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N-Acetylitransferase 2
(Genotypisierung)

Anwendbarkeit Bestimmung in genomischer DNA aus Biutzellen

Analyt. Messprinzip PCR-RFLP

Zusammenfassung

Die N-Acetyltransferase 2 (NAT?2) ist ein Phase-1I-Enzym, dessen Bedeutung im
Fremdstoffimetabolismus auch in Kapitel 12 der allgemeinen Vorbemerkungen die-
ses Werkes dargestellt wurde. Fiir dieses Enzym wurden bisher 16 SNPs (single nu-
cleotide polymorphisms) beschrieben {1]. Von diesen kdnnen mit der nachfolgen-
den Methode, aufbauend auf verschiedenen Arbeiten, siecben Mutationsstellen
nachgewiesen werden [2-5].

Aus einer Human-Blutprobe wird die Lymphozyten-DNA isoliert. Mittels PCR
(polymerase-chain-reaction) erfolgt die Amplifikation der DNA fiir zwei Fragmen-
te mit 442 und 559 bp (Basenpaare) (Abbildung 2). Das Amplifikat der 1. PCR
wird mit drei, das der 2. PCR mit vier verschiedenen Restriktionsenzymen ge-
schnitten. Nach anschlieBender Gelelektrophorese unter Zusatz von Ethidiumbro-
mid werden die verschiedenen DNA-Fragmente im UV-Licht nachgewiesen. Die
Dokumentation erfolgt fotografisch, die Zuordnung der Allele anhand eines Aus-
werteschemas.

N-Acetyitransferase 2

N-Acetyltransferasen (NAT) sind Fremdstoff-metabolisierende Enzyme der Phase
II. Gegenwirtig sind beim Menschen die NAT1 und die NAT2 nachgewiesen, die
sich sowohl in der Substratspezifitét als auch in der Ausprégung in den verschiede-
nen Geweben unterscheiden. Beide Enzyme werden polymorph exprimiert und ha-
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ben hohe toxikologische und klinische Relevanz, wobei die NAT2 umfangreicher
erforscht ist [6-10].

Fiir die humane N-Acetyltransferase 2 (EC 2.3.1.5) ist bereits seit mehr als 40 Jah-
ren ein Polymorphismus bekannt. Die interindividuellen Unterschiede im Isonia-
zid-Metabolismus gaben hierfiir einen wichtigen Hinweis. Fiir einen erheblichen
Anteil von Personen erfolgte die N-Acetylierung dieses Medikaments in einem
deutlich geringerem MabB, so dass die Patienten in zwei Gruppen aufgeteilt werden
konnten, die sogenannten schnellen und langsamen Acetylierer. Die Eliminations-
halbwertzeit fiir Isoniazid ist beim schnellen Acetylierer deutlich kiirzer. Die Ace-
tylierung fiihrt bei der Giberwiegenden Zahl der Substanzen zur Verringerung ihrer
biologischen Aktivitit. Bei einzelnen Stoffen kann es jedoch auch zu einer Stei-
gerung der Reaktivitit kommen. Typische Substrate gehdren in die Gruppen der Ar-
ylamine und heterozyklischen Amine, hier meist N-Hydroxy-Derivate. Im mensch-
lichen Organismus ist die NAT2 in der Leber, in Geweben des Gastrointestinal-
trakts, in der Harnblase und in der Lunge nachgewiesen [11].

NAT2-Genotypen

Das NAT2-Gen ist auf dem Chromosom 8 lokalisiert, enthilt nur ein Exon beste-
hend aus 870 Nucleotiden, die fiir ein Protein mit 290 Aminosiuren codieren. Bis
heute sind 16 SNPs (single nucleotide polymorphism) identifiziert, die alleine oder
in Kombination auftreten und zu derzeit 34 bekannten varianten Allelen fiihren.
Von den 16 SNPs haben vier ('’ NAT2, 3*/NAT2, **°NAT2, **” NAT?2) einen Amino-
sdureaustausch zur Folge, der zu einer Verringerung der Enzymaktivitit fiihrt. Bei
drei SNPs (**’NAT2, **'NAT2, ®“*NAT?) bleibt die Enzymaktivitit unveriindert
(hoch) und fiir neun SNPs (“/!NAT2, "PNAT2, 3%*NAT2, ***NAT2, *INAT2,
“INAT2, 7’ NAT2, ¥ NAT2, ¥°NAT?) ist die (phiinotypische) Auswirkung noch
nicht bekannt (Tabelle 1) [1].

Das Allel NAT2*4 codiert fiir eine Enzymvariante mit héherer Aktivitit und wurde
traditionell als ,,Wildtyp* des humanen NAT2-Allels bezeichnet. Fiir die phanotypi-
sche Auspragung wurde der Begriff ,,schneller Acetylierer eingefiihrt. Es ist das
am héufigsten vorkommende Allel in einigen, aber nicht in allen ethnischen Grup-
pen. So sind 95% der Eskimos, 78-85% der Chinesen, 17% der Agypter und 10%
der Marokkaner schnelle Acetylierer. In Mitteleuropa sind ca. 40% der Bevdlke-
rung schnelle Acetylierer. Daher ist die Bezeichnung Wildtyp-Allel etwas zufillig
und abhéngig von der ethnischen Gruppe in der untersuchten Population [1]. Wegen
dieser deutlichen Unterschiede wurde von Nebert die Bezeichnung Wildtyp-Allel,
die von der Erstbeschreibung des Allels ausgeht, in Frage gestellt. Als Alternative
wurde der Ausdruck Referenzsequenz vorgeschlagen [12]. In vielen Publikationen
wird jedoch nach wie vor die Bezeichnung Wildtyp-Allel verwendet.
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In der Population der Kaukasier' ist das Referenz-Allel mit einer Haufigkeit von
20% vertreten. Von den varianten Allelen kommeén das NAT2*5B zu 45% und
NAT2*64 zu 30% vor. NAT2*54, NAT2*5C und NAT2*7B haben nur eine Hiufig-
keit von 1, 3 bzw. 1%. Im Gegensatz zu den Kaukasiern fehlt das NAT2*5B Allel in
einer japanischen Population nahezu vollstindig, wahrend hier NAT2*64 und
NAT2*7B hiufig auftretende variante Allele sind [8].

Tab. 1. Humane NAT2 Allele (Stand: 05. 06,2003 [17).

Allele* Nukleotid- Aminoséure- Phénotyp
Austausch Austausch

NAT2*4 Referenz Referenz schnell

NAT2*54 341T>C Tie114Thr langsam
481C>T kein

NAT2*5B 341T>C Ile114Thr langsam
481C>T kein
803A>G Lys268Arg

NAT2*5C 341T>C Ile114Thr langsam
803A>G Lys268Arg

NAT2*5D 341T>C He114Thr langsam

NAT2*5E 341T>C Tle114Thr langsam
590G>A Argl197Gin

NAT2*5F 341T>C Ile114Thr langsam
481C>T kein
759C>T
803A>G Lys268Arg

NAT2*5G 282C>T kein
341T>C Ile114Thr langsam
481C>T kein
803A>G Lys268Arg

NAT2*5H 341T>C Ile114Thr langsam
481C>T kein
803A>G Lys268Arg
859T>C 11e287Thr

NAT2*51 341T>C Tle114Thr langsam
411A>T Leul37Phe
481C>T kein
803A>G Lys268Arg

NAT2*5J 282C>T kein
341T>C Hel14Thr langsam
590 G>A Argl197GIn

! Im angelsichsischen Sprachraum wird die aus Europa stammende Ethnie als Caucasians be-
zeichnet.
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Allele* Nukleotid- Aminosiure- Phénotyp
Austausch Austausch
NAT2*64 282C>T kein
590G>A Argl97Gln langsam
NAT2*6B 590G>A Arg197GIn langsam
NAT2*6C 282C>T kein
590G>A © Argl97GIn langsam
803A>G Lys268Arg
NAT2*6D 111T>C
282C>T kein
590G>A Argl97GIn langsam
NAT2*6E 481C>T kein
590G>A Arg197Gin langsam
NAT2*74 857G>A Gly286Glu langsam
NAT2*7B 282C>T kein
857G>A Gly286Glu langsam
NAT2*10 499G>A Glul67Lys
NAT2*114 481C>T kein schnell
NAT2*11B 481C>T Kein schnell
859 Del Ser287Frameshift
NAT2*124 803A>G Lys268Arg schnell
NAT2*12B 282C>T kein
803A>G Lys268Arg schnell
NAT2*12C 481C>T kein
. 803A>G Lys268Arg schnell
NAT2*12D 364G>A Aspl22Asn
803A>G Lys268Arg schnell
NAT2*13 282C>T kein schnell
NAT2*144 191G>A Arg64Gln langsam
NAT2*14B 191G>A Arg64Gin langsam
282C>T kein
NAT2*14C 191G>A Arg64GIn langsam
341T>C Ile114Thr langsam
481C>T kein
803A>G Lys268Arg
NAT2*14D 191G>A Arg64GIn langsam
282C>T kein
590G>A Argl97Gin langsam
NAT2*I4E 191G>A Arg64GIn langsam
803A>G Lys268Arg
NAT2*14F 191G>A Arg64Glin langsam
341T>C Ile114Thr langsam

803A>G Lys268Arg
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Allele* Nukleotid- Aminoséiure- Phinotyp
Austausch Austausch

NAT2*14G 191G>A Arg64GIn langsam
282C>T kein
803A>G Lys268Arg

NAT2*17 434A>C GlInl145Pro

NAT2*18 845A>C Lys282Thr

NAT2*19 190C>T Arg64Trp

NAT2-Phénotypen

Fiir die Bestimmung der NAT2-Phénotypen werden Metabolitenmuster im Urin der
zu untersuchenden Person analysiert. Dabei wird das Verhiltnis eines Amins zu sei-
ner acetylierten Form [13] oder das Verhiiltnis zweier Coffeinmetaboliten zueinan-
der bestimmt [14]. Aufgrund von Abweichungen der mit verschiedenen Phiinotypi-
sierungsmethoden erhaltenen Ergebnisse wird von Lewalter et al. [15] fiir arbeits-
medizinische Untersuchungen die Bestimmung des Metabolitenverhiltnisses von
freiem zu acetyliertem Amin fiir die NAT2-Phénotypisierung bei bekannter Exposi-
tion gegen ein aromatisches Amin vorgeschlagen. Bei unbekannter Exposition al-
lerdings, insbesondere in der Umweltmedizin, sollte der Coffeintest eingesetzt wer-
den. Verschiedene Autoren betonen die Validitit der Coffeinmetabolitenbestim-
mung bei der Einhaltung der fir das Substrat Coffein iiblichen Randbedingungen
(Dosis, Sammelzeitpunkt / Sammelintervall) zur Phinotypisierung fiir alle toxiko-
logischen Fragestellungen. Diese Ansicht wird zum einen durch die Ubereinstim-
mung der mit Coffein, Dapson und Sulfamethazin erhaltenen Phinotypisierungser-
gebnisse [16, 17] und zum anderen durch Vergleiche von Phinotypisierungs- und
Genotypisierungsergebnissen in groBen Kollektiven unterstiitzt, die eine Uberein-
stimmung von Genotypen und Phénotypen von >90% zeigen [4, 18].

Zur Durchfiihrung der NAT2-Phénotypisierung mit Hilfe des Coffeintestes nimmt
die Testperson eine definierte Dosis Coffein auf. Das Coffein wird in der Leber
durch Cytochrom-P450-Enzyme, die NAT2 und die Xanthinoxidase metabolisiert.
Die Metaboliten werden mit einer Halbwertszeit von 2 bis 5 Stunden zum groBten
Teil iiber den Harn ausgeschieden. Beim Erwachsenen werden bis zu 4% des aufge-
nommenen Coffeins unveridndert iiber den Harn eliminiert [19]. Die fiir eine En-
zymdiagnostik wesentlichen Metaboliten des Coffeins sind in der Abbildung 1 dar-
gestellt [20].

Aus dem molaren Verhaltnis der Coffeinmetabolite AFMU zu 1-MX im Harn kann
die individuelle Aktivitit der NAT2 bestimmt und zwischen zwei Phinotypen, dem
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CYP1A2

1,7-Dimethytharnaiure (17-DMU)

P
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H
1-Methyixanthin (1-Mx)  CHe~

Metabolite: o
AFMU: 5-Acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil

AAMU: 5-Acetylaming-6-amino-3-methyluraci
Biotransformationsenzyme: 1-Methytharnsiure (1-MU)
CYP; Cytochrom-P450-Enzymkomplex

XO: Xanthinoxidase

NAT2: N-Acetyltransferase 2

Abb. 1. Ausschnitt des Stoffwechsels von Coffein im Menschen mit den zur NAT2-Phiinotypisie-
rung verwendeten Metaboliten AFMU und 1-MX.
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langsamen und dem schnellen Acetylierer, differenziert werden [4, 15, 21]. Eine
zusitzliche Differenzierung in ,,mittlere* bzw. ,,induzierbare Acetylierer” wurde
bisher nur von einzelnen Autoren beobachtet und beschrieben [13].

Neben der NAT2 konnen weitere relative Aktivitdten der am Coffeinstoffwechsel
beteiligten Enzyme aus den molaren Verteilungsmustern der Coffeinmetabolite ab-
geschiitzt werden [21].

Diskussion

In epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass langsame Acetylierer statistisch
signifikant hdufiger an Tumoren der ableitenden Harnwege erkranken (BK-Ziffer
1301), insbesondere nach Umgang mit Aminoaromaten der Kategorie 1 Abschnitt
III der MAK- und BAT-Werte-Liste, wie 4-Aminodiphenyl, Benzidin, 4-Chlor-o-
toluidin oder 2-Naphthylamin. Im Hinblick auf Harnblasenkarzinome besitzen
schnelle Acetylierer offenbar eine hohere Toleranzschwelle gegeniiber Aminoaro-
maten-Belastungen, da sie statistisch weniger hdufig erkranken [22-24]. Im Gegen-
satz dazu gibt es Hinweise, dass schnelle Acetylierer ein etwas hoheres Risiko fiir
das Aufireten von Kolonkrebs haben [25]. Es wurden Vermutungen angestellt, dass
der Fleischkonsum eine Rolle spielt, hier wiren die aromatischen Heterozyklen,
die bei der Zubereitung entstehen, die verantwortlichen Agenzien. Die Assoziatio-
nen zwischen dem Acetylierstatus und dem Kolonkrebsrisiko stiitzen sich im We-
sentlichen auf die Ergebnisse von NAT2-Phénotypisierungen. Basierend auf NAT2-
Genotypisierungen konnten die Zusammenhéinge zwischen NAT2-Sequenzvariatio-
nen und dem Kolonkrebs in einer Metaanalyse nicht deutlich bestitigt werden [25].
Metaanalysen von Blasenkrebsstudien ergaben nur eine geringe RisikoerhGhung
fiir die langsamen Acetylierer [26, 27]. Fiir mdgliche Interaktionen zwischen Bla-
senkrebs oder Lungenkrebs, Zigarettenkonsum und Acetylierertyp bestehen be-
griindete Hinweise auf einen Zusammenhang [z.B. 28].

Interessant ist der mogliche Synergismus zwischen dem NAT2-Status und dem
NAT1-Status. So konnte eine Kombination von NAT2-Allelen, die geringe NAT2-
Aktivitdten determinieren, mit einem NATI-Allel, das eine gesteigerte Aktivitit ko-
diert [29], das Risiko fiir Tumore der Harnblase erh6hen. Eine niedrige NAT2-Ak-
tivitdt in der Leber wiirde ndmlich zu einer erhthten Konzentration an freiem Aryl-
amin flihren. Dieses konnte nach Oxidation zum Hydroxylamin mit Hilfe von CYP
P450 durch eine gesteigerte NAT 1-Aktivitit in der Blase in den labilen Arylamin-
Acetoxyester iiberfiihrt werden. Dieser wiirde rasch zum ultimal kanzerogenen Ni-
trenium-lon zerfallen, welches die DNA alkylieren kann [30].

Daneben deutet sich ein Synergismus zwischen dem NAT2-Status und der Gluco-
se-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit (G-6-PDH) an. So weisen Personen mit er-
niedrigten G-6-PDH- und NAT2-Aktivititen erhohte Proteinaddukt- und IgE-Ge-
samt-Spiegel auf (s. G-6-PDH, diese Lieferung).

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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Die dargestellten Zusammenhénge sind Gegenstand der wissenschaftlichen Dis-
kussion und weiterer Untersuchungen.

Empfehiungen

Der Grundsatz G33 der Berufsgenossenschafilichen Grundsiitze arbeitsmedizini-
scher Vorsorgeuntersuchungen [31] empfiehlt die Bestimmung des individuellen
Acetylierer-Status. Dieser sollte vorzugsweise iiber das Verhiltnis eines Arbeits-
platz-relevanten Aminoaromaten zu seiner acetylierten Form durchgefiihrt werden
[13].

Der alternative Einsatz von Arzneimitteln, wie Sulfonamiden oder Dapson, ohne
therapeutische Notwendigkeit allein zur Phénotypisierung des Acetyliererstatus,
wird in Deutschland wegen moglicher Nebenwirkungen aus ethischen Griinden ab-
gelehnt. In seltenen Fillen ist nach Sulfonamidgabe das Auftreten einer toxischen
Epidermiolyse (Lyell-Syndrom) [32] aufgetreten, eine schwerwiegende Erkran-
kung mit potenziell todlichem Ausgang. Insofern ist der erstmals von Grant et al.
[21] beschriebene Coffein-Test zur NAT2-Phinotypisierung, insbesondere im Vor-
feld moglicher Aminoaromaten-Belastungen zu empfehlen.

Als Alternative zur Phinotypisierung besteht die Moglichkeit der NAT2-Genotypi-
sierung. Nach ihrer Einfithrung wurden, u. a. wegen der noch unvollstindig bekann-
ten Mutationen im relevanten Gen, erhebliche Diskrepanzen zwischen Acetylierer-
phénotyp und Acetylierergenotyp beobachtet [15]. In der neueren Literatur wird
dagegen eine Ubereinstimmung von mindestens 90% zwischen Genotyp und Phi-
notyp der NAT2 beschrieben [18, 33, 34]. In der bislang grofiten Untersuchung an
563 nicht miteinander verwandten Probanden berichteten Cascorbi et al. [4] eine
Ubereinstimmung in 93,3% der Fille. Die von ihnen beobachteten diskrepanten
Fille wurden sequenziert und wiesen keine zusétzlichen SNPs auf.

Die Differenzierungskriterien des Coffeintests zwischen langsamen und schnellen
Acetyliererphinotyp differieren aus bisher ungeklirten Griinden von Labor zu La-
bor. Der Cut-off-Punkt solite in jedem Labor durch die gleichzeitige Bestimmung
der Acetylierer-Phinotypen und Acetylierer-Genotypen in einer hinreichend gro-
Ben Zahl von Probanden festgelegt werden.

Die Phinotypisierung der NAT2 mit Hilfe des Coffein-Tests ist immer dann zu
empfehlen, wenn eine Blutentnahme nicht erwiinscht und/oder Bedenken gegen
Untersuchungen der DNA bestehen. Gegeniiber der Genotypisierung bietet der
Coffein-Test den Vorteil, dass er nicht die komplexe genetische Anlage, sondern
ausschlieBlich die dadurch bedingte — letztendlich aber bedeutsame — biologisch
wirksame Aktivitdt der NAT2 misst.

Autoren: M. Blaszkewicz, D. Dannappel, R. Thier, J. Lewalter
Priifer: T. Schulz



016DA04

Analytische Methoden NAT 2 Genotypisierung
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 1

N-Acetyltransferase 2
(Genotypisierung)

Anwendbarkeit Bestimmung in genomischer DNA aus Blutzellen

Analyt. Messprinzip PCR-RFLP

Inhaltsverzeichnis

1 Grundlage des Verfahrens

2 Gerite, Chemikalien, Losungen, Gele
2.1 Geriite

2.2 Chemikalien

2.2.1 DNA-Isolierung

2.2.2 Reagenzien fir die PCR

2.2.3  Primer

2.2.4 Reagenzien fiir die Agarose-Gelelektrophorese

2.3 Losungen

2.4 Gele

3 Probenaufarbeitung

31 Lagerung

32 DNA-Isolierung

33 Bestimmung der Reinheit und Konzentration der DNA
4 Vorbereitung und Durchfithrung der PCR

4.1 1. PCR (nt —69 bis 373)

4.1.1 Elektrophorese 1 (Erfolgskontrolle der 1. Amplifikation)
4.1.2 Restriktionsschritte der 1. PCR

4.1.3  Elektrophorese 2

4.2 2. PCR (nt 342 bis 900)

42.1 Elektrophorese 3 (Erfolgskontrolle der 2. Amplifikation)
4.2.2 Restriktionsschritte der 2. PCR

4.2.3  Elektrophorese 4

5 Kalibrierung

6 Auswertung

7 Qualitatskontrolle

16. Lieferung, Ausgabe 2004




NAT 2 Genotypisierung Analytische Methoden
Bd. 2, Seite 2 Analysen in biol. Material

8 Storeinfliisse

9 Diskussion der Methode
10 Literatur

Anlage 1: Auswertebogen
Anlage 2: Auswerteschablone

1 Grundlage des Verfahrens

Aus einer Human-Blutprobe wird die Lymphozyten-DNA isoliert. Mittels PCR
(polymerase-chain-reaction) erfolgt die Amplifikation der DNA fiir zwei Fragmen-
te mit 442 und 559 bp (Basenpaare) (Abbildung 2). Das Amplifikat der 1. PCR
wird mit drei, das der 2. PCR mit vier verschiedenen Restriktionsenzymen ge-
schnitten. Nach anschlieBender Gelelektrophorese mit Zusatz von Ethidiumbromid
werden die verschiedenen DNA-Fragmente im UV-Licht nachgewiesen. Die Doku-
mentation erfolgt fotografisch (Abbildung 3), die Zuordnung der Allele anhand ei-
nes Auswerteschemas (siehe Anlagen 1 und 2).

1 191 za{z 341 wii 55‘30 803 857
——w-{ NAT2-Exon
T
6/8 C/T /€ C/T G/A A/G G/
1. PLR
&9 3713

T
Msp | Fok | Dde |

2. PCR
342 588

Y F3

Kpni Tagi  Ddel BamH |

|

Abb. 2. Amplifikation und Restriktionsschnitte.
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2 Geréate, Chemikalien, Losungen, Gele
2.1 Gerite

10-mL-Schraubgliser mit Deckel

96er-Lochplatten (z. B. Micro Amp Optical 96, well-plates Perkin-Elmer)
Autoklavierbare Plattenabdeckung (z. B. full plate cover, Perkin-Elmer)
Dampfsterilisator (z. B. Varioklav, Typ S00E, H+P Labortechnik)
Dokumentationssystem (z. B. Gel-Pro, Matrix-vision)

Horizontal-Elektrophorese und Stromversorgung, (z.B. Subcell Model 192 und
Power Pac 300, Biorad)

Kiihlblock fiir Lochplatten (z. B. PlexiCooler, Biozym)
Kiihlblock fiir PCR-Reagenzien (z.B. ZeroCooler, Biozym)
Magnetriihrer mit Heizung

Mikroliterpipetten, 0,1-2,5 uL, 0,5-10 uL, 2-20 pL, 20-200 pL, 100~1000 pL
(z. B. Abimed)

Mikroschraubgefifie, 2 mL (z. B. Sarstedt)

Mikrowelle, 600 Watt (z. B. Sharp)

PCR-caps, 8er-strips (z. B. Biozym)

pH-Einstabmesskette (pH-Meter)

Pipettenspitzen, steril, mit Aerosol dichten Filtern (z. B. Biorad)
Reaktionsgefile mit Deckel, 1,5 und 2,0 mL (z. B. Eppendorf Safe-Lock™)
Schiittelgerit Vortex (z. B. Heidolph)

Spektralphotometer (z. B. Hewlett-Packard 8452A)

Thermocycler (z.B. Gene Amp, PCR-System 9700, PE Applied Biosystems)
UV-Transilluminator, 312 nm (z. B. Saur)

Wasserbad (z. B. mge; Lauda CS20)

Zentrifuge (z. B. Megafuge 1,0R Kendro)

Zentrifuge fur Reaktionsgefae (z. B. Eppendorf 5415C)
Zentrifugen-Rohrchen, 50 mL (z. B. Falcon von Greiner)

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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2.2 Chemikalien

2.2.1 DNA-Isolierung

DNA-Isolierung erfolgt mittels kommerzieller Kits fiir 5 mL oder 2 mL Blut (z.B.
QIAamp-Blood-Kit der Firma Qiagen).

2.2.2 Reagenzien fiir die PCR

10-fach konzentrierter PCR-Puffer inklusive Magnesiumchlorid (15 mM MgCl,;
wird vom Hersteller der DNA-Tag-Polymerase mitgeliefert; Q-Solution und zu-
sétzliches MgCl, werden nicht eingesetzt (z. B. Qiagen))

bidestilliertes Wasser (autoklaviert, DNAse-frei)
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) (z. B. Qiagen)

Restriktionsenzyme: Msp 1, Fok 1, Dde 1, Kpn 1, Taq 1, BamH 1(z.B. New England
Biolabs)

Restriktionsenzym-Puffer, 10-fach konzentriert, wird vom Hersteller der Restrikti-
onsenzyme mitgeliefert

Rinderserumalbumin (BSA), 100 pg/mL, wird, wenn erforderlich, vom Hersteller
der Restriktionsenzyme mitgeliefert

steriles Wasser fuir die Amplifikation, 10 mL Ampullen (z. B. aus der Apotheke)
Thermostabile DNA Tag-Polymerase (5 U/ UL z.B. von Qiagen)

2.2.3 Primer

NAT2-P1: 5'-GTCACACGAGGAAATCAAATGC-3

NAT2-P2: 5-ACCCAGCATCGACAATGTAATTCCTGCCCTCA-3'
NAT2-P3: 5'-ACACAAGGGTTTATTTTGTTCC-3

NAT2-P4: 5-AATTACATTGTCGATGCTGGGT-3'

(Hersteller: z.B. MWG-Biotech, Ebersberg)

Die Primer werden in sterilem Wasser so gelost, dass Konzentrationen von
100 pmol/pL zur Verfiigung stehen. Die Lagerung erfolgt bei —20°C. Unter diesen
Bedingungen sind die Primer ca. 1-2 Jahre haltbar.

2.2.4 Reagenzien fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Agarose (z.B. Invitrogen, Karlsruhe)

Borsiure HyBO; (z. B. Merck)
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Bromphenolblau, Natriumsalz (z. B. Sigma)

DNA-Standards: 100 bp- und 1Kb-Leiter (z.B. Life Technologies, New England
Biolabs)

Ethidiumbromid in Tablettenform (z.B. 10 mg/Tablette von Sigma). Dunkel la-
gern! Mutagen!

Ficoll, Type 400 (z.B. Sigma)

Na,-EDTA  (Ethylendiamintetraessigsiure-Dinatriumsalz-Dihydrat) p.a. (z.B.
Merck)

NuSieve GTG Agarose (z. B. Biozym Diagnostik)
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), p.a. (z. B. Merck)

2.3 Lésungen

Die nachfolgend genannten Einwaagen, Ansétze und Volumina wurden abgestimmt
auf den hier verwendeten Thermocycler (96 PCR-Analysen). Diese Angaben sind
auf die jeweiligen Geritegegebenheiten im Labor des Anwenders anzupassen.

0,5M EDTA-Losung pH 8

In ein 200-mL-Becherglass werden 18,612 g Ethylendiamintetraessigsdure-Di-
natriumsalz-Dihydrat (Na,-EDTA x 2H,0) genau eingewogen. Unter Rithren wer-
den 90 mL H,O und 5 mL NaOH (10 mol/L) hinzugefiigt. Der pH-Wert der Losung
wird durch vorsichtige, tropfenweise Zugabe von NaOH auf pH 8 eingestelit. Nach
vollstindiger Losung der EDTA-Salzes wird die Lsung in einen 100-mL-Messkol-
ben iiberfithrt und mit H,O bis zur Marke aufgefullt.

Diese Losung ist im Kiihlschrank bei ca. 6 °C mehrere Monate haltbar.

S-fach konzentrierter TBE-Puffer (TRIS-Borsiure-Elektrophorese-Puffer)

In einen 1-L-Messkolben werden 54 g (446 mmol) TRIS eingewogen. Man fligt
etwa 500 mL bidestilliertes Wasser hinzu und schwenkt den Kolben bis eine klare
Lésung entstanden ist. AnschlieBend fligt man 27,5 g (445 mmol) Borsiure hinzu
und schwenkt erneut um bis eine klare Losung entstanden ist. Man pipettiert 20 mL
einer 0,5 M EDTA-Losung (pH 8) hinzu und filllt anschlieBend den Messkolben
mit bidestilliertem Wasser bis zu Marke auf. Diese Losung ist mehrere Monate halt-
bar.

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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1-fach konzentrierter TBE-Puffer

200 mL des 5-fach konzentrierten TBE-Puffers (s.0.) werden in einen 1-L-Mess-
kolben gegeben. Der Kolben wird unter gelegentlichem Umschwenken mit bides-
tilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Dieser Puffer ist 6-8 Wochen haltbar.

Ficoll-Gelladepuffer mit Bromphenolblau

In ein 100-mL-Becherglas werden 7,5 g Ficoll (Typ 400) eingewogen. Man fiigt
50 mL steriles, bidestilliertes Wasser hinzu und 16st das Ficoll unter leichtem Riih-
ren und gelinder Warmezufuhr auf (Magnetrithrer). AnschlieSend werden der Lo-
sung 125 mg Bromphenolblau zugesetzt und unter leichtem Umschwenken gelost.
Von diesem Material werden 1 mL Aliquote (ausreichend fiir jeweils 200 Analysen)
in verschliefbare Reaktionsgefafe pipettiert und bei ca. —18 °C im Tiefkiihlschrank
aufbewahrt.

Kalibrierlésungen der DNA-Leitern

Fiir die Erfolgskontrollen wird der 1Kb-DNA-Standard (1pg/pL), fiir die Restrik-
tionsschnitte die 100 bp-DNA-Standard (1pg/uL) verwendet. Dazu werden 100 pL
des jeweiligen Standards mit 200 uL. Ficoll-Gelladepuffer mit Bromphenolblau
und 700 puL 1-fach konzentriertem TBE-Puffer verdiinnt. Von den Verdiinnungen
werden 10-15 pL in die Geltaschen geladen.

Ethidiumbromid-Lésung

10 mg Ethidiumbromid (oder 1 Tablette mit 10 mg) werden in ein 2-ml.-Reaktions-
gefafl mit Deckel gegeben. Man pipettiert 1 mL bidestilliertes Wasser hinzu, ver-
schliefit das Gefi8 und schiittelt bis die Losung klar geworden ist. Beim Umgang
mit Ethidiumbromid ist auf duflerste Sorgfalt zu achten, es sind Vinylhandschuhe
zu tragen. Ethidiumbromid ist mutagen! Ethidiumbromid ist lichtempfindlich.

Mastermix 1. PCR fiir 100 Proben

Im Mastermix 1. PCR werden all diejenigen Lésungen und Chemikalien vereinigt,
die fiir die 1. PCR benoétigt werden. Das Volumen des Mastermixes ist so ausgelegt,
dass mit ihm etwa 100 DNA-Proben (bzw. eine 96er Wellplatte) vermessen werden
kénnen. Ein solcher Mastermix ist analysentéglich frisch herzustellen.

In ein 10-mL-Schraubgldschen mit Deckel werden dazu die in Tabelle 2 aufgefiihr-
ten Reagenzienvolumina pipettiert. AnschlieBend wird das Ganze durch intensives
Schiitteln gut vermischt.



016DA04

Analytische Methoden NAT 2 Genotypisierung
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 7

Tab. 2. Ansatz Mastermix 1. PCR.

Reagenzien Reagenzienvolumina Endkonzentration*

10-fach-PCR-Puffer (inkl. MgCl,) 500 uL 1-fach PCR-Puffer
(1,5 mM MgCl,)

25 mM dNTPs 40 pL 200 pM pro dNTP

10 uM Primer NAT2 P1 160 pL 0,32uM

10 uM Primer NAT2 P2 160 pL 0,32 uM

DNA Taq Polymerase (5 U/ yL) 25 uL 1,250

H,O bidest. (steril!) 3615 ul -

* Die hier angegebene Endkonzentration bezieht sich auf das Volumen nach zusétzlicher Zugabe
von jeweils 5 pL DNA-Probe zu 45 pl. Mastermix in einer Einzelprobe.

Mastermix 2. PCR fiir 100 Proben

Im Mastermix 2. PCR werden all digjenigen Losungen und Chemikalien vereinigt,
die fiir die 2. PCR benétigt werden. Das Volumen des Mastermixes ist so ausgelegt,
dass mit ihm etwa 100 DNA-Proben (bzw. eine 96er Wellplatte) vermessen werden
konnen. Ein solcher Mastermix ist analysentdglich frisch herzustellen. Er unter-
scheidet sich vom Mastermix fiir die 1. PCR durch die Art der zugesetzten Primer.
In ein 10-mL-Schraubglischen mit Deckel werden dazu die in Tabelle 3 aufgefiihr-
ten Reagenzienvolumina pipettiert. AnschlieBend wird das Ganze durch intensives
Schiitteln gut vermischt.

Tab. 3. Ansatz Mastermix 2. PCR.

Reagenzien Reagenzienvolumina Endkonzentration*

10-fach-PCR-Puffer (inkl. MgCl,) 500 uL 1-fach PCR-Puffer
(1,5 mM MgCl,)

25 mM dNTPs 40 uL 200 uM pro ANTP

10 uM Primer NAT2 P3 160 pL 0,32uM

10 uM Primer NAT2 P4 160 uL 0,32uM

DNA Taq Polymerase (5 U/ uL) 25 uL 1,250

H,O bidest. (steril!) 3615 uL -

* Die hier angegebene Endkonzentration bezieht sich auf das Volumen nach zusitzlicher Zugabe
von jeweils 5 L. DNA-Probe zu 45 pL Mastermix in einer Einzelprobe.

Das Volumen der nachfolgend dargestellten Zusammensetzungen der Mastermixes

fur die Restriktionsenzyme ist so gewihlt, dass ca. 100 Proben (96er Well-Platte)
bearbeitet werden kénnen.

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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Mastermix Restriktionsenzym Msp 1 (1. PCR)

In ein 2-mL-Reaktionsgefil mit Deckel werden 50 pul. Msp I, 200 pL 10-fach Res-
triktionsenzym-Puffer und 750 pL bidestilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das
Gefil} wird verschlossen und intensiv geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysen-
taglich frisch herzustellen. (Siehe auch Tabelle 4)

Mastermix Restriktionsenzym Fok I (1. PCR)

In ein 2-mL-Reaktionsgefd mit Deckel werden 100 pL Fok T, 200 uL 10-fach Res-
triktionsenzym-Puffer und 700 pL bidestilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das
GefdB wird verschlossen und intensiv geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysen-
taglich frisch herzustellen. (Siehe auch Tabelle 4)

Mastermix Restriktionsenzym Dde I (1. PCR)

In ein 2-mL-ReaktionsgefiB mit Deckel werden 50 puL Dde I, 200 pL 10-fach Res-
triktionsenzym-Puffer und 750 pL bidestilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das
Gefidfl wird verschlossen und intensiv geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysen-
taglich frisch herzustellen. (Siche auch Tabelle 4)

Mastermix Restriktionsenzym Kpn 1 (2. PCR)

In ein 2-mL-Reaktionsgefal mit Deckel werden 100 pL Kpn I, 200 pL 10-fach
Restriktionsenzym-Puffer, 20 puL Rinderserumalbumin-Losung (BSA) und 680 pL
bidestilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das Gefd3 wird verschlossen und intensiv

geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysentéiglich frisch herzustellen. (Siehe auch
Tabelle 4)

Mastermix Restriktionsenzym Taq I (2. PCR)

In ein 2-mL-Reaktionsgefd mit Deckel werden 50 puL Tag I, 200 puL 10-fach Res-
triktionsenzym-Puffer, 20 pL Rinderserumalbumin-Lésung (BSA) und 730 pL bi-
destilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das Gefal wird verschlossen und intensiv
geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysentéglich frisch herzustellen. (Siehe auch
Tabelle 4)

Mastermix Restriktionsenzym Dde 1 (2. PCR)

In ein 2-mL-Reaktionsgefdl mit Deckel werden 50 puL Dde I, 200 uL 10-fach Res-
triktionsenzym-Puffer und 750 pL bidestilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das
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GefiB wird verschlossen und intensiv geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysen-
taglich frisch herzustellen. (Siehe auch Tabelle 4)

Mastermix Restriktionsenzym BamH 1 (2. PCR)

In ein 2-ml ReaktionsgefiB mit Deckel werden 50 uL. BamH 1, 200 pL. 10-fach
Restriktionsenzym-Puffer, 20 uL Rinderserumalbumin-Losung (BSA) und 730 L
bidestilliertes, steriles Wasser pipettiert. Das Gefal wird verschlossen und intensiv

geschiittelt. Dieser Mastermix ist analysentéiglich frisch herzustellen. (Siehe auch
Tabelle 4)

Tab. 4. Pipettierschema des Mastermixes Restriktionsenzyme.

Volumina fiir 100 Proben
Mspl  Fokl Ddel Kpnl Taql  Ddel BamHI

50l 100pL 50 uL 100 pL SOpL  SOuL 50 pL
1000U 400U 500U  1000U 1000U 500U  1000U

200 pL 200 uL. 200 uL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL

Restriktionsenzym

10-fach-Restriktions-
enzym-Puffer

BSA - - - 20uL 20pL - 20 puL
H,0 bidest. (steril!) 750 uL 700 uL 750 uL 680 yL 730 uL 750 L 730 pL
2.4 Gele

Agarose-Gel (1,5%)

1,5 g Agarose werden in 100 mL 1-fach TBE-Puffer durch Erhitzen bis zum Siede-
punkt gelost (Mikrowelle 600 Watt, 500 mL Gewindeflasche aus z.B. Duranglas
verwenden). Dabei ist auf Siedeverziige zu achten (zwischendurch schwenken).
AnschlieBend werden 10 uL (10 mg/mL) Ethidiumbromid-Lésung (Vinylhand-
schuhe tragen, Vorsicht: mutagen!) pro 100 mL Gesamtvolumen zugesetzt. Die
hergestellte Agaroselésung wird unter leichtem Rithren auf etwa 60-80°C abge-
kiihlt und in den vorher vorbereiteten GelgieBstand (Einsetzen des Geltabletts und
der Gelkiimme) gegossen. Das Gel steht fiir zwei Stunden bei RT zum Erstarren.
Fiir die angegebenen Mengen kann ein Gel von 25 c¢m Breite und 7,5 ¢cm Héhe mit
50 Taschen hergestellt werden. Zur Aufbewahrung kann es in Frischhaltefolie fiir
Lebensmittel verpackt und bis zu 5 Tage im Kithlschrank gelagert werden.

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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NuSieve-Agarose : Agarose 3:1 (3,2%)

2.4 g NuSieve-Agarose und 0,8 g Agarose werden wie oben beschrieben durch
kréftiges Schiitteln und wiederholtes Aufkochen in 100 mL 1-fach TBE-Puffer ge-
16st, mit 10 pL (10 mg/mL) Ethidiumbromid-Losung versetzt, auf etwa 60-80°C
abgekiihlt und in den Gelgieistand gegossen. GelgroBe und Lagerung sind iden-
tisch mit denen des Agarose-Gels (1,5 %).

3 Probenaufarbeitung
3.1 Lagerung

EDTA-Vollblutproben kénnen zunichst ohne weitere Aufarbeitung bei —20°C ein-
gefroren werden. Sie sind so iiber mehrere Monate stabil. Nach dem Auftauen muss
die Probe zur Homogenisierung griindlich geschwenkt werden.

3.2 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgt mit einem kommerziellen Kit nach Vorschrift des je-
weiligen Herstellers.

Bei dem hier von den Autoren eingesetzten, kommerziellen System wird Vollblut
mit einem Puffer lysiert und zur Denaturierung der Proteine mit Protease inkubiert.
Das Lysat wird mit Ethanol versetzt und auf eine Silica-Sdule gegeben. Dort bindet
die DNA an der Silica-Matrix unter Anwesenheit von hohen Salzkonzentrationen
und Ethanol sowie bei niedrigem pH-Wert. Nach dem Waschen der Séule (Entfer-
nung der Proteine und Auswaschung der hohen Salzkonzentration) wird die DNA
mit dem Elutionspuffer, der einen pH-Wert von 7 bis 9 hat, von der Siule eluiert. In
diesem Puffer kann die DNA 1-2 Jahre im Kiihlschrank aufbewahrt werden. Ein
Aliquot des Eluats kann direkt in die PCR eingesetzt werden.

3.3 Bestimmung der Reinheit und Konzentration der DNA

Die Reinheit und Konzentration der DNA kann durch Messung der optischen Dich-
te (OD) der DNA-Probe erfolgen. Dazu werden 20 uL der DNA in Elutionspuffer
mit 680 pnL Wasser (autoklaviert) fiir die Messung verdiinnt. Nukleinsduren haben
ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 nm; der Quotient dieser
beiden Messwerte ist daher ein MaB fiir die Reinheit der Nukleinséuren. Das Ver-
héltnis OD,60/ODyg sollte flir doppelstrangige (ds) DNA 1,6-2,0 betragen.
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Zucker absorbieren bei 230 nm, so dass das Verhiltnis OD,3¢/OD,g ebenfalls ein
MaB fiir die Reinheit ist (Soll: 0,3-0,9).

Mit der Extinktion bei 260 nm lésst sich die Konzentration der DNA berechnen:

1 Ayeo =50 pg ds-DNA/mL.

4 Vorbereitung und Durchfiihrung der PCR

Allgemeine Hinweise fiir die PCR-Technik finden sich bei H. J. Miiller und C. Miil-
hardt [35, 36].

Alle Reagenzien werden, sofern nicht anders beschrieben, in Aliquoten bei —20°C
eingefroren, bendtigte Mengen werden vor der PCR aufgetaut und im Kiihlblock
fiir PCR-Reagenzien bis zum Pipettieren aufbewahrt. Beim Ansetzen der PCR sind
Handschuhe zu tragen, um eine Kontamination der Probe mit Fremd-DNA und
DNAsen, die zum Abbau von DNA fiihren, zu vermeiden.

4.1 1. PCR (nt- 69 bis 373)

Pro Well einer 96er-Lochplatte, die in einen Kiihiblock fiir Lochplatten eingesetzt
wird, mischt man 45 pL. Mastermix 1. PCR intensiv mit 5 pL DNA-Probe (100 ng
DNA / pL), indem man mit einer Pipette die Proben mehrfach aufsaugt und zu-
riickpipettiert.

Nach dem Pipettieren und Mischen aller Reagenzien wird die Well-Platte mit einer
geeigneten Gummimatte (full plate cover) abgedeckt. Die Platte wird kurz zentri-
fugiert (800 U/min), um eventuelle Luftblasen zu beseitigen und die Fliissigkeits-
volumina in den Bodenvertiefungen zu sammeln. AnschlieBend wird die Wellplatte
in das PCR-Gerit gestellt. Dies wird gemiB der nachfolgenden Tabelle 5 program-
miert und anschlieend gestartet. Im letzten Schritt wird das Amplifikat bis zur
Verwendung in der Erfolgskoatrolle (Abschnitt 4.1.1) im Geriit gekiihlt aufbe-
wahrt.

Tab. 5. Thermocycler-Programm fiir die 1. PCR.

Denaturierung 94°C 3 min

Denaturierung 94°C 0,5 min

Annealing 60°C 1 min 35 Zyklen
Extension 72°C 1 min

AbschlieBende Extension 72°C 10 min

Kiihlung 4°C o

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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4.1.1 Elektrophorese 1 (Erfolgskontrolle der 1. Amplifikation)

Durch Elektrophorese erfolgt eine Kontrolle fiir das PCR-Produkt auf 1,5%igem
Agarose-Gel. Dazu werden 5 uL Amplifikat, 5 pL 1-fach TBE-Puffer und 2 pL
Gelladepuffer (inkl. Bromphenolblau) gemischt und in die Geltaschen geladen.
Durch den schwereren Ladepuffer bleiben die Proben in den Aufiragungstaschen.
Alle nachfolgenden Elektrophoresen werden bei 160 V (konstant) in ca. 60 bis 80
min durchgefiihrt (Laufstrecke ca. 5 cm). Die Trennungen sind beendet, wenn die
Bromphenolblau-Front die Gelgrenze beinahe erreicht hat. Das Elektrophorese-Er-
gebnis sollte dem Ausschnitt Kontrolle 1. PCR in der Abb. 3 entsprechen.

4.1.2 Restriktionsschnitte der 1. PCR

Nach erfolgreicher Amplifikation (positiver Amplifikationskontrolle) werden pro
Probe insgesamt drei 10 pL. Aliquote der PCR-Produkte der 1. Amplifikation ge-
trennt voneinander (entsprechend Tabelle 6) weiterverarbeitet und den Restrik-
tionsschnitten unterzogen.

Dazu versetzt man jeweils getrennt 10 uL. des Produkts der 1. PCR mit jeweils
10 pL des entsprechenden Restriktionsenzym-Mastermixes und inkubiert die Pro-
ben bei 37°C in einem thermostatisierbaren Wasserbad fiir die in Tabelle 5 angege-
benen Inkubationszeiten. Diese Zeiten ergeben sich aus den Angaben der Enzym-
Hersteller und den Erfahrungen der Autoren.

Tab. 6. Restriktionsschnitte fiir die Amplifikate der 1. PCR.

Volumina fiir eine Probe

Mspl Fok1 Dde 1
Produkt 1. PCR 10 uL 10 uL 10 pL
X Restriktionsenzym 0,50 uL (10U) 1,0 uL (4U) 0,50 uL (SU)
g 10-fach Restriktions- 2pL 2puL 2 pL
g enzym-Puffer -
= H,O steril 7,50 uL 7,0 uL. 7,50 pL
Inkubationszeit 2h 2h 4h
Inkubationstemp. 37°C 37°C 37°C

Agarose-Gel 3,2%NuSieve3:1 1,5%Agarose  3,2%NuSieve3:1
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4.1.3 Elektrophorese 2

Die Produkte der Restriktionsschnitte werden sofort der Gelelektrophorese zuge-
fithrt.

Es sind die in Tabelle 6 angegebenen Agarose-Gele zu verwenden. Vor dem Auf-
tragen der Proben wird das Gel mit dem Geltablett in die Elektrophorese-Einheit
gelegt, die mit 1-fach TBE-Puffer gefiillt ist. Das Gel muss mit Puffer bedeckt sein.
Zur Probenauftragung werden in der 96-Well-Platte 4 pL. Ficoll-Gelladepuffer mit
20 pL Produkt der Restriktionsschnitte gemischt und ca. 15 pL davon in die Gelta-
schen pipettiert. Die Elektrophorese-Ergebnissse sollten den Ausschnitten Msp I,
Fok 1und Dde 1(1. PCR) in der Abb. 3 entsprechen.

4.2 2. PCR (nt 342 bis 900)

Pro Vertiefung einer 96er-Lochplatte, die in einen Kiihlblock fiir Lochplatten ein-
gesetzt wird, mischt man 45 pL Mastermix 2. PCR intensiv mit 5 pL. DNA-Probe
(100 ng DNA / pL), indem man mit einer Pipette die Proben mehrfach aufsaugt
und zurlickpipettiert.

Nach dem Pipettieren und Mischen aller Reagenzien wird die Well-Platte mit einer
geeigneten Gummimatte (full plate cover) abgedeckt. Die Platte wird kurz zentri-
fugiert (800 U/min), um eventuelle Luftblasen zu beseitigen und die Fliissigkeits-
volumina in den Bodenvertiefungen zu sammeln. AnschliefSend wird die Wellplatte
in das PCR-Gerit gestellt. Dies wird gemaf der nachfolgenden Tabelle 7 program-
miert und anschlieend gestartet. In den nachfolgenden Tabellen sind die Zusam-
mensetzung und das Temperaturprogramm fur die 2. PCR zusammengestellt. Im
letzten Schritt wird das Amplifikat bis zur Verwendung in der Erfolgskontrolle
(Abschnitt 4.2.1) im Gerét gekiihlt aufbewahrt.

Tab. 7. Thermocycler-Programm fiir die 2. PCR.

Denaturierung 94°C 3 min

Denaturierung 94°C 0,5 min

Annealing 55°C 1 min 35 Zyklen
Extension 72°C 1 min

AbschlieBende Extension 72°C 10 min

Kiihlung 4°C co

16. Lieferung, Ausgabe 2004
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4.2.1 Elektrophorese 3 (Erfolgskontrolle der 2. Amplifikation)

Durch Elektrophorese erfolgt eine Kontrolle fiir das PCR-Produkt auf 1,5%igem
Agarose-Gel. Dazu werden 5 uL. Amplifikat, 5 pL 1-fach TBE-Puffer und 2 uL
Gelladepuffer (inkl. Bromphenolblau) gemischt und in die Geltaschen geladen.
Das Elektrophorese-Ergebnis sollte dem Ausschnitt Kontrolle 2. PCR in der Abb.3
entsprechen.

4.2.2 Restriktionsschnitte der 2. PCR

Nach erfolgreicher Amplifikation werden pro Probe insgesamt vier 10 uL Aliquote
der PCR-Produkte der 2. Amplifikation getrennt voneinander (entsprechend Tabel-
le 8) weiterverarbeitet und den Restriktionsschnitten unterzogen.

Dazu versetzt man jeweils getrennt 10 pl. des Produkts der 2. PCR mit jeweils
10 pL des entsprechenden Restriktionsenzym-Mastermixes und inkubiert die Pro-
ben bei 37°C (65°C bei Tag D)in einem thermostatisierbaren Wasserbad fiir die in
Tabelle 7 angegebenen Inkubationszeiten. Diese Zeiten ergeben sich aus den Anga-
ben der Enzym-Hersteller und den Erfahrungen der Autoren.

Tab. 8. Restriktionsschnitte fiir die Amplifikate der 2. PCR.

Volumina fiir eine Probe

Kpnl Tagq 1 Ddel BamH 1
Produkt 2. PCR 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
X Restriktionsenzym 1,00 uL (10U) 0,50 pL (10U) 0,50 pL(5U) 0,50 pL (10U)
E  10-fach Restriktions- 2 pL 2 uL 2L 2 ul
L enzym-Puffer
& BSA 0,20 pL 0,20 uL ohne 0,20 uL.
= H,0steril 6,80 uL 7,30 pL 7,50 uL. 7,30 ul
Inkubationszeit 2h 18 h (iiber 4h 2h

Nacht)

Inkubationstemp. 37°C 65°C 37°C 37°C
Agarose-Gel 1,5% Agarose  3,2% NuSieve 3,2% NuSieve 1,5% Agarose

4.2.3 Elektrophorese 4

Die Produkte der Restriktionsschnitte sollten moglichst sofort der Gelelektrophore-
se zugefiihrt werden, da die entstandenen DNA-Fragmente nicht lagerfihig sind.

Es sind die in Tabelle 8 angegebenen Agarose-Gele zu verwenden. Vor dem Auf-
tragen der Proben wird das Gel mit dem Geltablett in die Elektrophorese-Einheit
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gelegt, die mit 1-fach TBE-Puffer gefiillt ist. Das Gel muss mit Puffer bedeckt sein.
Zur Probenauftragung werden in der 96-Well-Platte 4 pL Ficoll-Gelladepuffer mit
20 uL Produkt der Restriktionsschnitte gemischt und ca. 15 pL davon in die Gelta-
schen pipettiert. Die Elektrophorese-Ergebnissse sollten den Ausschnitten Kpn 1,
Tag 1, Dde 1und BamH 1(2. PCR) in der Abb. 3 entsprechen.

5 Kalibrierung

Flir die Fragmentidngen-Kalibrierung werden ,,DNA-Leitern™ verwendet. Dies
sind Mischungen von DNA-Fragmenten mit definierter Basenpaarzahl. In jeder
Gelelektrophorese werden diese Standards in den duleren Taschen jeder Reihe mit-
analysiert. Bei der Kontrolle der Amplifikate wird die 1 Kb DNA-Leiter, bei den
Proben nach Restriktionsschnitt die 100 bp DNA-Leiter verwendet.

6 Auswertung

Nach Beendigung der Elektrophorese wird das feuchte Gel auf den UV-Transillu-
minator gelegt (Vinyl-Handschuhe tragen!) und bei 312 nm wird das in die DNA
interkalierte Ethidiumbromid zur Fluoreszenz angeregt. Das erscheinende Banden-
muster wird mit der Kamera des Auswertegerits fotografiert und ausgedruckt (Bei-
spiel siche Abbildung 3).

Fiir jede Allel-Variante, die sich aus den gefundenen DNA-Fragmenten nachweisen
ldsst (Tabelle 9), werden die Ergebnisse der untersuchten Probe durch eine Markie-
rung im zugeordneten Feld in einen Auswertungsbogen eingetragen (siehe Anlage
1). Durch die Auswerteschablone gleichen Maf3stabs, diese sollte auf Folie kopiert
werden (Anlage 2), konnen die Allelkombinationen in den Proben ermittelt werden.
Die Auswertung ist abgeschlossen, wenn die von der Schablone vorgegebenen Va-
rianten (Referenzsequenz = Wildtyp oder Sequenzvariation = Mutant) in allen
Punkten zugeordnet werden kdnnen. Stimmt nur eine Schablonenzeile mit den Ein-
tragungen in der Auswertezeile {iberein, handelt es sich um einen homozygoten Al-
leltriager. Lassen sich zwei und mehr Zeilen des Auswertebogens mit den Schablo-
nenzeilen zur Deckung bringen, ist der Alleltrager heterozygot. Dabei sind unter-
schiedliche Allelkombinationen méoglich. Im Auswertebogen sind Beispiele fiir
verschiedene Genotypen genannt. Die ersten drei zeigen homozygote, die weiteren
heterozygote Alleltriger. Bei Letzteren ist nur fiir den Genotypen 5B,7B die Allel-
kombination eindeutig zuzuordnen (Beispiel 4). Bei den anderen Heterozygoten
sind die Allelkombinationsmdglichkeiten durch Schrigstriche getrennt dargestellt.
Hier ist keine eindeutige Zuordnung moglich, welches der genannten Allele wirk-
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lich vorhanden ist. Fiir das 7. Beispiel im Auswertebogen heifit dies, dass 3 Allel-
kombinationen moglich sind.

Tab. 9. DNA-Fragmentlingen aus den Restriktionsschnitten.

Restriktionsschnitt Mutations- Sequenz Fragmentléngen (bp)
stelle
Msp I(aus 1. PCR) Referenzsequenz 181 168 93
191 Sequenzvariation 274 168
Fok I (aus 1. PCR) Referenzsequenz 337 105
282 Sequenzvariation 442
Dde 1 (aus 1. PCR) Referenzsequenz 221 163 58
341 Sequenzvariation 189 163 58 32
Kpn1(aus 2. PCR) Referenzsequenz 424 135
481 Sequenzvariation 559
Taq1(aus 2. PCR) Referenzsequenz 226 170 142 21
590 Sequenzvariation 396 142 21
Dde 1 (aus 2. PCR) Referenzsequenz 345 124 90
803 Sequenzvariation 345 97 90 27
BamH 1 (aus 2. PCR) Referenzsequenz 515 44
857 Sequenzvariation 559
1.PCR=442bp 2. PCR =559 bp
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Abb. 3. Gel-Dokumentation der DNA-Fragmente nach Amplifikation und Restriktionsschnitten
(bp = Basenpaare, w = Wildtyp = Referenzsequenz (rf), m = Mutant = Sequenzvariation (sv)).
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7 Qualitatskontrolle

Zur Qualitdtssicherung wird ausdriicklich auf das entsprechende alligemeine Kapi-
tel in diesem Werk (Teil I, Kapitel 12) verwiesen.

Laborseitig sollte folgenderweise verfahren werden:

Die erste und letzte Probe einer 96er-Lochplatte werden zur Priifung auf DNA-Kon-
taminationen als Leerwerte mitgeftihrt. Dazu wird das Volumen der eigentlichen
DNA-Probe durch steriles Wasser ersetzt.

Es ist zu empfehlen, bei jeder neuen PCR zur Kontrolle einige Proben mit bekann-
tem unterschiedlichen Genotyp als Positivkontrolle mitzuanalysieren.

Zur Verifizierung der PCR-Ergebnisse sollten in derselben Analyse einige willkiir-
lich gewéhlte Proben (z. B. eine aus jeder Reihe der Well-Platte) in einer Doppelbe-
stimmung analysiert werden. Dazu werden diese Wiederholungsproben auf die bei-
den letzten Reihen der Platte verteilt. Dies sichert das Typisierungsergebnis ab und
kann helfen, ein Vertauschen von Proben durch Pipettierfehler aufzudecken.

8 Storeinfliisse

Grundsitzlich besteht bei allen Arbeiten zur PCR-Technik die Gefahr der Kontami-
nation der Probe durch Fremd-DNA und DNAsen. Dadurch sind in dieser Methode
die beiden Amplifikationsschritte besonders kritisch. Bei allen Operationen ist des-
halb auf groBte Sauberkeit, Verwendung steriler Materialien und Tragen von Hand-
schuhen zu achten, denn die gréBte Kontaminationsgefahr geht von den Operateu-
ren selbst aus.

Die in der Methode verwendete DNA wird aus Blut isoliert. Blutproben kdnnen
ohne Kiihlung auf dem Postweg verschickt werden. Wird die DNA nicht sofort iso-
liert, kann die Probe bei —20 °C eingefroren werden und ist so mehrere Monate sta-
bil. Die isolierte DNA wird im Kiihlschrank bei 4-6°C gelagert. Diese Proben sind
so mehrere Jahre stabil.

Bei Proben mit geringerer DNA-Konzentration als in der Methode vorgesehen
kann das Volumen der DNA-Probe in der PCR erhoht werden. Dann muss jedoch
unbedingt das H,O-Volumen im Mastermix entsprechend reduziert werden. Die
Konzentration der anderen Reagenzien muss zwingend konstant gehalten werden.
Das hat zur Folge, dass derartige Proben in der PCR zusammengefasst analysiert
werden miissen, da fiir sie ein eigener Mastermix hergestellt werden muss. Wenn
die Amplifikation fiir solche Proben erfolgreich war, kdnnen sie zusammen mit an-
deren den Restriktionsschnitten zugefiihrt werden. Bei Blutproben, die teilweise
koaguliert sind, kann die DNA aus ca. 200 pL des noch fliissigen Teils mit einem
Mini-Aufarbeitungs-Kit (z.B. Qiagen) isoliert werden. Die Ausbeuten sind zwar
geringer, reichen jedoch aus um einige PCR durchzufiihren. Ublicherweise werden
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EDTA-Blutproben verwendet. Erfahrungen mit anderen Gerinnungshemmern wie
Heparin oder Citrat liegen bei den Autoren nicht vor. Soll eine Genotypisierung aus
histologischen Probenmaterialien, z. B. aus Gewebeschnitten, durchgefiihrt werden,
eignet sich eine Aufarbeitung mit speziellen DNA-Isolierungs-Kits (z.B. Qiagen,
Hilden, oder TaKaRa DEXPAT™, Takara Shuzo iiber MoBiTec GmbH, Gottingen,
oder Puregene® Gentra Systems iiber BIOzym DIAGNOSTIK GmbH Hessisch-Ol-
dendorf).

Zur Frage von Storungen durch Medikamente, z.B. Cytostatika, wurden von den
Autoren keine systematischen Untersuchungen gemacht. Einzelne Hinweise, dass
trotz erfolgreicher DNA-Isolierung aus Blutproben von Patienten mit Medikamen-
teneinnahme mitunter keine Amplifikation in der PCR erfolgte, kénnten auf solche
Storungen hinweisen. Diese sind jedoch nicht belegt.

Stérungen kénnen auch aufireten durch unvollstindige Restriktionsschnitte. Dies
ist daran erkennbar, dass im Gel neben den Zielbanden weitere sichtbar sind, z. B.
die Bande des Amplifikats oder Banden in der Grofe zwischen Amplifikat und
Zielbanden. Abhilfe kann in diesen Fallen oft durch eine Verldngerung der Inkuba-
tionszeit geschaffen werden. Hierzu wird auf das Informationsmaterial der Enzym-
Hersteller, das mitgeliefert wird, verwiesen.

9 Diskussion der Methode

Diese Methode basiert auf der Arbeit von Cascorbi et al. [5], in der 3 Amplifikate
hergestellt werden. Ein zundchst amplifiziertes 1211 bp groBes NAT2-DNA-Frag-
ment dient hierbei als Start-DNA fiir zwei weitere Amplifikate mit der Grée von
442 bp und 420 bp. Alle drei Amplifikate miissen den Restriktionsschnitten unter-
zogen werden, wobei die verwendeten Enzyme mit denen der hier vorgestellten
Methode identisch sind. Vorteile in der Weiterentwicklung der Methode liegen dar-
in, dass die stérungsanfillige Amplifikation des sehr groien DNA-Fragments ent-
fillt und nur zwei Amplifikate mit kleineren Fragmenten hergestellt werden. Da
diese aus der Ursprungs-DNA amplifiziert werden, konnen grofiere Mengen DNA
fiir die PCR eingesetzt werden. Dies ist als Vorteil gegeniiber der Cascorbi-Metho-
de zu werten, da dort fiir die zweite und dritte PCR DNA-Volumina von 0,3 uL ein-
gesetzt werden, was mit einem hohen Fehler bei den Pipettierungen verbunden ist.
Wegen des Wegfalls einer PCR bedeutet dies auch einen Zeitgewinn bei der Durch-
fithrung.

Trotzdem ist die Methode mit zwei PCR und sieben Restriktionsschnitten immer
noch sehr aufwindig. Die Amplifikation kleinerer Fragmente verbessert die Chan-
cen auch aus DNA schlechterer Qualitit, wie sie z. B. aus insbesondere &lteren his-
tologischen Proben gewonnen werden kénnte, eine eindeutige Genotypisierung zu
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erhalten. Als Vorteil kann die Kontrolle des Ergebnisses durch mehrere Restrik-
tionsschnitte gewertet werden.

Die NAT2-Genotypisierung kann auch mit einem kommerziellen Kit fiir die Real-
Time-PCR-Cycler-Technik durchgefiihrt werden (z. B. Lightcycler mit 32 Proben-
einsatz, Roche). Diese Methode ist gegeniiber der hier vorgesteliten Methode letzt-
lich zeitaufwindiger und liefert Informationen fiir die Referenzsequenz und nur
drei Mutationsstellen (NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7). Zusitzlich ist die Real-Time-
PCR fiir diese Anwendung teurer.

Auf die Méglichkeit, dass die enzymatischen Reaktionen zum Restriktionsschnitt
unvollstindig sein kénnen, wird hier (Kapitel 8) und bei Cascorbi und Roots [37]
hingewiesen. Inwieweit die eingesetzte Enzymmenge reduzierbar ist, wurde nicht
systematisch untersucht. Die vom Hersteller mitgelieferten Informationen lassen
hier Optimierungsmoglichkeiten denkbar erscheinen. Durch Verwendung von be-
kannten Proben kann die Effizienz der Restriktionsenzyme kontrolliert werden. In
der Gelelektrophorese werden unter den dargestellten Bedingungen DNA-Frag-
mente kleiner 90 bp nicht nachgewiesen. Dies ist unkritisch, da die Zuordnung der
restlichen Fragmente eindeutig ist.

Die Methode ist sowohl Material als auch Zeit aufwindig. So benétigt eine Person
bei tdglich 8 Stunden Arbeitszeit fir die DNA-Isolierung und Bearbeitung und Aus-
wertung von Proben einer 96er-Well-Platte ca. 7 Arbeitstage. Einen ungefahren Ab-
laufplan zeigt die Tabelle 10.

Tab. 10. Zeitlicher Ablaufplan fiir die NAT2-Genotypisierung.

Tag Arbeiten

1.-3. DNA-Isolierung aus ca. 100 Blutproben

4 1. PCR mit Erfolgskontrolle

5. 3 Restriktionsschnitte mit Gelelektrophorese und 2. PCR mit Erfolgskontrolle

6. 3 Restriktionsschnitte mit Gelelektrophorese und 7aq I-Restriktionsschnitt {iber Nacht
7 Gelelektrophorese des Tag [-Restriktionsschnitts und Auswertung

In den von uns untersuchten Kollektiven werden neben dem NAT2*4-Allel hidufig
die Allele NAT2*5B und NAT2*6A bestimmt. Agundez et al. haben 1008 Proben
aus der spanischen Bevélkerung (Kaukasier) untersucht und die in Tabelle 11 auf-
gelistete Allel-Héufigkeit gefunden [38]. Unter 4000 untersuchten Proben von Mit-
teleuropdern wurde keine einzige Mutation an der Position 191 gefunden. Diese
Mutationsstelle wurde in Genen von Afrikanern, bzw. Amerikanern afrikanischer
Abstammung nachgewiesen [39, 40] und ist aulerordentlich selten in europdischen
oder orientalischen Bevolkerungsgruppen zu finden.



016DA04

Analytische Methoden NAT 2 Genotypisierung
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 21

Tab. 11. Haufigkeitsverteilung (%) von NAT2-Allelen fiir eine kaukasische Bevélkerungsgrup-
pe [38]. ’

Allel NAT2*5B | NAT2*6A [ NAT2*4 NAT2*12A | NAT2*6B | NAT2*13

Prozent |41,6 23,6 21,6 2,5 2,0 1,9

Allel NAT2*5A | NAT2*7B | NAT2*12C | NAT2*SC | NAT2*14C | NAT2*14A

Prozent |1,5 1,2 1,0 0,8 0,8 0,6

Allel NAT2*5D | NAT2*6C | NAT2*12B | NAT2*14D | NAT2*14F

Prozent |0,3 0,3 0,2 0,1 0,1
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Anlage 1: Auswertebogen (v = gefundene Fragmentlingen-Kombinationen).

und Fragmentiangen flir NAT2

Restriktionsenzyme mit Mutatic

1. PCR = 442 bp 2. PCR = 559 bp
Msp 1191 Fok | 282 Ddet 341 Kpn1481 Taq 1590 Dde1803 BamH 1 857
wi mu wt mu wit mu wt my wi mu wt mu wi mu
Fragment- 274 442 221 559 396 | 345 | 345 559
tangen (bp} | 181 337 [ 189 | 424 226 124 515
nach 168 | 168 106 163 | 163 138 170 | 97 44
Restriktion 93 58 | 58 142 142 90 40
32 21 21 27
Proben- zugeordnete NAT2-Allel-
kennung Beispiele fir getundene Fragmentiangen-Kombinationen fir 7 Proben kombinationen
1 v v v v v v v 44
2 v v 4 v v v v 5B,58
3 v v v v v v v BA,6A
4 v " v v v v v v v v v v 58,78
5 4 v v v v v v v v v v v 5A.6C / 5B.6A
[ v v 4 v v v v v v 4B6A 71368
7 v v v v v v v '4 v v 458/ 12A5A/12C,50
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5 Anlage 2: Auswerteschablone. e
g‘;; Restriktionsenzyme mit Mutati ffen und Frag tidngen fiir NAT2 .i'—g- %
,_,% 1. PCR = 442 bp 2. PCR = 559 bp § g'
z Msp 1191 Fok 1282 Dde! 341 Kpn 1481 Taq 1590 Dde1803 | BamHi857 B &
qg— wt | mu wtoomu wt | mu wt | omu wt mu wt | mu wt mu g %
§ Fragment- L274 ; 442 221 559 396 345 | 345 559 E g‘
= tangen (bp) | 181 337 | © 189 | 424 226 124 515 =
nach | 168 168 | 105 163 | 163 | 135 170 o7 | 44 g 3
Restriktion | g3 58 | 58 142 | 142 | 90 | 90 B
32 21 21 27
Allele Fragmentiéngen-Kombinationen
NAT2*4 ® - & L ] L ] L [}
NATZ'5A ® ® = [ ® @ .
NAT2'58 | ® N u [ ® u °
NAT2'5C ® L n ® [ [] [
NAT2'SD | ® ® = ® ) N ry
NAT2'S5E »® * ] L ] ] o L ]
NAT2'6A ° n ® 'y » ® Y
NAT2'6B | ® ° . 0 . 0 O
NATZ2'6C | © [ ® ® n ] ® >
NAT2*7A & L [ ® e [ ] >
NATZ'7B | ® n ® . ) [] :
NAT2'12A | ® » ® ® * n * o
NAT2'12B | #® n ® ® ® [] N g
NATZ12C | ® » * [] - ] » g 3_
NAT2*13 L] » L} ® L ] [ L] N .g
NAT2*14A [ ] ® [ [} [ [ [ wn O
NATZ"14B u = . . ® - ® 20
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