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detoxification metabolism.

/36670 A2

v—

= (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Diagnose-Kit, einen Mikroarray sowie ein Verfahren fiir die Bestimmung der

menschlichen Entgiftungsfihigkeit. Das Diagnose-Kit enthdlt mindestens ein Paar Oligonukleotide (Reverseprimer, Forwardpri-
mer), wobei die beiden Oligonukleotide eines Paares als Primer zur Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils eines
der beiden komplementiren Stringe eines gesuchten DNS-Abschnittes geignet sind und wobei der gesuchte DNS-Abschnitt zumin-
dest fiir einen Teil eines Enzyms des tierischen Entgiftungsstoffwechsels kodiert.
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Diagnose-Kit, Verfahren und Mikroarray zur Bestimmung

der menschlichen Entgiftungsfiahigkeit

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf einen Dia-
gnose~Kit, ein Verfahren, ein Mikroarray sowie deren
Verwendung flur die Bestimmung der menschlichen Ent-
giftungsfihigkeit. Derartige Diagnose-Kits, Verfahren
und Mikroarrays werden im Bereich der Umweltmedizin
und Arbeitsmedizin und den damit verbundenen Erkran-
kungen wie Neurodermitis, Asthma, MCS (Multiple Che-
mical Sensitivity, Multiple Chemikalien-
Empfindlichkeit) oder CFS (Chronic Fatigue Syndrom,
Miidigkeitssyndrom) verwendet. Weitere Verwendung fin-
den sie im Bereich der Pharmakologie, bzw. zur Be-
stimmung der menschlichen Verstofiwechselung von Me-

dikamenten oder neuen Produkten.

Die Umwelt des Menschen ist durch Umweltchemikalien
(Xenobiotika = Fremdstoffe fiir den lebenden Organis-

mus) natiirlichen und anthropogenen Ursprungs bela-

PCT/EP00/10478
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stet, die nach heutigen MaRstében nicht mit hoherem
Leben vereinbar, also unphysiologisch sind. Durch sie
werden Stérungen in diffizil regulierten physiologi-
schen Systemen hervorgerufen, die nur schwer oder
{iberhaupt nicht reparabel sind. Diese Fremdstoffe ge-
langen durch die Luft, die Haut oder die Nahrung in
den menschlichen oder tierischen Organismus. Wasser-
l16sliche Stoffe werden meist schnell wieder ausge-
schieden, nicht so jedoch die wasserunldslichen. Die-
se sammeln sich im Gegenteil im Korper -oft im Fett-
gewebe— an (Bioakkumulation), wenn sie nicht zeitnah

verstoffwechselt und abgebaut werden.

Daher verfiligen der Mensch und hohere Organismen lber

ein komplexes Enzymsystem, durch das wasserunldsliche
Substanzen der Ausscheidung zugingig gemacht werden.

Dieses komplexe Enzymsystem vermittelt folgende Reak-
tionen in zwei Phasen:

In der sogenannten Phase-I-Reaktion werden die Um-
weltgifte zundchst durch Enzyme aus dem Zytochromsy-
stem in reaktive Zwischenprodukte umgesetzt, die Jje-
doch akut toxischer sein kénnen als die Schadstoffe
selbst. Diese Zwischenprodukte der Phase-I-Reaktion
kénnen z.B. an zellulire Komponenten binden und da-
durch Schaden anrichten. Chronische Schéden sind je-
doch in der Regel eher auf die wasserunloslichen Aus-

gangssubstanzen zurickzufihren.

Die sich an die Phase-I anschlielRende Phase-II-
Reaktion setzt die reaktiven Zwischenprodukte zu aus-

scheidbaren Endprodukten um.

Phase-I beschreibt also die Umsetzung und Aktivierung
beispielsweise von verschiedenen bekannten Medikamen-

ten und Umweltchemikalien (z.B. Debrisoquin, Opioide,

PCT/EP00/10478
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Benzo (a)pyren, polyzklische und aromatische Kohlen-
wasserstoffe) sowie einer Anzahl von noch nicht be-
kannten Xenobiotika zu elektrophilen, radikalen Sub-

stanzen.

Bei den Phase-II-Reaktionen gibt es mehrere Reakti-
onswege, unter anderem Glucoronidierung, Sulfatester-
bildung, Aminosaure-Konjugation, wobel die Enzyme des
wichtigsten Phase-II-Reaktionsweges (Glutathion-S-
Transferasen) die Zwischenprodukte aus der Phase-I
(z.B. Epoxide, Nitrosamine) zu ausscheidbaren End-
stoffen deaktivieren durch Konjugation mit
Glutathion.

Es besteht dabei ein Zusammenhang zwischen der Schwe-
re von Vergiftungssymptomen und der Verminderung der
Enzymaktivitadten der beteiligten Enzyme des Entgif-
tungssystems. Bei einigen dieser Enzyme sind geneti-
sche Variationen beschrieben, die sich direkt auf die
Aktivitat dieser Enzyme auswirken und dadurch deren
Leistungsfahigkeit entscheidend beeinflussen. Die in-
dividuelle genetisch bedingte Variation in der Akti-
vitat der einzelnen Enzyme erlaubt folglich die Zu-
ordnung des Individuums zu verschiedenen Stufen des
Entgiftungspotentials. Zur Beurteilung, welche Dosis
eine Giftwirkung hervorruft, ist neben der Giftauf-
nahme und dem Giftstoffwechsel folglich auch die
Giftausscheidung von entscheidender Bedeutung.

Dies gilt hier auch fir die Glutathion-S-Transferase.
Diese deaktiviert Zwischenprodukte aus der Phase-I-
Reaktion zu ausscheidbaren Endstoffen durch Konjuga-
tion mit Glutathion, dessen reduzierte Form eine nu-
kleophile SH-Gruppe besitzt, die leicht mit Verbin-
dung mit elektrophilen C-Atomen zum Thioether rea-
giert. Eine moglichst hohe Aktivitdt der Glutathion-
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S-Transferase bedeutet dabei eine effiziente Konjuga-
tion und schnelle Entgiftung, widhrend eine verminder-
te bzw. fehlende Aktivitdt der Glutathion-S-

Transferase eine verlangsamte Entgiftung bewirkt.

Das System der Glutathion-S-Transferasen weist mehre-
re unterschiedliche Enzyme auf, beispielsweise die
Glutathion-S-Transferase GSTM1 und die Glutathion-S-
Transferase GSTT1.

Glutathion-S-Transferase GSTM 1

Die Glutathion-S-Transferase GSTMl weist einen Poly-
morphismus auf, bei dem die einzelnen Genotypen
gleichberechtigt nebeneinander vorkommen. Durch den
Genotyp 00 wird das Fehlen des Gens fiir die GSTMI an-
gezeigt. Liegt ein funktionelles Gen vor, koénnen zwei
verschiedene Varianten A und B unterschieden werden.
Beide Varianten formen aktive homodimere Enzyme
(AA/BB bzw. bei Fehlen des Gens fiir ein Allel AO/BO)
oder heterodimere Enzyme (AB), wobei die Mischform AB
die hochste Enzymaktivitit zeigt und u.a. mitverant-
wortlich gemacht wird fiir das "drug-resistence”-

Phianomen in der Chemotherapie.

Die Glutathion-S-Transferase M1 spielt in der Leber,
Lunge und der Haut eine groRe Rolle, wobei in etwas
40 % der kaukasischen Bevdlkerung der Null-Genotyp
vorkommt. Dieser Null-Genotyp wird mit der Entstehung
diverser Tumorerkrankungen (Lungen-, Haut-, Blasen-
krebs) sowie chronische Erkrankungen mit Umweltbela-
stungsfaktor (Asbestosis, chronische Bronchitis) be-

schrieben.

Glutathion-S-Transferase GSTT1

PCT/EP00/10478
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Die Glutathion-S-Transferase Tl kommt u.a. in der Le-
ber und in Erythrozyten vor und vermittelt die
Glutathion-Konjugation mit halogenierten Kohlenwas-
serstoffen und Epoxiden. Bei etwa 25 % der bisher un-
tersuchten deutschen Bevdlkerung wurde in Erythro-
zyten keine Enzymaktivitdt der Glutathion-S-Trans-
ferase gefunden. Durch den Genotyp 00 wird das Fehlen
des Genes flir diese Glutathion-S-Transferase ange-
zeigt. Der 0-Genotyp wird daher als Risikofaktor an-
gesehen, well hier die GSTT1 vermittelte Aktivitat
gegeniiber DNA-schddigenden Peroxiden und anderen Me-
taboliten vermindert ist. Bekannte toxische Substrate
der GSTT1l sind u.a. Methylbromid, Ethylenoxid und Me-
thylenchlorid.

Das gleichzeitige Fehlen beider Enzyme, d.h. der ge-
netische Null-Typ fiir GSTM1 und GSTT1 wurde in 10 %
der kaukasischen Bev&lkerung gefunden. Flir diesen Be-
volkerungsanteil ergibt sich folglich ein erhoOhtes

Risiko aufgrund verminderter Entgiftungskapazitat.

Die geltenden MAK-Werte {max. Arbeitsplatzkonzentra-
tionen) bertcksichtigen derzeit nicht den Anteil an

genetisch bedingt empfindlichen Menschen.

Um die individuelle Belastungsfahigkeit mit Umwelt-
chemikalien zu bestimmen bzw. um bei erkrankten Per-
sonen die richtige Therapie zu ermitteln, wird nach
dem Stand der Technik ein Belastungstest durchge-

fihrt, tber den auf die Entgiftungsfahigkeit und da-
mit Enzymaktivit&t dieses Individuums geschlossen

werden kann. Dies erfolgt nach dem Stand der Technik
durch Gabe einer Testsubstanz, die durch die zu un-
tersuchenden Enzyme abgebaut wird und anschliefende
Bestimmung der Clearance des jeweiligen Individuums

fiir diese Substanz.
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Nachteilig hieran ist, daR die Bestimmung der
Enzymaktivitdten nur iber eine zusdtzliche Belastung
der Person mit einer Chemikalie bestimmt werden kann.
Eine derartige Bestimmungsmethode verbietet sich ins-
besondere bei Kindern oder Personen mit reduziertem
Allgemeinzustand oder Personen, von denen bekannt
ist, daB sie bereits stark schadstoffbelastet sind.
Daher kann dieses Verfahren nicht in jedem Falle an-
gewandt werden, insbesondere nicht bel Personen, bei
denen aufgrund ihrer Schadstoffbelastung die Bestim-
mung der Enzymaktivit&dt zur Ermittlung der geeigneten

Therapie besonders wichtig ware.

Demgegeniiber schlagt die DE 197 38 908, die auf die-
selben Erfinder wie die vorliegende Erfindung zurlck-
geht, vor, genetische Polymorphismen von Genen in In-
dividuen zu bestimmen, die fiir ein Enzym aus dem Ent-
giftungsstoffwechsel kodieren. Der Polymorphismus

kann dabei sowohl in der Anlage eines Genes als auch
in verschiedenen allelischen Variabilitdten eines

oder mehrerer polymorpher Gene bestehen.

Das in der DE 197 38 908 vorgeschlagene Verfahren ist
jedoch extrem aufwendig und kann nur von einzelnen
spezialisierten Laboren durchgefithrt werden. Denn fir
dieses Verfahren ist es erforderlich, eine Multipli-
kation der DNA eines Menschen durchzufilhren, wozu ei-
ne erhebliche molekularbiologische Kenntnis sowie ein
HochstmaB® an experimenteller Erfahrung gehort. Denn
die Entwicklung entsprechender Reaktionsansé&tze, bei-
spielswelse fir eine Polymerase-Kettenreaktion, ist
aufwendig und erfordert zum sicheren Gelingen eine
weit iiber das Durchschnittskonnen des Fachmanns er-
forderliche Erfahrung und Kenntnis. Nachteilig an dem

in der DE 197 38 908 vorgeschlagenen Verfahren ist

PCT/EP00/10478
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daher, daBl dieses nicht von jedem beliebigen Labor-
arzt bzw. medizinischen Labor nachvollzogen werden

kann.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein
Diagnose-Kit, ein Mikroarray, ein Verfahren sowie
Verwendungen hiervon zur Verfiigung zu stellen, mit
denen die menschliche Entgiftungsfahigkeit auf einfa-
che Art und Weise von jedem beliebigen Labor standar-

disiert bestimmt werden kann.

Diese Aufgabe wird durch das Diagnose-Kit nach An-
spruch 1, dem Mikroarray nach Anspruch 21, das Ver-
fahren nach Anspruch 28 sowie die Verwendungen nach
Anspruch 45 geldst. Vorteilhafte Weiterbildungen fin-

den sich in den jeweiligen abhidngigen Anspriichen.

Das erfindungsgemdBe Diagnose-Kit enthalt dabei die
zur Durchfihrung einer Polymerrasekettenreaktion er-
forderlichen Substanzen, wie sie auch von verschiede-
nen Herstellern angeboten werden. Weiterhin enthalt
das Diagnose-Kit mindestens ein Paar Oligonukleotide,
die als Reverseprimer und Forwardprimer bei der Am-
plifikation mittels Polymerasekettenreaktion erfor-
derlich sind. Derartige Oligonukleotide werden auch
bei den erfindungsgemdlen Verfahren eingesetzt. Die
Oligonukleotide der Paare sind dabel erfindungsgemdf
so ausgesucht, daB eine Amplifikation eines DNS-
Abschnittes erfolgt, der zumindest fiir einen Teil des
Enzyms GSTT1 des tierischen Entgiftungsstoffwechsel
kodiert. Erfolgt somit eine Amplifikation eines DNS-
Abschnittes, so kann einfach festgestellt werden, ob
ein Gen fir das Enzym GSTT1 vorliegt. Damit ist eine

Null-Typ-Bestimmung mdglich.

Um weiterhin auch verschiedene Allele desselben Genes
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zu erfassen, werden in den erfindungsgemaBen Verfah-
ren verwendet bzw. in das Diagnose-Kit fir Jjedes der
Allele verschiedene Oligonukleotide gegeben, so dab
eine Amplifikation eines Alleles nachgewiesen werden
kann. Dies kann beispielsweise auch so geschehen, dab
die Oligonukleotide fiir die einzelnen Allele sich
derart unterscheiden, daB Bereiche der DNS der Allele
amplifiziert werden, die sich beispielsweise durch
eine Schnittstelle flir ein Restriktionsenzym unter-

scheiden.

Die Erfassung eines Gens bzw. seiner Allele kann auch
mittels des erfindungsgem&Ben Mikroarrays, z.B. eines
DNA-Chips, erfolgen, wobei die einzelnen Zellen des
Chips Oligonukleotide aufweisen, die spezifisch mit
bestimmten Abschnitten der nachzuweisenden Gene hy-
bridisieren. Zum Aufbau und dem Einsatz von DNS-Chips
wird beispielhaft allgemein auf die EP 0 373 203 ver-
wiesen. Der Nachweis kann dabei ohne Amplifikation
direkt oder auch erst nach Amplifikation des gesuch-
ten DNS-Abschnittes erfolgen. In gleicher Weise kann
der Nachweis ohne oder erst nach Restriktionsverdau
der DNS bzw. eines amplifizierten DNS-Abschnittes
hiervon in kiirzere DNS-Abschnitte durchgefihrt wer-

den.

Vorteilhaft an dem erfindungsgem#dfen Diagnose-Kit,
dem erfindungsgemidBen Verfahren sowie dem erfindungs-
gemaBen Mikroarray ist es, dab jeder Laborarzt und
jedes medizinische Labor sowie jedes wissenschaftli-
che Labor, das derartige Untersuchungen durchfuhrt,
samtliche aufeinander abgestimmte Substanzen gegebe-
nenfalls in einem einzigen Diagnose-Kit, zur Verfi-
gung erhdlt, bzw. daB jegliche Vorbereitungsarbeiten
fiir die Labore entfallen und auf einfache Art und

Weise der Polymorphismus bestimmt werden kann. Insbe-
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sondere sind die Primer-Oligonukleotide bzw. die Oli-
gonukleotide des Mikroarrays bereits ausgetestet, so
daB die Hauptarbeit bei der Entwicklung entsprechen-
der Oligonukleotide entfidllt.

Damit ist es erstmals moglich, die Bestimmung von Po-
lymorphismen und des individuellen Entgiftungspoten-
tials von einzelnen Patienten in grofem MafBstabe und
am jeweiligen Ort des Patienten auf einfache und ko-
stenglinstige Weise durchzufthren. Denn hierzu bend-
tigt der einzelne Laborarzt bzw. das einzelne medizi-
nische Labor lediglich noch einen erfindungsgeméfen
Mikroarray, einen herkdémmlichen Thermoscycler (PCR-
Gerat) und/oder ein Gerit zur Auftrennung der einzel-
nen amplifizierten DNS-Fragmente. Dies kann bei-
spielsweise eine Gelelektrophorese-Einheit oder ein
Kapillarelektrophoresegerat sein. Ein derartiges her-
kommliches Kapillarelektrophoresegerdt wird bei-
spielsweise von der Firma Perkin Elmer Biosystems™
unter dem Namen "PE ABI Prism Genetic Analyser 310"™
vertrieben. Entsprechende Thermocycler fur die Ampli-
fication der DNS werden beispielsweise von der Firma
Perkin Elmer Biosystems™ unter dem Namen "GenAmp
2400"™ bzw. auch "GenAmp9600"™ vertrieben.

Zur leichteren Erfassung der amplifizierten DNS-
Abschnitte kann jeweils mindestens eines der Oligonu-
kleotide eines Paares mit einem Fluorophor gekenn-
zeichnet sein, so daB hierdurch auch eine automati-
sierte BAuswertung anhand der spezifischen Fluores-

zenzemission der jeweiligen Fluorophore moglich ist.

Insgesamt wird durch das erfindungsgemdRe Diagnose-
Kit, Mikroarray bzw. Verfahren die Bestimmung des Po-
lymorphismusses von Entgiftungsenzymen jedermann auf

einfache, sichere und standardisierte Welse ermdg-

PCT/EP00/10478
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licht.

ErfindungsgemdB kann das Diagnose-Kit auch dahinge-
hend weitergebildet werden, dafl dem Diagnose-Kit
nicht nur Oligonukleotide fiir die Bestimmung eines
einzelnen Enzymes sondern auch weitere Oligonukleo-
tidpaare flir die Bestimmung weiterer Gene von Entgif-
tungsenzymen beigegeben werden. In gleicher Weise
kann der erfindungsgemdfie Mikroarray auch Felder vor-
sehen, die Oligonukleotide aufweisen, mit denen wei-
tere Gene von Entgiftungsenzymen nachgewiesen werden

kénnen.

In diesem Falle ist es dem Anwender méglich, auf ein-
fache Art und Weise nicht nur eine Null-Typ-
Bestimmung oder eine Allelbestimmung eines einzelnen
Enzymes durchzufiihren sondern zugleich weitere Enzyme
zu bestimmen. So ist es ihm beispielsweise moglich,
Informationen sowohl iiber die GSTM1 als auch die
GSTT1 zu erfassen, und dadurch beispielsweise das
"drug-resistence"-Phdnomen in der Chemotherapie fir
einen Patienten vorherzusagen.

Im folgenden sollen einige Beispiele erfindungsgema-
Rer Kits und erfindungsgemdBer Verfahren beschrieben

werden.

Ein erster Kit ermbglicht eine Multiplex-Null-Typ Be-
stimmung mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) der
Gene fur GSTM1 und GSTT1 mit markierten Oligonukleo-
tiden als Primer fir einen Nachweils lber das Gerat

Perkin Elmer ABI Prism Genetic Analyzer 310.

Als Substanzen, die fir die PCR noétig sind, enthalt
der Kit die folgenden Inhaltsstoffe getrennt in ein-
zelnen Behaltnissen:

PCT/EP00/10478
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10 pl PCR-Puffer (10 x Puffer, z.B. der Fa. Promega)

8 pl MgCl, (25 mM)

2 pnl dNTPs (10 mM) (Desoxi-Nucleotid-Triphosphate,
z.B. Guanin (G), Adenin (A),
Cytosin (C), Thymin (T))

pl Primer GSTM1 fw (10 pmol/pl)

pl Primer GSTM1 rv (10 pmol/ul)

pl Primer Albumin fw (10 pmol/pl)

pl Primer Albumin rv (10 pmol/ul)

pl Primer GSTT1 fw (10 pmol/pl)

pl Primer GSTT1 rv (10 pmol/nl)

nl Template DNS (83 ng/ul)

61,5 pl H,O bidest.

0,5 pl Tag-Polymerase (5U/upl) (z.B. der Fa. Promega)

AN NN

Dabei sind die Oligonukleotdie GSTM1 fw, die als Vor-
wiarts—-Primer dienen, mit dem Farbstoff Fam (Car-
boxyflucrescein) markiert, der Vorwarts-Primer fir
Albumin mit Ned (Fluoreszenzfarbstoff der Fa. PE Bio-
systems) markiert und der Vorwarts-Primer flur GSIT1
mit Hex (4, 7, 2', 4', 5', 7'-Hexachloro-6-Carboxy-

fluorescein) markiert.

Die einzelnen Primer besitzen die folgende Nukleo-
tidabfolgen:

GSTM1 fw: GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C;

GSTM1 rv: GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G;

GSTT1 fw: TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC;

GSTT1 rv: TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA;

Albumin fw: GCC CTC TGC TAA CAA GTC CTA C
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sowie

Albumin rv: GCC CTA ARAA AGA AAA TCG CCA ATC

Weiterhin kann das Kit einen Fluoreszenzstandard
(Rox-Standard, Rox = 6-carboxy-X-rhodamin) als Lan-
genstandard fiir die FragmentgréBenzuordnung enthal-

ten.

Weiterhin enthilt das Kit die Verfahrensbeschreibung

fiir die Amplifikation der DNS mit den folgenden Para-

metern:

95 °C 94 °C 64 °C 72 °C 72 °C 4 °C
2 min 1 min 1 min 1 min 5 min s
Preheat 30 x Hold 1 Hold 2

Die Auswertung kann nun beispielsweise Uber Gelelek-
trophorese erfolgen. Hierzu wird ein 2, %2iges Gel
(SeaKem LE™, Biozym™) gegossen, ein Marker (100 bp-
ladder) mitaufgetragen und das Gel bel einer Spannung
von 100 mV fiir 45 Minuten zur Auftrennung laufenge-
lassen. Die interne Kontrolle fir das Gen fur Albumin
besitzt eine Liange von 350 bp und muB in jedem Ansatz
positiv sein. Die GSTM1 besitzt eine Lénge von 218 bp
und die GSTT1 eine Linge von 480 bp. Die letzten bei-
den Gene sind als DNS-Banden im Gel nur bei Vorhan-
densein eines funktionellen Gens zu sehen, anderen-
falls liegt der jeweilige Null-Typ vor.

Figur 1 zeigt ein derartiges Gel, bei dem die Banden
fiir die GSTT1 (T1l) bei 480 bp, fir das Gen fur Albu-
min (A) bei 350 bp sowie fiir das Gen GSTM1 (M1) bei
219 bp deutlich in den Spuren 3 und 4 zu erkennen

sind. Spur 2 enth#dlt als Standard Markersubstanzen.



10

15

20

25

30

35

WO 01/36670

13

In diesem Falle liegt also folglich sowohl das Gen
fiir GSTM1 als auch das GSTT1-Gen vor.

Figur 2 zeigt eine entsprechende Auswertung mittels
Kapillarelektrophorese durch das Gerdt PE ABI Prism
Genetic Analyzer 310™. Auch hier sind die entspre-
chenden Banden bei den entsprechenden Fragmentlingen
(in Basenpaaren) deutlich zu erkennen. Die Ho&hen der
einzelnen Banden sind dabei von den verwendeten Fluo-
reszenzmarkern abhidngig und geben daher selbst keine
quantitative Information. Die weiteren Banden stellen
den ROX-Standard dar, der die Zuordnung der Fragment-

grofen ermdglicht.

Figur 3 zeigt die Ergebnisse einer weiteren Untersu-
chung mittels Kapillarelektrophorese. Hierbei treten
neben den Banden des Rox-Standards lediglich die Ban-
den des Albumin-Standards (A) und der GSTT1 (T1l) auf.
Offensichtlich liegt beziiglich der GSTM1 ein Nulltyp

vor.

In einem weiteren Beispiel wurde ein Kit verwendet
fiir die Variantenbestimmung der GSTMl mit markierten

Oligonukleotiden als Primern.

Die Glutathion-S-Transferase Ml ist in zweierlel Hin-
sicht durch einen genetischen Polymorphismus ausge-
zeichnet. Zum einen kann eines oder beide der (auf
den paarweisen Chromosomen befindlichen) fur die
Glutathion-S-Transferase M1 codierenden Gene GSTMI
fehlen und dadurch ein bei Vorhandensein zweier Gene
GSTM1 homozygoter Typus, ein bei lediglich eines Ge-
nes GSTM1 heterozygoter Typus sowie ein bei Fehlen
beider Gene wiederum homozygoter Null-Typus entste-
hen. Zum anderen fihrt der Austausch von Guanin (G)

gegen Cytosin (C) an Position 2619 von einem Enzymtyp

PCT/EP00/10478
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B zu einem Enzymtyp A, wobeil der heterozygote AB-Typ

die hoéchste potentielle Enzymaktivitat aufweist.

Durch die Bestimmung der genomischen Allelvariationen

eines Individuums lassen sich daher die potentielle

Entgiftungsfahigkeit und damit die potentiellen Bela-

stungsgrenzwerte sowie die fur dieses Individuum dar-

aus folgende geeignete Therapie bestimmen.

Der zur Bestimmung dieser Allelvariabilit&at dienende

Kit enthilt die folgenden, fiir die PCR erforderlichen

Substanzen, jeweils in getrennter Einzelverpackung:

10 pnl PCR-Puffer (10 x Puffer, z.B. der Fa. Promega)

8 1l
2 nl

nl
pl
nl
ul
65,5

NN

MgCl, (25 mM)

dNTPs (10 mM) (Guanin (G), Cytosin (C),
Adenin (A), Thymin (T)

Primer GSTM1 fw (10 pmol/pl)

Primer GSTM1-A (10 pmol/ul)

Primer GSTM1-B (10 pmol/ul)

Template DNA (83 ng/pl)

nl H,0 bidest.

0,5 pl Tag-Polymerase (5U/ul) (z.B. der Fa. Promega)

Dabei sind die Oligonukleotide GSTM1-A mit dem Fluo-
rophor Hex markiert und die Oligonukleotide GSTM1-B

mit dem Fluorophor Fam markiert. Die Oligonukleotide

weisen dabei die folgende Basenfolge auf:

GSTM1 fw: GCT TCA CGT GTT ATG GAG GTT C fur beide Al

lele der GSTMI1;

GSTM1-A : TTG GGA AGG CGT CCA AGC GC;
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GSTM1—-B : TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG.

Weiterhin enthilt das Kit eine Anweisung mit folgen-
dem PCR-Programm:

PCT/EP00/10478

94°C 94°C 57°C 72°C 94°C |57°C 72°C 4°C

3min 45sec |1 min |1,5min|30sec|30 sec|{45sec*|w

heat |

Pre- 4 x 30 x Hold 1

*plus 3 sec pro Zyklus

Die bei dem genannten PCR-Programm amplifizierten
DNS-Segmente weisen eine Lange von 132 bp auf. Der
Nachweis erfolgt wiederum iiber Kapillarelektrophorese
mit den in den Figuren 4 und 5 dargestellten Ergeb-
nissen. Dabei ist mit M1-B jeweils die Bande gekenn-
seichnet, die durch das 132 bp lange DNS-Stuck der
Variante B der GSTM1 entsteht und mit dem Fluorophor
FAM makriert ist, wihrend M1-A die Bande kennzeich-
net, die durch das 132 bp lange DNS-Stiickes der Vari-
ante A der GSTM1 entsteht.

Alternativ kann die Auswertung auch lber Gelelektro-
phorese erfolgen. Hierzu wird ein 2,5 %iges Gel (Sea-
Kem LE Biozym™)

neben dem PCR-Produkt auch ein Marker (100 bp-Ladder)

gegossen, wobei dann anschliefiend

mitaufgetragen wird, um den PCR-Erfolg zu prifen. Das
Gel lauft dann mit einer Spannung von 100 mV fdr 45
Miputen. Um mittels Gel-Elektrophorese zwischen der
Variante A und B zu unterscheiden, wird das PCR-

Produkt einem Restriktionsverdau unterworfen. Denn
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Variante A enthilt eine Schnittstelle fir Haell und
wird in zwei Fragmente von 116 bp und 16 bp Lange
zerteilt, wihrend Variante B keine Schnittstelle fir
das Restriktionsenzym HaeIl enthilt. Daraufhin wird
ein 4 %iges Gel fir die Auftrennung kleinerer Frag-
mente (Biorad) gegossen, wobel wiederum ein Marker
(100 bp-Ladder) mitaufgetragen wird. Das 4 %ige Gel
13uft dann bei einer Spannung von 100 mV fir eine
Stunde. Bei diesem Gel kénnen nun die entsprechenden
Banden bei 116 bp und 16 bp fiir die Variante A und
fir 132 bp fiir die Variante B des Genes GSTMI1 erkannt

werden.

Figur 6 zeigt ein derartiges Gel fir verschiedene
Proben in verschiedener Gelspuren, bei dem sowohl die
116 bp-Bande ("GSTM1-A" fir Variante A) als auch die
132 bp-Bande ("GSTM1-B" fir Variante B) zu erkennen
ist. Die zweite Spur von links enthdlt als Standard
Markersubstanzen. Die Spuren 4, 6, 9 entsprechen Pro-
ben, die das Gen fir die GSTM1 Variante B enthalten,
wahrend die Spuren 3, 5, 7, 8, 10 bis 14 Proben mit
dem Gen fiir die GSTM1 Variante A enthalten.
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Patentanspriiche
1. Diagnose-Kit fiir die Bestimmung der menschlichen

Entgiftungsfahigkeit mit

mindestens einem Paar Oligonukleotide (Reverse-
primer, Forwardprimer), wobei die beiden Oligo-
nukleotide eines Paares als Primer zur Amplifi-
kation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils
eines der beiden komplementaren Striange eines

gesuchten DNS-Abschnittes geeignet sind, und

wobel der gesuchte DNS-Abschnitt zumindest flir
einen Teil eines Enzyms des tierischen Entgif-

tungsstoffwechsels kodiert.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daB es die zur Durchfih-
rung einer Polymerasekettenreaktion erforderli-

chen Substanzen enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden
Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, daB es als
zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion
erforderliche Substanzen eine Pufferldsung, Ma-
gnesiumchlorid, Desoxynukleotid-Triphosphate,

sowle eine hitzestabile Polymerase enthalt.



10

15

20

25

WO 01/36670

PCT/EP00/10478

18

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daB es als hitzestabile
Polymerase eine Polymerase aus Thermus aquaticus

(Tag-Polymerase) enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB zumindest
eines der beiden Oligonukleotide eines Paares
von Oligonukleotiden mit einem Fluorophor mar-

kiert ist.

Diagnose~Kit nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daBl es als
Positivkontrolle eine DNS-Probe mit dem gesuch-

ten DNS-Abschnitt enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl es
weiterhin fir eine Kontrollbestimmung einen
Abschnitt einer filir ein Albumin kodierenden DNS
sowie zwel Oligonukleotide, die jeweils als
Primer zur Amplifikation zumindest eines Ab-
schnitts jeweils eines der beiden komple-
mentaren Strange der flr das Albumin kodierenden

DNS geeignet sind, enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden

Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR er zwel
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bzw. mehrere Paare Oligonukleotide fiur DNS-
Abschnitte jeweils zweler bzw. mehrerer ver-

schiedener Gene bzw. Genvarianten enthalt.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daR die mehreren ver-
schiedenen Gene bzw. Genvarianten fiir verschie-
dene Enzyme bzw. flir verschiedene Varianten

desselben Enzyms kodieren.

Diagnose-Kit nach einem der beiden
vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB die mehreren verschiedenen
Gene fiir GSTM1 und/oder GSTT1 und/oder
verschiedene Varianten des Enzyms GSTMI1

kodieren.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dal es zur Bestimmung
des Vorhandenseins des Enzyms GSTMl ein Paar
Oligonukleotide mit den folgenden Sequenzen auf-

welst:
GRAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C und

GTT GGG CTC AARA TAT ACG GTG G

Diagnose-Kit nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daB es zur Bestimmung des Vorhanden-
seins des Enzyms GSTT1 ein Paar Oligonukleoctide

mit folgenden Sequenzen aufwelst:
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TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC und

TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA.

Diagnose-Kit nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daB es zur Bestimmung des Vorhanden-
seins und gegebenenfalls der vorhandenen Varian-
ten des Enzyms GSTM1 zweil Paare Oligonukleotide

mit folgenden Seguenzen enthalt:

GCT TCA CGT GTT ATG GAG GTT C identisch fir bei-

de Paare und
TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw.

TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daB die beiden Oligonu-
kleotide

TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw.

TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG

jewells mit zueinander verschiedenen Fluoropho-

ren markiert sind.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dall es

welterhin

eine Anleitung zur Durchfiihrung der Polymer-

asekettenreaktion,
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eine Anleitung zur Durchfihrung einer Fragment-

analyse enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dal er eine An-
leitung zur Durchfithrung eines Restriktions-
verdaus mit anschlieflender Gelelektrophorese

enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB er ein
Schema zur Auswertung der erhaltenen MeRergeb-

nisse enthdalt.

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daR es einen
Mikroarray (DNS-Chip) enth&dlt, wobei der Mikro-
array eine Anzahl Zellen (Felder) aufweist und
in mindestens einer Zelle ein Oligonukleotid an-
geordnet ist, das mit einem der gesuchten DNS-

Abschnitte hybridisiert.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Abschnitt,
dadurch gekennzeichnet, daB in mindestens einer
welteren Zelle des Mikroarrays ein weiteres Oli-
gonukleotid angeordnet ist und die Sequenz des
Oligonukleotids, das in der mindestens einen
Zelle angeordnet ist, sich von der Seqguenz des

weiteren Oligonukleotids unterscheidet.
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20. Diagnose-Kit nach einem der beiden vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in

mindestens zwei Zellen jeweils ein Oligonukleo-

o

tid angeordnet ist, wobei die in verschiedenen
Zellen angeordneten Oligonukleotide jeweils mit
verschiedenen gesuchten DNS-Abschnitten hybridi-

sieren.

10 21. Mikroarray, beispielsweise DNS-Chip, mit einer
Anordnung von mehreren, voneinander getrennten
Zellen (Feldern), dadurch gekennzeichnet, dal in
mindestens einer Zelle ein Oligonukleotid ange-
ordnet ist, das mit einem DNS-Abschnitt hybridi-

15 siert, der fir einen Teil eines Enzyms des Ent-

giftungsstoffwechsels kodiert.

22. Mikroarray nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB in mindestens einer

20 weiteren Zelle ein weiteres Oligonukleotid ange-
ordnet ist, wobei die Sequenz des Oligonukleo-

tids, das in der mindestens einen Zelle angeord-

net ist, sich von der Sequenz des weiteren 0li-

gonukleotids unterscheidet.

25

23. Mikroarray nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge-
kennzeichnet, dafl in mindestens zwel Zellen je-
weils ein Oligonukleotid angeordnet ist, wobel

die in verschiedenen Zellen angeordneten Oligo-
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nukleotide jeweils mit verschiedenen gesuchten

DNS-Abschnitten hybridisieren.

Mikroarray nach einem der Anspriiche 21 bis 23,
dadurch gekennzeichnet, daB die gesuchten DNS-
Abschnitte flr einen Teil der Enzyme GSTT1
und/oder GSTM1 kodieren.

Mikroarray nach einem der Ansprlche 21 bis 24,
dadurch gekennzeichnet, daB zumindest einer der
gesuchten DNS-Abschnitte Position 2619 des Gens
enth&dlt, das fir das Enzym GSTM1 kodiert.

Mikroarray nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daR zumindest einer der
gesuchten DNS-Abschnitte an Position 2619 ein

Cytosin oder ein Guanin aufweist.

Mikroarray nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daf ein gesuchter DNS-
Abschnitt an Position 2619 ein Guanin und ein
welterer gesuchter DNS-Abschnitt an Position

2619 ein Cytosin aufweist.

Verfahren zur Bestimmung der Entgiftungsfahig-
keit eines Menschen, dadurch gekennzeichnet, das
das Vorhandensein und/oder die allelische Varia-

bilitdt zumindest eines Gens erfalt wird, das

RECTIFIED SHEET (RULE 91)
ISA/EP
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fir ein Enzym des tierischen Entgiftungsstoff-

wechsels kodiert.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB das Vorhandensein oder
Fehlen der Glutathion-S-Transferase GSTTl1 erfaft

wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB die Entgiftungsfahig-

keit in zunehmender Reihenfolge
00 < A0,AA bestimmt wird,

wobei 00 fiir das Fehlen beider Gene der GSTT1
und A0 bzw. AA fiir das Vorhandensein eines oder

beider Gene der GSTT1 steht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 30,
dadurch gekennzeichnet, daB das Vorhandensein
und/oder verschiedene Varianten der Glutathion-

S-Transferase GSTM1 erfalt wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB erfaBt wird, ob an Po-
sition 2619 eines oder beider menschlicher Gene
der GSTM1 sich ein Guanin oder ein Cytosin be-
findet.

RECTIFIED SHEET (RULE 91)
ISA/JEP
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Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ent-
giftungsfahigkeit in zunehmender Reihenfolge

00 < AO0,BO,AA,BB < AB bestimmt wird,

wobei 00 fiir das Fehlen beider Gene der GSTM1,
AQ bzw. BO fir das Vorhandensein eines Gens der
GSTM1, AA,BB fiir das Vorhandensein zweier Gene
mit jeweils Cytosin an Position 2619 (A) bzw.
Guanin an Position 2619(B) und AB fiir das Vor-
handensein je eines Gens der GSTM]1 mit Cytosin

(A} bzw. Guanin(B) an Position 2619.

Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 33,
dadurch gekennzeichnet, daB aus einer Probe des
Menschen DNS oder c-DNS isoliert und zumindest
teilweise vervielfdltigt und anschlieRBend die
allelische Variabilitat und/oder das Vorhanden-
sein oder Fehlen eines Gens erfaft wird, das fiir

ein Enzym des Entgiftungsstoffwechsels kodiert.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB die DNS durch Polyme-

rasekettenreaktion vervielfaltigt wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB die Polymeraseketten-

reaktion mit einem Paar Oligonukleotide durchge-

RECTIFIED SHEET (RULE 91)
ISA/EP

PCT/EP00/10478
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fiihrt wird, die die folgenden Sequenzen aufwei-

seln.:

TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC und

TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB eines der beiden Oli-
gonukleotide mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar-

kiert ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 37,
dadurch gekennzeichnet, daB die Polymeraseket-
tenreaktion mit einem Paar Oligonukleotide
durchgefithrt wird, die die folgenden Sequenzen

aufweisen.

GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C und

GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB eines der beiden 0li-
gonukleotide mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar—

kiert ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 39,
dadurch gekennzeichnet, dal die Polymeraseket-

tenreaktion mit zwel Paaren Oligonukleotiden
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durchgefiihrt wird, die die folgenden Sequenzen

aufweisen:

GCT TCA CGT GTT ATG GAG GTT C identisch fir bei-

de Paare und
TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw.

TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, dabl die beiden Oligonu-
kleotide

TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw.

TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG

jeweils mit zueinander verschiedenen Fluoropho-

ren markiert sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 41,
dadurch gekennzeichnet, daB die vervielfaltigte
DNS durch geeignete Restriktionsenzyme wverdaut
und anhand der erzeugten DNS-Bruchstiicke die al-
lelische Variabilitédt bzw. das Vorhandensein
oder Fehlen eines Gens erfalbt wird, das flr ein

Enzym des Entgiftungsstoffwechsels kodiert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 37, 39 oder
41, dadurch gekennzeichnet, daf zum Nachweis der
vervielfaltigten DNS die von der vervielfaltig-
ten DNS abgegebene Fluoreszenzstrahlung erfaft

wird.
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Verfahren nach einem der Anspriche 28 bis 43,
dadurch gekennzeichnet, daB die Erfassung der
allelischen Variabilitat bzw. das Vorhandensein
oder Fehlen eines Gens mittels eines Mikroarrays

nach einem der Anspriiche 21 bis 27 erfolgt.

Verwendung eines Diagnose-Kits, Mikroarrays
und/oder eines Verfahrens nach einem der vorher-
gehenden Anspriche zur Bestimmung der Anwesen-
heit bzw. des Fehlens von Genen und/oder zur Be-
stimmung der vorhandenen Varianten von Genen fir

Enzyme des Entgiftungsstoffwechsels.

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur
Bestimmung des Nulltyps bzw. des Genpolymorphis-
muses fur das Enzym Glutathion-S-Transferase

GSTT1 und gegebenenfalls GSTMI.
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