allelbezeichnung in der
Literatur erlangen. Fir die Haplotypenanalyse von ABCB1 wurden zur Genotypisierung
die drei am haufigsten beschriebenen Polymorphismen 1236C>T (rs1128503),
2677G>T/A (rs2032582) und 3435C>T (rs1045642) herangezogen, deren Kopplung
untereinander in Abbildung 18 zu sehen ist. Um flr die Individuen mit mehr als einem
heterozygoten Genotyp die wahrscheinlichsten Haplotypen beider Chromosomen-

strdnge zu schéatzen, wurde auch hier das Programm PHASE 2.0 benutzt.

Abb. 18: Paarweise Kopplung der bestimmten Polymorphismen,

aus Haploview 4.2, D’/LOD-Farbschema: rot = D=1, LOD=22; eingeflgte
Werte in Quadraten: D’ x 100

rs1045642
rs2032582
rs1128503

Block 1 (40 kh)
1 2

Da sich unter den fur die ABCB1l-Haplotypenbestimmung benutzten Polymorphismen
ein triallelischer SNP befand, gibt es zwo6lf theoretisch mogliche Haplotypen. Davon
wurden in unserer Population neun nachgewiesen, die im Folgenden in der Reihenfolge
1236C>T - 2677G>T/A - 3435C>T als CGC (H1), TTT (H2), CGT (H3), TTC (H4), TGC
(H5), CTT (H6), CAT (H7), CAC (H8) und CTC (H9) bezeichnet werden. Die drei
haufigsten Haplotypen H1, H2 und H3, die zusammen fur Gber 90% der genetischen
Variation verantwortlich sind, werden auch als ABCB1*1, ABCB1*2 und ABCB1*13
bezeichnet (112, 113). Die Frequenzen aller Haplotypen sowie die entsprechenden
MRNA-Spiegel von CYP3A5 sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Frequenz der einzelnen ABCB1-Haplotypen und entsprechende CYP3A5-mRNA-Spiegel

ABCB1-Haplotyp Basenfolge® Frequenz? CYP3A5-mRNA/ n
H1 CGC 0,431 0,50+0,100/ 62
H2 TTT 0,392 0,52 +£0,091/ 57
H3 CGT 0,108 0,87+0,336/ 21
H4 TTC 0,010 0,44 £0,232/ 2
HS TGC 0,015 197+1509/ 3
H6 CTT 0,010 0,14+£0,072/ 2
H7 CAT 0,010 0,39+0,177/ 2
H8 CAC 0,020 0,27 £0,032/ 4
H9 CTC 0,005 3

Werte der CYP3A5-mRNA sind angegeben als MW + SEM. 1 — rs1128503 / rs2032582 / rs1045642.
2 — Haplotypenfrequenzen beziehen sich auf n=102 Individuen. 3 — Fir n=1 Individuum mit Haplotyp
CTC war keine CYP3A5-mRNA messbar.

Die ABCB1-Haplotypen zeigten keinen Einfluss auf die Hohe der CYP3A5-mRNA-
Expression, auch bei getrennter Auswertung von Gewebsproben mannlicher und
weiblicher Individuen. Fur den Vergleich der beiden am haufigsten vorkommenden
Haplotypen H1 und H2 untereinander wurde ein rezessives Vererbungsmodell benutzt.

Fur alle anderen Haplotypen wurde ein additives Vererbungsmodell verwendet.
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4. Diskussion

4.1 Genotyp-Phanotyp-Assoziation von CYP3AS5 in der humanen Niere

4.1.1 Klinische Daten unserer Kohorte

Die Charakterisierung der Kohorte diente vor allem dem Ausschluss bzw. der
Identifizierung systematischer Fehler im Sinne eines oder mehrerer Confounder. Durch
die retrospektive Datenerhebung anhand der stationdren Krankenakten der Patienten
ist die Aussagekraft dieser Untersuchung beschrankt. Ungenauigkeiten bezlglich des
ethnischen Hintergrundes der Individuen, in den Krankenakten moglicherweise
unvollstandig dokumentierte Medikation inklusive Selbstmedikation mit frei
verkauflichen (OTC) Arzneimitteln oder Phytotherapeutika sowie eine nicht
standardisierte Blutdruckmessung im Rahmen des stationdren Aufenthaltes koénnten

geringgradige Differenzen der Untersuchungsgruppen maskieren.

4.1.2 Allelfrequenz und Genotypverteilung im Untersuchungskollektiv

In einer aktuellen Ubersichtsarbeit wird die Frequenz des CYP3A5*3-Allels fir
Kaukasier (n=3854) mit 92-94% beziffert (48). Anhand des bislang groften
kaukasischen Kollektivs mit n=6777 untersuchten Individuen ermittelten Kreutz et al.
Allelfrequenzen von 7% fur das CYP3A5*1-Allel und 93% fir das CYP3A5*3-Allel (50).
Im Einklang mit diesen Untersuchungsergebnissen sind in der vorliegenden Arbeit
Frequenzen von 7% fur das Wildtyp-CYP3A5*1-Allel und 93% fir das mutierte
CYP3A5*3-Allel kalkuliert worden. Unter n=102 nephrektomierten Patienten konnten
2% als CYP3A5*1-Homozygote, 11% als heterozygote CYP3A5*1-Alleltrdger und 89%
als CYP3A5*3-Homozygote identifiziert werden. Die Verteilung der Genotypen
entspricht dem Hardy-Weinberg-Aquilibrium.
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Die Allel- und Genotypverteilung der untersuchten Kohorte lasst darauf schlie3en, dass
unser Kollektiv trotz des fur DNA-Analysen limitierten Umfangs reprasentativ fir seine
ethnische Population zu sein scheint. Es wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede in definierten Patientenmerkmalen (Alter, Geschlecht, Medikation,
Grunderkrankung, Diagnose eines Hypertonus, SBD und DBD) zwischen CYP3A5*1-
Alleltragern und homozygoten CYP3A5*3/*3-Individuen gefunden.

4.1.3 Genotypabhangige Expression der CYP3A5-mRNA

Bereits in der Erstbeschreibung des funktionellen CYP3A5*1/*3-Polymorphismus
berichteten Kuehl et al. von einer mit 21-202 pmol/mg Protein etwa zehnmal so hohen
Proteinexpression in CYP3A5*1-Alleltragern im Vergleich zu CYP3A5*3-Homozygoten
(18). Weitere Untersuchungen zeigten mit etwa neun- bis zehnfachen
Expressionsdifferenzen einen vergleichbaren Zusammenhang, wenn auch die absolut
gemessenen Proteinmengen mit etwa 29-66 pmol/mg Protein in CYP3A5*1-Alleltragern
stark von den urspriinglichen Daten von Kuehl et al. abwichen (114, 115). In weiteren
Publikationen mit &hnlicher Fragestellung variierten sowohl die absolut gemessenen
Proteinspiegel als auch die Differenzen der Proteinmengen zwischen Tragern und
Nicht-Tragern des Wildtyp-Allels in den untersuchten Mikrosomen stark (49, 116). In der
Gesamtschau der publizierten Proteinuntersuchungen muss man daher sagen, dass es
wahrscheinlich in Abhangigkeit von der Quantifizierungsmethode, der Spezifitdt der
verwendeten Antikérper und dem Untersuchungsmaterial selbst immer wieder zu
erheblichen Messschwankungen der Proteinspiegel kommen kann. In der Literatur wird
darauf verwiesen, dass die mRNA-Quantifizierung eine genauere Spezifitdt zu bieten
scheint, zumal in verschiedenen Studien eine gute Korrelation zwischen gemessenen
MRNA-Spiegeln und CYP3A5-Proteinaktivitat gezeigt werden konnte (117).

Lin und Kollegen quantifizierten in ihrer Arbeit mit Hilfe eines fir die Wildtyp-Variante
spezifischen Assays die normal gespleite CYP3A5-mRNA und fanden eine vierfach
erhohte Expression in Tragern des CYP3A5*1-Allels im Vergleich zu CYP3A5*3-
Homozygoten (49).
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In weiteren Studien, die allerdings nicht spezifisch die Wildtyp-mRNA, sondern
theoretisch auch alternativ gesplei3te, d.h. das Pseudoexon 3B enthaltende mRNA-
Transkripte mit ihren Assays erfassten, wurden etwa vier- bis achtfache
Expressionsunterschiede in Abhangigkeit vom Vorhandensein oder Fehlen des
funktionellen CYP3A5*1-Allels anhand der quantifizierten CYP3A5-mRNA beschrieben
(31, 116).

Fur alle genannten Untersuchungen wurde Lebergewebe verwendet. Eine analoge
Genotyp-Phéanotyp-Beziehung wurde auch fir die Niere angenommen, eindeutige

Untersuchungsergebnisse standen bislang allerdings aus.

So benutzten Koch et al. zwar fur die extrahepatischen mRNA-Quantifizierungen von
CYP3A5 auch einen mRNA-Pool aus sechs Nierenproben, konnten damit allerdings nur
einen primar qualitativen Nachweis von CYP3A5 als einzigem renal exprimierten
CYP3A-Isoenzym erbringen (31). In der Arbeit von Givens und Kollegen wurde fur
Nierenproben von 21 Organspendern die Hohe der CYP3A5-Proteinspiegel in
Anhangigkeit vom CYP3A5-Genotyp ermittelt (75). Hier konnte anhand eines relativ
kleinen ethnisch diversen Kollektivs gezeigt werden, dass die renale CYP3A5-
Proteinmenge heterozygoter CYP3A5*1-Trager die der homozygoten CYP3A5*3/*3-
Individuen Ubersteigt. Da die fir CYP3A5*3-Homozygote gemessenen Proteinspiegel
unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Methodik lagen, war ein genauer

Vergleich der Expressionen jedoch nicht méglich.

Somit zeigt ein Teil der vorliegenden Arbeit erstmals an einem fir die Verwendung
humanen Nierengewebes relativ groBen und homogenen Kollektiv, dass das
Vorhandensein bzw. Fehlen des CYP3A5*1-Allels analog zur Leber auch in der Niere
eindeutig mit der Hohe korrekt transkribierter Wildtyp-mRNA korreliert. Es konnte bei
Vorliegen eines funktionellen CYP3A5*1-Allels bei heterozygoten Tragern im Mittel eine
sechsmal so hohe CYP3A5-mRNA-Expression nachgewiesen werden wie bei
CYP3A5*3-Homozygoten. Die hochsten mRNA-Expressionen wurden jedoch

erwartungsgemal bei den fir das CYP3A5*1-Allel homozygoten Individuen beobachtet.
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In der vorliegenden Arbeit wurde in den Nierenproben fast aller CYP3A5*3-
Homozygoten auch normal gespleite CYP3A5*1-mRNA detektiert. In verschiedenen
Untersuchungen anhand von Lebergewebe konnten bereits ebenfalls variable Mengen
normal translatierten CYP3A5-Proteins bzw. Wildtyp-mRNA in homozygoten
CYP3A5*3/*3-Individuen nachgewiesen werden (18, 31, 49). Um dieses Nebenergebnis
zu erklaren, mussen die funktionellen Auswirkungen des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus
auf molekularer Ebene naher betrachtet werden. Die Erkenntnisse diesbeziiglich
stutzen sich bislang auf Experimente anhand von Lebergewebe (18).

Ausgangspunkt ist ein Einzelbasenaustausch von Adenin zu Guanin an Nukleotid
22893 (Accession number des NCBI: AC005020, rs776746) bzw. 6986 (relativ zum
A des Translationsstartkodons ATG in Exon 1) 6986 im Intron 3 des CYP3A5-Gens.
Neben der wahrscheinlich regelrechten Transkription der pr&-mRNA durch die RNA-
Polymerase Il kommt es zur verdnderten co-transkriptionellen Modifikation im Rahmen
des SpleiBvorgangs. Die Erkennungssequenz einer 5’-Exon-Intron-Grenze fur das
SpleiRosom beinhaltet in der Regel das Dinukleotid GU am 5’-Ende des Introns, die
weiterhin  umspannt wird von einer gréReren, aber weniger konservierten
Konsensussequenz (118). Bei Vorliegen des G-Allels liegt anstelle von AU in der pra-
MRNA-Sequenz das Dinukleotid GU vor. Damit wird eine kryptische 5'-
SpleiRdonorstelle innerhalb des Introns 3 kreiert. Der fur die neu generierte
SpleiRdonorstelle in der Literatur angegebene Spleil3stellenvorhersagewert von 0,9
zeigt, dass zu etwa 90% die alternative Spleil3stelle benutzt wird, die zur Integration des
zusatzlichen Exons 3B fihrt (18). Zu einem deutlich kleineren Anteil (10%) wird
allerdings auch die konventionelle Wildtyp-Spleil3stelle verwendet. In diesem Fall findet
sich kein zusatzliches Exon und es wird funktionelles CYP3A5-Protein synthetisiert.
Warum das Spleidosom offensichtlich eine so hohe Affinitat gegentber der kryptischen
5'-Splei3stelle besitzt, gleichzeitig aber variabel genug ist, um in einem geringen
Ausmal’ trotzdem die konservative Spleilddonorstelle zu nutzen, ist bislang unklar. Die
Entschlisselung alternativer Spleil3vorgange ist aktuell eines der am intensivsten
untersuchten Forschungsgebiete in der Molekularbiologie, mit dem sich u.a. das durch
die Europaische Kommission geftrderte internationale Konsortium ,European
Alternative Splicing Network"” (EURASNET) beschéftigt (119).
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Da den etwa 25.000 menschlichen Genen geschatzte 150.000 verschiedene Proteine
gegeniberstehen, gilt das physiologische Vorkommen alternativen bzw. differentiellen
SpleiRens als einer der Hauptgriinde fir die proteomische Vielfalt (120, 121). Wéahrend
der generelle Aufbau und Ablauf des Spleildvorgangs mittlerweile gut bekannt sind, ist
das variable @ Zusammenspiel und Wirken einer Fullle  verschiedener
Regulationsmechanismen im Detail bislang kaum verstanden. Als Hauptkatalysator der
SpleilRreaktion gilt das Spleilosom. Dieses besteht im Wesentlichen aus funf kleinen
Kern-Ribonukleo-proteinpartikeln (small nuclear Ribonucleoprotein Particles, ShRNPS),
d.h. Komplexen aus Kkleiner nukledrer RNA (small nuclear RNA, snRNA) und
assoziierten Proteinen, sowie mehr als 100 weiteren nicht-snRNP-assoziierten
Proteinen (121-125).

Ein entscheidender Schritt fir die Initiation des SpleiRvorgangs liegt in der Identifikation
der Exon-Intron-Grenzen durch das SpleiBosom. Zur Erkennung der korrekten 5'-
SpleiRdonorstelle durch das snRNP Ul und die entsprechende RNA-RNA-Interaktion
zwischen snRNA und pra-mRNA existieren diverse cis-agierende und trans-agierende
Faktoren, die im Zusammenspiel miteinander die Wahl der entsprechenden Splei3stelle
beeinflussen. Fir die Bindung und Aggregation des Spleidosoms unerlasslich sind drei
Kernsequenzen innerhalb eines Introns: die stromaufwarts gelegene 5'-
SpleiRdonorstelle, die stromabwaérts gelegene 3’-SpleiRakzeptorstelle und eine
zwischen beiden gelegene Verzweigungsstelle (branch site) mit hoch-konserviertem
Adenosin (125). Als weitere cis-regulatorische Elemente zur Spleif3stellenerkennung
dienen Sequenzen in der mRNA, die je nach ihrer Position und Funktion eingeteilt
werden in exonische und intronische Splei3-Enhancer (ESEs und ISEs) sowie
exonische und intronische Splei3-Silencer (ESSs und ISSs) (121). Hinzu kommen eine
Reihe weiterer trans-agierender Faktoren. Zu den wichtigsten regulatorischen Proteinen
gehoren dabei Proteine der SR-Proteinfamilie (serine- and arginine-rich) und
heterogene nukleare Ribonukleoproteinpartikel (hnRNPs). Wahrend SR-Proteine in der
Regel ESEs binden und damit vorwiegend aktivierend auf den Spleildvorgang wirken,
binden hnRNPs Ublicherweise ESSs und ISSs und wirken somit eher hemmend auf den

Spleil3prozess (124).
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Ebenfalls Einfluss auf die Auswahl alternativer Spleil3stellen haben beispielsweise die
Sekundarstruktur der pra-mRNA, kleine nukleoldre RNAs (small nucleolar RNA,
snRNA) sowie die reversible Phosphorylierung regulatorischer Proteine mithilfe
verschiedener Kinasen und Phosphatasen. Durch die jeweils intrinsisch schwachen,
aber damit aul3erst flexiblen Interaktionen dieses enormen SpleiRapparates zwischen
RNA und RNA, RNA und Protein sowie Protein und Protein scheinen fir
unterschiedliche mRNASs jeweils einzigartige Arrangements aus Proteinen zu entstehen,

die in der Gesamtheit auch als ,Splei3-Code" bezeichnet werden (124).

Bezlglich des in dieser Arbeit untersuchten CYP3A5*1/*3-Polymorphismus kann die
eingangs formulierte Frage nicht eindeutig beantwortet werden, warum das Spleil3osom
eine so unterschiedliche Affinitat zu den zwei alternativen SpleiRdonorstellen der
mutierten CYP3A5*3-pra-mRNA besitzt. Die Veranschaulichung der Komplexitat und
Variabilitat des SpleiRvorgangs erklart jedoch, warum die exakte Vorhersage einer
Spleil3stelle oder die Suche nach einer eindeutigen Kausalitdt mithilfe der bislang

verfugbaren experimentellen Methoden nur schwer mdglich sind.

Gut bekannt sind dagegen die Folgen des alternativen Spleil3vorgangs fur die weitere
Prozessierung der reifen CYP3A5-mRNA. Die unmittelbare Folge des alternativen
SpleiRens der pra-mRNA ist eine durch das zusatzliche Exon 3B bedingte
Verschiebung des Proteinleserasters (48). Des Weiteren zieht das dadurch neu
generierte vorzeitige Stoppkodon (premature termination codon, PTC) einen Abbau der
MRNA im Rahmen des Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) nach sich (31, 126).
Der NMD st ein post-transkriptioneller Kontrollmechanismus zur Eliminierung
nonsense-mutierter oder fehlerhaft transkribierter mRNA und damit Limitierung
potentiell toxischer verkirzter Proteine (127-129). Vorraussetzung sind dabei PTCs,
genauer gesagt nonsense-Codons (NC), in der mRNA-Sequenz, die sich innerhalb des
offenen Leserasters befinden. Dabei werden nur NCs erkannt, die mehr als 50-55 bp
stromaufwarts von Proteinkomplexen (exon junction complex, EJC) liegen, die
wiederum im Rahmen des Spleil3vorgangs etwa 20-24 bp stromaufwarts der Exon-
Exon-Verbindungen an die mRNA angelagert wurden (128).
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Wird in einer vorlaufigen Translationsrunde (,pioneer” round) ein NC registriert, erfolgt
die Aggregation verschiedener Proteine zum sogenannten NMD-Komplex. Der
darauffolgende Abbau der NMD-Target-mRNA erfolgt von beiden Enden uber
Entfernung der 5-Capstruktur (Decapping) und 5’-3’-Exonukleaseaktivitat bzw.
Deadenylierung und 3’-5-Exonukleaseaktivitat (130). Die Tatsache, dass auch in
Untersuchungen, in der die gesamte CYP3A5-mRNA (auch alternativ gespleildte)
mittels RT-gPCR gemessen wurde, deutliche quantitative Unterschiede zwischen
CYP3A5*1-Alleltrdgern und homozygoten CYP3A5*3-Individuen bestanden (31, 116),
kann somit durch den schnellen Abbau der aberranten CYP3A5-mRNA durch NMD
erklart werden. Es sei allerdings noch einmal darauf verwiesen, dass in der
vorliegenden Arbeit mittels des spezifischen Assays ausschlie3lich Wildtyp-, also
CYP3A5*1-mRNA detektiert wurde.

Der Methodik der durchgefihrten mRNA-Messung mittels RT-gPCR sind natirlich
Grenzen gesetzt. Auch wenn die jeweiligen Transkriptanzahlen der Proben berechnet
und auf ein Referenzgen bezogen wurden, bleibt die Quantifizierung relativ. Das heif3t,
die Interpretation bezieht sich primar auf Differenzen der mRNA-Expressionen innerhalb
des Kollektivs bzw. zwischen Zielgenen, nicht auf deren absolute Werte. Da es keine
Kontrolle fir die Effizienz der Reversen Transkription gibt, wére eine absolute
Quantifizierung nur mithilfe von RNA-Standards mdglich. Weiterhin ist bei der
Interpretation der Daten zu beachten, dass Fehler in den gemessenen Ct-Werten
exponentiell in die Berechnung der initialen Templatemenge eingehen, da der Ct-Wert
sich umgekehrt proportional zum Logarithmus der eingesetzten cDNA verhalt. Der
Bezug der ermittelten Daten auf ein Referenzgen oder housekeeper stellt eine weitere
maogliche Unsicherheit dar. Um diese zu minimieren, haben wir drei moégliche
housekeeper (HPRT1, 18S und PBGD) untersucht und in der Auswertung der Daten
keine signifikanten Differenzen festgestellt. Zudem muss auch die Qualitat der Proben
hinterfragt werden. Bei der Sammlung einer groRen Anzahl humaner Organproben ist
es unumganglich, dass die Akquirierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgt.
Unterschiede im Procedere der Probenentnahme, Lagerung oder auch eine zeitlich
bedingte enzymatische Gewebsautolyse kénnen nicht ausgeschlossen werden.
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Da eine weitere Quantifizierung des translatierten CYP3A5-Proteins zum einen
aufgrund der limitierten Probenmenge und zum anderen aufgrund der Variabilitat der
Proteinspiegel nicht durchgefuhrt wurde, kann nur aus den Daten vorangegangener
Publikationen darauf geschlossen werden, dass die untersuchte mRNA auch wirklich

funktionelles Protein reprasentiert (117).

4.1.4 Quantifizierung der CYP3A4-mRNA

In der Literatur finden sich zum Teil widerspriichliche Daten bezuglich einer renalen
CYP3A4-Expression. So wurde aufbauend auf Immunoblotanalysen an humanen
Nierenproben von einer polymorphen Expression von CYP3A4 in der Niere berichtet
(77). Wahrend CYP3AS5 in funf von sieben Nieren gefunden wurde, konnte CYP3A4 in
lediglich einer Probe (entsprechend 14%) nachgewiesen werden. In einer &hnlichen
Untersuchung anhand von 27 menschlichen Nieren fanden sich in 100% der Proben
CYP3A5-mRNA und Protein, wahrend CYP3A4-mRNA nur in elf (41%) und Protein in
14 (52%) der 27 Proben nachweisbar war (66). Allerdings sollte man dabei beachten,
dass beide Arbeitsgruppen nicht Gber zuverlassige Isoform-spezifische Antikorper
verfugten. Im Wesentlichen wurden unspezifische CYP3A-Antikorper benutzt und der
Immunoblot durch visuelle Diskriminierung bezuglich einer mit CYP3A5 (52kD) oder
CYP3A4 (51kD) ko-migrierenden Bande ausgewertet. So schreiben die Autoren, dass
es sich bei dieser als CYP3A4-Protein gewerteten Bande auch um ein Zerfallsprodukt
von CYP3A5 handeln konnte (66). Fur den qualitativen mRNA-Nachweis wurden
aulRerdem Primer einer zuvor veroffentlichten Arbeit benutzt (29), die sich in einer von
uns durchgefiihrten Analyse ebenfalls als nicht Isoform-spezifisch erwiesen.

Im Gegensatz zu diesen friheren Untersuchungen konnten aktuellere Arbeiten CYP3A4
in der Niere nicht nachweisen. So fand sich in sechs Nieren mittels RT-gPCR keine
MRNA-Expression von CYP3A4 (31). In einer weiteren Arbeit wurde in 21
Nierenmikrosomen mittels eines spezifischen CYP3A4-Antikorpers ebenfalls kein
CYP3A4-Protein nachgewiesen (75).
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In dem von uns untersuchten Kollektiv zeigte sich nur eine sehr geringe mRNA-
Expression von CYP3A4 in der Niere. Im Vergleich zu den Messungen der CYP3A5-
Wildtyp-mRNA betrug die mittlere CYP3A4-Expression insgesamt nur etwa ein Finftel
der CYP3A5-Expression in homozygoten CYP3A5*3-Individuen. Zwischen den beiden
Gruppen der CYP3A5*1-Alleltrdger und CYP3A5*3-Homozygoten bestand keine
signifikante Differenz der CYP3A4-mRNA-Expression. Extrapoliert man die Daten
dieser mRNA-Messungen auch auf die entsprechende Proteinebene, so ist davon
auszugehen, dass die CYP3A4-Expression in der Niere vernachlassigbar gering ist. Die
Hohe des Variationskoeffizienten (CV%=298%) spricht ebenfalls dafir, dass der
Mittelwert aus den Einzelmessungen um den Nullpunkt liegt. Somit sind die Ergebnisse
unserer Untersuchungen zur renalen CYP3A4-Expression am ehesten mit denen
aktuellerer Studien vereinbar, gleichwohl figen sie neue Informationen zur quantitativen

Differenzierung hinzu.

Im Fall der CYP3A4-Quantifizierung diente die Ausweitung der konventionellen
Methodik einer moglichst hohen Spezifitat der Untersuchung. Da sowohl die
Aminosauresequenzen als auch die DNA- und mRNA-Nukleotidsequenzen der vier
CYP3A-Isoenzyme untereinander &uf3erst homolog sind, ist der Nachweis bzw. die
Quantifizierung von nur einer der Isoformen schwierig. Die einzige hochspezifische
Amplifikation der CYP3A4-cDNA war durch ein Assay innerhalb des letzten Exons
maoglich. Fir die Spezifitdtt der Untersuchung sprechen neben dem gewadhlten
methodischen Vorgehen in erster Linie die gewonnenen Ergebnisse. Die deutlich
geringere CYP3A4-Expression im Vergleich zu CYP3A5 in denselben Proben zeigt,
dass nicht falschlicherweise zum Teil CYP3A5 miterfasst wurde. Es ist jedoch méglich,
dass die CYP3A4-Expression zu niedrig bestimmt wurde. Allerdings sprechen sowohl
die Plausibilitdt und Hohe der in denselben Proben gemessenen CYP3A5-Expression
als auch die Expression anderer Zielstrukturen (ENaCa, SGK1, PBGD) dagegen.
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4.1.5 Haplotypenblock CYP3A

Die interindividuelle Variation der humanen genomischen DNA-Sequenz wird auf etwa
0,1% geschatzt (131). Fur den gréf3ten Teil der Unterschiede zwischen den Sequenzen
sind Einzelnukleotidpolymorphismen verantwortlich. Die Gesamtanzahl dieser SNPs
wird dabei fur humane Genome auf etwa 10 Millionen geschétzt (132). Das Vorkommen
dieser Polymorphismen im Genom folgt dabei keinem zuféalligen Verteilungsmuster
(133). Das menschliche Genom ist in einer charakteristischen Blockstruktur angeordnet.
Zum einen treten Crossing-over-Ereignisse wahrend der Meiose nicht an beliebigen
Stellen eines Chromosoms auf; es existieren Orte bevorzugter Rekombination
(hotspots) und stark konservierte Genabschnitte. So finden etwa 95% aller
Rekombinationen an hotspots statt, die etwa 1-2 kbp umfassen (134). Zum anderen
zeigen evolutionsgenetische Untersuchungen, dass der demographische bzw.
phylogenetische Hintergrund einer Population ebenfalls dessen genomische
Blockstruktur zu beeinflussen scheint. Beispielsweise sind die Abschnitte konservierter
Genbereiche in afrikanischen Populationen deutlich kirzer als die in jingeren
Populationen, z.B. Europaern (135). Diese charakteristischen Blockstrukturen
entsprechen Bereichen von in der Regel gemeinsam vererbten Allelen und
angrenzenden hotspots. Die spezifische Kombination dieser miteinander gekoppelten
Allele von benachbarten Genloci wird dabei als Haplotyp bezeichnet (131, 135). Da die
entsprechenden Polymorphismen nicht zufallig miteinander assoziiert sind, d.h. im
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) zueinander stehen, wird auch
von LD-Blécken gesprochen. Ein 2002 gegrindetes internationales Konsortium
akademischer Forschungsgruppen sowie 6ffentlicher und privater Leistungstrager (The
International HapMap Consortium) machte sich die Kartographierung der
Haplotypenblocke fir verschiedene Populationen zum Ziel und veréffentlichte zuletzt
die dritte Generation ihrer Haplotypenkarte, HapMap Il (136). Die offentliche
Bereitstellung der Daten soll dabei internationalen Forschern die Durchfiihrung
nachfolgender Assoziationsstudien bezlglich krankheitsassoziierter Gene erleichtern.
Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Nutzung sogenannter
tagging SNPs, die vertretend fir eine Vielzahl weiterer SNPs einen spezifischen

Haplotypen reprasentieren.
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Obwohl die Funktionalitat des CYP3A5*1/*3-Polymorphismus nahezu eindeutig belegt
ist, muss die Evaluation seiner genetischen Effekte auch im Kontext der
Haplotypenstruktur des entsprechenden Sequenzabschnitts auf Chromosom 7
betrachtet werden. In der Analyse des CYP3A-Locus mittels HapMap zeigte sich, dass
in einer kaukasischen Population (CEU-Population) ein LD-Block die Gene CYP3A7,
CYP3A5 und ZNF498 zu umfassen scheint, flankiert von hotspots der Rekombination
jeweils am 3’- und 5-Ende. Zuséatzlich zu dem bereits untersuchten 6986A>G-
Polymorpismus konnte mittels zweier weiterer tagging SNPs (rs4646450 und
rs4646458) der entsprechende Haplotyp dieses CYP3A-Blocks bestimmt werden. In der
Auswertung der Ergebnisse zeigten sich vier verschiedene Haplotypen, von denen der
am haufigsten vorkommende Haplotyp (H1) mehr als 80% der genetischen Variation
erfasste. Die Haplotypenfrequenzen entsprechen denen einer weiteren aktuellen Studie
(137). In der vergleichenden Analyse der Expression der CYP3A5-mRNA zeigte sich,
dass allein die das Wildtyp-Allel des 6986A>G-SNP enthaltenden Haplotypen H3 und
H4 eine signifikant héhere CYP3A5-Expression nach sich zogen. Diese Ergebnisse
untermauern zum einen die Funktionalitdt des untersuchten Polymorphismus und
zeigen zum anderen, dass der Einfluss weiterer gekoppelter Genloci desselben
Haplotyps auf die Hohe der CYP3A5-mRNA-Expression vernachlassigbar erscheint. Ein
potentieller genetischer Einfluss innerhalb des CYP3A4-Locus wurde nicht untersucht.
In der Vergangenheit ist eine mogliche Kopplung der beiden Allele CYP3A5*1 und
CYP3A4*1B beschrieben worden (9, 18, 45, 138), insbesondere in klinischen Studien
beziglich des Prostata- und Lungenkarzinoms (139-142). Zum Telil ist die Datenlage
diesbeziiglich jedoch widersprtichlich (9, 45, 137, 143). Die These, dass CYP3A5*1 und
CYP3A4*1B auf demselben Haplotyp liegen, konnte anhand der Haplotypanalyse
dieser Arbeit nicht unterstitzt werden. Dass Polymorphismen innerhalb des CYP3A4-
Locus unabhéngig von diesem Zusammenhang die CYP3A-Spiegel in der Niere
beeinflussen, scheint dariiber hinaus angesichts der dort vernachlassigbaren CYP3A4-

MRNA-Expression unwahrscheinlich.
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4.2 Hypothesen der CYP3A5-Wirkung auf die Blutdruck  regulation in der Niere

4.2.1 Einfluss des CYP3A5-Genotyps auf den Mineralokortikoidrezeptor

Die antinatriuretische Wirkung von Aldosteron in Epithelzellen des Aldosteron-
sensitiven distalen Nephrons (ASDN) umfasst komplexe molekulare Mechanismen.
Beeinflusst von verschiedenen Regulationsproteinen wie beispielsweise Serin/Threonin-
Proteinkinase SGK1, Ubiquitinligase Nedd4-2, Ki-Ras, MAP-Kinasen (mitogen activated
protein) sowie Gilz (glucocorticoid-induced leucine zipper), erfolgt die transzellulare
Natriumrtckresorption tber den luminalen lonenkanal ENaC und den basolateral
gelegenen ATP-abhangigen Natrium-Kalium-Austauschtransporter (Na'-K*-ATPase,
Abbildung 19 ) (144-146).

[luminal

LE R AR R
A HRE

Na*-K*-ATPase basolateral
Na+*

Abb. 19: Schematische Darstellung der Wirkung von Aldosteron in einer Epithelzelle des Aldosteron-
sensitiven distalen Nephrons. HRE — hormone responsive element. MR — Mineralokortikoidrezeptor.
ENaC — epithelialer Natriumkanal. Nedd4-2 — Ubiquitinligase. Na* — Natrium. K" — Kalium. Modifiziert
nach Briet und Schiffrin (145) sowie Snyder et al. (147).
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Nach Bindung von Aldosteron an den intrazellularen MR wird der Komplex als Dimer in
den Zellkern transportiert, wo er via hormone responsive elements (HRE) im
Promotorbereich entsprechender Zielgene deren Transkription reguliert. Als eines der
wichtigsten Gene der Aldosteron-assoziierten Trankriptionsaktivierung in der humanen
Niere gilt das SCNN1A-Gen (sodium channel, non-neuronal 1A), welches fur die
a-Untereinheit von ENaC kodiert. Dagegen werden SCNN1B und SCNN1C, die fur
jeweils ENaCB und ENaCy kodieren, konstitutiv exprimiert (144). Ebenfalls gesteigert
durch Aldosteron wird die Transkriptionsrate von SGK1, welches Uber komplexe
Mechanismen eine Natriumretention bewirkt (146). Zum Ersten erhoht die
Phosphorylierung von ENaC durch SGK1 direkt dessen Offnungswahrscheinlichkeit.
Zum Zweiten hemmt SGK1 Nedd4-2, welches durch Ubiquitinylierung von ENaC
dessen Endozytose und Degradation férdert. Zum Dritten aktiviert SGK1 direkt die
basolaterale Na'-K*-ATPase (Abbildung 19 ). Von diesen genotropen Effekten mit
verzogertem Wirkungseintritt werden schnelle nicht-genotrope Effekte von Aldosteron
wie beispielsweise der Anstieg intrazellularen Kalziums oder des pH abgegrenzt, deren
physiologische Bedeutung fir die Nierenfunktion noch nicht ausreichend geklart ist
(148). Diese nicht-genotropen Effekte kdnnen sowohl abhangig als auch unabhéngig
vom MR ablaufen (149). Da der MR neben Aldosteron mit nahezu gleicher Affinitat
Cortisol bindet, welches verglichen mit Aldosteron im Plasma in etwa 100fach héherer
Konzentration zirkuliert, wird in klassischen epithelialen Zielgeweben von Aldosteron
wie Niere, Colon, Speichel- und Schweil3driisen die 11B-HSD2 exprimiert. Diese soll
durch Hydroxylierung von Cortisol zu seiner inaktiven 11-Ketoform den MR vor
Glukokortikoidaktivierung schutzen, da 11p-Hydroxycortisol nicht mehr an den MR
bindet (150). GemaR der eingangs erlauterten Hypothese des Mineralokortikoid-
rezeptorschutzes von CYP3A5 stellt die intrinsische 6B-Hydroxylaseaktivitat des
Cytochroms in der Niere einen zusatzlichen Schutz des MR vor Aktivierung durch
Cortisol in Tragern des CYP3A5*1-Allels dar. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
die Hohe der mRNA-Expression von SCNN1A (ENaCa) und SGK1 in Abhangigkeit vom
Vorhandensein des CYP3A5*1-Allels untersucht. In der Auswertung der Daten konnte
in allen Geweben eine deutliche mRNA-Expression beider Gene nachgewiesen werden.
Eine Abhangigkeit vom CYP3A5-Genotyp wurde jedoch nicht ermittelt.
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Mogliche Erklarungen fir diese Ergebnisse umfassen sowohl methodische Grundsatze
als auch die kritische Evaluation der Ausgangshypothese. So sprechen die
gewonnenen Daten zwar gegen eine generelle Aktivierung der Transkription der beiden
MR-Zielmolekile ENaCa und SGK1 in homozygoten CYP3A5*3/*3-Indivduen. Ob
allerdings tatsachlich die MR-vermittelte Natriumresorption in Individuen mit
CYP3A5*3/*3-Genotyp der in CYP3A5*1-Alleltragern gleicht, lasst sich nicht beurteilen.
Fur die Initialphase der Aldosteronwirkung ist ein vermehrtes Vorkommen von ENaC in
der apikalen Zellmembran beschrieben worden bei weiterhin gleich bleibender
Expression (146). Dies konnte beispielsweise auf nicht-genotrope Effekte der MR-
Aktivierung wie die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinases) und JNK1/2 (c-Jun N-terminal kinases) zurtckzufihren sein, die
durch das Versuchsdesign nicht erfasst wurden (149). Eine genaue Messung des
Netto-Natrium-Influx via ENaC konnte mittels Patch-Clamp-Technik durchgefihrt
werden. Auch eine Beeinflussung der Transkriptionsrate von ENaCa und SGK1 durch
MR-unabhéangige Faktoren ware denkbar. So ist beispielsweise fur SGK1 in vitro eine
Aktivierung unter osmotischem Stress beschrieben worden (146). Unter
physiologischen Bedingungen koénnten gegenregulatorische Mechanismen die MR-
assoziierten Transkriptionsraten von ENaCa und SGK1 beeinflussen. In den komplexen
Regelkreislaufen der Natriumhomdoostase, die wiederum eng verbunden sind mit der
Osmo- und Blutdruckregulation, spielen sowohl Feedback-Mechanismen auf
Proteinebene (wie beispielsweise zwischen SGK1 und Nedd4-2) als auch die
Ubergeordnete Kontrolle weiterer Hormone (u.a. ADH und ANP) moglicherweise eine
entscheidende Rolle. Insgesamt kénnte die Aktivierung von ENaC und SGK1 durch den
MR eher kurzfristige Anpassungsvorgange widerspiegeln, die Gber eine langere Dauer
von weiteren Regulationsmechanismen Uberlagert werden.

Auch die These des Mineralokortikoidrezeptorschutzes durch CYP3A5 als zusatzlichen
Mechanismus zur 11B-HSD2 sollte kritisch betrachtet werden. Fur die molekulare
Wirkung der 113-HSD2 nahm man lange Zeit an, dass die Metabolisierung von Cortisol
zu 11B-Hydroxycortisol den Glukokortikoidbesatz des MR verhindern wirde. Aktuellere

Ubersichtsarbeiten lassen jedoch komplexere Zusammenhange vermuten (150, 151).
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Rechnerische Modelle zeigen, dass selbst bei vollstandiger Funktion der 113-HSD2 nur
etwa 90% des vorhandenen Cortisols inaktiviert werden konnen (150). Die
verbleibenden 10% wirden, den Plasmakonzentrationen der beiden Steroide
entsprechend, immer noch etwa zehnmal so viele MR besetzen wie Aldosteron und
missten eigentlich laut urspriinglichen Annahmen eine permanente mineralokortikoide
Wirkung hervorrufen. Funder erklart diese Diskrepanz mit einer unter physiologischen
Bedingungen primar tonisch-inhibitorischen Wirkung von Cortisol auf den MR (150). In
der erwahnten Arbeit wird vermutet, dass der Redoxstatus einer Zelle tber einen bisher
nicht geklarten Mechanismus dartber entscheidet, ob Cortisol eine agonistische oder
antagonistische Wirkung am Rezeptor entfaltet. Als obligates Ko-Substrat der 11(3-
HSD2 gilt NAD" bzw. der Quotient aus NADH und NAD" in epithelialen Geweben als ein
wichtiger Indikator des zellularen Redoxhaushaltes. Folgt man dieser These, ware ein
zusatzlicher Schutz des MR vor einer Glukokortikoidaktivierung durch die 6[-
Hydroxylaseaktivitatt von CYP3A5 unter physiologischen Bedingungen von nur
geringem Ausmal. Denkbar ware aber noch immer eine Beeinflussung des
Redoxsystems der Zelle durch den Verbrauch von NADPH als Ko-Substrat.

Zusatzlich koénnte CYP3A5 allerdings unter pathologischen Bedingungen eine
entscheidende Rolle spielen. Andert sich in einer solchen Situation das zellulare
Redoxpotential, wiirde Cortisol gemaR der genannten These nun agonistisch am MR
wirken. In diesem Fall kénnte eine zuséatzliche Inaktivierung der Glukokortikoide in
CYP3A5*1-Alleltragern tatsachlich zu einer Verminderung MR-vermittelter Effekte

fuhren.
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4.2.2 Einfluss von ABCB1 auf die CYP3A5-mRNA-Expression

Eine genetische Interaktion zwischen CYP3A5 und ABCBl1 mit gemeinsamer
Beeinflussung der Blutdruckhéhe wurde in einer Untersuchung an 375 Individuen mit
vornehmlich Ostafrikanischer Abstammung (Einwohner der Seychellen) postuliert (87).
Diese Wechselwirkung schien sich vor allem bei hoher Natriumexkretion im Urin
— hochstwahrscheinlich ein Surrogat fur eine hohere diatetische Salzaufnahme — zu
manifestieren. In diesem Fall war das CYP3A5*1-Allel mit héherem Blutdruck assoziiert,
allerdings nur bei denjenigen Individuen, die nicht das ABCB1 3435T-Allel trugen. Auf
der anderen Seite war ABCB1l 3435T mit hoherem Blutdruck assoziiert bei den
Individuen, die nicht CYP3A5*1 trugen. Sowohl Individuen, die keines der beiden Allele
besal3en als auch Trager beider Allele wiesen insgesamt niedrigere Blutdricke auf als
Trager jeweils nur eines Allels. Die Autoren interpretieren dies als eine antagonistische
Wirkung von CYP3A5*1 und ABCB1 3435T auf die Blutdruckregulation mit steigendem
Salzkonsum (64). Weitere Beobachtungen fuhrten zu der Vermutung, die Vermittlung
dieses Effekts auf den Blutdruck geschehe via Modulation des RAAS. So wurde
beobachtet, dass die ABCB1 3435T- und 2677T-Allele mit der HOhe des
Plasmaaldosterons nur in Tragern des CYP3A5*1-Allels positiv korrelierten, wahrend
sie in Individuen ohne CYP3A5*1 mit der Plasmareninaktivitdt assoziiert waren (87).
Weiterhin waren die Genotypen ABCB1 3435CT und -TT in CYP3A5*1-Alleltragern mit
gesteigerter distaler Natriumresorption assoziiert. Im Ansprechen des Blutdrucks auf
eine antihypertensive Therapie mit dem ACE-Hemmer Lisinopril im Vergleich zum
Thiaziddiuretikum Hydrochlorothiazid zeigte sich, dass eine &hnliche Interaktion der
beiden Gene fir die tagstiber gemessenen Blutdruckwerte, jedoch nicht fur die
nachtlichen galt. Bezuglich der Form dieser Interaktion wurde von den Autoren
vermutet, die ABCB1-Genotypen kdnnten die mRNA-Expression von CYP3AS5 in der
Niere beeinflussen. Hintergrund dieser These war eine aktuelle Studie, die eine
Assoziation des ABCB1 2677T-Allels mit einer erhéhten basalen CYP3A4-Expression in

Leber und Intestinum beschrieb (152).
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In der vorliegenden Arbeit wurden daher fir alle untersuchten Individuen die ABCB1-
Haplotypen bestimmt und beztglich einer moglichen Differenz in der CYP3A5-mRNA-
Expression analysiert. Aus der Ermittlung der Genotypen beziglich der ABCBI1-
Polymorphismen 1236C>T, 2677G>T/A und 3435C>T, lieRen sich in der Auswertung
der Daten neun verschiedene Haplotypen ableiten, wobei drei dieser Haplotypen
zusammen bereits mehr als 90% der genetischen Variation erfassten. Mit einer
Frequenz von etwa 43% war der Haplotyp 1236C/2677G/3435C (H1) in unserer
Population der haufigste, gefolgt vom Haplotyp TTT (H2) mit einer Frequenz von 39%
sowie CGT (H3) mit etwa 11%. In vorangegangenen Untersuchungen finden sich
diesbezuglich fur die kaukasische Bevilkerung vergleichbare Frequenzen mit
durchschnittlich 37-43% fur den CGC-, 32-41% fur den TTT- und 6-12% fur den CGT-
Haplotyp (112, 113, 153). Im Hinblick auf die postulierte Gen-Gen-Interaktion fand sich
in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen einem spezifischen ABCB1-
Haplotyp und der H6he der mRNA-Expression von CYP3A5. Damit kann zumindest die
Vermutung, ABCB1 wirke sich auf die CYP3A5-mRNA-Expression aus, nicht unterstitzt
werden. Eine wesentliche Limitation der durchgefuhrten Untersuchung liegt allerdings
auch hier in der geringen Allelfrequenz von CYP3A5*1 in der kaukasischen
Bevolkerung (48). Es ist daher nicht auszuschlie3en, dass eine analoge Untersuchung
an einem deutlich groReren kaukasischen Kollektiv oder aber einem anderen
ethnischen Kollektiv wie beispielsweise mit afroamerikanischem Hintergrund, zu einem
abweichendem Ergebnis fihren kdnnte. Weitere methodische Schwachen liegen in der
Ermittlung der Haplotypen auf der Basis einer Wahrscheinlichkeitenschatzung,
insbesondere unter Inklusion des triallelischen SNPs 2677G>T/A, sowie der
Verwendung eines additiven und eines rezessiven Vererbungsmodells. Aul3erdem
konnten wir beeinflussende Umweltfaktoren aufgrund der retrospektiven Datenschau
nicht mit einbeziehen. Zum Beispiel sind in der eingangs beschriebenen Untersuchung
die statistisch signifikanten Differenzen in der Blutdruckhéhe vor allem unter
steigendem Salzkonsum beobachtet worden (87); die Information Gber das diatetische

Verhalten unseres Patientenkollektivs lag uns jedoch nicht vor.
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Auch unabhangig von einem Einfluss des ABCB1-Genotyps auf die CYP3A5-mRNA
sind noch eine Vielzahl weiterer Wechselwirkungsmechanismen auf DNA-, RNA- und
Proteinebene denkbar. So teilen der Effluxtransporter MDR1 und das
Detoxifikationsenzym CYP3A5 viele Substrate, die zum Teil induzierend oder
inhibitorisch auf eines der beiden Proteine wirken. Daher ist eine Wechselwirkung auf
Proteinebene wie beispielsweise tber Feedbackmechanismen vorstellbar. Zudem sind
unabhangige Effekte der beiden Proteine auf ein gemeinsames Substrat mit Wirkung
auf den Blutdruck méglich. So gibt es sowohl fir ABCB1/MDR1 als auch fur CYP3A5
Hinweise auf eine Beeinflussung des RAAS (ber Aldosteron (64, 83, 154).

4.2.3 Differenzen im renalen Expressionsmuster von CYP3A5

In der Zusammenfassung der immunhistochemischen Ergebnisse, die in der
vorliegenden Arbeit anhand von Gefrier- und Paraffinschnitten gewonnen wurden, zeigt
sich eine Zunahme der Proteinexpression vor allem im proximalen Tubulus bei
Individuen mit erhéhter CYP3A5-mRNA-Expression bzw. Tragern des CYP3A5*1-Allels.
Prinzipiell schien das CYP3A5-Enzym jedoch in allen epithelialen Strukturen des
Nierengewebes exprimiert zu sein.

In der Literatur sind diesbeziglich zum gro3en Teil ahnliche Daten zu finden. In einer
langer zurtickliegenden Untersuchung wird eine schwache renale Immunoreaktion auf
einen monoklonalen CYP3A-Antikorper im proximalen Tubulus beschrieben (155). In
einer spateren Veroffentlichung wurde in gesundem Nierengewebe eine starke
Immunoreaktion auf den gleichen CYP3A-Antikdrper im proximalen Tubulus und dem
Sammelrohr beobachtet, wahrend der distale Tubulus nur eine schwache und das
Glomerulum keine Immunoreaktion zeigte (156). Fast zeitgleich berichtete eine weitere
Arbeitsgruppe von einer in ihrer immunhistochemischen Untersuchung gelegentlich
aufgetretenen fokalen CYP3A-Immunoreaktion im proximalen Tubulus (157). In einer
aktuellen Studie wird eine renale CYP3A5-Expression sowohl im proximalen als auch
im distalen Tubulus beschrieben, und zwar in den Nuklei, im Zytoplasma und der
apikalen Plasmamembran (158).
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Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten die Autoren einer kurzlich
vertffentlichten Untersuchung keine signifikante Assoziation zwischen CYP3A5-
Genotyp und immunhistochemisch analysierter CYP3A5-Expression in der Niere
nachweisen (159), obwohl in einer zuvor erschienenen Studie derselben Arbeitsgruppe
ein signifikanter Zusammenhang zwischen CYP3A5*1-Allelstatus und Auftreten einer
CNIT gefunden worden war (67). Eine mogliche Erklarung fur diesen Kontrast ist die
Tatsache, dass in der zuerst genannten Studie alle Teilnehmer (einschlief3lich der
Kontrollgruppe) nach Nierentransplantation immunsuppressiver Medikation wie
beispielsweise Kortikosteroiden ausgesetzt waren. Der Einfluss dieser potentiellen
CYP3A-Induktion konnte die genetisch determinierte Variabilitat der CYP3A5-
Expression maskiert haben.

In der Gesamtschau der Literatur in Verbindung mit den eigenen Ergebnissen scheint
fur die renale CYP3A5-Expression — vor allem in Tragern des CYP3A5*1-Allels — der
proximale Tubulus von entscheidender Bedeutung zu sein. Uberlegungen beziiglich
einer Rolle von CYP3A5 fur die Blutdruckregulation implizieren daher auch die
pathophysiologische Bedeutung des proximalen Tubulus fur die essentielle Hypertonie.
Da die initiale Rickresorption von Natrium Uber eine Reihe aktiver Transporter im
proximalen Tubulus geschieht und damit wesentlich den extrazellularen
Flissigkeitshaushalt beeinflusst, ist dieser Abschnitt des Nephrons von entscheidender
Bedeutung fir die Blutdruckhomoéostase. So finden unter physiologischen Bedingungen
etwa 65-70% der Natrium- und Wasserresorption im proximalen Tubulus statt (160). Bei
chronischem Bluthochdruck findet eine Steigerung des Natriumtransports fir die
essentielle Hypertonie primar im proximalen Tubulus und dem dicken aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife statt, wahrend der distale Tubulus eher in den monogenen
Hypertonieformen pathophysiologische Relevanz besitzt (160).

Wichtige Natriumtransporter im proximalen Tubulus umfassen Natrium-Glucose-
Cotransporter (SGLT), Natrium-Aminosaure-Symporter, Na*-H*-Antiporter (NHE) und
Natrium-Phosphat-Cotransporter Typ 2 (NaPi2) an der luminalen Membran sowie Na'-
K*-ATPase und Natrium-Bicarbonat-Cotransporter (NBC) an der basolateralen Seite

des Tubulusepithels.
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Auch MDRL1 ist in der apikalen Membran des proximalen Tubulus lokalisiert (103, 161).
Angesichts dieser Ko-Lokalisation ist eine Interaktion von ABCB1/MDR1 mit CYP3A5
daher weiterhin plausibel.

Eine hauptsachliche Lokalisation von CYP3A5 im proximalen Tubulus schliel3t aber
auch einen Effekt auf den MR nicht aus. So gibt es neben der klassischen Lokalisation
in den distalen Segmenten des Nephrons auch Hinweise auf die mRNA- und
Proteinexpression des MR im proximalen Tubulus, wo genotrope und nicht-genotrope
Effekte von Aldosteron auf die Aktivitat der Transporter NHE1 und NHE3 beschrieben
worden sind (162, 163).
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5. Zusammenfassung

In der aktuellen Literatur wird CYP3A5 als ein interessantes neues Kandidatengen fur
die Blutdruckforschung angesehen. Sowohl Ergebnisse aus der tierexperimentellen
Grundlagenforschung als auch klinisch-prospektive Assoziationsstudien der letzten
Jahre gaben Grund zu der Annahme, die mischfunktionelle Oxidase CYP3A5 habe
neben ihrer Rolle in der hepatischen Fremdstoffmetabolisierung eine physiologische
Bedeutung fur die Blutdruckregulation. Mit der Entdeckung eines funktionellen
Polymorphismus im CYP3A5-Gen konnten starke interindividuelle Schwankungen der
Proteinexpression von CYP3A5 erklart werden. Untersuchungen an Lebergewebe
zeigten, dass ein einzelner Basenaustausch im Intron 3 des CYP3A5-Gens (6986A>G)
zu alternativem SpleiBen der pra-mRNA fihrt. Die unmittelbare Folge fur den
Translationsprozess besteht in einer Verschiebung des Protein-Leserasters mit Kreation
mehrerer vorzeitiger Stoppkodons und damit einem Abbruch der Proteinsynthese.
Daher zeigen Trager von mindestens einem Wildtyp-Allel (A-Allel, CYP3A5*1) eine
deutliche Proteinexpression, wahrend bei homozygotem Vorliegen des mutierten Allels
(G-Allel, CYP3A5*3) nur sehr geringe Mengen funktionellen Proteins gebildet werden.
Da CYP3AS als einziges CYP3A-Isoenzym eine deutliche Expression in der humanen
Niere zeigt, erscheint ein Einfluss des Polymorphismus auf die Blutdruckregulation
plausibel. Entsprechende Untersuchungen an Studienpopulationen unterschiedlichen
ethnischen Hintergrunds fuhrten jedoch bislang zu widerspriichlichen Ergebnissen.

Die vorliegende Arbeit sollte daher die Genotyp-Phanotyp-Assoziation von CYP3AS5 in
menschlichem Nierengewebe beschreiben und weitere Erkenntnisse zu einem
mdoglichen Einfluss auf die renale Blutdruckregulation hinzufiigen. Dazu wurden
zunachst n=102 Nierenproben eines kaukasischen Kollektivs hinsichtlich des 6986A>G-
SNP im CYP3A5-Gen genotypisiert und anschlieRend der Gehalt an korrekt gespleilter
CYP3A5-mRNA fir jedes Individuum mittels Realtime-PCR quantifiziert. Es konnte eine
klare Abhangigkeit der Expressionshtéhe vom Vorhandensein eines oder zweier
funktioneller CYP3A5*1-Allele festgestellt werden.
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Zusammenfassung

Eine Beeinflussung der Genotyp-Phanotyp-Assoziation durch das strukturell sehr
ahnliche und zumindest in der Leber quantitativ deutlich Gberlegene CYP3A4 oder
durch weitere mit dem 6986A>G-SNP gekoppelte Polymorphismen in demselben
Haplotypenblock um das CYP3A5-Gen konnte dabei nahezu ausgeschlossen werden.
Hinsichtlich einer potentiellen Wirkung von CYP3AS5 auf die Blutdruckregulation wurde
eine Assoziation des CYP3A5*1-Allels mit der Transkription zweier Schllisselproteine
der Aktivierung des Mineralokortikoidrezeptors, ENaCa und SGK1, untersucht. Hierbei
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen CYP3A5*1-Allelstatus und der
Expressionshohe der ENaCa- und SGK1-mRNA gefunden werden. Gemal einer
weiteren aktuellen Hypothese findet eine Gen-Gen-Interaktion zwischen CYP3A5 und
dem fur den MDR1-Effluxtransporter kodierenden Gen ABCB1 mit Auswirkungen auf
die Blutdruckhéhe beim Menschen statt. Nach Haplotypanalyse unserer
Studienpopulation zeigte sich jedoch kein signifikanter Einfluss eines ABCB1-Haplotyps
auf die Hohe der quantifizierten CYP3A5-mRNA. Die Lokalisierung des CYP3A5-
Proteins in der humanen Niere erfolgte mittels Immunhistochemie anhand von Kryo-
und Paraffinschnitten renaler Gewebsproben mit Hilfe eines polyklonalen CYP3A5-
Antikorpers. Die Spezifitdit des verwendeten Antikdrpers wurde mittels Western blot
nachgewiesen. Wahrend eine basale CYP3A5-Expression in allen epithelialen
Strukturen der Niere nachweisbar war, zeigten sich quantitative Unterschiede in
Abhangigkeit vom CYP3A5*1-Allelstatus ausschliel3lich im proximalen Tubulus.

Diese Arbeit zeigt erstmals an einem relativ groRen kaukasischen Kollektiv humaner
Nierenproben, dass die mRNA-Expression von CYP3A5 analog zu Untersuchungen an
Lebergewebe abhangig vom vorliegenden CYP3A5-Genotyp ist. Aktuelle Thesen
bezlglich einer potentiellen Wirkung von CYP3A5 auf die Blutdruckregulation konnten
zwar weder eindeutig bestatigt noch abgelehnt werden, allerdings kdnnten die in dieser
Arbeit nachgewiesene Lokalisation der renalen CYP3A5-Proteinexpression sowie die
Allel-spezifischen Expressionsunterschiede im proximalen Tubulus einen weiteren

wichtigen Beitrag zu dessen moéglicher Aufklarung leisten.
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