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ii     Kurzfassung 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Fragestellung, ob weitere ADME-Gene CNVs 

aufweisen und ob diese genetischen Varianten einen funktionellen Einfluss auf den 

Phänotyp und Arzneimittelmetabolismus haben. 

Dazu wurde systematisch das Vorkommen von CNVs der wichtigsten ADME-Gene 

(n=340) in drei unabhängigen Datensätzen untersucht. In einer öffentlichen Datenbank 

für genomische strukturelle Varianten (DGV; dgv.tcag.ca) wurde die Position der AD-

ME-Gene mit den dort beschriebenen CNV-Positionen aus HapMap-Proben abgegli-

chen. Zusätzlich wurden in gesunden (n=269) und malignen (n=351) humanen Leber-

proben des TCGA-Projektes (http://cancergenome.nih.gov/) prozessierte SNP-

Mikrochipdaten ausgewertet. In einer am IKP Stuttgart etablierten Biobank (IKP148), 

die 150 Leberproben mit europäischer Herkunft und vollständiger klinischer und demo-

graphischer Dokumentation umfasst, wurde mit Hilfe eines ADME-panelbasierten next 

generation Exonsequenzierungsprojektes (NGS) die Kopienzahl der 340 ADME-Gene 

detektiert. Dafür wurde eine Methode entwickelt und ein bioinformatischer Arbeitsab-

lauf angewendet, der die Abdeckung der einzelnen Sequenzierungen auswertet und 

daraus die relative Kopienzahl für jedes Gen und Exon bestimmt. Die Ergebnisse wur-

den mittels real time PCR und spezifischen TaqMan CNV-Assays validiert. Für die 

funktionelle Assoziationsanalyse wurde in 50 gesunden TCGA-Leberproben auf Gen-

expressionswerte einer RNA-Sequenzierung zurückgegriffen. In lymphoblastoiden Zell-

linien der HapMap-Proben (LCL) und den IKP148-Leberproben wurden normalisierte 

Intensitäten eines Expressionsmikrochips zur funktionellen Analyse verwendet. Zusätz-

lich lagen in den Leberproben (IKP148) bereits Protein und Enzymaktivitätsdaten für 

einzelne ADME-Gene vor. Weitere Proteinexpressionsdaten wurden mit WesternBlot 

Analysen bestimmt. 

Mit diesem systematischen Ansatz konnten alle bekannten, pharmakologisch wichtigen 

CNVs in Phase I und II Genen, wie CYP2A6, CYP2D6, GSTM1, GSTT1, SULT1A1 und 

UGT2B17 in allen untersuchten Datensätzen bestätigt werden. Weitere CNVs, die teil-

weise bereits bekannt waren oder noch nicht als funktionell beschrieben wurden, fan-

den sich ebenfalls in der Phase I und II Gruppe, wie CES1, CYP2E1, CYP21A2, 

UGT2B15 und UGT2B28. Seltene CNVs (<1%) betrafen überwiegend Transporterge-

ne, wie zum Beispiel ABCA2, SLC2A4 und SLC47A1. Zudem wurden in den Leberpro-

ben (IKP148) mit der NGS-Methode CYP2A6 und CYP2D6 CNVs feinkartiert. Mit einer 

Auflösung auf Exonebene wurden Hybridallele der beiden Gene mit dem jeweiligen 

Pseudogen festgestellt und bestätigt. Auch die funktionelle Analyse bestätigte die posi-

tive Assoziation von CNVs der Gene CYP2A6, CYP2D6, GSTM1, GSTT1, SULT1A1 

und UGT2B17 mit der mRNA Expression in allen drei Kohorten. In den IKP148-

Leberproben wurde mit der Kombination aller genetischen Informationen aus dem 
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fach höheres DNA-Adduktlevel als Träger mit nur einer SULT1A1 Genkopie. Träger 

mehrerer SULT1A1 Kopien können daher unter Umständen leichter, schneller und öf-

ter ein kritisches DNA-Adduktlevel erreichen, das zu einem höheren Krebsrisiko führen 

kann. Weiterführende Fall-Kontroll-Studien sollten daher, neben der Menge an aufge-

nommenem Methyleugenol, die SULT1A1 Kopienzahl berücksichtigen. 

Schlagwörter: Pharmakogenetik, Pharmakogenomik, Kopienzahlvariation, CNV, hu-

mane Leber, Arzneimittelmetabolismus, dosis-sensitiv, dosis-insensitiv, Expression, 

Phänotyp, Assoziation, NGS, Exonsequenzierung 
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Abstract    ix 

mRNA and protein expression were significantly correlated to the DNA adducts, e.g. 

higher SULT1A1 expression resulted in higher adduct levels. This emphasized the role 

of SULT1A1 in the in vivo metabolism in human liver samples. As mentioned above, 

there were individuals (IKP148) carrying one, two, three, four and five copies of 

SULT1A1. Deletions were found less frequent (4%) than duplications (36%). The CNVs 

were significantly associated with the SULT1A1 mRNA and protein expression. This 

result was consistent to previous studies investigating the association between 

SULT1A1 CNVs and enzyme activity. The methyleugenol DNA adduct levels were also 

significantly associated to the SULT1A1 copy number. Carriers of at least three gene 

copies exhibited a 2.8-fold higher DNA adduct level compared to donors carrying only 

one SULT1A1 gene copy. As a consequence this could mean that individuals with mul-

tiple SULT1A1 copies reach faster, more often and more easily critical and ultimate 

adduct levels which increase the risk for developing cancer. Future studies should clari-

fy whether methyleugenol intake as well as the individual SULT1A1 CNV make-up in-

fluences the risk of cancer.  

Keywords: pharmacogenetics, pharmacogenomics, copy number variation, CNV, hu-

man liver, drug metabolism, gene dosage, expression, phenotype, association, NGS 
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2014). Die Enzyme katalysieren eine Monooxidation, welche meistens zu einer Hydro-

xylierung des Substrates führt. Endet der Sauerstoff allerdings nicht im Substrat, 

spricht man von einer entkoppelten Reaktion, die zu reaktiven Sauerstoffspezies (reac-

tive oxygen species, ROS) führt. Diese entkoppelte Reaktion ist in der CYP-Familie 

unterschiedlich stark ausgeprägt und eine Charakteristik des CYP2E1 Enzyms, was 

dessen Rolle in toxischen Prozessen erklärt (Caro and Cederbaum, 2004). Weitere 

Enzyme der Phase I sind Alkohol Dehydrogenasen oder Esterasen, zu denen die Fa-

milie der Carboxylesterasen (CES1-3) gehört. 

Enzyme der Phase II erhöhen durch eine Konjugation mit diversen geladenen Sub-

stanzen weiter die Polarität und Wasserlöslichkeit des exogenen Substrats. Am häu-

figsten finden Reaktionen wie eine Sulfatierung, Glucuronidierung oder Glutathion-

Konjugation statt. Die wichtigsten verantwortlichen Enzyme des Phase II Arzneimittel-

metabolismus sind Glutathion S-Transferasen (GST), Sulfotransferasen (SULT) oder 

UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT). Daneben sind noch verschiedene Methyltrans-

ferasen (TPMT) oder N-Acetyltransferasen (NAT) von Relevanz (Jancova et al., 2010). 

Humane GST-Enzyme sind in die vier Klassen Alpha (GSTA1-A4), Mu (GSTM1-M5), 

Pi (GSTP1), Kappa (GSTK1) and Theta (GSTT1, GSTT2) eingeteilt und im Zytosol, 

Mitochondrium oder endoplasmatischem Retikulum exprimiert (Jancova et al., 2010). 

Als Substrat kommen alle Stoffe in Frage, die mit der Thiolgruppe des Glutathion rea-

gieren können. Darunter fallen Xenobiotika, wie industrielle Zwischenprodukte, Pestizi-

de, Chemotherapeutika und endogene Stoffe, wie Prostaglandine und ROS. Die biolo-

gische Funktion ist vielfältig und erstreckt sich über Detoxifizierungsreaktionen, Hor-

monsynthese und Bioaktivierung und Inhibierung von Xenobiotika (Hayes et al., 2005). 

Bisher sind in Säugetieren 117 Gene der UGT-Superfamilie beschrieben worden (Fa-

milien UGT1-3 und UGT8). Deren grundlegende Funktion ist die Glucuronidierung von 

exogenen (Medikamente, chemische Karzinogene und Umweltschadstoffe) und von 

endogenen Substanzen (Bilirubin, Steroidhormone, Schilddrüsenhormone und Gallen-

salze) (Mackenzie et al., 2005; Riedmaier et al., 2010). Ungefähr 40-70% der in der 

Klinik eingesetzten Medikamente werden von einem der UGT-Enzyme glucuronidiert 

(Wells et al., 2004). Im Detail wird die Bindung von einem Glucuronsäuremolekül an 

ein freies nukleophiles O-, N-, S-, oder C-Atom des Substrates katalysiert. Das entste-

hende Produkt kann dann leicht über die Galle oder den Urin ausgeschieden werden 

(Jancova et al., 2010). 

SULTs kommen im Zytosol oder membrangebunden vor. Insgesamt sind 76 Isoformen 

bekannt. Die im Zytosol exprimierten Enzyme der Familien SULT1-5 sulfonieren eine 

Bandbreite von endogenen Substanzen (Hormone, Neurotransmitter), Medikamenten 
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der nächsten Generation (NGS) verwendet (Erläuterungen dazu siehe unten). Die Da-

tenbank für genomische strukturelle Varianten (MacDonald et al., 2014) sammelt seit-

her alle CNV-Informationen genomweiter Studien in gesunden Personen, stellt die Da-

ten online frei zur Verfügung und erlaubt so eine Übersicht des variablen humanen 

Genoms (siehe1.5). 

Es sind bisher vier Mechanismen diskutiert, die zur CNV-Entstehung beitragen. Dazu 

gehören die Retrotransposition, die nicht-allelische homologe Rekombination (NAHR), 

die Verbindung von nichthomologen Enden (non-homologeous end joining; NHEJ) und 

das Blockieren der Replikationsgabel und der Wechsel des DNA Strangs (fork stalling 

and template switching; FoSTeS) (Zhang et al., 2009). NAHR und NHEJ kommen bei 

DNA Doppelstrangbrüchen als Reparaturmechanismen in Frage, während ersteres 

auch in der Meiose zur Rekombination und damit zur CNV-Entstehung in der Keim-

bahn beiträgt. Während der NAHR lagern sich nicht-allelischen Sequenzen mit hoher 

Ähnlichkeit aneinander an und es kommt zum Austausch von Sequenzen. Eine Re-

kombination innerhalb eines Chromatids resultiert immer in einer Deletion. Eine Re-

kombination zwischen zwei Chromatiden führt zu einem reziproken Austausch oder 

einer Deletion und der reziproken Duplikation (Gu et al., 2008). Die Häufigkeit von 

NAHR korreliert mit dem Auftreten von Sequenzen mit hoher Sequenzsimilarität, deren 

Länge sowie deren Lage im Genom. Als Hotspots und Quellen sind Pseudo- und para-

loge Gene sowie segmentale Duplikationen (SD) beschrieben (Sharp et al., 2005). Wie 

bereits angedeutet, kommen unterschiedliche Methoden zur Detektion von CNVs in 

Frage. Zu den genomweit anwendbaren Methoden gehören Oligo- und SNP-

Mikrochips oder NGS-Verfahren. Die relative Kopienzahl von einzelnen Genen kann 

mit einer Echtzeit-PCR (qPCR) und speziellen TaqMan Assays bestimmt werden. 

Oligo-Mikrochips basieren auf der Hybridisierung von zwei markierten Proben (Test 

und Referenz) an Sonden, typischerweise lange Oligonukleotide, die Teile des Ge-

noms repräsentieren. Über den Vergleich der Signalintensitäten kann die Kopienzahl 

bestimmt werden. Der Einfluss der Referenzprobe auf das Ergebnis muss allerdings 

beachtet werden. Eine Deletion in der Referenzprobe ist dabei nicht von einer Duplika-

tion in der Testprobe zu unterscheiden. Obwohl diese Chips neuerdings auf die eige-

nen Ansprüche und Bedürfnisse angepasst und mit hoher Sondendichte angeboten 

werden, wird heutzutage eher auf SNP-Mikrochips zurückgegriffen. Diese Chips bieten, 

neben der Genotypisierung von SNPs, eine Detektion von CNVs, die ebenfalls über 

den Vergleich der Signalintensitäten erfolgt (Redon et al., 2006). Ein Unterschied und 

der große Vorteil gegenüber Oligo-Mikrochips ist die Verwendung von Iog2 Intensitäts-

verhältnissen (log-R-Verhältnis; LRR) gegenüber allen Proben und nicht nur einer Re-

ferenzprobe. Zusätzlich können die jeweiligen berechneten Häufigkeiten der SNP-
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Allele in einer Probe (B-Allelfrequenz; BAF) zur CNV-Detektion hinzugezogen werden 

(Wang et al., 2007). Durch dieses Vorgehen werden falsch-positive Ergebnisse mini-

miert. Durch die unterschiedliche Anzahl und Position der Sonden können sich Ergeb-

nisse, die mit Mikrochips unterschiedlicher Hersteller gewonnen wurden, stark unter-

scheiden (Alkan et al., 2011). Eine weitere Methode ist ein NGS Ansatz, der in naher 

Zukunft die genetische Analyse mit Mikrochips ersetzen könnte (Wheeler et al., 2008). 

Die enorme Datenmenge und die dafür benötigte rechnerische und bioinformatische 

Leistung darf allerdings nicht außer Acht gelassen werden. Es gibt drei Strategien, die 

am häufigsten zur CNV-Detektion in NGS Daten verwendet werden. Alle analysieren 

das Anlagern der sequenzierten Segmente (reads) an das Referenzgenom und be-

stimmen über eine unnatürliche Signatur oder ein abweichendes Muster der reads die 

CNVs und deren Art (Alkan et al., 2011; Abbildung 2). Die Methode der gepaarten 

reads (read pair) vergleicht dabei die Spannweite und Orientierung der von beiden Sei-

ten sequenzierten Segmente (paired-end) und erkennt Widersprüche gegenüber dem 

Referenzgenom. Die Bruchpunktkartierung (split read) untersucht den Beginn und das 

Ende eines CNVs und funktioniert am erfolgreichsten mit längeren reads (Medvedev et 

al., 2009). Die Analyse der Abdeckung (read depth) nimmt an, dass die Sequenzierung 

über alle Bereiche gleichförmig verläuft und die Anzahl der reads normalverteilt ist. Die 

Zahl der reads steigt also proportional mit der Kopienzahl einer Region an (Campbell et 

al., 2008). Dementsprechend werden in einer deletierten oder duplizierten Region we-

niger oder mehr reads zugeordnet (Medvedev et al., 2009; Abbildung 2). 

 

Abbildung 2: Übersicht über drei Ansätze mit denen man in NGS-Daten CNVs und deren Art (Deletion 

oder Duplikation) detektieren kann. Die Methode der gepaarten reads (read pair) analysiert die Zuordnung 

von gepaarten reads an das Referenzgenom. Die Abdeckungsanalyse (read depth) bestimmt über die Zu- 

oder Abnahme der reads die Kopienzahl. Die dritte Methode (split reads) detektiert während der Zuord-

nung an das Referenzgenom die exakten Bruchpunkte der Variation. Dieses Verfahren benötigt in der 

Regel längere reads als die anderen Methoden. Das Schema wurde von Alkan et al. (2011) übernommen. 
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Die Deletion von CYP2D6 (CYP2D6*5) betrifft das komplette Gen. Individuen mit einer 

homozygoten Deletion weisen also keine Proteinexpression und damit keine Enzymak-

tivität auf und der Metabolismus von CYP2D6 Substraten ist ultimativ beeinträchtigt. 

Die betroffenen Personen werden als Langsam-Metabolisierer (poor metabolizer; PM) 

klassifiziert. Die CYP2D6 Genedeletion *5 kommt weltweit in 3-5% der Individuen vor. 

Im Gegenzug wurde gezeigt, dass in Personen mit einer Duplikationen von funktionel-

len CYP2D6 Allelen (CYP2D6*1, CYP2D6*2 und CYP2D6*35) die CYP2D6 Enzymak-

tivität gesteigert ist. Die Biotransformation ist somit in Individuen, die eine Duplikation 

erben, schneller. Sie werden deshalb als schnelle Metabolisierer (ultrarapid metaboli-

zer; UM) bezeichnet (Zanger and Schwab, 2013). 1-5% der Personen europäischer 

Abstammung tragen ein dupliziertes CYP2D6 Allel. In manchen Populationen afrikani-

scher Herkunft liegt die Frequenz bei 10-50% (Ingelman-Sundberg, 2005). Neben den 

Deletionen und Duplikationen kommen weitere Allele und Kombinationen mit SNPs 

(siehe oben) und Genkonversionen mit dem Pseudogen CYP2D7P1 vor (Gaedigk et 

al., 2012; Schaeffeler et al., 2003). Die humane CYP-Allel-Nomenklatur-Datenbank 

(http://www.cypalleles.ki.se/; Zugriff August 2015) listet aktuell mehr als 75 Allele für 

den CYP2D6 Genlocus auf. Für eine Vielzahl an Medikamenten wie Antiarrhythmika 

(Propafenon, Metoprolol), Antidepressiva und Opioide wie Codein, wurde ein genotyp-

abhängiger Metabolismus festgestellt. Letzteres wird von CYP2D6 pharmakologisch 

aktiviert und der CYP2D6 Genotyp beeinflusst somit die Wirkungseffizienz und die Si-

cherheit des Schmerzmittels. In Personen mit mehreren Genkopien (UMs) führt der 

erhöhte Metabolismus zu lebensbedrohlichen Opioid-Vergiftungen (Madadi et al., 

2007). 

Auch in der CYP2A6 Genregion wurden sowohl Deletionen (CYP2A6*4A-H) als auch 

Duplikationen (1X2A and *1X2B) beobachtet, die beide jeweils die Expression und En-

zymaktivität beeinflussen (Fukami et al., 2007; Rao et al., 2000). Neben den CNVs 

kommen weitere nicht-funktionelle Allele wie *9, *35 und Hybridallele mit dem Pesudo-

gen CYP2A7 (*12) vor (Haberl et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass der Metabolismus 

von Nikotin durch die CYP2A6 CNVs beeinflusst wird und dadurch das Rauchverhalten 

und die Suchtanfälligkeit in CYP2A6 CNV-Trägern verändert ist (Mwenifumbo and Ty-

ndale, 2007). 

Duplikationen der kompletten CYP2E1 Genregion (10q26.3) sind in Individuen mit eu-

ropäischer, afrikanischer und asiatischer Abstammung beschrieben (MacDonald et al., 

2014; Martis et al., 2013). Bisher zeigte eine Assoziationsstudie einen Einfluss der 

10q26.3 Duplikation, die neben CYP2E1 auch weitere Gene einschließt, auf Adipositas 

und Stoffwechselparameter (Yang et al., 2013). Allerdings konnte eine weitere Studie 

keinen Zusammenhang zwischen CYP2E1 CNVs und der Reaktion auf Alkohol fest-

http://www.cypalleles.ki.se/
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stellen (Webb et al., 2011). Der CNV-Einfluss auf die CYP2E1 Expression und die En-

zymaktivität wurde bisher noch nicht molekular entschlüsselt. 

Während Deletionen von GSTM1 und GSTT1 sehr häufig sind (in 50% und 30% der 

Individuen mit europäischer Abstammung), fehlen Duplikationen weitestgehend in den 

meisten Populationen (He et al., 2011). Beide Enzyme sind, wie bereits erwähnt, in der 

Detoxifizierung von endogenen und exogenen Substanzen beteiligt. Die jeweilige ho-

mozygote Deletion beider Gene ist deshalb mit unterschiedlichen Krebsentitäten, wie 

Kolonkrebs, Leukämie und diversen Toxizitäten assoziiert (Das et al., 2009). 

Pharmakogenetische Studien zeigten, dass SULT1A1 ebenfalls von CNVs betroffen 

ist. So sind Deletionen und häufige Duplikationen des Gens beschrieben (Hebbring et 

al., 2007). Wobei Deletionen bisher nur in Personen mit europäischer Abstammung 

(4.7%), nicht aber in Individuen mit afrikanischer Abstammung beschrieben sind. Da-

gegen finden sich drei oder mehr Kopien in 26% bzw. 62% der Individuen (Hebbring et 

al., 2009). Die CNVs korrelieren signifikant mit der Enzymaktivität und erklären einen 

großen Teil der Aktivitätsvariabilität (Hebbring et al., 2009; Yu et al., 2010). 
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fanden. Wie bereits beschrieben, beeinflussen Technologie und Verfahren der CNV-

Bestimmung die Länge und Position der detektierten strukturellen Variante. Ein BAC-

Klon Mikrochip tendiert dazu, die Grenzen einer Variante zu überschätzen. Im Gegen-

satz dazu eignen sich NGS-Methoden besser zur Detektion von kürzeren Varianten mit 

einer medianen Länge von 740bp. Allerdings treten Schwierigkeiten bei der Identifizie-

rung von sehr langen CNV-Segmenten auf (Alkan et al., 2011). Wie in Abbildung 3 zu 

erkennen ist, wurden im CYP2A6 Genlocus von einer Vielzahl von Studien CNVs mit 

unterschiedlicher Größe und Position detektiert. Dabei kann sich die Lage und Position 

von Segmenten in ein und derselben Probe unterscheiden. Dies ist exemplarisch für 

die Studien von Redon et al. (2006), McCarroll et al. (2008) und Conrad et al. (2009) 

gezeigt (Abbildung 3). Die drei Studien verwendeten zwar dieselben HapMap-Proben, 

aber unterschiedliche Verfahren mit unterschiedlichem Auflösungsvermögen. Darüber 

hinaus sagt die Anzahl der annotierten Segmente einer Genregion nichts über die Fre-

quenz der in der Region vorkommenden CNVs aus. In DGV sind CNVs einer Studie, 

die in mehreren Proben an ungefähr der gleichen Position und mit der gleichen Länge 

detektiert wurden, zu einer CNV-Region (CNVR) zusammengefasst. Aufgrund dieser 

Einschränkungen sollte bei der Auswertung der Datenbank folgende Faustregel befolgt 

werden: DNA-Regionen, die in unterschiedlichen Studien oder mit verschiedenen Me-

thoden als CNV identifiziert wurden, sind verlässlichere und wahrscheinlichere CNV-

Kandidaten als Regionen, in denen nur Einzelbeobachtungen oder nur sehr lange Va-

rianten detektiert wurden. Um als CNV-assoziierter Kandidat zu gelten, sollte deshalb 

ein Gen von mindesten zwei Varianten, die von unterschiedlichen Studien detektiert 

wurden, komplett überlappt werden (MacDonald et al., 2014). 
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Gerät oder Material Hersteller 

SDS-PAGE Kammer Bio-Rad, München, Deutschland 

Fuji LAS-1000 CCD Kamera  Raytest, Straubenhardt, Deutschland 

Zentrifuge 5414 C Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

2.1.4 Antikörper 

Tabelle 3: Weitere Materialien und Laborbedarf. 

Antikörper Hersteller, Klon Referenz 

Anti-CYP2E1 (Maus, monoklonal, 1:10000) 2-106-12/ Frank Gonzalez (Gelboin et al., 1996) 

Anti-SULT1A1 (Kaninchen, Serum, 1:10000 ) Hans Ruedi Glatt - 

Anti-Maus IRD800 (Ziege, 1:10000) LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA 

Anti- Kaninchen IRD800 (Ziege, 1:10000) LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA 

Anti-Maus Peroxidase (Ziege, 1:10000) DC02L, Oncogene 

 

2.1.5 20x TaqMan Assays® 

2.1.5.1 mRNA Expressionsassays 

Zielgen Assay Nummer/ Referenz Zielbereich 

CYP2D61 (Toscano et al., 2006) Exons 5-7 

CYP2A61 (Haberl et al., 2005) Exons 5-6 

CYP2E1 Hs00559368_m1 Exons 6-7 

RPLP0 4326314E Exon 3 

1Selbst designed 

2.1.5.2 Assays für die Kopienzahlbestimmung 

Zielgen Assay Nummer Zielbreich 

CYP2D6 Hs00010001_cn Exon 9 

CYP2A6 Hs07545275_cn Intron 7 

CYP2E1 Hs00010003_cn Promoter 

CYP2E1 Primer 1: Exon 5 



file:///F:/Promotion/www.genedata.com
http://www.biomart.org/
http://goo.gl/MMvd6b
http://bioconductor.jp/packages/3.0/bioc/html/cn.mops.html
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/support/software/real-time-pcr/copycaller.html
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/GenomicRanges.html
http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/Gviz.html
http://www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg_v3.php
http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html
http://www.ubuntu.com/
http://cran.r-project.org/web/packages/MASS/index.html
http://epicenter.ie-freiburg.mpg.de/services/microsniper
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.microsoft.com/de-de/download/office.aspx
http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/
http://compbio.uthsc.edu/miRSNP
http://www.proteinatlas.org/
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Abbildung 6: Schema zur CNV-Bestimmung in NGS-Daten über die Anzahl der abgelesenen DNA-

Abschnitte pro Zielabschnitt. A Als graue Rechtecke sind zwei Exons eines Genes dargestellt das in un-

terschiedlichen Zuständen (deletiert, normal und dupliziert) vorliegt. Nach der Zuordnung der abgelesenen 

DNA Abschnitte (rote Balken) kann über deren Anzahl Rückschlüsse auf den CNV-Status der Probe ge-

zogen werden. B Arbeitsablauf der CNV-Detektion mit der Statistiksoftware R. 

Zuerst wurde die Abdeckung, das heißt die absolute Anzahl der reads mit dem 

cn.mops.1.12.0 Paket in R für jeden sequenzierten Exonbereich ermittelt. Nach einer 

Mediannormalisierung der Abdeckung wurde für jedes Gen und Probe mit einer zuvor 

erstellten Referenzprobe ein Verhältnis der Abdeckung berechnet. Die Referenzprobe 

wurde dabei aus dem Median der zuvor normalisierten Abdeckung erstellt und wurde 

als Probe mit zwei Kopien definiert. Das Verwenden einer Referenzprobe hat sich in 

anderen Arbeiten als sehr effizientes Werkzeug der CNV-Bestimmung erwiesen 

(Krumm et al., 2012; Sathirapongsasuti et al., 2011). Für die CNV-Detektion für jedes 

Gen (Genebene) wurden alle Exonverhältnisse eines Gens erneut per Median zusam-

mengefasst und in einer Clusteranalyse einer Kopienzahl zugeordnet (VGen; Abbildung 

7A). Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wurden zunächst die Werte zentriert 

und standardisiert (z-Wert) und anschließend ein p-Wert über einen zweiseitigen 
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Abbildung 9: A Genomweite Übersicht der in DGV eingetragenen CNVs. Blaue Balken zeigen CNVs, rote 

Banden Inversionsbruchpunkte und in Grün sind segmentale Duplikationen dargestellt. B Histogramm der 

Länge aller in DGV gelisteten CNVs. Übernommen aus DGV (MacDonald et al., 2014). 

3.1.1.2 Allgemeines CNV-Vorkommen in ADME-Genen in DGV 

Die Genloci der 340 ADME-Gene wurden mit den Start- und Endpunkten der in der 

Datenbank registrierten CNVs abgeglichen. Nur CNVs, die die Filterkriterien erfüllten 

(siehe 2.2.1) und das Zielgen komplett einschlossen, wurden in der Analyse berück-

sichtigt. In den ADME Regionen wurden insgesamt 13.912 Deletionen und 2.793 Dup-

likationen gefunden, die sich auf 25% der Phase I, 33% der Phase II, 30% der Trans-

porter, 12% der Modifizierer und 32% der ADME-verwandten Genregionen aufteilten 

(Tabelle S1). Darunter befanden sich neben den pharmakologisch relevanten Genen 

mit bereits beschriebenen CNVs wie z.B. CYP2D6, CYP2A6, GSTT1, GSTM1, 

UGT2B28 und UGT2B17, auch weitgehend unbekannte CNVs in Genen der Phase I 

und II wie CYP2E1, UGT2B15, UGT2B11 und verschiedenen Transportern (Tabelle 

S1). Bemerkenswert war der Toptreffer CYP2E1, in dessen Genregion von 13 Studien 

40 CNVs gefunden wurden. Allerdings traten diese selten auf (Deletion= 1%; Duplikati-

on= 5%). Die Frequenzen zwischen Gewinn- und Verlustvarianten unterschieden sich 

in den ADME-Gruppen. So waren Duplikationen in der Gruppe der Phase I und II Gene 
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häufiger (durchschnittliche Frequenz von 3% und 6%) als Duplikationen in Transpor-

tern, ADME-Verwandten und Modifizierer (durchschnittliche Frequenz jeweils kleiner 

als 1%). Deletionen waren weit häufiger und fanden sich mit einer jeweiligen durch-

schnittlichen CNV-Frequenz von 12% in Phase I, 15% in Phase II, 7% in Transportern 

und ADME-verwandten Genen und 14% in der Gengruppe der Modifizierer. Wie in Ab-

bildung 10 zu erkennen ist, waren die meisten CNVs selten (<5%). Deletionen mit Fre-

quenzen größer als 30% wurden in den Genen GSTT1, GSTM1 und UGT2B28 gefun-

den (Tabelle S1). 

 

Abbildung 10: Absolute Häufigkeiten der CNV-Frequenzen. 

3.1.1.3 Populationsabhängige ADME-weite CNV-Verteilung 

Aus Populationsstudien von SNP-Datensätzen war bekannt, dass sich Allelfrequenzen 

zwischen unterschiedlichen Populationen stark unterscheiden können. Deswegen wur-

de die Analyse auf Proben des HapMap-Projektes, die sich einer bestimmten Populati-

on zuordnen ließen, beschränkt. In 596 Proben mit afrikanischer, asiatischer und euro-

päischer Abstammung wurden CNVs in 19% der Phase I, 24% der Phase II Gene, 11% 

der Transporter, 4% der ADME-Verwandten und 3% der Modifizierer detektiert. In Pro-

ben mit afrikanischer Herkunft (YRI, n=195) wurden durchschnittlich 4,64 CNVs pro 

Probe gefunden. In Proben aus dem asiatischem Raum (CHB & JPT; n=217 Proben) 

waren es 4,34 CNVs pro Donor. Proben mit europäischer Abstammung (CEU, n=184) 

trugen durchschnittlich 4,26 CNVs in ADME-Genen. Die marginalen Unterschiede zwi-

schen der europäischen Population und den anderen waren signifikant (p< 0.006). Wie 

in Tabelle 6 gezeigt, war das Vorkommen der CNVs in den einzelnen ADME-Gruppen 

je Population unterschiedlich. Zum Beispiel wiesen 11% und 13% der Phase I Gene 

CNVs in YRI- und CEU- Proben auf. Im Gegensatz dazu fanden sich in 5% in der asia-
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Mikrochips), welches aus dem Vergleich einer Probe und einer Referenz (NA10851 

oder NA15510) die Kopienzahl ermittelte. Aus dem Vergleich aller Quellen konnte eine 

Deletion in den Genen GSTM1, GSTT1, UGT2B28 oder UGT2B17 in ebendiesen Re-

ferenzproben nachvollzogen werden. Deswegen wurde beim Vergleich einer Probe mit 

zwei Genkopien gegen die Referenzprobe mit einer Kopie fälschlicherweise drei Gen-

kopien vorhergesagt (Abbildung 11, gekennzeichnet mit einer Raute). Auffällig war, 

dass keine strukturellen Varianten in Proben aus dem asiatischen Raum für CYP2D6 

oder SULT1A1 gefunden wurden und auch in den anderen zwei Populationen das Vor-

kommen von Deletionen und Duplikationen in beiden Genen im Vergleich zu bekann-

ten Daten selten war. 

 

Abbildung 11: Übersicht über die Häufigkeiten der ADME-CNV Genotypen in DGV im Populationsver-

gleich. Blaue Kreise zeigen Duplikationen, rote Dreiecke Deletionen. Datengrundlage sind CNV-

Informationen in DGV (Stand Oktober 2014) aus HapMap-Proben (CHB= Han Chinese aus Beijing, China; 

n= 112; JPT= Japaner aus Tokyo, Japan; n= 105; YRI= Yoruba aus Ibadan, Nigeria; n= 195; CEU= Ein-

wohner mit Nord- und Westeuropäischer Vorfahren aus Utah, USA; n= 184) von 10 Studien (siehe Tabelle 

S2). Mit einer Raute sind falsch positive strukturelle Varianten gekennzeichnet. Das untersuchte Gen wies 

in der Referenzprobe keine Kopienzahl von zwei aus. 

3.1.2 CNV-Auswertung in Leberproben des TCGA-Projektes 

Die Ergebnisse in dieser Arbeit basieren auf Daten, die vom TCGA-

Forschungsnetzwerk produziert wurden (http://cancergenome.nih.gov/). In der Daten-

bank des TCGA-Projektes findet man Phänotypisierungs- und Genotypisierungsdaten 

von gepaarten Biopsien aus hepatozellulären Karzinomen (HCC) sowie aus gesundem 
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Lebergewebe. Für das Leberkarzinom Projekt sind genomweite CNV- und Genexpres-

sionsdaten, sowie klinische und demografische Informationen zu den jeweiligen Gewe-

ben und Donoren frei zugänglich und analysierbar. 

3.1.2.1 Deskriptive Analyse der genomweiten CNV-Verteilung in humanen 

TCGA-Lebergewebe 

Im gesunden Gewebe der Leberdonoren (n= 348) des TCGA-Konsortiums konnten 

insgesamt 36.767 Segmente (autosomale Varianten) identifiziert werden die als CNV 

definiert wurden und von denen 94% mit strukturellen Varianten, die bereits in DGV 

beschrieben waren, überlappten (siehe Methode 2.2.3.1). Der Vergleich der bestimm-

ten CNVs in dieser Arbeit mit CNV-Treffern einer Studie in DGV, die den gleichen 

SNP-Mikrochip verwendete (Altshuler et al., 2010) zeigte, dass die berechneten Län-

gen der CNVs signifikant übereinstimmten (Abbildung 12A; rs=0.92; p< 2.2e-16). Die 

mediane Abweichung der Start und Endpunkte betrug dabei 2kb, wobei die meisten 

CNVs nur eine 1kbp Abweichung von Start- und Endpunkt aufwiesen (Abbildung 12B). 

 

Abbildung 12: A Vergleich der ermittelten Längen der CNV-Regionen dieser Arbeit und Altshuler et al. 

(2010) B Verteilung der Abweichung des Betrags von Start und Endpunkten der vergleichbaren CNVs. 

Pro Patient wurden durchschnittlich 106 CNVs gefunden, wobei signifikant (Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test; p< 2e-16) mehr Deletionen (nMittelwert= 62) als Duplikationen 

(nMittelwert = 44) beobachtet wurden. Im Tumorgewebe war die CNV-Anzahl signifikant 

(gepaarter t.test p< 2.2e-16) erhöht. Im Gegensatz zum gesunden Gewebe unter-

schied sich interessanterweise im Tumor die Anzahl der Deletionen (n= 106) und der 

Duplikationen (n= 109) pro Spender nur noch minimal (Abbildung 13B). Im Tumor war 

eine generelle Zunahme von langen strukturellen Varianten (Länge> 1000kb) zu be-

obachten (Abbildung 13A & C). Am signifikantesten war die Zunahme von langen Dup-
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likationen und in den Chromosomen 1,5,6,8 und 20 (> 2,2-fache Zunahme; Abbildung 

13A & C). 

 

Abbildung 13: CNV-Verteilung und Länge in den TCGA-Leberproben. A Vorkommen der CNVs pro Chro-

mosom im gepaarten Vergleich von gesundem Lebergewebe und hepatozellulärem Karzinomgewebe. B  

Durchschnittliche CNV-Anzahl und C CNV-Länge je TCGA-Probe. Die Proben wurden nach CNV-Art und 

Gewebetyp gruppiert. 

3.1.2.2 CNVs von ADME-Generegionen im TCGA-Datensatz 

Ein Abgleich der Positionen der 340 untersuchten ADME-Gene und CNV-

Bruchpunkten ergab, dass in Afroamerikanern 3,5%, in Weißen 10,9% und in Asiaten 

7,6% der ADME-Gene mit CNVs assoziiert waren. Durchschnittlich wurden in Afroame-

rikanern 3,4 in Weißen 2,9 und in Asiaten 3,3 CNVs pro Patient gefunden (Insgesamt 

waren es 3,1 CNVs pro Donor). Gene mit CNVs, die in jeder Population in mindestens 

10% der Proben gefunden wurden, waren hauptsächlich Gene der Phase II Gruppe, 

wie z.B. GSTT1, GSTM1, UGT2B17 und UGT2B28. In allen Populationen wurden 

CNVs der Phase I Gene CYP2A6 und CYP2E1 gefunden. CNVs in Transportern (z.B. 
























































































































































































