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1. Einleitung

Die Genotypisierung des gesamten Genoms in epidegschen Studien erfordert die
Untersuchung von DNA mit hoher Qualitat, meisteesvgnnen aus Blut. Viele Methoden
ermdglichen die Gewinnung von genetischem Matetae das personliche Treffen mit den
Probanden. Zusatzlich erhéhen einfache und nictatsive Techniken wie Speichelproben
die Teilnahmebereitschaft. Fur unsere Studie hawberfProbanden, die durch einen Online-
Fragebogen fir Schlafgewohnheiten bereits pharggrpi wurden, DNA Speichelkits

zugesandt. Hier berichten wir Uber die Ergebnisse & Methoden fir Isolierung von DNA

aus Speichelproben, sowie Uber die Rickmeldunéadranden.

1.1 DNA Isolierung

Die Genforschung beginnt mit der Sammlung von DNoben. Dabei ist es wichtig
maoglichst viele Proben zu untersuchen, um repraseatErgebnisse liefern zu kénnen. Fir
Studien wird DNA haufig aus frischem vendsem Bluleio aus Mundschleimhautzellen

isoliert. Die DNA soll von guter Qualitat und Quait sein.

Das frische venodse Blut ist beztglich dieser zveeaPeter eine hervorragende DNA Quelle.
Die Blutentnahme erfordert jedoch einen schmerehafEingriff (Venenpunktion) durch

medizinisch ausgebildetes Fachpersonal, was digeKayhoht. Die Invasivitat der Methode
kann viele Probanden einschichtern und dadurcfielleahmerate deutlich reduzieren. Die
komplizierte Aufbewahrung und Logistik der Blutpesberschwert die Sammlung von DNA
aus weiten geografischen Regionen. Alle diese Th&amachen in letzter Zeit alternative
DNA Quellen fir epidemiologische Studien Ublich. dier Literatur sind verschiedene
Methoden beschrieben, DNA aus der Mundhdhle zu msevi. Die Studie von Hansen et al.
(2007) zeigte, dass nur 31% von den eingeladenebaRden eine Blutprobe abgaben,

wahrend 72% eine Speichelprobe, 80% eine Zytohipsdde mit Mundschleimhautzellen

6



und 76% eine Probe auf FTA™ Karte mit Mundepithidre zurtickschickten. Die DNA
Isolierung aus bukkalen Epithelzellen ist eine imnf&ufiger benutzte Methode in

epidemiologischen Studien.

Allgemein gibt es zwei Verfahren fur die SammlungnvMundschleimhautepithelien:
»trocken” und ,nass“. die trockenen Verfahren bemum Zytobirsten, Wattestdbchen oder
andere Methoden, um Zellen von der oralen Schlaimndiazuschaben (Saab et al., 2007). Die
nassen Verfahren benutzen Mundspullésungen odestséén Speichel, die dann in einem
speziellen Behéalter abgegeben werden. Nachteiligdre nassen Verfahren sind die meistens
alkoholhaltigen Mundspullésungen, die ein brennen@efihl auf die Mundschleimhaut

hervorrufen (Garcia-Closas et al., 2001).

Einige Studien haben gezeigt, dass die Mundspiilfesu - Verfahren einen hohen DNA
Gehalt von guter Qualitat liefern (Feigelson et 2001, Le Marchand et al., 2001, Heath et
al., 2001). Andere Studien haben die Mundwasseit dem Bursten — Verfahren verglichen
und haben gefunden, dass die ersten gegenUber wieiterz bzgl. der DNA Quantitat

Uberlegen sind (King et al., 2002).

Die isolierte DNA Menge variiert stark, abh&ngignvder entsprechenden Methode. Die
mittlere DNA Menge, gewonnen mit Wattestdbchen,li& pug (Cozier et al.,, 2004). Die
Methode mit ,Guthrie” Karten liefert mittlere DNA &hgen von 2,3 pug (Harty et al., 2000).
Mit Zytobirsten - und Mundwasser - Methode gewim#n 6,8 pug (Garcia-Closas et al.,
2001) bzw. 35,1ug (Le Marchand et al.,, 2001) DNAer Dnittlere DNA Gehalt mit der
Oragene® Methode liegt bei 110 pg (DNA Genotek &ir). Zum Vergleich gewinnt man

30 ug DNA aus 1 ml Blut (Lench et al., 1988).

Das Oragene® Kit dient der ,sicheren Entnahme viNAD- Proben aus Humanspeichel*

(DNA Genotek Inc.).Der Hersteller verspricht: nichtinvasive Methode 8elbstentnahme
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von Speichel, hohe Probandenteilnahmerate, Langgertung bei Raumtemperatur moglich,

DNA Quantitat vergleichbar mit der von Blut, kompadk Design fur den Postversand.

Im Vergleich zu anderen Methoden wie Mundwasserigsund Zytoburstchen bietet das
Oragene® Kit héhere DNA Qualitat und Quantitat, moduverlassigkeit fur ,downstream”
Anwendungen, niedrigeren Bakteriengehalt von 6,81%0/ergleich zu bis zu 88,5 % bei

anderen Methoden (DNA Genotek Inc., 2005).

Das Oragene® Kit ist der Blutentnahme wegen folgend\spekten Uberlegen: hdhere
Bereitschaft der Probanden zur Teilnahme wegen dehmerzlosen Selbstenthahme im
Vergleich zu Blutenthahme, niedrigere Kosten, dien&hpunktion entfallt, sicheres

Handhaben, niedriges Infektionsrisiko, einfache DN@lierung (DNA Genotek Inc.).

Ein wesentlicher Nachteil sowie der Oragene® alshaallen anderen Methoden zur
Gewinnung von DNA aus Speichel ist die Kontaminmatioit bakterieller DNA. So enthalt
die isolierte genomische DNA auch die Erbinformatimn Bakterien. Fur die kostspieligen
genomweiten Analysen muss die humane DNA Konzeatrasehr prézise sein, eine

Kontaminierung mit fremder DNA kann zu grof3en miatean Verlusten fuhren.

1.2 Speichelzusammensetzung

Der Speichel ist ein Gemisch der Sekrete der grofdenkleinen Speicheldriisen und besteht
zu 99% aus Wasser. Neben seinen Aufgaben zur Betewg und Verdauung hat der
Speichel auch antibakterielle Eigenschaften (ehthalsozym) und beschleunigt die
Blutgerinnung. Ferner findet man im Speichel in i®pueine Vielzahl von Stoffen, z.B.
Proteine, Aminoséauren, Vitamine, Hormone, Immunglole und Enzyme sowie

blutgruppenspezifische Substanzen. An lonen siter@nderem Kalzium, Natrium, Kalium,



Eisen, Phosphat, Chlor und Fluorid enthalten. Ddidps Speichels liegt im schwach sauren

Bereich bei 6,7-6,8 (Lehmann, 1998).

Auch zellulare Elemente sind im Speichel enthaltés. handelt sich dabei sowohl um
desquamierte Epithelzellen der Mundschleimhaut (Abh als auch um Leukozyten und
gelegentlich um Erythrozyten (Lehmann, 1998). Deenkaltigen Zellen sind die Quelle der

DNA.
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Abb. 1. Menschliche Epithelzelleaus der Wangenschleimhaut(Quelle: Park Systems

Corp., KANC 4F, lui-Dong, 906-10 Suwon 443-270,r&a).

Weiterhin findet man im Speichel zahlreiche Mikmganismen, die in einer bunten
Mischflora vorkommenDas Sekret der Speicheldrisen wird steril sezernied bietet den

Mikroorganismen der Mundhdohle gute Lebensbedingarfgehmann, 1998).



1.3Zusammensetzung der oralen Mikroflora

Der Keimgehalt des Speichels ist aufRerordentlichhh&@o konnte man bisher ca. 300
verschiedene Arten von Mikroorganismen aus der oigichien Mundhohle isolieren (Keller,
1994). Dabei handelt es sich um aerobe, fakulttaerobe und obligat anaerobe Bakterien,
Viren, Protozoen und Pilze (Braunig, 2003). Die tealen reprasentieren dabei einen
besonders hohen Anteil der oralen Flora, zu demallem die Streptokokken mit 30 — 60%
gehoren (Braunig, 2003). Als haufigster Streptokaskkei gesunden Mundverhaltnissen zeigt
sich der S. salivarius (Kang et al., 2006). Andeiafige Vertreter der oralen Mikroflora sind

Prevotella und Veillonella (Kang et al., 2006).

Es gibt allerdings kaum eine Keimart, welche nig#legentlich in der Mundhdohle
angetroffen werden kann (Berger, 1955). Die oralkrdflora variiert in Abhangigkeit von

der oralen Gesundheit des Menschen.

Studien haben gezeigt, dass der mittlere Gehdbiakterieller DNA in den isolierten Proben
66,0% (Feigelson et al., 2001) und 50,5% mit dem Mundwaskbew. 88,5% mit dem
Burstenverfahren (Garcia-Closas et al., 2001)Mstglichen mit diesen Methoden zeigt die
Oragene® Methode mit 6,8% den niedrigsten Gehalbalkterieller DNA (Chartier et al.,
DNA Genotek Bulletin, 2005).

Um die bakterielle Kontaminierung zu verringernpéa wir einige Optimierungsmethoden
entwickelt und dann die Ergebnisse mit der Null-hbete (Oragene®DNA) verglichen.

Die zusatzlichen Verfahren umfassten Dichtegradmeentrifugation, Filtrierung,

Behandlung mit dem Enzym DPN1 oder Chloroform, soombinationen.
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1.4 Trennung der Bakterien von Epithelzellen

Eine haufig in Studien benutzte Methode zur Tregnder Bakterien von menschlichen
Epithelzellen ist die Percoll Methode (TylewskaeSal., 1987, Childs et al., 1988, Colombo
et al., 2006). Das Percoll-Medium ist ein Kieselgelloid und wurde erstmals 1977
vorgestellt. Percoll besteht aus sehr kleinen i8itipartikeln mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 21-22 nm, die mit einer dinnencBtlaus Polyvinylpyrrolidon Gberzogen
sind, und wird als 23%iges kolloidales Gel angebd¢&einbichel, 2003). Es ist das Medium
der Wahl fir Separation von Zellen, Organellen, edirund anderen subzellularen
Bestandteilen. Percoll ist besonders hilfreichealster Schritt zur Anreicherung von Zellen
oder Zellbestandteilen vor weiterer Behandlung zvi22 DNA- Isolierung (Handbuch Percaoll,

2002).

Das Prinzip, das bei Percoll benutzt wird, ist Diehtegradientenzentrifugation. Wenn eine
Suspension von Partikeln mit verschiedener GroRentriiggiert wird, ist die
Sedimentationsrate proportional zu der Zentrifugtk AuRerdem, bei fixierter Kraft, ist die
Sedimentationsrate proportional zu der Grol3e ddaikeaund zu der Differenz zwischen der
Dichte der Partikel und der Dichte des Umgebungamesl Wegen der spezifischen Dichte
ist nach der Zentrifugation ein Verteilen der Epl#iellen nédher an der Oberflache und der

Bakterien naher an dem Boden zu erwarten (Child& ,€1988).

Um die Bakterien sichtbar zu machen, wurden siaunserer Studie mit Gram-Farbung

gefarbt.

Bakterien haben eine Zellwand, die aus Peptidoglgkaund Lipiden besteht. Gramnegative
Bakterien haben eine dinnere Zellwand mit weniggatiBoglykanen und mehr Lipiden. Die
Kristallviolettfarbe ist eine sog. Basisfarbe, die Zellwande farbt. Die Zugabe von lodine

Losung fixiert die Kristallviolettfarbe, wobei b&dein Komplex bilden. Die Behandlung mit
11



Ethanol ist notwendig, um die Lipide von der Zelhdader gramnegativen Bakterien
herauszulosen. Auf diese Weise geht das Farbkomiplegtie Losung und die dinnen
Zellwande werden entfarbt. Im Gegensatz dazu sabfturdie Zellwand von den

grampositiven Bakterien nach der Behandlung mitakth ihre Poren werden geschlossen
und die Farbkomplexe kdnnen nicht in die Losunéuddieren. So bleiben die grampositiven
Bakterien dunkelblau gefarbt. Um auch die gramnegatBakterien sichtbar zu machen,
benutzt man nach der Entfarbung eine Fuchsin Lgsulwy diese Bakterien rot farbt

(Produktinformation ,,77730 Gram Staining Kit", Flak

1.5 Eigenschaften und Restriktion der DNA

Sowohl die prokaryontische als auch die eukaryoh&sDNA sind methyliert. Diese
Methylierung dient dem Schutz der Zelle vor fremB&A. Spezifische Enzyme Ubertragen
Methylgruppen auf Adenin, das zum 6-Methyladenimdwiund auf Cytosin, das zum 5-
Methylcytosin wird. Methylierungssequenz bei Prgkerten ist GATC, wobei hier an das
Adenin eine Methylgruppe angehéngt wird (Hirsch aumann, 2000). So entsteht ein
Methylierungsmuster der DNA, und Fremd- DNA, dies#is Muster nicht tragt, wird durch

Enzyme abgebaut.

Das Enzym DPN1 ist eine Restriktionsendonuklease. \8ird von dem Bakterium
Diplococcus pneumoniae gewonnen und spaltet spelzifdie DNA Sequenz —GmATC-

(Abb.2) (Nelson et al., 1993).

Ch

v
5-..G AT C..3
3-..CTAG..-5

A
CH

Abb. 2. Restriktion von prokaryontischer DNA durch das Enzym DPNL1.
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Das Enzym DPN1 spaltet die DNA von E. coli zu fnagten, die ein Molekulargewicht von
ca. halbem Million Dalton haben (Lacks et al., 1975as mittlere Molekulargewicht von
einem DNA - Basenpaar betragt 650 Dalton (Intesfetenz 1), d.h. dass die DNA —
Bruchstticke nach einer Behandlung mit dem DPN1 Eneye Grol3e von ca. 770 bp haben.

Das Enzym verdaut allerdings nur die methylierteADN

Die DNA von Saugetieren ist auch methyliert, wolasber bei ihnen einen anderen
Methylierungsmuster besteht. Etwa 2-7 % der Cywsiner Zelle sind methyliert. Meist sind
es die Cytosine aus den 5-CpG-3' Dinukleotidem, alif beiden komplementaren DNA-
Strangen eine Methylgruppe tragen (Abb.3). Die Melir(etwa 60-90%) aller CpGs des
Séaugetiergenoms sind methyliert, wobei die restliichunmethylierten CpG-Dinukleotide
vorwiegend innerhalb den CpG-Inseln, DNA - Regiomeit erhohter CpG-Dinukleotid-

Dichte, anzutreffen sind (Internetreferenz 2).

Chs
|
5-...C G..-8
3-...G |C )
CH

Abb. 3. Methylierungsmuster von eukaryontischer DNA

Wegen dem unterschiedlichen Methylierungsmusteeukaryontischen Zellen kénnen nur
wenige Restriktionsendonukleasen (z.B. mcrA), zwnede DPN1 nicht gehort, die

menschliche DNA spalten (Burkhart et al., 1992).
13



1.6 Faktoren fur Quantitat und Qualitat der DNA

1.6.1 Totale DNA Konzentration

Der Hersteller des Oragene® Kits (DNA Genotek Irmampfiehlt, dass die Quantifizierung
der DNA mit Fluoreszenzspektroskopie mit SYBR Grdender PicoGreen (Molecular
Probes) erfolgt. Die Vorteile dieser Methode liegender gezielten Messung nur der
doppelstrangigen DNA (dsDNA) und nicht der RNA, dndisoliert wurde (DNA Genotek,

2011). Diese Methode ist aber sehr teuer und mbigmad.

Eine andere gute und Ubliche Methode zur Messuag @INA — Konzentration in
verschiedenen Proben, die auch genaue Ergebnisstertli ist die UV/Vis-
Spektralphotometrie. Die nutzt die elektromagnétscWellen des ultravioletten (UV) und
des sichtbaren (englisch: visible, Vis) Lichts umidsst die Absorption der Probe bei

verschiedenen Wellenlangen.

Das Geréat misst die DNA — Konzentration (in ng/ls Ergebnis bekommt man eine Kurve.
Auf deren x — Achse wird die Wellenldnge in nm umd der y — Achse die Absorption
angezeigt. Nukleotide und RNA absorbieren das Lichitbei einer Wellenlange von 260 nm
(NanoDrop Technical Support Bulletin, 2007). Die salption bei 260 nm (A260) sollte
zwischen 0,1 und 1,5 sein. Bei 230 nm absorbierehléhhydrate, Phenole, Peptide und
aromatische Gruppen (Internet Referenz 3). Die Afigm bei 320 nm Wellenlange zeigt die
Resttribung in der Probe (z.B. Nahrungspartikemid erhoht ein hoher Wert von A320 den
A260-Wert, mindert aber den A260/A280 Quotienterel® Gerate subtrahieren automatisch
den A320-Wert von den A260- und A280-Werten undehe damit den ,korrekten*
Quotienten. Stoffe wie Chloroform beseitigen fdkt Bnreinheiten, die das Licht bei 320 nm
absorbieren und verbessern damit auch den A260/AA®tienten, ohne die Qualitat bzw.

die Integritat der DNA negativ zu beeinflussen @wav et al., 2006).
14



Das dazugehorige Softwareprogramm liefert auch A®@60/A280 und A260/A230
Quotienten (sog. ,ratios”). Ein A260/A280 Quotiedient als Mald fur die ,Reinheit” der
DNA und sollte ca. 1,8 sein. Der A260/A230 Quotisatlte etwa 2,2 sein (Internetreferenz

3).

1.6.2 DNA Integritat

Die Qualitat der isolierten genomischen DNA kanthiife der Agarose - Gelelektrophorese
auf ihre Unversehrtheit geprift werden. DNA mitesmhohen (> 23 kb) Molekulargewicht
ohne Verschmierung weist auf keine (geringe) Dagradg und auf eine gute Qualitat der

DNA hin (Garcia-Closas et al., 2001, Anekella et 2008).

Die Gelelektrophorese ist eine einfache und seliekitfe Methode zur Trennung,

Identifizierung und Klarung von DNA Fragmenten (6,25 kb) (Voytas D., 2001).

Aufgrund der negativen Ladung der DNA wandern dligkleinsaure-Strdnge in dem
angelegten elektrischen Feld zu dem positiven Pabei wandern kirzere DNA Molekule
schneller durch die Poren der Agarosegelmatrixdaigere. Je konzentrierter der Agarosegel
ist, desto kleiner sind die Poren, dementsprechemaditzt man hohere Gel- Konzentrationen
fur PCR Amplifikate und niedrigere Konzentratiorfén genomische DNA (Garcia-Closas et
al.,, 2001). Die Visualisierung der DNA erfolgt dbrcEthidiumbromid, das an die
Nukleotidstrange bindet und sie bei Anregung mitawiolettem Licht durch Fluoreszenz

sichtbar macht.

Die Lange der DNA Molekule kann bestimmt werdenctiueinen Vergleich mit einer DNA-

Leiter, die DNA-Fragmente bekannter Grél3e enthédt parallel zur Probe im Gel mitlauft.
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1.7 PCR und Amplifikation humanspezifischer DNA (hINA)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine enzymatisoh@tro Reaktion, bei der spezifische
DNA Abschnitte vermehrt werden (Amplifikation) (Teheton, 1992). Dazu wird ein Enzym
verwendet, die DNA- Polymerase. Sie Kkatalysiert dsynthese von DNA aus
Desoxyribonukleotiden an einer DNA-Matratze. Hetdge gibt es auf dem Markt mehrere
thermostabile DNA — Polymerasen. Die Polymerasengerer Studie (Taq Polymerase), wird

von dem Bakterium Thermus aquaticus produziert.

Zu den anderen notwendigen Komponenten fur die B&ten unter anderem DNA, grol3e

Mengen an den vier dNTPs (Desoxynukleotidtriphogplvad Primer-Sequenzen.

Primer sind Oligonucleotidsequenzen, die an spetiér Stelle mit der DNA- Schablone
binden und so die Bildung gezielter PCR - Produleiendglichen. Jeder von den Primern
bindet an einem DNA — Einzelstrang, die Primer-®eguwird von der DNA — Polymerase

verlangert bis die spezifische DNA — Sequenz syitieet wird (Templeton, 1992).

Die DNA — Polymerase braucht eine spezielle Puigemhg, die die optimale chemische
Umgebung sicherstellt. Die Pufferlosung enthélt KCtis-HCL und MgCI2. Die Mg- lonen
dienen als Kofaktor fiir die DNA- Polymerase unddssehr wichtig fir die Reaktion: wenn
die Mg-lonenkonzentration zu gering ist, dann findeine Amplifikation statt. Wenn die
Konzentration zu hoch ist, dann findet eine nigigzfische Amplifikation statt (Templeton,

1992).

Die eigentliche Reaktion findet in einem Thermoeydtatt und startet mit der Denaturierung
des DNA- Doppelstranges und der Primer bei etwa9®4. Dann liegen sie als
Einzelstrange vor. In einem zweiten Schritt wir@ diemperatur bis 37-57°C gesenkt, was

den Primern erlaubt an die spezifischen DNA — Segeie zu binden. Der letzte Schritt ist die

16



DNA — Extension bei etwa 68-72°C, abhangig vonwagwendeten DNA — Polymerase. Das
Enzym fillt die fehlenden Strange mit freien Nukiden auf. Die Polymerase beginnt am 3'-
Ende des angelagerten Primers und folgt dann derA-Stkang (Internetreferenz 4). So

liegen am Ende des Prozesses viele gleiche sp|afBNA Sequenzen (Amplifikate) vor.

Studien haben gezeigt, dass die humanspezifisch& fah Proben aus der Mundho6hle
wegen der bakteriellen Kontaminierung ein kleinefeil von der Gesamt - DNA ist. So
stellenFeigelson et al. (2001) fest, dass der mittlereaidtumanspezifischer DNA 34% ist.
Eine andere Studie (Garcia-Closas et al., 2001btefisy den Gehalt humanspezifischer DNA

Werte von 49,5 % fur Mundwasser- und 11,5 % fuoByrsten- Methode.

Erfolgreiche Amplifikation des [3- Globin Gens ituBien zeigt, dass die mit Oragene® Kit
isolierte DNA intakt ist und keine Inhibitoren egatt) die die Amplifikation beeintrachtigen

kénnen (Anekella et al., 2008). Soeben haben Rglan&Rudqvist et al. (2006) gezeigt, dass
die DNA vom Oragene® Kit gut geeignet ist fur Anfijdation des gesamten Genoms (WGA,

engl. whole genome amplification).

1.8 Genomweite Assoziationsstudie (GWAS)

Eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS, engl.ogesrwide association study) ist eine
Untersuchung der Assoziation von genetischenenatfanen des menschlichen Genoms mit
einem bestimmten Merkmal, dem Phanotyp, z.B. Sdhlar (Allebrandt et al., 2011). Die
Untersuchung des Genoms vieler Probanden und deatifidierung von genetischen
Assoziationen erlauben den Forschern, neue Infoomext z.B. Gber die Diagnose, Therapie

und Vorbeugung der Krankheit zu gewinnen.
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1.9 Chronotyp

Menschen kodnnen anhand von ihrem Schlafverhaltenvanschiedenen Chronotypen
klassifiziert werden. Manche, die alleine frih &eif@n, sind sehr aktiv in dem ersten Teil des
Tages und schlafen frih ein (Roenneberg et al.72@ie sind dementsprechend Friihtypen
oder auch Lerchen genannt. Im Gegensatz dazu nesmiSpattypen oder Eulen Menschen,
die bis spat am Tag schlafen, leistungsféhiger amhhhittag sind und spat in der Nacht
einschlafen. Naturlich befinden sich viele Mensclhaawzwischen® und haben ein ,normales*
Schlafverhalten (Abb. 4). Die beiden extremen Typeterscheiden sich nicht nur in den
Schlafzeiten, sondern auch in wie ihre Korperfiorien (z. B. Kérpertemperatur, Blutdruck,
Melatoninsekretion, Aufmerksamkeit usw.) im LaufesdTages variieren (Kerkhof, 1985,

Dunlap et al., 2004, Kanazawa et al., 2009).

Unsere Schlafzeiten werden von zwei ,Uhren“ kotied: von der inneren, biologischen
Uhr, die bestimmt, wann wir bereit sind zu schlateler aufzustehen, und von der auf3eren,
sozialen Uhr (z.B. dem Wecker). Tierversuche undetsnchungen am Menschen zeigen,
dass das Schlafverhalten von Genen beeinflusst (Alfebrandt et al., 2008). Die Steuerung

der inneren Uhr ist also eine angeborene Eigensahad deshalb individuell bei jedem

Menschen.
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Beim Chronotyp handelt es sich um eine Eigensater#n Relevanz von der medizinischen
Diagnostik und Therapie bis zur Planung von Schitdgit und zum Design
wissenschatftlicher Studien reicht. In Tierversuched Untersuchungen am Menschen wurde
gezeigt, dass der Chronotyp stark von genetisch&tofen beeinflusst wird. Mutationen und
Polymorphismen in allen bisher bekannten Uhrengebestimmen den Chronotyp des

Individuums (Toh et al., 2001; Xu et al., 2005).

1.10 MCTQ und MSFsasc

Um den Chronotyp des Probanden festzustellen, ekélten Roenneberg et al. (2003) den
Fragebogen Munich Chronotype Questionnaire (MCTi@le(netreferenz 7). Dort werden
Informationen Uber Schlafzeiten an freien und anefstagen abgefragt. Daraus lasst sich der
,mittlere Schlaf* berechnen: der ist die Mitte salhen Einschlafen und Aufwachen, z.B.
schlaft man um 00:00 h ein und wacht um 8:00hssder ,mittlere Schlaf* um 4:00h. Der
.Mittlere Schlaf‘ an freien Tagen (MSF, engl. migep on free days) ist der Mal3 fur den
Chronotyp (Abb. 4). MS$ascist der korrigierte Wert in Abhangigkeit von Altemd

Geschlecht (Roenneberg T., Merrow M., 2003, Roeargebt al., 2003).

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines grol3eren Bktgs, welches in einer genomweiten
Analyse die Assoziation zwischen dem Genotyp (DNén vSpeichelproben) und dem
Phénotyp von den Personen, die in einer ursprimglicStudie als extremer Chronotyp
identifiziert wurden, untersucht. Ziel der genomwei Analyse ist es, sowohl die aus
Tierversuchen bekannten Uhrengene beim Menschenvexiiizieren, als auch neue

Uhrengene mit Hilfe der inneren Uhr des Menscherdentifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientengut

2.1.1 Patientengut fur den ersten Teil

Fur den ersten Teil der Studie (Optimierung derADNolierung) haben wir 13 Personen
(alle waren Mitarbeiter am Institut fir medizinigcRsychologie) gebeten, ihre Speichelprobe
fur unsere Studie abzugeben. Alle Probanden habefinehmerinformationsblatter
bekommen (s. Anhang ,Einladung 1. Teil") und habiee Einverstandniserklarung gegeben.
Fur die Studie wurde der Ethikantrag Projekt-Nr0-D8 von der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen genehmigtieDProbanden waren zwischen 22
und 39 Jahre alt und unterschiedlicher Herkunfin dden 13 Speichelproben haben wir die
DNA isoliert und sie durch die Optimierungsmethoderchlaufen lassen.

Fur Kontrollexperimente wurden auch zwei Blutprobbenutzt. Sie gehdrten zweier
Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe und wurden vormd®&etriebsarzt am Institut far

medizinische Psychologie durch Venenpunktion gewann

2.1.2Patientengut und Studienablauf des zweiten Teils

Fur den zweiten Teil der Studie (Ruckmeldkontrotler anschlieenden Onlinestudie)
wurden 5620 Personen von der Datenbank mit 70 @@6itb chronotypisierten Personen
(Roenneberg et al., 2007) eingeladen den Onlinegebiagen Munich Chronotype
Questionnaire (MCTQ), den sie vor bis zu vier Jataesgefillt haben, erneut auszufullen.
Fur die Studie wurde der Ethikantrag Projekt-Nr0-DB8 von der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitat ~ Munchen  genehmigt . (s Anhang). Ziel der
Fragebogenaktion war es, einen reprasentativens@Qudtt der Bevolkerung beziglich des
Chronotyps und der Schlafgewohnheiten an Arbeigstagnd freien Tagen zu erhalten. Der

Fragebogen sollte daher von mdglichst vielen MeascHunterschiedlichen Alters,
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verschiedener Berufe, verschiedener kulturellemtétgrinde usw.) freiwillig beantwortet
werden.

Die 5620 Probanden wurden auf ihre Email-Adressiremmem Brief eingeladen (s. Anhang:
Brief far Rekrutierung von Probanden far die epideogische
Studie). Diese 5620 Personen wurden aufgrund iexéemen Chronotyps ausgewahlt. Sie
gehorten entweder dem Frih- (M&k< 3,6 h) bzw. dem Spéattyp (M&s>5,0 h) (Abb.4).
Die Probanden waren im Alter von 18 bis 55 unddeititscher Abstammung.

Von allen Probanden, die den aktuellen Fragebogenansgefiillt haben, wurden erneut 715
Extreme selektiert, die mit einem zweiten Emailgeiaden wurden (s. Anhang: Brief fur
Rekrutierung von Probanden fir die GWAS). Die Prmlman wurden ausfuhrlich Uber
Nutzen, Ablauf und Datenschutz der Studie aufgékiad, falls sie ihr Einverstandnis erklart
haben, wurden sie um ihre Adresse und um eine Piofes Speichels gebeten. Die
Probanden hatten die Moglichkeit, ihre TeilnahmeanStudie zu verweigern, in dem sie ein
Email mit dem Inhalt ,lch méchte NICHT teilnehmeari uns zurtickschicken.

Den Personen, die zugesagt und eine Adresse aragetpaben, wurde dann ein Paket mit
einem Oragene® Speichelkit, dem ein Brief beigefirgir, zugesandt (s. Anhang:
Aufklarungs- und Einwilligungsbrief an die Teilnebm Die Teilnehmer wurden gebeten, je
ein Exemplar der Informationsbestatigung und der&istandniserklarung zu unterschreiben
und die unterschriebenen Dokumente, zusammen neit Bpeichelprobe (entsprechend der
Gebrauchsanweisung des Behdlters) in dem von ungefigten Freiumschlag,
zuruickzusenden. Die Probanden hatten auch higvidgtichkeit die Teilnahme ohne Grinde
abzusagen, in dem sie an der daflir bestimmtereS®tedl Briefes unterschreiben.

Zum Einhalten der Vorschriften zum Datenschutz,deuede Speichelprobe, sobald sie am
Institut fur medizinische Psychologie (IMP) eingéten war, kodiert. Somit konnte sie nur
noch anhand eines drei- bzw. vierstelligen Codestifiziert werden. Das Erbgut aus den

Epithelzellen im Speichel wurde im Zeitraum Aprd® — November 2010 am Institut fur
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medizinische Psychologie in MUnchen isoliert. DiBs#en wurden ebenfalls kodiert und mit
den Daten des zugehorigen, kodierten Fragebogenkniydt. Eine endgultige
Anonymisierung der Daten fand nach dieser Verknigfuer Fragebogendaten mit den
jeweiligen Erbgutdaten statt. Bei der darauf foldgam genetischen Analyse lagen dann nur
noch die anonymen Codes zu den Daten vor. Das, wedéer der Name, noch die Initialen,
das Geburtsdatum, oder sonstige Angaben, die alifehenerperson Ruckschlisse zulassen
kénnten, kdnnten bei der Auswertung oder bei ewerbffentlichung der Studienergebnisse

zugeordnet werden.

2.2Methode 0 (Oragene® DNA Kit)

Jeder Oragene® Entnahmebehélter enthalt 2 ml Oeagkrssigkeit (der Inhalt wird nicht im
Beipackzettel beschrieben). Laut Hersteller kans #& nach der Speichelspende bei
Raumtemperatur (15-30°C) gelagert werden. Altevnatazu kann man es auch bei
Temperaturen von -15°C bis -20°C lagern. Die Sm@i€iragene Flissigkeit kann mehrmals
aufgetaut und gefroren werden.

Das Kit wird vom Hersteller in drei Formen angelmo{&cheibe, Tube und Kolben), wobei
wir uns fur den Scheibchen-Format wegen des beségtichen Postversands entschieden
haben.

Jeder Proband musste ca. 4 ml Speichel in den tehédbgeben, wobei sich beim
Verschliel3en des Deckels die Oragene Flussigk#éerhund sich mit dem Speichel mischt.
Laut Hersteller (DNA Genotek Inc.) sollte die Spealabgabe folgendermalien stattfinden:
Vor Verwendung muss die Oragene- Losung im Entndleim@ter klar und farblos sein. Die
Probanden sollen 30 Minuten vor der Abgabe dercBp#robe Essen, Trinken, Rauchen und

Kaugummikauen einstellen. Vor der Speichelabgaliiedeo Mund mit Wasser ausgespult
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werden, um Speisereste amtfernen. Anschlie3end soll mindestens 30 Sekumdiérder
Speichelabgabe abgewartet werden.

Dann sollte so viel Speichel abgegeben werden, diasblenge an flissigem Speichel den
angegebenen Fillstand erreicht oder Uberschr@gatach soll die Kappe mit der Oragene-
Flussigkeit auf den Behélter geschraubt und mimasstl0 Sekunden lang vorsichtig
geschwenkt werden. Sobald der Speichel mit der é&d.0sung gemischt ist, sind die
Zellen im Speichel sofort stabilisiert. So kann Sjgeichelprobe bei Raumtemperatur gelagert
werden.

Einigen Menschen fallt die Abgabe grof3er Speichelyea schwer. Die Speichelabgabe wird
erleichtert, wenn man einen Teeloffel reinen weild&rcker auf die Zunge gibt. Die
Speichelabgabe sollte innerhalb von 30 Minuten sdigessen sein.

Nach Erhalt der Speichelproben wurden sie vor daruallen Reinigung im Labor fur 1 bis 6
Monate bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Bei der DNA Isolierung wurde das Ubliche Isolierspgptokoll angewendet (s. Anhang:

Oragene®solierungsprotokoll).

2.3 Quantitat der DNA

Alle Proben wurden nach der DNA Isolierung mit d&mektrophotometer NanoDrop 1000
(ND-1000,NanoDrop products, Wilmington, USA) analysiert.

Bevor wir die DNA Konzentration gemessen haben,dsordie Reaktionsgefal3e fur eine
Stunde am Ruttler gemischt und dann bei 3000 rpch Remumtemperatur fir 30 Sekunden
zentrifugiert. Vor der Messung der Proben fand @nmin Einstellen des Gerates mit
doppeldestilliertem Wasser und dann eine MessumgAdeorption des TE-Puffers (sog.
Lblank®) statt. Die Messung wurde mit 1,5 pl vorge Probe durchgefiihrt. Alle Messungen

wurden automatisch in einer Tabelle gespeichertinngnsere Datenbank Ubertragen. Das
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Softwareprogramm zu dem NanoDrop 1000 Geréat, dav@nutzt haben, subtrahiert nicht

die A320-Werte von den A260- und A280-Werte.

2.4 Qualitat der DNA

2.4.1DNA Primer und PCR Bedingungen

Primer 3- Globin 1 und Primer 3- Globin 2 bindenbeiden Seiten der DNA — Strange, die
den 3 - Globin - Gen mit einer L&dnge von 268 bpidwah. 3 — Globin ist ein Bestandteil des
Hamoglobins im menschlichen Blut und damit spedififir Menschen.

Verwendet man diese Primer in einer PCR Reaktikann man feststellen, ob die Proben
humanspezifische DNA enthalten. Wurde also von reiReobe mit diesen Primern
amplifiziert, kann man davon ausgehen, dass mankehDNA vorhanden war, weil die
Bakterien kein 3 — Globin haben.

Primer Ecoli 1 und Primer Ecoli 2 binden an bei&siten der DNA — Strange, die den 16S
rRNA - Gen mit einer Lange von 193 bp kodieren.d2id6S rRNA bildet zusammen mit
verschiedenen Proteinen die kleine 30S-Untereirdegiprokaryontischen Ribosomen. Sie ist
damit spezifisch fur ein weites Spektrum von Bakteund ist nicht in menschlichen Zellen
zu finden, weil Menschen keine solche rRNA besitddayzer et al., 1992).

Verwendet man diese Primer in einer PCR Reaktikann man feststellen, ob die Proben
bakterielle DNA enthalten. Wurde also von einerlfranit diesen Primern amplifiziert, kann
man davon ausgehen, dass bakterielle DNA vorhawd@n Mithilfe der Messung der
bakteriellen DNA vor und nach der durchgefihrterti@@rungsmethode konnte festgestellt

werden, ob die Methode effektiv war und ob sichBlgkteriengehalt verringert hat.
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rirRer Sequenz Primer Referenz

Primer 3- Globin 1 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3' Garcia — Closas et al., (2001)
Primer 3- Globin 2  5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3Garcia — Closas et al., (2001)
Primer Ecoli 1 5-CCTACGGGAGGCAGCAS- Muyzer et al., (1992)

Primer Ecoli 2 5-ATTACCGCGGCTGCTGE- Muyzer et al., (1992)

Die Primer (s. oben) wurden vom Hersteller (Metabiaternational AG) in Form von

gefriergetrocknetem Pulver geliefert. Im Protokwslirde auch die Menge doppeldestilliertes
Wasser angegeben, in der die Primer gelést werditers um Konzentrationen von 100
pmol/ul zu erreichen. Fur eine Konzentration vopngol/ul, die fir die PCR Reaktion nétig

war, wurden die Primer nochmal mit doppeldestiiéer Wasser verdinnt.

Die Primer wurden folgendermalf3en fiur die PCR varibet:
» Zentrifugieren der Rohrchen fir 5 Sekunden, unvétutu verdichten
» Auflésen des Pulvers in doppeldestilliertem Wassaer,auf Konzentrationen von

100 pmol/pmol zu kommen (laut Hersteller):

Primer Ecoli 1: 393 ul
Primer Ecoli 2: 427 ul
Primer 3 — Globin 1: 335 ul
Primer 3 — Globin 2: 289 ul

* Vermischen am Ruttler fir einige Sekunden
* Verdinnung mit doppeldestilliertem Wasser, um auwnkentrationen von 5
pmol/ul zu kommen. Dabei wurden 10 pl von der Pridseing mit 190 pl

doppeldestilliertem Wasser vermischt.
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Unser PCR Protokoll basierte auf die modifizierEnotokolle von den Studien von Garcia-

Closas et al., 2001, Muyzer et al., 1993 und Miehat al., 2000.

Reagenz Menge Menge. in der neuen Lésung

1. dd H20 18 ul
2. dNTP mix (10mM) 2 ul
3. Mg2Cl (25 mM) 4 ul
4. Tag Puffer (10x) 5 ul
5. Upstream Primer (5 pmol/ul) (o pohol
6. Downstream Primer (5 pmol/ul) 10 pl 50 @m
7. DNA Probe 0,5 ul
8. Red Hot DNA Polymerase 0,5 ul 2,5 units

( 5 units/ul)

Endvolumen: 50 ul

Programm
-94 °C /90 Sek. (DNA-Denaturierung)
-94°C /1 Min.
-57°C /1 Min. -> 30 Zyklen
-72°C /2 Min.
-72°C /10 Min. (DNA-Extension)

Als Kontrolle diente immer ein Behalter ohne DNAgale.

2.4.1.1Kontrollen mit E.coli DNA und DNA von Blut

Zur Kontrolle benutzten wir gereinigte bakterieDNA von E. Coli (bac). Sie hat eine

Konzentration von 18,18 ng/pl und ein mittleres &kailargewicht von 8500 bp (x 20%)

(Produktinformation E.coli DNA). Diese DNA ist freon RNA und anderen Stoffen, die eine
Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen welérn wirden, weswegen sie fur die
Verwendung des DPN1- Enzyms passend ist.

Die E. coli- DNA diente als positive Kontrolle iredPCR mit den E.coli Primern und als
negative Kontrolle in der PCR mit den 3- Globimk&rin.

Umgekehrt benutzten wir als positive Kontrolle gr #CR mit den 3- Globin Primern und als

negative Kontrolle fur die E.coli Primern DNA auiB Die DNA wurde aus 10 ml frischem
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menschlichem Blut mittels peripherer Venenpunktiond anschliel3ender Isolierung

gewonnen (s. Anhang: DNA Extraktion aus EDTA Bidwie 2.1.1).

2.4.2 Gelelektrophorese
Das Vorbereiten der Gele und die Elektrophoresegien unter einer Abzugshaube. Dabei
wurde nur mit Nitrilhandschuhen gearbeitet. Dieg3gUrden dann in einem Fotolabor unter

UV Licht gescannt und auf USB-Datentrager gespeiche

2.4.2.1 der PCR Produkte

Die PCR Produkte wurden dann in ein2r% (2g Agarose geldst in 100 ml 1x TAE Puffer)
Agarose-Gel getrennt. Dem Gel wurden 1,5 pl unvemtés Ethidiumbromid zugegeben.
Von jeder Probe wurden fur die Elektrophorese 10anivendet.

Die Taq Polymerase in der PCR wurde zusammemaneiarbstoff geliefert. Der Farbstoff
ersparte einen separaten Ladepuffer, weshalb d&sAfplifikat direkt nach der PCR auf
das Agarosegel geladen werden konnte.

5 pul von einem Molekulargewichtmarker MW (100 bp ®Neiter) wurden benutzt.

Die Gelelektrophorese wurde bei einer SpannunghainV fur 40 min durchgeflhrt.

2.4.2.2 der genomischen DNA

Die Qualitat der isolierten DNA wurde in einédt8 % (0,8 g Agarose geldst in 100 ml 1x
TAE Puffer) Agarose-Gel geprift. Dem Gel wurden fJsunverdinntes Ethidiumbromid
zugegeben. Von jeder Probe wurden fir die Elekmogde 5 pl mit 5ul von einem blauen
Ladepuffer (Gel loading Dye Blue, 6x) gemischt @d das Agarosegel geladen.

Eine Spannung von 80 V wurde angelegt und die Elpkbrese fiur 30 Minuten

durchgefuhrt.
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2.5 Optimierungsmethoden

Abb. 5 zeigt das Versuchsdesign der Optimierungsouen. Die entsprechende Benennung
der Proben zeigt Tab.1, wobei bei den Proben SL&AS(Methode 0) das Oragene®

Isolierungsprotokoll angewendet wurde (s. Anhanggene® DNA Isolierungsprotokoll).

Oragene Kit

[ Purifier I Purifier I Purifier I Purifier I Purifier I Purifier 1
A

d

[ Percoll

Filter + Lyse

y

[DPNlI DPNl}

—
CHL
—

[ DNA I DNA I DNA I DNA I DNA I DNA

Methode 0 Methode 1 Methode 2 Method®&@thode 4 Methode 5

Abb.5. Versuchsdesign des ersten Teils der Arbeit (Omtiierungsmethoden)

Probe Filtration, Lyse DPN 1 Chloroform Methode

S19 0
S20
S3 9
S40
S50
S6 @

o O O O O
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S70
S8 @
S9 @
S109
S11 9
S12 @
S13 9
S1 Filt

S2 Filt
S3 Filt
S4 Filt
S5 Filt
S6 Filt
S7 Filt
S8 Filt

S1 DPN1

S2 DPN1

S3 DPN1

S4 DPN1

S5 DPN1

S6 DPN1

S7 DPN1

S8 DPN1

S1 Filt DPN1 +
S2 Filt DPN1
S3 Filt DPN1
S4 Filt DPN1 +
S5 Filt DPN1

S6 Filt DPN1

S7 Filt DPN1

S8 Filt DPN1

S9 CHL

S10 CHL

S11 CHL

S12 CHL

S13 CHL

E.coli DNA (bac)

N OO OOO O O

+ + + + + + + +
N

N N NDNDNDNDN

+
+ + 4+ + + + + + + + +

+ -+ B o
++ + + 1
oD AMBRMDMNDBRERAERN®WO®EHGOWW®W®

+ + + + +

Tab.1. Benennung der ProbenProben aus Methode 1 fehlen in der Tabelle, deksiee besondere

Benennung bekommen haben, s. 3.1.1)
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2.5.1 Methode 1

Es wurde eine Dichtegradientenzentrifugation degi@lproben mit Percoll durchgefihrt,
um die Bakterien von den Epithelzellen zu trenrdier wurden die Bedingungen von zwei
anderen Studien modifiziert (s. unten: Colombo let 2006; Childs et al., 1988). Dabei
wurden 3-5 ml Speichel bei 3000 rpm fur 15 Minutentrifugiert. Der Niederschlag wurde
dann in 40 ul PBS-Puffer (1x) gelost und zu 2 mSPercoll — 50% PBS (1x) — Lésung
dazugegeben. Dann wurde nochmal bei 11 000 g fiMibbiten zentrifugiert und jeweils

500 pl von der oberen bzw. unteren Schicht pipettied unter dem Mikroskop untersucht.

Methode 1 Colombo et al., 2006 s et al., 1988

3-5 ml Speichel

3000 rpm, 15 min

40 ul PBS (1x) + Pellet 50 ul DMEM + Pellet 150R4dllet
2 ml 50% Percoll/50% PBS 1 ml 50% Percoll/50% PBX ml 50% Percoll/50% PBS
11 000g, 15 min 11 000g, 15 min 31 000g, 18 min

500-1000 pul Flussigkeit unter
Mikroskop beobachten

2.5.1.1 Gram — Farbung

Anschlieend wurden die Proben durch die Gram-Féybangefarbt (s. Anhang: Gram-
Farbung), um die Anwesenheit von Bakterien zu (ibéep.

Die Untersuchung unter dem Objektiv erfolgte mitmiersionsol, wobei die Objekttrager fur
5 Minuten bei 50°C auf einer Heizplatte erwarmm, €ropfen DePeX dazugegeben und dann

mit einem Deckglaschen gedeckt wurden.
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2.5.2 Methode 2

2.5.2.1 Filtration

Ziel der Filtrierung war das Beseitigen der Mikrganismen aus dem Speichel. Diese
Methode basierte auf die unterschiedliche Grofie Bakterien und Zellen. Wéahrend die
Bakterien nur etwa 1um grof3 sind, sind die mensiceh bukkalen Epithelzellen etwa 60 —
80 um grof3 (s. Abb.1). Wir haben flr dieses Zieptse® Filtermembrane gewahlt, die 12
pm grof3e Poren und einen Durchmesser von 25 mrenhdlliese Membrane, die aus
Polycarbonat bestehen, hatten den Vorteil, dassdsikt unter dem Lichtmikroskop
beobachtet werden kodnnen, weil sie durchsichtigl.siBo konnte man z.B. nach der
Filtrierung und dem Waschen der Filter Gberprifam,sich Epithelzellen auf der Membran
befanden. Die Filter wurden in speziellen Filtetbialko positioniert, wie es vom Hersteller
angegeben wurde und dann bei 121°C autoklaviertnnDavurde die Filtrierung

folgendermal3en durchgefihrt:

Die ganze Oragene/Speichel — Losung wurde mit épeitze von der Oragene Tube

enthommen

Die Flussigkeit wurde auf 40 ml mit PBS-Puffer (Ix)einer Tube verdiinnt

Zentrifugieren bei 3000 rpm fur 10 min
* Die Flussigkeit wurde weggeworfen, der Niederscimat
Mit diesem Waschschritt beseitigte man Bakteriefigraund der unterschiedlichen Grél3e und
der damit verbundenen unterschiedlichen Sedimentati
» Der Niederschlag wurde dann wieder in 40 ml PBSd?{fLx) verdiinnt
* Mit einer 18G Kanule und dreimalige Aspiration weirdier Niederschlag aufgelockert
* Fur jede Probe wurden zwei Filtermembrane benutzt:
* 1. Filter
- 10 ml Speichelsuing filtrieren
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- m@ inl PBS-Puffer (1x) waschen
- 10 8peichel-Losung filtrieren
- m@ inl PBS-Puffer (1x) waschen
* Mit dem 2. Filter wurde die gleiche Reihenfolge nden restlichen 20 ml
Speichellésung durchgefihrt
Als Kontrolle wurde das Filtrat in einer neuen Tesammelt und dann bei 3000 rpm fur 5
Minuten zentrifugiert, um zu sehen, ob sich eindéischlag aus Zellen, die durch den Filter
durchgekommen sind, gebildet hat.
* Die beiden Filtermembrane (und evtl. das Gummiriwgyden in einer neuen Tube

gesammelt

2.5.2.2. Lyse
Die Oragene® Flussigkeit und die zelllysierendebs$anzen drin wurden bei der Filtrierung
ausgewaschen. Deswegen war es notig einen zeldysien Schritt zwischen der Filtrierung
und der DNA Isolierung zwischenzuschalten. Das dkat ,Aqua Screen® Extractionskit"
(Internetreferenz 5) wurde modifiziert und es wuedésprechend verfahren:

1 ml SE-Puffer wurde zu den Filtern zugegeben (shakg: DNA Extraktion aus

frischem EDTA — Blut)

* Mischen

o Zentrifugieren bei 3000 rpm fir 5 Minuten.

* Die Filter wurden rausgenommen

* 5l Proteinase K und 50 pl 20% SDS-Puffer wurdegegeben

* Die Probe wurde Uber Nacht am Ruttler gelassen

* 1 ml SE-Puffer wurde zugegeben

» Die Probe wurde bei 55°C fur 5 Minuten inkubiedndt die DNA freigesetzt wird.
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2.5.2.3. DNA Isolierung und DNA Qualitatskontrolle

Anschliel3end erfolgte die DNA Isolierung mit dema@ene® Purifier laut Oragene®
Protokoll. Danach wurde die DNA Konzentration mitaddDrop gemessen und der
A260/A280 Quotient wurde ermittelt. Die isolierteergpmische DNA wurde auf 0,8%
Agarose - Gel auf ihre Unversehrtheit geprift. Zziggh wurde eine PCR mit einigen Proben
durchgefuhrt, um human- bzw. bakterienspezifischAZu amplifizieren, die dann auf 2%

Agarose-Gel identifiziert werden sollte.

2.5.3 Methode 3
Um den Gehalt an bakterieller DNA zu verringernradaidie DNA, nachdem sie mit dem
Oragene® Kit isoliert wurde, mit dem Restriktionsgm DPN1 behandelt. Die

Reaktionsbedingungen vom entsprechenden Protdktdr(etreferenz 6) sind modifiziert:

Variante 1 Variate
DNA 22 ul 22 ul
NE-Puffer 4 (10x) 2,5 ul 2,5 pul

(1/10 des Reaktionsvolumens) | (1/10 des Reaktionsvolumens)

Enzym DPN1 0,5 ul 0,5 ul
(20 U/l (1-5 U/pg DNA) (1-5 U/ug DNA)
Endvolumen 25 ul 25 ul
Inkubation bei 37°C 2h tber Nacht

Wir nahmen von jeder DNA Probe 22 pl. Dazu wurdégn 2 von dem mitgeliefertem NE-

Puffer 4 und 0,5 ul DPN12(0 U) entsprechend dem Protokoll zugegeben. DibéPvaurde

gut gemischt und runterzentrifugiert. Danach wudde Inhalt der ersten Reaktion bei 37°C
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fur zwei Stunden und die zweite Reaktion bei 37b@riNacht inkubiert. Danach wurde die
DNA Konzentration mit NanoDrop gemessen und derO%2880 Quotient wurde ermittelt.
Die Qualitat der isolierten genomischen DNA wurdef ®,8% Agarose-Gel gepruft.
Zusatzlich wurde eine PCR mit einigen Proben dwetifyt, um human- bzw.
bakterienspezifische DNA zu amplifizieren, die daaaf 2% Agarose-Gel identifiziert

werden sollte.

2.5.4Methode 4

Hier wurde versucht die bakterielle DNA durch Komddion aus Methoden 2 (Filtrierung)

und Methode 3 (DPN1 Behandlung) zu beseitigen. Nachdie Proben entsprechend dem
Protokoll aus Methode 2 filtriert wurden und die Risoliert wurde, wurden die Proben mit

0,5 ul DPN1 Enzym uber Nacht entsprechend dem Rsbitaus Methode 3 (Variante 2)

inkubiert. Danach wurde die DNA Konzentration mitaddDrop gemessen und der
A260/A280 Quotient wurde ermittelt. Zuséatzlich werecine PCR mit einigen Proben

durchgefuhrt, um human- bzw. bakterienspezifischALu amplifizieren, die dann auf 2%

Agarose-Gel identifiziert werden sollte.

2.5.5 Methode 5
Ziel der Methode 5 war die Qualitat der bereitdiegsten DNA aus Methode O durch einen
zusatzlichen Schritt zu verbessern. Nachdem die DA den Speichelproben mit dem
Oragene® Kit isoliert wurde (Methode 0), wurde @&A mit Chloroform entsprechend
dem Protokoll (Iwasiow R.M. et al, 2006) behandely Resttriibung und Unreinheiten zu
beseitigen:

* Chloroform (1/20stel des Volumens der DNA Probeehen (mindestens 2,5 pl)

* Mischen fur einige Sekunden

» Zentrifugation bei 14 000 rpm, 15 min
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* Obere Schicht (enthielt DNA) wurde in ein neuesdBefibertragen (untere Schicht
enthielt Chloroform)
Danach wurde die DNA Konzentration mit NanoDrop gsesen und der A260/A280
Quotient wurde ermittelt.
Alle Versuche mit Chloroform wurden wegen seinedigohen Wirkung unter ausreichendem

Luftabzug durchgefihrt.

2.6. Statistische Analyse

Die Prufung auf Normalverteilung mit dem Kolmogoi®mirnov-Lilliefors-Test ergab p-
Werte zwischen 0,007 und 0,200 und zeigte damé dibweichung einiger Methoden von
der Normalverteilung. Daher wurde ein nicht paramsehes statistisches Verfahren
angewendet (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur abige Stichproben). Da in unserer
Studie multiple Paarvergleiche durchgefiihrt wurdeallte das Signifikanzniveau nach
Bonferroni korrigiert und bei 0,01 liegen (p<0,0Durch die Bonferroni-Korrektur wurde das
alpha-Fehler-Niveau derart drastisch gesenkt, siabstrotz enormer Unterschiede einzelner
Methoden keine signifikanten Ergebnisse zeigten.ilbainigen Vergleichen eine geringe
Stichprobengro3e erschwerend hinzukam, wurde in d@tiegenden Arbeit auf die
Anwendung der Bonferroni-Korrektur verzichtet undsdkonventionelle Signifikanzniveau

von 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Prifung der Methoden

3.1.1 Methode 1

Die Versuche mit der Dichtegradientenzentrifugatiom Percoll scheiterten noch am ersten
Schritt (die Trennung der Bakterien von den Ep#ekén), so dass keine DNA Isolierung
stattfinden konnte. Die lichtmikroskopische Untetsung der Schichten, entnommen aus den
Proben, zeigte nur vereinzelte Epithelzellen unithékdéBakterien in der oberen Schicht. Im
Gegensatz dazu befanden sich in der unteren Sdahatite Ansammlungen von Epithelzellen
und agglomerierten Bakterienhaufen. Es konnte kd@irennung der Bakterien von den

Epithelzellen durchgefihrt werden.

3.1.2 DNA Quantitat und DNA Reinheit

3.1.2.1 Methode O

w

o

o
1

N

U

o
1

200 A

150 -

100 -+

DNA Konzentration ng/ul

(O]
)
L 4

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2
A260/280

Abb.6. DNA Konzentration (y - Achse) und A260/280 \Wrte (x — Achse) der 13
Ausgangsproben S1@- S13@ (Methode QOzwei Proben sind wegen ahnlichen DNA
Konzentrationen und gleichen A260/280 Werte Ubertagbgebildet)
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Die DNA Konzentration der Proben S10-S13@ (Meth@jeeichte von 17,33 bis 317,07
ng/pl mit einem Median von 103,38 ng/pl.

Der Median der A260/280 Werte fir die Proben S1@&war 1,78 (Abb.6).

3.1.2.2 Methode 2

Anzahl DNA Konzentration A260/A280 Ratio
Proben (ng/ul)
Methode N Median Min Max Median Min Max
0 8 103,64 17,33 116,3 1,81 1,72 1,98
2 8 9,35 3,03 19,31 1,81 1,52 2,21

Tab.2. DNA Konzentration und DNA Qualitat der filtr ierten Proben (Methode 2) im
Vergleich zu den Ausgangsproben (Methode 0)

Der Median fur die DNA Konzentration der Ausgangdmn S1- S8 in Methode O war
103,64 ng/ul und anderte sich nach anschliel3enttaefting (Methode 2) auf 9,35 ng/ul.
Die beiden Methoden unterschieden sich bezlglichzKotration signifikant voneinander
(p=0,012) (Tab.2)(Abb.7).

Der Median fur die A260/280 Werte fur die ProbenSglin Methode 0 war 1,81. Methode 2
unterschied sich nicht signifikant von Methode @imgich des A260/280 Wertes (p=0,889)

(Tab.2)(Abb.7).
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Abb.7. Vergleich der DNA Konzentrationen der ProbenS1-S8 vor (Methode 0) und
nach Filtrierung (Methode 2) (linke blaue Abb.) und Vergleich der A260/280 Werte
derselben Proben vor und nach Filtrierung (rechte ote Abb.) Proben der Methode 0
(dunkelblau und dunkelrot), Proben der Methodeeliiffau bzw. rosa)

3.1.2.3 Methode 3

Hier haben wir Methode 3 genauer analysiert: hiarden die zwei Varianten der DPN1

Behandlung mit der Null-Methode verglichen (Tab.3)

Anzahl DNA Konzentration A260/A280 Ratio
Proben (ng/pul)
Methode N Median Min Max Median Min Max
0 8 103,64 17,33 116,3 1,81 1,72 1,98
3 2h 8 94,12 12,66 118,3 1,36 0,71 1,51
3 Uber Nacht 8 111,06 16,82 1404 1,41 0,44 1,54

Tab.3. DNA Konzentration und DNA Qualitat der mit DPN1 behandelten Proben (zwei
Varianten der Methode 3) im Vergleich zu den Ausgagsproben (Methode 0)
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Abb.8 zeigt die Anderung der DNA Konzentrationem Beoben S1-S8 und bac (bakterielle

DNA) nach den verschiedenen Behandlungen mit demyr&DPN 1.

160 -+
140 -
120 -

100 -
B Methode 0

80 - B Methode 3 2h

O Methode 3 tber

60 1 Nacht

DNA Konzentration ng/l

40 A

20 A

. il

S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 S8 bac

Abb.8. DNA Konzentrationen der Proben S1-S8 und ba¢bakterielle DNA) in Methode
0 (dunkelblau), nach Behandlung mit 0,5 pl DPN1 far2h (blau) und nach Behandlung
mit 0,5ul DPN1 tber Nacht (hellblau)

Der Median fur die DNA Konzentration der Ausgangdmn S1J- S8 in Methode 0 war
103,64 ng/ul und verringerte sich nach 2-stindiQPN1 Behandlung mit 0,5 pl Enzym
(Methode 3, Variante 1) auf 94,12 ng/ul. Nach DAB&handlung tGber Nacht (Methode 3,
Variante 2) war der Median fur die DNA Konzentratibl1,06 ng/ul (Tab.3). Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Methode O und ldeiden Varianten der Methode 3 bzgl.

DNA Konzentration festgestellt werden (p=0,128v. p=0,327).

Der Median fur die A260/280 Werte fur die ProberndS38@ in Methode 0 war 1,81. Der
Wert fiel nach der 2-stiindigen DPN1 Behandlung B@6 bzw. auf 1,41 nach der DPN1
Behandlung tber Nacht (Tab.3). Somit unterschiesiigm die beiden Varianten der Methode

3 bzgl. des Ratios signifikant von Methode 0 (p2@,6zw. p=0,012) (Abb.9).
39



2,5 1

2 -
1,5 A
g B Methode 0
~
S
@ B Methode 3 2h
< 1 -
O Methode 3 Gber Nacht
0,5 A
0 .

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 bac

Abb.9. A260/280 Werte der Proben S1-S8 und bac (btgtielle DNA) in Methode 0
(dunkelrot), nach Behandlung mit 0,5 pl DPN1 fur 2h(rot) und nach Behandlung mit

0,5ul DPN1 Uber Nacht (rosa)

3.1.2.4 Methode 4

Anzahl DNA Konzentration A260/A280 Ratio
Proben (ng/ul)
Methode N Median Min Max Median Min Max
0 8 103,64 17,33 116,3 1,81 1,72 1,98
4 8 5,64 2,59 55,6 0,38 0,16 1,47

Tab.4. DNA Konzentration und DNA Qualitat der Proben aus Methode 4 im Vergleich
zu den Ausgangsproben (Methode 0)
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Es wurde ein signifikanter Unterschied zwischen hdde O und Methode 4 bzgl. DNA
Konzentration und DNA Qualitat gefunden (p=0,012vbp=0,012). Der mediane Wert fur
die DNA Konzentration der Ausgangsproben S13-S8®lathode 0 war 103,64 ng/ul und
verringerte sich nach der Filtrierung (Methode &¢l mach anschlieRender DPN1 Behandlung

der Proben Uber Nacht (Methode 4) auf 5,64 ng/gb(@)(Abb.10)

Der mediane A260/280 Wert in Methode O fur die Aarsgsproben S13-S8J war 1,81. Nach
Filtrierung (Methode 2) und nach anschlieRender DBEhandlung tber Nacht (Methode 4)

fiel der mediane Ratio auf 0,38 (Tab.4)(Abb.10).
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1 I J

A260/280

DNA Konzentration ng/pl
[EN

N
o
1
o
(2]

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Abb.10 Vergleich der DNA Konzentrationen der ProbenS1-S8 in der Nullmethode
(Methode 0, dunkelblau), nach Filtrierung (Methode2, blau) und nach anschlieRender
DPN1 Behandlung (Methode 4, hellblau) (links) und ¥rgleich der A260/280 Werte
derselben Proben in Methode 0 (dunkelrot), nach Ritierung (Methode 2, rot) und nach

anschlielBender DPN1 Behandlung (Methode 4, rosa)eehts)

3.1.2.5 Methode 5

Nach den zahlreichen Versuchen mit den isoliertpaichelproben S1@- S8@ wurden die
DNA Proben aufgebraucht, so dass die DNA Isolieruvog neuen 5 Proben (S99-S130)
notwendig wurde. Abb.11 zeigt die entsprechendegeliitisse von den NanoDrop
Messungen in Methode 5.
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Anzahl DNA Konzentration A260/A280 Ratio

Proben (ng/pul)
Methode N Median Min Max Median Min Max
0 5 76,48 46,16 317,0 1,68 1,22 1,79
5 5 50,04 30,75 2779 1,82 1,23 1,91

Tab.5. DNA Konzentration und DNA Qualitat der mit Chloroform behandelten Proben
(Methode 5) im Vergleich zu den Ausgangsproben (Mebde 0)

350 2,5
300
250
200
150
100 l_‘
50 h 0,5

o I Hn B0 B 0 ]

S9 S10 S11 S12 S

13 S9 S10 S11 S12 S13

DNA Konzentration ng/pl

Abb.11. Vergleich der DNA Konzentrationen der Prob@ S9-13 in der Nullmethode
(Methode 0, dunkelblau) und nach Behandlung mit Chdroform (Methode 5, hellblau)
(links) und Vergleich der A260/280 Werte derselberiProben in Methode 0 (dunkelrot)
und nach Chloroform Behandlung (Methode 5, rosa) @chts)

Methode 5 unterschied sich sowohl bei den Konzgatrs:, als auch bei den Ratiowerten
signifikant von der Ausgangsmethode 0 (beide p-@#1043). Die mediane DNA
Konzentration der Ausgangsproben S90-S13@ war 7édg&il. Nach Chloroform -
Behandlung (Methode 5) verringerte sich die medkmezentration auf 50,04 ng/ul (Tab.5).
Der mediane A260/280 Wert der Ausgangsproben S®Sfh Methode O war 1,68. Der

Wert erhéhte sich nach Chloroform Behandlung (Mé&hd) auf 1,82 (Tab.5).
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3.1.3DNA Integritéat

Die Qualitdt der isolierten genomischen DNA wurdethitfe der 0,8% Agarose -

Gelelektrophorese auf ihre Unversehrtheit geprift. Abb.12 sind die Banden der
hochmolekularen DNA aus den Ausgangsproben S1@-S&@je zur Kontrolle von

menschlicher DNA aus Blut deutlich zu erkennen. @i bakteriellen DNA (bac) konnte nur
eine Verschmierung lber einen weiten Bereich bddbawerden.

Blut
S1 S2 S3 S4 S5 S6 I8 DNA bac

Abb.12. Gelelektrophorese der genomischen DNA, isoliert augden Ausgangsproben
S1@- S8@ in Methode 0, sowie DNA, isoliert aus Blutind bakterielle DNA (bac)

Im Gegensatz dazu erschien in der Gelelektrophatesgetesteten Proben nach Filtrierung

(Methode 2), aul3er einer diinnen Bande der Probit, SK&ine sichtbare DNA (Abb. 13).

S5 S6 S7
Filt Filt Filt

Abb.13. Gelelektrophorese der genomischen DNA, igeit aus den

Speichelproben S5, S6, S7 in Methode 2 (Filtrierung
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In Abb.14 erkennt man deutliche Banden hochmolekulaNA nach Behandlung der Proben
S2-S5 mit dem Enzym DPN1. Zur Kontrolle wurden eid®A Probe aus Blut und
bakterieller DNA (bac) mit dem Enzym behandelt. Ben Proben mit der bakteriellen DNA
(Gellécher 2 und 8) konnte keine sichtbare Bandmdern nur eine Verschmierung
beobachtet werden. Die gut sichtbaren Banden dekx B Blut (Gellécher 1 und 7) zeigten,
dass die DPN1 Behandlung die Qualitat der genorars€&NA aus Blut nicht beeintrachtigt.
Ansonsten konnten visuell zwischen den zwei Vaeander Enzymbehandlung der DNA
Proben (2-stiindigen- vs. tber Nacht- BehandlundemGelelektrophorese keine gravierende

Unterschiede bezuglich DNA Konzentration, DNA Qtéli und bakteriellem Gehalt

festgestellt werden.

Abb.14. Gelelektrophorese der genomischen DNA, iseft aus den Ausgangsproben S2,
S3, S4 und S5 in Methode 3, sowie mit DPN1 behant#geDNA aus Blut und mit DPN1

behandelte bakterielle DNA (bac)
(MW: DNA Leiter, 1-6: Behandlung mit 0,5ul DPN1 f@h, 7-12: Behandlung mit 0,5 pul DPN1 dber Nacht
jeweils mit Proben Blut DPN1, bac DPN1, S2 DPN1#3\1, S4 DPN1, S5 DPN1)

3.1.4 PCR Amplifikation von bakterieller DNA mit Primern fur E.coli
Um die Prasenz von bakterieller DNA in den isokartProben zu Uberprifen, wurde eine
PCR mit den Primern fur eine bakterielle DNA miheni Lange von 193 bp durchgefihrt

(s.2.4.1). Die anschlieliende Gelelektrophorese .(A)bzeigte, dass sich die sichtbaren
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Banden tatsé&chlich in diesem Bereich (etwa 200blefgnden. Bakteriell kontaminiert waren
zwei von drei getesteten filtrierten Proben aushdde 2 (Gellocher 4 und 5), beide getestete
Proben aus Methode 4 (Gellécher 6 und 7), zweidren getesteten Proben aus Methode 3
(Gellécher 8 und 9), sowie sechs von sieben getestAusgangsproben aus Methode 0
(Gellécher 11,12,13,15,16 und 17). Bei der Blutgrofielloch 1) konnte man eine
Verschmierung beobachten. Untypisch war auch, dass schwache Amplifikation bei der
mit DPN1 behandelten DNA aus Blut (Gelloch 19) téaad. Der direkte Vergleich der
Amplifikate in den Gellochern 2 (bac) und 18 (li2eN1) zeigte, dass die bakterielle DNA

nach Behandlung mit dem Enzym DPN1 nicht mehr iniakli unbeschadigt war.

MW 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 134 115 16 17 18 19 K

Abb. 15. Gelelektrophorese der PCR Amplifikate vonPCR mit Primern fur E.coli fur

verschiedene Proben

(MW: DNA Leiter, 1: Blut DNA, 2:bac DNA, 3-5:Methaxl 2 (S5Filt,S6Filt,S7Filt), 6-7: Methode 4 (S6
FiltDPN1, S7FiltDPN1), 8-10: Methode 3 (S3DPN1, $MM, S5DPN1), 11-17: Methode O
(S19,S39,5490,550,S60,S70,S80), 18: bac DPN1, L9TBIA DPN1, K: Kontrolle ohne DNA)

3.1.5 PCR Amplifikation von humanspezifischer DNA {DNA)

Eine PCR mit den Primern fur den menschlichen lebi@ und die anschliel3ende
Gelelektrophorese der PCR Amplifikate zeigte dievAsenheit menschlicher DNA in den
Proben (Abb.16). Die Banden befanden sich genadem Bereich, der der GroRe des I3 -

Globin Gens entspricht, und zwar bei 268 bp (s12.4Abb. 16 demonstriert, dass humane
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genomische DNA in der Blutprobe (Gelloch 1), sowre einer der drei getesteten
Filtrierungsproben aus Methode 2 (Gelloch 5), ineeider beiden getesteten Proben aus
Methode 4 (Gelloch 7), in allen getesteten Prohbes) Methode 3 (Gellécher 8, 9 und 10),
sowie in sechs von sieben getesteten Proben auotteD (Gellocher 11-16) prasent waren.
Erwartungsgemald fand in den bakteriellen Probenld&eer 2 und 18), sowie in der
Kontrollprobe ohne keine stat Andererseits fehlte

DNA (K) Amplifikation

Uberraschenderweise bei der mit DPN1 behandeltatpi®be (Gelloch 19) die Bande.

MW 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11

12 13 1415 16

17 18 19 K

Abb.16. Gelelektrophorese der PCR Amplifikate von PCR mit Pimern fir 3- Globin

fur verschiedene Proben

(MW: DNA Leiter, 1: Blut DNA, 2:bac DNA, 3-5:Methad?2 (S5Filt, S6Filt, S7Filt), 6-7: Methode 4 (S5Fil
DPN1, S7Filt DPN1), 8-10: Methode 3 (S3DPN1, S4DPNS$5DPN1), 11-17: Methode O
(S19,S39,540,S50,S60,S70,S80), 18: bac DPN1, u8DBIA DPN1, K: Kontrolle ohne DNA)

In Tab.6 sind die Ergebnisse fur die Optimierungsme@en im Vergleich zur der Null

Methode beziglich DNA Konzentration und DNA Qudlzésammengefasst.

Methode 1 | Methode 2 Methode 3 Methode 4 | Methode 5
(Variante 1 und 2)
DNA Konz. n.m. - n.s. - -
A260/280 n.m. n.s. - - +
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Tab.6. Zusammenfassung der Ergebnisse der Optimieng (+ signifikant besser, -

signifikant schlechter, n.m. nicht messbar, n.shinsignifikant)

3.2 Ergebnisse der Rickmeldkontrolle der Onlinestuig

3.2.1 Teilnahme

Fur den zweiten Teil der Studie wurden 5620 Probandon der Datenbank mit 65 000
bereits chronotypisierten Personen eingeladen dawiméFragebogen MCTQ, den sie vor bis
zu vier Jahren ausgefullt haben, erneut auszufillenTabelle 7 sind die Ergebnisse
veranschaulicht. 941 Probanden hat unsere Emddiing nicht erreicht (,email failure

delivery”). Von den 4679 eingeladenen Probander dnsere Einladung tatsachlich
bekommen haben, haben 1304 (28%) den neuen Fragehatsachlich ausgefillt. Von

anderen 192 Probanden wussten wir, dass sie entwetié teilnehmen wollten, oder sie sich
nicht in Deutschland befanden. Fur die restlich#833(68%) Eingeladenen vermuteten wir,
dass sie kein Interesse oder Zeit hatten, an detieSteilzunehmen, da wir keine Antwort
bekommen haben.

Von allen aktuellen Teilnahmen (1304) wurden 404osc mal eliminiert, weil sie den

Fragebogen nur teilweise beantwortet haben oddr fivesie ein Ausschlusskriterium wie

z.B. Schichtarbeit oder nichtdeutsche AbstammurtgakzuvVon den restlichen 900 wurden
715 Probanden per Email gebeten, ihre Speichelpzabgpenden. Bei eventuellem Mangel
an Speichelproben sollte auf die anderen 185 Pd#yanugegriffen werden.

Von den 715 Einladungen entfielen erneut 45, wel Email — Einladung nicht geliefert

werden konnte (6% von 715). Von den restlichen @fQfielen 165 wegen keiner

Einwilligung zur Teilnahme (25% von 670) und we#et6 wegen fehlender Antwort (2%
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von 670). Die Mehrheit (73%) von den 670 Eingelaaehat der Speichelspende zugestimmt

und so wurden 489 Speichelkits per Post zugeschickt

3.2.2 Speichelkits zuriick
464 (95% von 489 Zugestimmten) Speichelkits (eiagod leer) kamen auch tatséchlich

zuruck. 25 Kits kamen nicht zuriick.

3.2.3 DNA lIsolierung

Ein Behalter, der wahnscheinlich lose zugeschravdyt kam leer zurtick und lie3 daraus
schliel3en, dass sich die Probe auf dem Postwegeentiat. Die DNA von allen anderen 463
zurtckgeschickten Behaltern wurde isoliert. 60 den DNA-/Speichelproben konnten nicht
die Speichel-/DNA- Qualitatskontrolle bestehen (8peichelproben waren bei der visuellen
Betrachtung zu trtb, sehr viskds oder stark versthinoder die DNA war von schlechter
Qualitat).

403 DNA Proben (87% von allen 464 zurickgeschick&peichelproben) haben die
Qualitatskontrollbedingungen erfullt, nachdem sié @hloroform analog der Methode 5 in
dieser Studie behandelt wurden. Die genaue Optimgerdieser Proben wurde in einer

anderen Studie durchgefuhrt (Autor: Svilen Stoyaobeit: im Gange).

48



A | MCTQ (2003) Datenbank
B | MCTQ (2008-09) Einladungen

der extremen Typen

Gultige Email - Adresse

D | MCTQ Teilnahmen

E | Einladungen der Extreme
per Email fir Speichelprobe

E Zugestellte Einladungen
per Email fir Speichelprobe

G | Positive Antworten

Speichelkits fur Extreme
H per Post

Speichelkits zurtick

J | Gute DNA Qualitat und
DNA Konzentration

65 00C
5620
-941 email failurdidery
4679.00%)
-3183 keine Antwort
-184 wollen nichtltmhmen
-8 nicht in Dech$and

1304(28% von C)

-320 teilweise ausidje
-185 nicht eingeladen $ipeichelprobe
-84 Ausschlusshiign

715 (55% von D)

-45 email failutelivery
670
-165 wollen nichiinehmen
-16 keine Antwort

489(73% von F)

489(73% von F)
-25 nicht zurickgekmen

464(95% von H)
-1 leerer Behalter
-60 schlechte SpeigB&NA Qualitat

403(87% von 1)

Tab.7. Ergebnisse des zweiten Teils:

Rickmeldkontiie
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4. Diskussion

4.1 Optimierungsmethoden

In unserer Studie war der Median der DNA Mengdéen 13 Speichelproben, isoliert mit der
Oragene® Methode, 10,3 pg. Ahnliche Ergebnissernabeh Hansen et al. (mittlere DNA
Menge 10,8 ug von 0,5 r@lragene/Speichel Flissigkeit) gefunden. Uber ddgulibheren

DNA Gehalt berichten Rylander-Rudqvist et al. (Medder DNA Menge 29,4 ug) und H.C.
Birnboim von DNA Genotek Technical Bulletin (Medisert 110 pg DNA) in ihren Studien.
Die unterschiedlichen Resultate kénnten mit deenschiedlichen Menge an
Oragene/Speichel Flussigkeit, die benutzt wurddadrwerden. In den beiden zuletzt
genannten Studien wurde dieser DNA Gehalt von Bawd. 4 ml gewonnen, wir haben nur
0,5 ml Oragene/Speichel Flussigkeit fur die Isoirgr benutzt.

Die Qualitat der isolierten DNA wurde durch Bereshg des A260/280 Quotienten und
durch Gelelektrophorese Uberprift. Der mediane AZED Quotient der Proben mit der
Oragene® Methode in unserer Studie betrug 1,78 weeigeichbar ist mit den Werten in den
Studien von Hansen et al. (Mittelwert 1,63) und dRger-Rudqvist (Mittelwert 1,76). Die
sehr gute Qualitat der DNA bewies auch die durdiigeé Gelelektrophorese, wo alle acht
untersuchten Proben hochmolekulare (>23 kb) DNAielten.

Eine erfolgreiche Amplifikation von menschlichem Gkebin Gen fand in 86% der
untersuchten Ausgangsproben statt (s. Abb.16 Nunihdi7), was wiederum in Konkordanz
mit den Ergebnissen von anderen Studien ist (Haesah (84%).

In dieser Studie haben wir den genauen Gehalt aktebieller DNA in den Proben nicht
gemessen. Allerdings, es ist bekannt, dass Pramedean Mund (Speichel, Wangenstabchen)
bakteriell kontaminiert sind. Das konnten wir inserer Studie auch beweisen, in dem eine
PCR mit Primern fur bakterielle DNA durchgefuhrunde und alle Proben aul3er einer

deutliche Kontaminierung zeigten (s. Abb.15, Nummé&r17). Bei der einen Probe war
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wahrscheinlich die DNA - Ausgangskonzentration zadrig und es konnte sich keine
sichtbare Bande in der Gelelektrophorese bilden.

Die bakterielle Kontaminierung ist auch von der Arhd Weise abhangig, wie die
Speichelprobe nach der Sammlung aufbewahrt wurdas [@ragene® Kit enthalt
antibakterielle Substanzen, die die Vermehrung Weimen verhindern. So zeigt die
Oragene® Methode den niedrigsten Bakteriengehatalien Verfahren fur Gewinnung von
DNA aus der Mundhohle (DNA Genotek Chartier et 2005). Obwohl die Speichelproben
keine reine humane DNA enthielten, haben mehrardi&t (Rylander-Rudqgvist et al., 2006,
Hansen et al., 2007, DNA Genotek Technical Bulle2@05, Cormier T. et al.) gezeigt, dass
sie eine gute Alternative zu Blutproben fiir molekgenetische epidemiologische Studien
sind. Van Oene et al. behaupten, dass die DNA voagé&ne® Kit bei der Genotypisierung
mit dem SNPstream® System gleiche Ergebnisse tiefier die DNA vom Blut. Bahlo et al.
bewiesen in ihrer Studie die Nutzlichkeit der DNAonv Speichel in GWAS. Die
Zuverlassigkeit und Genauigkeit der Oragene® Methad epidemiologischen Studien
beweist auch die standig wachsende Anzahl an wgskaftlichen Publikationen mit dieser
Methode: von 4 in 2005 und 10 in 2006, Uber 72002 bis 271 Publikationen in 2012
(Internetreferenz 8, Stand: Februar 2013).

In unserer Dichtegradientenzentrifugation mit Pirsollten sich laut Studien von Childs et
al. und Colombo et al. nach der Zentrifugation z&ehichten bilden, wobei die obere Schicht
Epithelzellen mit befestigten Bakterien und dieematSchicht nur Bakterien enthalt. Leider
konnten die Epithelzellen in unseren Versuchen tnigin den unbefestigten Bakterien
getrennt werden. Eine erfolgreiche Trennung wiirder a@lie Bakterienzahl nur vermindern
und die Keime nicht ganz eliminieren, weil die Digradientenzentrifugation mit Percoll nur
die nicht befestigten Bakterien beseitigt. Der Regsh den Bakterien, die spezielle

Haftmolekuile (sog. Adhasine) besitzen, haftet éstien Epithelzellen (Childs et al., 1988).
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Die reine Filtrierung (Methode 2) lieferte im Veegth zu der Null — Methode gute A260/280
Werte, schneidete aber bei der DNA Konzentrationtlad schlechter ab (s. 3.1.2.2 und
Tab.6). Die Gelelektrophorese der genomischen DN#\Methode 2 (Abb.13) und die PCR
mit den Primern fir 3 — Globin (Abb.16) als Konleofiir die DNA Quantitat und Qualitat
bestatigte dies.

Die zusatzliche Behandlung der Proben aus Methoahdt 2em Enzym DPN1 (Methode 4)
hat die DNA Qualitat signifikant verschlechtert3(4.2.4 und Tab.6). Die durchgefihrten
PCR zeigten, dass beide untersuchten Proben ausdtiéet (s. Abb. 15: S6FiltDPN1 und
ST7FiltDPN1) bakteriell kontaminiert waren, wahrendnur einer Probe Amplifikation von
menschlicher DNA (s. Abb.16: S7FiltDPN1) stattfaide niedrigen DNA Konzentrationen
der Probe in Methoden 2 und 4 zeigten, dass beiflknerungsvorgang viele Epithelzellen
verloren gingen, wahrend die mehreren Zwischengehdie bakterielle Kontaminierung
wahrscheinlich begunstigten.

Die Behandlung der Null-Proben mit dem Enzym DPMiethode 3) verschlechterte
signifikant die A260/280 Ratios, bei statistisckeighbleibenden DNA Konzentrationen (s.
3.1.2.3 und Tab.6). In der 0,8%-igen Gelelektrophorese (s.Abb.14) det DPN1
behandelten bakteriellen DNA, konnte keine siclgbaBande, sondern nur eine
Verschmierung beobachtet werden, was als eine Deguang der fremden DNA gedeutet
werden kann. Allerdings war diese Verschmierunghabei der reinen bakteriellen DNA
(bac) in Abb.12 zu beobachten, was wahrscheinlighdée niedrige Konzentration (18,18
ng/ul) der niedermolekularen DNA (8,5 kb) zurtck#uen ist. Zusatzlich konnten keine
Unterschiede zwischen der Amplifikation vor (Prob88@, S4@ und S5@) und nach
Behandlung (Proben S3DPN1, S4ADPN1 und S5DPN1) RNDin beiden PCR festgestellt
werden (s. Abb. 15 und 16) was zu Folge hatte, des®PN1 Behandlung die Qualitat der

DNA verschlechterte, ohne die bakterielle Kontartiorazu eliminieren. Das Enzym schien
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aber mit reiner bakterieller DNA (bac) sehr gutwatken und schadigte die DNA dermalien,
dass die in der PCR nicht mehr vervielfaltigt wertennte (Abb. 15: bac und bacDPN1).

So sahen die Ergebnisse nach Behandlung der NalleRrmit Chloroform (Methode 5) aus:
das A260/280 Ratio nach der Chloroform Behandlunge&e sich signifikant (konnte
angehoben werden) (s.3.1.2.5). Das ist in Konkaraam der in der Studie von Iwasiow et al.
erzielten Erh6hung des Ratios. Die DNA Konzentratiach der Behandlung mit Chloroform
verringerte sich in unseren Experimenten signifik@n3.1.2.5), wahrend in der Studie von
lwasiow et al. die Konzentration gleich blieb. Sat Bich rausgestellt, dass die Chloroform
Methode 5 ein gutes Verfahren zu Verbesserung dalit@t der isolierten DNA ist, ohne ihre
Integritat zu beeinflussen und ohne ihre Anwenduargrozessen wie PCR zu beeintrachtigen
(lwasiow et al., 2006).

Unsere Befunde zeigten, dass die Chloroform Methodeezlglich DNA Qualitat allen
anderen getesteten 4 Methoden lberlegen ist. Sanisch und schnell durchzufiihren und
viele Zwischenschritte entfallen.

Wir konnten auf3erdem schlussfolgern, dass obwa@hbekterielle Kontaminierung aus den
Speichelproben nicht ganz eliminiert werden konktmnte man durch einen zusétzlichen

Reinigungsschritt mit Chloroform immernoch gute DiQAalitat erzielen.

4.2 Riuckmeldkontrolle

In epidemiologischen Studien mit Probanden ist ési3eichtig, dass die Riuckmeldungsrate
hoch ist, damit die Ergebnisse eine allgemeine i@kdit haben. In unserer Studie war es
maoglich innerhalb einigen Monaten geniigend Probamede Internet und Email zu werben,
damit am Ende ausreichend DNA Material fur eine G¥Worlag. Die Mehrheit (69%) von

den eingeladenen fur eine Speichelspende Probankiain,auch eine Speichelprobe
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zurtckgeschickt. In 87% von den isolierten Spepiwdden war die Speichelqualitat und —
guantitat ausreichend, um eine ,high-throughputh@gpisierung durchzufthren.

Andere Studien Uber die Rickmeldung und die Beiedth der Probanden eine
Speichelprobe fur genetische Untersuchungen zudsperaben ahnliche Befunde erhoben.
So betrug die Rickmeldungsrate in den Studien \ter Et al. und Rylander-Rudqvist et al.
80%, wahrend Hansen et al. von 72% von ihren Puadraneine Speichelprobe
zurickbekamen. Mehr ausfuhrliche Information, aastibhe Graphiken, Erinnerungsemails
oder sogar die Publizierung von sog. FAQ's (fretlyemsked questions) auf der Website
konnten sinnvolle MaRnahmen sein, um die Erfolgssatcher Studien zu verbessern.

Die Online-Werbung von Probanden fur genetischeéi8tuohne personliches Kennenlernen,
wo das Ubereinstimmen von Personeninformation uedn@terial sichergestellt werden
sollte, wird immer haufiger angewendet. In uns&teidie haben die Probanden ihren Namen,
Alter und Geschlecht in dem Online-Fragebogen duigand dann nochmal in der per Post
zuruckgeschickten Einverstandniserklarung. Alle i@pdproben konnten danach einem
bestimmten Fragebogen zugeordnet werden, was heveies die Methode zuverlassig war.
Die Oragene® Methode ist in einigen Studien schanulzt worden und unsere
Untersuchung zeigte, dass die Methode einfach erahtl durchfihrbar ist und von den
Probanden sehr gut akzeptiert wurde. Sie ist mehsiv und weniger riskant als die
Venenpunktion und schlief3t die Ausfihrung durch izietgches Personal aus. Es existieren
andere Methoden fur die Isolierung von DNA aus 8pai wir haben aber den effektivsten
und vom Arbeitsablauf einfachsten ausgesucht. Défitg Vorteil von der Oragene®
Methode gegenuber allen anderen Alternativen (Mwsder, Blurstchen, Stabchen) liegt
darin, dass die Probanden keine komplizierten Eumigen folgen missen wie Reiben der
Mundschleimhaut, Lufttrocknen der Stabchen oderlégen der Probe auf eine Karte.
AulRerdem liefert die Oragene® Methode laut der i8twdn H.C. Birnboim (DNA Genotek

Technical Bulletin) im Vergleich zu den anderen Meten die héchste DNA Quantitat.
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Somit ist die Oragene® Methodie Kombination mit dem zusatzlichen hier beschrredre
Chloroform-Protokoll eine gute Madoglichkeit fir di®NA Sammlung fur genetische

epidemiologischen Studien mit Probanden, die perhet oder Email geworben wurden.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie haben wir versucht é&fehode zur Gewinnung von DNA aus
Speichel zu optimieren. Die Studie ist Teil eined3gren Projektes, das die Zusammenhange
zwischen Genotyp (DNA aus Speichelproben) und Piyan@&chlafverhalten) in Probanden
untersucht, die zuvor mithilfe eines Online-Fragghts als extreme Chronotypen identifiziert
wurden. In dem zweiten Teil unserer Studie haben die Teilnahmebereitschaft dieser

Probanden, eine Speichelprobe zu spenden, Uberpruft

Die Untersuchung des menschlichen Erbguts fiur w&dwftliche Ziele (z.B.
Genotypisierung des gesamten Genoms WGGT: wholengergenotyping) erfordert hohe
Mengen an DNA mit guter Qualitat. Bis in kurzer Zear nur das menschliche Blut Quelle
hochqualitativer DNA. Die Blutentnahme ist aber menzhaft, erfordert die Durchfiihrung
von geschultem Personal und ist mit bestimmterkBmsverbunden. Diese Tatsachen kénnen
viele Probanden abschrecken und so die Teilnahenetatitlich verringern. Es wurde
deswegen nach alternativen Methoden gesucht untaben sich in den letzten Jahren
Selbstentnahmetechniken zur DNA Isolierung aus Beeéibzw. Mundschleimhautepithelien
durchgesetzt. Diese Verfahren haben sich als dinfachnell, kostenginstig und sehr
effizient erwiesen, haben aber alle einen entseneien Nachteil — sie sind bakteriell

kontaminiert.

Dafir haben wir als erstes verschiedene Optimiemmeghoden zur Beseitigung der
bakteriellen DNA entwickelt und anschlieBend Ubéftprob hiermit die Qualitat und
Quantitdt der menschlichen DNA beeintrachtigt wurdilnsgesamt wurden flnf
Modifikationen der Null — Methode untersucht: (1)icBtegradientenzentrifugation mit
Percoll, (2) Filtrierung, (3) Behandlung mit dem zZgm DPN1, (4) Filtrierung und

Enzymbehandlung und (5) Chloroformbehandlung. Alsiter Schritt wurden Probanden per
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Email eingeladen, ihre Speichelprobe fir Studiertkeezur Verfigung zu stellen, wobei

dann eine Rickmeldkontrolle durchgefihrt wurde.

Die Ergebnisse zeigten, dass in vier von den f(ptirfierungsmethoden die DNA Qualitat
bzw. Quantitat im Vergleich zu der Null-Methode uwegkrt wurden: bei der

Dichtegradientenzentrifugation waren die Variablenicht messbar, bei den
Filtrierungsschritten gingen grol3e Mengen an Muhlgsmhautepithelien verloren, wéahrend
die DPN1 Behandlung das A260/280 Verhaltnis drelstigerschlechterte. Als einzig guter
Optimierungsschritt beziglich DNA Qualitat hat saie Chloroform - Behandlung erwiesen.

Der Gehalt an bakterieller DNA wurde jedoch nicleisentlich beeinflusst.

In dem zweiten Teil der Studie haben sich 73% vdenaEingeladenen fir eine
Speichelprobe bereit erklart, von denen 95% tat&dicleine geschickt haben. 87% der

Speichelproben haben dann die DNA Qualitatskomtiodistanden.

Unsere Befunde, unterstutzt auch von der Literababhen gezeigt, dass die Oragene®
Methode eine gute Alternative zu Blutproben furfygaepidemiologische Studien ist. Zwar
enthalten die Proben geringe Mengen an bakteriblA, fir die DNA Qualitat scheint dies
weniger von Bedeutung zu sein, so dass weitere r&inteungen wie PCR oder
Genotypisierung nicht negativ beeinflusst werdewnlogh empfiehlt sich hier ein zusatzlicher
Reinigungsschritt mit Chloroform, um die DNA Quatitfir die Genotypisierung des

gesamten Genoms zu verbessern.

In unserer Studie ist es uns gelungen geniigendaRdeb per Internet und Email zu werben,
damit ausreichend genetisches Material fUr einelegpiologische Studie vorlag. Somit
zeichnet sich die internetbasierte Rekrutierungeopersonliches Treffen mit den Probanden
durch hohe Teilnahmerate aus, was zeitsparend besbonders gunstig ist bei

Untersuchungen uber weite geografische Regionen.
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7.3 Materialliste
Agarose

Chloroform
Kristallviolett

DePeX mounting medium Gurr®
DNA Leiter

dNTPmix

DPN 1

E. coli DNA

Ethanol absolut
Filtrationsvorsatz
Fuchsin Losung
Glykogen

lodine Losung

Isopore Membrane, 25 mm
Kanule Sterican®
KHCO3

Ladepuffer blau (6x)
Na2EDTA
Natriumchlorid
NEBuffer 4 (10x)
(mitgeliefert mit DPN1)
NHaCl

Oragene® DNA Kit
Oragene® DNA Purifier
PBS Puffer

Percoll

Applichem
Applichem
Merck
WR
BioLabs
ABgene
BioLabs
Sigma
ROTH
Sartorius
Fluka
Invitrogen
Fluka
Millipore
B.Braun
Applichem
BioLabs
Applichem

MERCK

BioLabs
Applichem
DNA Genotek
DNA Genotek

Sigma

Sigma

A2114,0500
A3691,0500
5235
361252B
N3231S
AB-0196
R0O176S
D4889
9065.2
16517E
87794
10814-010
90107
TKTP02500
4665120
A2375,0500
B7021S
A2937,0100

1.06404

B7004S
A0988,0500
0G-250
OG-L2P
P5368

P4937
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Primer Ecoli 1 metabion
Primer Ecoli 2 metabion
Primer 13- Globin 1 metabion
Primer 3- Globin 2 metabion
Proteinase K BioLabs

Red Hof DNA Polymerase
(mitgeliefert 10x Taqg Puffer, 25mM MgCI2) ABge

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ROTH
Spritze Injekt® LL 10 ml B.Braun
TAE Puffer (10x) Applichem
TE Puffer (1x) Applichem

80116B&1G12 52/53
80116BZ1H12 53/53
80116B3-1212 50/53
80116B3-12¥2 51/53
P8102S

AB-04B6/
2326.2

4606728V
A1416,0500

A2575,1000
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7.4 Einladung 1. Tell

INSTITUT FUR MEDIZINISCHE PSYCHOLOGIE

Zentrum fur Chronobiologie

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Prof. Dr.rer.nat. Dr.med.habil. Till Roenneberg
Institut fir Medizinische Psychologie, Goethestral3e 31, D-80336 Miunchen

Tel. &49-(0)89-2180-75-608
Fax &49-(0)89-2180-75-238
e-mail roenneberg@Imu.de

Teilnehmerinformation und Einverstandniserklarung

fur die Teilnahme an der Untersuchung:
,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES MENSCHEN"

Sehr geehrte Studienteilnehmerin, sehr geehrter Studienteilnehmer,

mit diesem Schreiben mdchten wir Sie Uber die Details der Studie unterrichten. Falls Sie sich
entscheiden, als freiwillige Versuchsperson mitzumachen, bitten wir Sie, lhr Einverstandnis zu
erklaren. Beide Abschnitte, die Studieninformation und lhre Einverstandniserklarung, bitten wir Sie
getrennt zu unterschreiben und an uns in dem beigefiligten Freiumschlag zuriickzuschicken (ein der
beiden Exemplare kénnen Sie fir Ihre Unterlagen behalten).

Teilnehmerinformation

Unsere Schlafzeiten werden von zwei ,Uhren* kontrolliert: von der inneren, biologischen Uhr, die
bestimmt, wann wir bereit sind zu schlafen oder aufzustehen, und von der &u3eren, sozialen Uhr (z.B.
dem Wecker). Je verschiedener diese beiden Uhren ,ticken“, desto schwieriger kann es fir Menschen
sein, an allen Tagen genug Schlaf zu finden. Tierversuche und Untersuchungen am Menschen
zeigen, dass das Schlafverhalten auch von Genen beeinflusst wird. Die Steuerung der inneren Uhr ist
also eine angeborene Eigenschaft und deshalb individuell bei jedem Menschen. Wir versuchen mit
dieser Studie und lhrer Unterstlitzung nun genauer herauszufinden, welche Gene bestimmen, wie
unsere Uhr tickt.

Sie kénnen uns hierbei unterschiitzen, indem Sie eine Probe lhres Speichels an uns zuriickschicken.
Wenn Sie sich freundlicherweise diese wenigen Minuten Zeit nehmen, helfen Sie uns die genetische
Grundlage fir extreme Frih- und Spattypen zu beweisen. Selbstverstandlich achten wir sehr sorgfaltig
darauf, dass alle Auswertungen vollkommen anonym erfolgen!

Was machen wir mit lhrer Speichelprobe?

In unserer Studie werden die Vorschriften zum Datenschutz strikt eingehalten. Sobald wir lhre
Speichelprobe erhalten haben, wird diese Probe kodiert. Somit kann lhre Probe nur noch anhand
eines Codes (eine fortlaufende Nummer) identifiziert werden. Das Erbgut aus den Zellen im Speichel
wird am Institut far Medizinische Psychologie in Miinchen isoliert. Diese Daten werden ebenfalls
kodiert. Das heif3t, weder lhr Name, noch lhre Initialen, das Geburtsdatum, oder sonstige Angaben,
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die auf lhre Person Ruckschliisse zulassen kdnnten, kénnen bei der Auswertung oder bei einer
Veroéffentlichung der Studienergebnisse zugeordnet werden.

Nutzen der Studie

Sie selbst haben mdglicherweise keinen unmittelbaren Nutzen von der Teilnahme an dieser Studie,
auller dem mdoglichen Beweis, dass |hre Tendenz zum frihen oder spaten Aufstehen genetisch
bedingt ist. Die erzielten Erkenntnisse sind jedoch fir das Verstandnis des Schlafverhaltens und auch
im Hinblick auf das Behandeln und Heilen von Schlafstérungen und -krankheiten von grof3er
Bedeutung.

Fur lhre Mihe, Ihre Unterstiitzung und lhr Interesse bedanken wir uns sehr!

72 ,%%.49

Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppeleiter) Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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Informationsbestatigung:

Ich , geb. am
(Ihr Name in DRUCKSCHRIFT) (Geburtsdatum)

habe die vorangegangenen Seiten, auf denen mich Prof. Roenneberg und Dr. Allebrandt Uber das
Wesen, die Ziele und die Tragweite der beschriebenen Untersuchung informiert, gelesen und alles
verstanden.

Datum

(Ihre Unterschrift)

Einverstandniserklarung

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie ,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES
MENSCHEN" und mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten
einverstanden. Ich verpflichte mich meine EIGENE Speichelprobe fir diese Studie abzugeben. Ich
behalte mir das Recht vor, jederzeit — auch ohne Angabe von Griinden — die Einwilligung zur weiteren
Teilnahme unwiderruflich zurtickzuziehen.

Datum

(Ihre Unterschrift, falls Sie teilnehmen)

Ich méchte NICHT an dieser Studie teilnehmen:

Datum

(Ihre Unterschrift, NUR wenn sie NICHT teilnehmen méchten)

Versicherung

Hiermit versichern wir lhnen, dass lhre persénlichen Daten bei zuriickgezogener Teilnahme aus
unserer Datenbank vollstéandig geldscht werden.

Allen Teilnehmern versichern wir, dass wir lhre Erb  gut-Daten nur anonymisiert und nur fir die

hier beschriebene Fragestellung verwenden werden. Alle personlichen Daten werden vor der
genetischen Analyse gel6scht.

Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppeleiter) Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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Zum Verbleib beim Studienteilnehmer

Informationsbestatigung:

Ich , geb. am
(Ihr Name in DRUCKSCHRIFT) (Geburtsdatum)

habe die vorangegangenen Seiten, auf denen mich Prof. Roenneberg und Dr. Allebrandt Uber das
Wesen, die Ziele und die Tragweite der beschriebenen Untersuchung informiert, gelesen und alles
verstanden.

Datum

(Ihre Unterschrift)

Einverstandniserklarung

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie ,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES
MENSCHEN" und mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten
einverstanden. Ich verpflichte mich meine EIGENE Speichelprobe fir diese Studie abzugeben. Ich
behalte mir das Recht vor, jederzeit — auch ohne Angabe von Griinden — die Einwilligung zur weiteren
Teilnahme unwiderruflich zurtiickzuziehen.

Datum

(Ihre Unterschrift, falls Sie teilnehmen)

Ich m6chte NICHT an dieser Studie teilnehmen:

Datum

(Ihre Unterschrift, NUR wenn sie NICHT teilnehmen méchten)

Versicherung

Hiermit versichern wir lhnen, dass lhre perstnlichen Daten bei zuriickgezogener Teilnahme aus
unserer Datenbank vollstéandig geldscht werden.

Allen Teilnehmern versichern wir, dass wir lhre Erb  gut-Daten nur anonymisiert und nur fir die
hier beschriebene Fragestellung verwenden werden. Alle personlichen Daten werden vor der
genetischen Analyse gel6scht.

/72 .?&%49 Al %/W

Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppeleiter) Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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7.5 Einladungen 2. Teil

7.5.1 Brief fur Rekrutierung von Probanden fur die epidemiologische Studie

Liebe Studienteilnehmerin, lieber Studienteilnehmer ,

Sie erinnern sich vielleicht, dass Sie an unserer | nternetstudie Uber
Chronotypen teilgenommen haben (falls Sie sich nich t mehr daran erinnern
ist dies kein Wunder, da unsere Datenbank bis auf d as Jahr 2003
zurlickgeht). Wir hatten lhnen damals bereits im Vo rfeld mitgeteilt, dass

wir eventuell auf Sie zuriickkommen werden, falls lh r Chronotyp fur unsere
Forschung besonders interessant ist.

Erst einmal vielen Dank fur Ihre damalige Teilnahme . Sie haben mit dazu
beigetragen, dass wir nun auf mehr als 65.000 ausge fullte Fragebtdgen
zurlckgreifen kénnen. Durch diese hohen Zahlen erh alten wir ein sehr
genaues Bild tUber die Verteilung der Chronotypen in der Bevdlkerung.
Unsere Erkenntnisse erlauben uns auch, mehr tber d ie moglichen Gefahren zu
lernen, die ein Leben gegen die innere Uhr mit sich bringen kénnte.

Wir begrii3en es, wenn Sie uns auch weiterhin darin unterstutzen, mehr tber
die innere Uhr des Menschen herauszufinden. Wenn Si e also dazu bereit sind,
dann finden Sie alle Informationen auf folgender We bseite

( http://www.bioinfo.mpg.de/wepgec/ ).

Si e bekomren Zugang zu di eser Wbseite indem Sie sich dort als
neuer Nutzer annel den. Beilhre Anmeldung geben Sie bitte das selbe

Emailkonto an, Uber welches Sie diese Einladung bek ommen haben.

Wir bitten wir Sie einige Internet-Fragebbgen auszu fullen. In deren
Einleitung finden Sie nahere Informationen zu diese r Studie.

Achtung! Falls Sie nicht mehr in Deutschland leben, kénnen wir Sie leider
nicht mehr als Teilnehmer dieser Studie bericksicht igen. Falls Sie nicht
weiter mit uns zusammenarbeiten wollen, schicken Si e kommentarlos eine
Email an folgende Adresse: Ichmoechte.Nichtteilnehmen@med.uni-muenchen.de
Bitte schicken Sie diese Email von dem Emailkonto aus, Uber das wir Sie
angeschrieben haben. Wir versichern Ihnen, dass wir nach Erhalt lhrer
Absage, alle personlichen Daten aus der Datenbank I6schen werden, so dass

Sie nicht mehr von uns hoéren werden.

Mit herzlichen GriiRRen,

Prof. Dr. Till Roenneberg & Dr. Karla V. Allebrandt

Institut fir Medizinische Psychologie
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Goethestr. 31.

80336 Munich

http://www.euclock.org/
http://www.imp-muenchen.de
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7.5.2 Brief fur Rekrutierung von Probanden fur die GWAS

INSTITUT FUR MEDIZINISCHE PSYCHOLOGIE

Zentrum fr Chronobiologie

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Prof. Dr.rer.nat. Dr.med.habil. Till Roenneberg

Institut fir Medizinische Psychologie, Goethestrale 31, D-80336 Minchen
Tel. &49-(0)89-2180-75-608
Fax &49-(0)89-2180-75-238
e-mail roenneberg@Imu.de

Teilnehmerinformation und Einverstandniserklarung
fur die Teilnahme an der Untersuchung:
.DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES MENSCHEN*

Sehr geehrte Studienteilnehmerin, sehr geehrter Studienteilnehmer,

mit diesem Schreiben moéchten wir Sie Uber die Details der Studie unterrichten. Falls Sie sich
entscheiden, als freiwillige Versuchsperson mitzumachen, bitten wir Sie, Ihr Einverstandnis per Email
zu erklaren.

Teilnehmerinformation

Unsere Schlafzeiten werden von zwei ,Uhren* kontrolliert: von der inneren, biologischen Uhr, die
bestimmt, wann wir bereit sind zu schlafen oder aufzustehen, und von der du3eren, sozialen Uhr (z.B.
dem Wecker). Je verschiedener diese beiden Uhren ,ticken“, desto schwieriger kann es fir Menschen
sein, an allen Tagen genug Schlaf zu finden. Tierversuche und Untersuchungen am Menschen
zeigen, dass das Schlafverhalten auch von Genen beeinflusst wird. Die Steuerung der inneren Uhr ist
also eine angeborene Eigenschaft und deshalb individuell bei jedem Menschen. Wir versuchen mit
dieser Studie und lhrer Unterstlitzung nun genauer herauszufinden, welche Gene bestimmen, wie
unsere Uhr tickt.

1. Warum haben wir Sie fur diese Studie ausgewahlt?

Durch unseren Fragebogen (den Sie bereits online ausgefillt haben) konnten wir Daten erheben, die
zeigen, dass Sie zu extremen Zeiten schlafen. Deshalb sind Sie ein besonders interessanter Kandidat
fur unsere Forschung. Sie kénnen unsere Forschung dadurch unterstiitzen, indem Sie uns gestatten,
eine Probe lhres Speichels zu analysieren (siehe Punkt 4). Im Speichel sind namlich Zellen mit
Erbinformation enthalten. Indem Sie uns die Analyse der Erbinformation ermdglichen, helfen Sie uns
die Gene zu finden, die fiir das Verhalten von extremen Friih- oder Spattypen bzw. Lang- oder Kurz-
Schlafern verantwortlich sind.

2. Was machen wir mit Ihrer Speichelprobe?

In unserer Studie werden die Vorschriften zum Datenschutz strikt eingehalten. Sobald wir lhre
Speichelprobe erhalten haben, wird diese Probe kodiert. Somit kann lhre Probe nur noch anhand
eines vierstelligen Codes (eine fortlaufende Nummer) identifiziert werden. Das Erbgut aus den Zellen
im Speichel wird am Institut fir Medizinische Psychologie in Miinchen isoliert. Diese Daten werden
ebenfalls kodiert und mit den Daten des zugehdrigen, kodierten Fragebogens verknipft. Eine

72



endglltige Anonymisierung der Daten findet nach dieser Verknlpfung der Fragebogendaten mit den
jeweiligen Erbgutdaten statt. Dies bedeutet, dass lhre personlichen Daten vollstandig geldscht
werden. Bei der darauf folgenden genetischen Analyse liegen dann nur noch die anonymen Codes zu
den Daten vor. Das heif3t, weder lhr Name, noch lhre Initialen, das Geburtsdatum, oder sonstige
Angaben, die auf lhre Person Riickschlisse zulassen kénnten, kénnen bei der Auswertung oder bei
einer Veroffentlichung der Studienergebnisse zugeordnet werden.

Um herauszufinden, welche Gene das Schlafverhalten beeinflussen, missen wir das Erbgut sehr
vieler Menschen analysieren und vergleichen. Das Erbgut von jedem Teilnehmer ist von grof3ter
Wichtigkeit, da wir es jeweils einem bestimmten Schlafverhalten zuordnen kénnen. Dennoch stellt es
in unserer Untersuchung einzig ein anonymes Datenpaar dar (zwischen Schlafverhalten und Erbgut-
Sequenz). Wir versichern lhnen, dass wir mit der von lhnen bereitgestellten Erbgutinformation NUR
den Zusammenhang zwischen Erbgut und Schlafverhalten untersuchen. lhre (anonymisierte)
Erbgutprobe wird nach Abschluss der Studie sofort vernichtet.

3. Nutzen der Studie

Sie selbst haben mdglicherweise keinen unmittelbaren Nutzen von der Teilnahme an dieser Studie,
auler dem mdoglichen Beweis, dass Ihre Tendenz zum frihen oder spaten Aufstehen genetisch
bedingt ist. Die erzielten Erkenntnisse sind jedoch fir das Verstandnis des Schlafverhaltens und auch
im Hinblick auf das Behandeln und Heilen von Schlafstérungen und -krankheiten von grof3er
Bedeutung.

4. Wie bekommen wir Ihre Speichelprobe?

Sobald wir lhre Teilnahmebestatigung erhalten, werden wir lhnen einen Behdlter fir Ihre
Speichelprobe in einem frankierten Freiumschlag zukommen lassen. lhre einzige Aufgabe ist dann
entsprechend der beigefligten Gebrauchsanweisung lhre Speichelprobe zu entnehmen und an uns
zuriickzuschicken.

Falls Sie sich entscheiden, an dieser Studie teilzu  nehmen, bitten wir Sie, die unten stehende
EINVERSTANDNISERKLARUNG wortlich zu kopieren und un s die Kopie davon per Email,
ZUSAMMEN MIT IHRER VOLLSTANDIGEN ADRESSE, zu schick en.

Einverstandniserklarung

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie ,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES
MENSCHEN" und mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten
einverstanden. Ich verpflichte mich meine EIGENE Speichelprobe fir diese Studie abzugeben. Ich
behalte mir das Recht vor, jederzeit — auch ohne Angabe von Griinden — die Einwilligung zur weiteren
Teilnahme zurtickzuziehen.

Falls Sie sich entscheiden, an dieser Studie NICHT ___ teilzunehmen, bitten wir Sie uns eine Email
mit folgendem Inhalt in der Betreffzeile zu schicke n:

.lch mochte NICHT teilnehmen!®
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Fur lhre Mihe, Ihre Unterstiitzung und lhr Interesse bedanken wir uns sehr!

Herzliche GriRe,
Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppenleiter)
Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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7.5.3Aufklarungs- und Einwilligungsbrief an die Teilnehmer

INSTITUT FUR MEDIZINISCHE PSYCHOLOGIE

Zentrum fr Chronobiologie

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Prof. Dr.rer.nat. Dr.med.habil. Till Roenneberg
Institut fir Medizinische Psychologie, Goethestrale 31, D-80336 Munchen

Tel. &49-(0)89-2180-75-608
Fax &49-(0)89-2180-75-238
e-mail roenneberg@Imu.de

Teilnehmerinformation und Einverstandniserklarung

fur die Teilnahme an der Untersuchung:
,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES MENSCHEN"

Sehr geehrte Studienteilnehmerin, sehr geehrter Studienteilnehmer,

Sie erhalten dieses Schreiben, da Sie sich per Email dazu bereit erklart haben, an unserer Studie
teilzunehmen. Diesem Schreiben beiliegend finden Sie eine Informationsbestatigung und eine
Einverstandniserklarung , beides in jeweils doppelter Ausfiihrung. Wir méchten Sie nun darum bitten,
jeweils ein Exemplar der Informationsbestétigung und der Einverstandniserklarung zu unterschreiben.
Die doppelten Exemplare bleiben bei Ilhnen fur Ihre Unterlagen. Senden Sie uns die von lhnen
unterschriebenen  Dokumente, zusammen mit lhrer Speichelprobe (entsprechend der
Gebrauchsanweisung des Behalters) in dem beigefugten Freiumschlag zurtick (siehe Schema).

[Teilnahme Zustimmung per Email| —> [Institut fiir Medizinische Psychologie|

r—-_a,/
0 Informationsbestatigung und
Einverstandniserklarung
B) < < L
o ———
{"h — IMP - Erbgut isolierung]

Wir haben Ihnen auBerdem die Teilnehmerinformation beigelegt. Diese entspricht dem
Informationsblatt, welches Sie per Email bereits im Vorfeld von uns erhalten haben.

Fur lhre Mihe, Ihre Unterstiitzung und lhr Interesse bedanken wir uns sehr!
Herzliche GriRRe,

72 ot Ak %/M

Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppeleiter) Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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Informationsbesta tigung:

Ich , geb. am
(Ihr Name in DRUCKSCHRIFT) (Geburtsdatum)

habe die vorangegangenen Seiten, auf denen mich Prof. Roenneberg und Dr. Allebrandt Uber das
Wesen, die Ziele und die Tragweite der beschriebenen Untersuchung informiert, gelesen und alles
verstanden.

Datum

(Ihre Unterschrift)

Einverstandniserklarung

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie ,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES
MENSCHEN" und mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten
einverstanden. Ich verpflichte mich meine EIGENE Speichelprobe fir diese Studie abzugeben. Ich
behalte mir das Recht vor, jederzeit — auch ohne Angabe von Griinden — die Einwilligung zur weiteren
Teilnahme unwiderruflich zurtickzuziehen.

Datum

(Ihre Unterschrift, falls Sie teilnehmen)

Ich méchte NICHT an dieser Studie teilnehmen:

Datum

(Ihre Unterschrift, NUR wenn sie NICHT teilnehmen mdchten)

Versicherung

Hiermit versichern wir lhnen, dass lhre persénlichen Daten bei zuriickgezogener Teilnahme aus
unserer Datenbank vollstéandig geldscht werden.

Allen Teilnehmern versichern wir, dass wir lhre Erb  gut-Daten nur anonymisiert und nur fir die
hier beschriebene Fragestellung verwenden werden. Alle personlichen Daten werden vor der
genetischen Analyse gel6scht.

77 sty /MW.M//M*/

Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppeleiter) Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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Zum Verbleib beim Studienteilnehmer

Informationsbestatigung:

Ich , geb. am
(Ihr Name in DRUCKSCHRIFT) (Geburtsdatum)

habe die vorangegangenen Seiten, auf denen mich Prof. Roenneberg und Dr. Allebrandt Uber das
Wesen, die Ziele und die Tragweite der beschriebenen Untersuchung informiert, gelesen und alles
verstanden.

Datum

(Ihre Unterschrift)

Einverstandniserklarung

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie ,DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES
MENSCHEN" und mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten
einverstanden. Ich verpflichte mich meine EIGENE Speichelprobe fir diese Studie abzugeben. Ich
behalte mir das Recht vor, jederzeit — auch ohne Angabe von Griinden — die Einwilligung zur weiteren
Teilnahme unwiderruflich zurtickzuziehen.

Datum

(Ihre Unterschrift, falls Sie teilnehmen)

Ich m6chte NICHT an dieser Studie teilnehmen:

Datum

(Ihre Unterschrift, NUR wenn sie NICHT teilnehmen méchten)

Versicherung

Hiermit versichern wir lhnen, dass lhre perstnlichen Daten bei zurlickgezogener Teilnahme aus
unserer Datenbank vollstéandig geléscht werden.

Allen Teilnehmern versichern wir, dass wir lhre Erb  gut-Daten nur anonymisiert und nur fir die
hier beschriebene Fragestellung verwenden werden. Alle personlichen Daten werden vor der
genetischen Analyse gel6scht.

;‘_2—-; %mﬂu{g /@‘LKW_&M/W

Prof. Dr. Till Roenneberg (Arbeitsgruppeleiter) Dr. Karla V. Allebrandt (Projektleiterin)
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Teilnehmerinformation

Unsere Schlafzeiten werden von zwei ,Uhren* kontrolliert: von der inneren, biologischen Uhr, die
bestimmt, wann wir bereit sind zu schlafen oder aufzustehen, und von der &u3eren, sozialen Uhr (z.B.
dem Wecker). Je verschiedener diese beiden Uhren ,ticken*, desto schwieriger kann es fir Menschen
sein, an allen Tagen genug Schlaf zu finden. Tierversuche und Untersuchungen am Menschen
zeigen, dass das Schlafverhalten auch von Genen beeinflusst wird. Die Steuerung der inneren Uhr ist
also eine angeborene Eigenschaft und deshalb individuell bei jedem Menschen. Wir versuchen mit
dieser Studie und lhrer Unterstlitzung nun genauer herauszufinden, welche Gene bestimmen, wie
unsere Uhr tickt.

1. Warum haben wir Sie fur diese Studie ausgewahlt?

Durch unseren Fragebogen (den Sie bereits online ausgefillt haben) konnten wir Daten erheben, die
zeigen, dass Sie zu extremen Zeiten schlafen. Deshalb sind Sie ein besonders interessanter Kandidat
fur unsere Forschung. Sie kénnen unsere Forschung dadurch unterstiitzen, indem Sie uns gestatten,
eine Probe lhres Speichels zu analysieren. Im Speichel sind namlich Zellen mit Erbinformation
enthalten. Indem Sie uns die Analyse der Erbinformation ermdglichen, helfen Sie uns die Gene zu
finden, die fur das Verhalten von extremen Frih- oder Spéattypen bzw. Lang- oder Kurz-Schlafern
verantwortlich sind.

2. Was machen wir mit Ihrer Speichelprobe?

In unserer Studie werden die Vorschriften zum Datenschutz strikt eingehalten. Sobald wir lhre
Speichelprobe erhalten haben, wird diese Probe kodiert. Somit kann lhre Probe nur noch anhand
eines vierstelligen Codes (eine fortlaufende Nummer) identifiziert werden. Das Erbgut aus den Zellen
im Speichel wird am Institut fir Medizinische Psychologie in Miinchen isoliert. Diese Daten werden
ebenfalls kodiert und mit den Daten des zugehdrigen, kodierten Fragebogens verknipft. Eine
endglltige Anonymisierung der Daten findet nach dieser Verknlpfung der Fragebogendaten mit den
jeweiligen Erbgutdaten statt. Dies bedeutet, dass lhre personlichen Daten vollstandig geldscht
werden. Bei der darauf folgenden genetischen Analyse liegen dann nur noch die anonymen Codes zu
den Daten vor. Das heif3t, weder lhr Name, noch lhre Initialen, das Geburtsdatum, oder sonstige
Angaben, die auf lhre Person Riickschlisse zulassen kénnten, kénnen bei der Auswertung oder bei
einer Veroffentlichung der Studienergebnisse zugeordnet werden.

Um herauszufinden, welche Gene das Schlafverhalten beeinflussen, missen wir das Erbgut sehr
vieler Menschen analysieren und vergleichen. Das Erbgut von jedem Teilnehmer ist von grof3ter
Wichtigkeit, da wir es jeweils einem bestimmten Schlafverhalten zuordnen kénnen. Dennoch stellt es
in unserer Untersuchung einzig ein anonymes Datenpaar dar (zwischen Schlafverhalten und Erbgut-
Sequenz). Wir versichern lhnen, dass wir mit der von lhnen bereitgestellten Erbgutinformation NUR
den Zusammenhang zwischen Erbgut und Schlafverhalten untersuchen. lhre (anonymisierte)
Erbgutprobe wird nach Abschluss der Studie sofort vernichtet.

3. Nutzen der Studie

Sie selbst haben mdglicherweise keinen unmittelbaren Nutzen von der Teilnahme an dieser Studie,
auller dem mdoglichen Beweis, dass Ihre Tendenz zum frihen oder spaten Aufstehen genetisch
bedingt ist. Die erzielten Erkenntnisse sind jedoch fir das Verstandnis des Schlafverhaltens und auch
im Hinblick auf das Behandeln und Heilen von Schlafstérungen und -krankheiten von grof3er
Bedeutung.
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7.6 Oragene® DNA Isolierungsprotokoll
ORAGENE® DNA- ISOLIERUNGSPROTOKQLL

fur die Isolierung von DNA aud,5 ml Oragene/ Speichel Flissigkeit

Notwendige Materialien:

» Mikrozentrifuge, die Zentrifugation bei 13 000w{15 000 xg) ausfuhren kann
* Luft- oder Wasserinkubator fir Temperaturen bi$@°C

* Ethanol (95 - 100%) bei Raumtemperatur

* DNA Puffer: TE 1x (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH.8) oder ahnliches

* Glykogen (20 mg/ml)

» Ethanol (70%) bei Raumtemperatur

» Oragene DNA Purifier

Schritte:

1. Die Oragene/Speichel Flussigkeit soll durch wbtgges Schitteln fur einige Sekunden

gemischt werden.
2. Inkubation bei 50°C fur 1 Stunde in Wasserinkaband fiir 2 Stunden in Luftinkubator
Dieser Schritt ist nur einmal durchzufihren undnistwendig, um zu sichern, dass die DNA

freigesetzt ist und, dass die Nukleasen dauenhaiftiviert sind.

3.0,5ml von der Oragene / Speichel Flussigkeit werdeeimem 1,5 ml Reaktionsgefaf? (2,0
ml Reaktionsgefal, wenn man 1ml Oragene/ Speidlissigkeit isoliert) gegeben.

4. Man gibt 20 pl (1/25 vom Volumen der Probe) vOnagene DNA Purifier und mischt am
Ruttler fur einige Sekunden
Die Flussigkeit wird triib wegen der Préazipitatimnuvnhibitoren und Verunreinigungen.

5. Inkubation in Eis fur 10 Minuten

6. Zentrifugieren bei Raumtemperatur und 13 000 ¢ 000 x g) fur 3 Minuten.
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7. Die klare Flussigkeit (enthalt DNA) oberhalb desederschlages wird mit einer
Pipettenspitze gesaugt und in ein neues ReaktiGiflsggegeben.
5 ul Glykogen werden dazugegeben, um den DNA Nsatidaig sichtbar zu machen.

Der Niederschlag (enthalt Verunreinigungen) wirdygeworfen.

8. Zu der 500 pl Flussigkeit gibt man 500 pl 950 26 Ethanol von Raumtemperatur. Die
Losung wird vorsichtig durch 10-mal Umdrehen gefmisc

Das Mischen mit Ethanol bewirkt eine Ausfallung D&A.

9. Die Probe wird nun fur 10 Minuten bei Raumtenapar stehen gelassen, damit die DNA
vollstandig ausfallen kann.

10. Zentrifugation bei Raumtemperatur, 13 000 rgkB Q00 x g) fur 1 Minute.

11. Die klare Flussigkeit oberhalb wird gesaugt uwdggeworfen, ohne den DNA-

Niederschlag zu berihren.

12. Hinzugeben zu dem DNA- Niederschlag von 2507Qd Ethanol. Die Probe wird 1
Minute bei Raumtemperatur gelassen, dann wird daanél entfernt. Die Probe wird mit
einem Papiertuch gedeckt, um die Kontamination emhimdern und 30 Minuten an der Luft
stehen gelassen. So kann das Ethanol restlos vpfeiam

Dieser Schritt ist optional zur Beseitigung vortliesen Inhibitoren.

13. Man gibt 100 pl DNA Puffer (z.B. 1x TE- Puffem)nzu, um die DNA zu lésen. Die
Mischung wird fur mind. 5 Sekunden am Ruttler geainis

14. Die Probe wird 1-2 Tage am Ruttler oder amAlsei Raumtemperatur gelassen. So wird

die vollstdndige Rehydratation der DNA ermoglidbist nach dieser Zeit ist es sinnvoll die

DNA Konzentration zu messen.

15. In TE- Puffer kann die DNA bei 4 °C bis zu IMdnaten gelagert werden. Alternativ
kann man Aliquoten bei — 20 °C langzeitig lagern.
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7.7 DNA Extraktion aus EDTA Blut

Tag 1

DNA Extraktion aus frideen EDTA — Blut

Hinzuftigen von 30 ml kaltem RBC — Pufferlésung funl frischem EDTA — Blut

Inkubation in Eis fir 15 Minuten, wdhrenddessen Wrhdn des Behalters mind. 4
mal

Zentrifugieren fur 10 Minuten bei 2500 rpm und 4°C
Abschitten des Uberstandes

Hinzufiigen von 10 ml kaltem RBC - Pufferlésung, ddiederschlag soll sich
komplett auflosen

Zentrifugieren fur 10 Minuten bei 2500 rpm und 4°C

Abschitten des Uberstandes. Die Behalter sollenednetyt auf einem Papiertuch
belassen werden, damit die Pufferlosung abflie(semk

Hinzufligen von 5 ml SE- Pufferlésung, der Niedelaglsoll sich komplett auflésen
Hinzufligen von 25 ul Proteinase K und 250 pl 20%-§DS- Pufferlosung

Die Behalter sollen Gber Nacht auf dem RuttlerR&umtemperatur belassen werden

Hinzufligen von 5 ml SE - Pufferlésung und Vermisthe
Inkubation fur 5 Minuten bei 55°C

Hinzuftigen von 3 ml konzentriertem NaCl (6M)
Intensives Mischen fiir 25 Sekunden

Zentrifugieren fur 15 Minuten bei 3500 rpm und Raamperatur. Danach sollten
Niederschlag, klare Flissigkeit und Schaum sichizaden

Die klare Flussigkeit wird in einen neuen Behaéitkertragen

Hinzuflgen von der doppelten Menge der Probe 10§&6n Ethanol

Nachdem die DNA ausgefallt hat, wird sie mit eiRgrette aus der Losung entfernt
Waschen in 70%- idem Ethanol

Entfernen des Ethanols und Trocknen der DNA fi2@9inuten

Auflosen der DNA in 1,5 ml TE (1x) Pufferlésung
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Rezeptur fur die Pufferldsungen

RBC — Puffer

(far 1L, autoklaviert)

SE — Puffer

(far 1L, autoklaviert)

TE — Puffer 1x

(far 1L, autoklaviert)

NBI

IGOs
NaEDTA
pH 7.4

NacCl
NaeEDTA
pH 8,0

Tris-HCI
EDTA
pH 8.0

155 mM 8,299
20mM 1,009
0,1 mM 0,034g

75mM 4,399
25mM 8,419
10 mM
1mM
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7.8 Gram — Farbung

Granafbung

1. Zur Herstellung einer Kristallviolett — Lésungerden 0,5 g Pulver in 100 ml destilliertem

Wasser gelost.

2. Eine kleine Menge von der zu untersuchendenePvald auf dem Objekttrager gegeben
und bei Raumtemperatur trockengelassen. Nach dessigkeitsverdunstung werden die
Objekttrager 5-mal durch die Flamme gefuhrt. Daas@&oll nicht heil3 werden. Auf diese
Weise werden die Zellen und die Bakterien auf ddmekdtrager fixiert und werden bei der
Farbung nicht ausgewaschen.

3. Die Objekttrager werden fur eine Minute in Kaistiolett - LOsung eingetaucht.

4. Die Objekttrager werden dann mit Leitungswadaez (nicht langer als 5 Sekunden)

gespuilt.

5. Dann werden sie in Grams lodine LOsung fir dimeute eingetaucht.

6. Sie werden wieder mit Leitungswasser kurz gespul

7. Es folgt eine Entfarbung in 95%igem Ethanol. @bjekttrager werden im Ethanol so

lange stehengelassen, bis die blaue Farbe nichtimdre Losung geht.

8. Es folgt wieder Spulung mit Leitungswasser.

9. Die Objekttrager werden dann in eine Grams Haocb8sung fir 60 Sekunden getaucht

und dann wieder mit Leitungswasser gespult.

10. Dann werden sie an der Luft trocknen gelassen.
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7.9 Ethikantrag

Ethikantrag Proje- Nr. 170-08

1 Allgemeine Angaben

1.1 Antragsteller und Kooperationspartner

Leiter der Arbeitsgruppe: Pior. rer. nat. Dr. med. habil. Till Roenneberg
Projektleiterin: Dr. Karla Viviani Allebrandt
LMU Munchen, Institut fur Medizinisclirsychologie
Goethestr. 31, 80336 Munchen

Telefon: +49 89 2180 75608 / -75654
Fax: +49 89 2180 75238
E-mail: roenneberg@Imu.de

karla.allebrandt@med.uni-muenchen.de
Mitarbeiter(innen): Astrid Bauer, Magdalena Zaharieva
Kooperationspartner: rofPThomas Meitinger

Dr. Peter Lichtner

Helmholtz Zentrum Minchen, Neuherberg

2 Titel des Forschungsvorhabens

DIE GENETIK DER INNEREN UHR DES MENSCHEN.

3 Ausbildung und Pruferfahrung des Antragstellers

Projektleiter(in): siehe Lebenslaufe von TR & KAder Anlage. Der Antragsteller
verfligt Gber langjahrige Erfahrungen in epidemi@olgen Studien und ist seit mehr als
30 Jahren auf chronobiologische Fragestellungenapsert. Die Projektleiterin hat
bereits ein vergleichbares Projekt in unserentlrtstn Kooperation mit dem Institut fur
Human Genetik vom dem Helmholtz Zentrum Miincherchigefiihrt und verfugt Gber 5

jahre Erfahrung in Populations-Genetik Studien.
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4 Multizenterstudien

Die in den Richtlinien aufgefiihrten Punkte trefearf diese Studie nicht zu.

5 Helsinki Erklarung

Der Antragsteller und alle Mitarbeiter des Projskterpflichten sich, die Grundsétze der
Deklaration von Helsinki mit ihnren Novellierungerof Tokio, 1975, Venedig, 1983,
Hong Kong, 1989, Somerset West, 1996, und Edinh@@00) in dieser Studie
umzusetzen. Die Deklaration wird jedem Mitarbeitgrgu Beginn ihrer/seiner Tatigkeit

ausgehandigt.

6 Bei studienbedingten Strahlenbelastungen

Die in den Richtlinien aufgefuhrten Punkte trefearf diese Studie nicht zu.

7 Wissenschaftliche Angaben zum Forschungsvorhaben

7.1 Fragestellung/Studienziel

In Rahmen dieses Projektes soll die Assoziatiosawan Genotyp (DNA von
Speichelproben) und dem Phanotyp von den Persdieem der urspriinglichen Studie
als extremer Chronotyp identifiziert wurden, inerigenomweiten Analyse untersucht
werden. Ziel ist es, sowohl die aus Tierversuchekabnten Uhrengene beim Menschen
zu verifizieren als auch erstmals neue Uhrengeniitie der inneren Uhr des
Menschen zu identifizieren. Da epidemiologischeeBrasse einen Zusammenhang
zwischen Chronotyp einerseits und Zigaretten- ulkdiolkonsum, Gesundheits-
Zustand, Wohlbefinden, Schlafqualitat, metaboliset®/ndrom, Ubergewicht, und
Personalitaitsmerkmalen andererseits zeigen, welidsa Parameter auch in der hier
geplante Studie per Fragebdgen erhoben.

Beim Chronotyp handelt es sich um eine Eigensaefn Relevanz von der
medizinischen Diagnostik und Therapie bis zur Phgmon Schichtarbeit und zum
Design wissenschaftlicher Studien reicht. In Tiesuehen und Untersuchungen am
Menschen wurde gezeigt, dass der Chronotyp starlgeaetischen Faktoren beeinflusst
wird. Mutationen und Polymorphismen in allen bishekannten ,Uhrengenen*
bestimmen (voraussagbar) den Chronotyp des Indimsu(1; 2).

Eine Datenbank von 70,000 chronotypisierten Perssteht bereits zu Verfigung (3). Die

Chronotyp Bestimmung wurde durch einen Fragebogass worden.
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Es handelt sich um eine offene, methodisch |6sbeagestellung.

7.2 Art der Studie

Es handelt sich um eine rein wissenschaftlichei8tmar genauen Quantifizierung
verschiedenen Chronotypen. Diese sind sowohl Gagediiir nachfolgende genetische
Untersuchungen, als auch ein wichtiger Beitrag Xarstandnis der Verteilung von
Chronotypen in der Gesellschaft und im kultureNemgleich.

7.2.1 Forschungsvorhaben mit potentiellem Nutzen fiden Teilnehmer
Entfallt.

7.2.2 Forschungsvorhaben ohne potentiellen Nutzefirffden Teilnehmer

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig und editrkeine Gefahren fur die Probanden.
Die Probanden mit extremen Chronotyp werden zungoghrsE-Mail kontaktiert (N=

2500), indem sie die Méglichkeit erhalten, eineter& Teilnahme abzulehnen, und ihre
personlichen Daten mit sofortiger Wirkung aus datddbank I6schen zu lassen (siehe
Text dieser Email im Anhang). Probanden, die sididéeser Stufe der Folgestudie bereit
erklaren, weiterhin teilzunehmen, erhalten eindarmationsbrief sowie eine

Einverstandniserklarung (siehe Anhang) per Post.

7.2.3 Forschung an kérpereigenen Materialien/Gewelbatnahme fir Studienzwecke

Die in den Richtlinien aufgefuhrten Punkte trefearf diese Studie nicht zu.

7.3 Design der Studie

Studienplan (flow) und eingesetzten Fragebogenaeamfalls dem Anhang beigeflugt.
Ziel unseres Forschungsprojektes ist die Idengifimng von Uhren-Genen beim
Menschen die mit dem individuellen Chronotyp assozsind. Die Studie wird auf einer
Population von 2,500 extremen (deutschen) Chromotypus der Gesamtpopulation von
70,000 chronotypisierten Personen) beruhen, dieijgswm eine freiwillige
Speicherprobe gebeten.

Diese Studie wird in Kooperation mit dem Helmhaentrum Munchen durchgefihrt
(Prof. Thomas Meitinger), wo die DNA Proben mitfdieiner lllumina Plattform
genomweit genotypisiert werden. Als weiterer Miter des Helmholtz Zentrums wird

Dr. Peter Lichtner an der Studie teilnehmen.
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Der Antragsteller (TR) ist seit 1988 am der Institur Medizinische Psychologie (IMP)
tatig und ist Deutschlands erster Prof. flr Chrooloigie. Die Projektleiterin (KA)
untersucht seit August 2006 am IMP und am Helmh&dtatrum (Institut fur
Humangenetik) den Zusammenhang zwischen Chronaiyaenotyp im Rahmen des
FP6 Projektes EUCLOCK. Als weitere Mitarbeiter avP sind Frau Magdalena
Zaharieva (Doktorandin von der Medizinischen Faklilind Frau Astrid Bauer
(Technisches Assistentin) an der Studie beteiligt.

Ziel der Fragebogenaktion ist es, einen repraseataQuerschnitt der Bevolkerung
bezuglich des Chronotyps und der Schlafgewohnhaitefirbeitstagen und freien
Tagen zu erhalten. Frageb6gen sollen daher vonich8glielen Menschen
(unterschiedlichen Alters, verschiedene Berufsspasterschiedene geographische

Gebiete und kulturelle Hintergriinde, etc.) freiigilbeantwortet werden.

8 Diskussion der ethisch-rechtlich relevanten Proleime

Ethisch-rechtliche Probleme entstehen bei diessgdfhrogenaktion nicht, da die
Anonymitat in Bezug auf Auswertung und Veroéffertilimg geregelt ist, und die
Probanden Uber die genauen Schritte der Erfassufggldart werden. Auswertung und
Veroffentlichung der Ergebnisse beruhen ausschtie@uf anonymisierten Daten. Die
Probanden werden detailliert Gber die einzelnenieller Studie aufgeklart (siehe
Punkt 9).

8.1 Nicht- Einwilligungsfahigkeit
Im Regelfall wird der Fragebogen an volljghrigedeeien ausgegeben, welche die
Fragen freiwillig beantworten. Da diese Angabenmgmo erfolgen, haben wir von einer

Zustimmung der Betroffenen abgesehen.

8.2 Forschung an Minderjahrigen
Da in unsere Studie auch Jugendliche befragt wersieain entsprechender Hinweis auf

Zustimmung der Erziehungsberechtigten aufgefihrt.

9 Datenschutz
Da wir die Teilnehmer bitten Ihre Adresse anzugebaemden MalRnahmen getroffen, die
eine Anonymitat der Befragten bei Auswertung undd¥fentlichung der Daten

gewahrleisten. Wir werden eine irreversible Anoninder Befragten vor der
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Auswertung und Veréffentlichung der Daten gewabktés. Das Deckblatt des

Teilnehmerinformation und Einverstandniserklarunthélt folgenden Text:

In unserer Studie werden die Vorschriften Uber Batenschutz strikt eingehalten. Es werden
personliche Daten Uber Sie erhoben und gespeicingiedem Fall sind alle Personen, die
Zugang zu lhren Daten haben, gesetzlich verpflicltee Daten absolut vertraulich zu
behandeln, eine Weitergabe an Dritte erfolgt nicht.

Alle Befunde dieser Untersuchung dienen ausschdleStudienzwecken und werden in
verschlisselter Form aufbewahrt. Das heil3t, wedeNlame noch Ihre Initialen oder das
Geburtsdatum erscheinen im Verschliisselungscodaddédu eiter unserer Arbeitsgruppe, Prof.
Till Roenneberg, kann Einsicht in die persotnlicbaten nehmen. Eine Weitergabe ins In- und
Ausland erfolgt nur in verschlisselter Form undntli@usschlief3lich statistischen und
wissenschaftlichen Zwecken. Auch in etwaigen \&@rthithungen der Studienergebnisse bleibt
die Vertraulichkeit lhrer persdnlichen Daten gewiéistet.

Speichelproben werden am IMP verschlisselt undeagonymisiert an das Helmholtz

Zentrum geschickt.

10 Versicherung
Entfallt.

11 Finanzierung

Porto und Kopierkosten werden durch den EU Prdg#KELOCK bezahlt. Ein
Forschungsantrag fur die Finanzierung der Studieth zum DFG gestellt.

Die Teilnahme am der Fragebogenaktion sowie die&aisng vom Speichelproben wird
nicht honoriert.

Alle Probanden erhalten eine detaillierte AufklagyAntwort PDF) Uber ihren
individuellen Chronotyp und wie sich dieser zur @atbevolkerung

verhalt (in Anhang).

12 Literatur

1. Toh KL, Jones CR, He Y, Eide EJ, Hinz WA, VirphibM, Ptacek LJ, Fu YH. An

hPer2 phosphorylation site mutation in familial adeed sleep phase syndrome. Science
2001; 291:1040-1043.

2. Xu 'Y, Padiath QS, Shapiro RE, Jones CR, Wu &@dB N, Saigoh K, Ptacek LJ, Fu
YH. Functional consequences of a Ghutation causing familial advanced sleep phase

88



syndrom. Nature 2005; 434:640-644.
3. Roenneberg T, Kumar CJ, Merrow M. The humaradii@n clock entrains to sun time.
Curr. Biol. 2007; 17:R44-R45.

Munchen, 06.06.2008.

Mit der Vorlage bei der Ethikkommission einverstand

72 Tocsinily Aad. _//W

Prof. Dr. Till Roenneberg Dr. Karla V. Allebrandt

Leiter des Chronobiologie Arbeitsgruppe Leiterin der Studie

89



8. Danksagung

Ein groRer Dank geht aKarla Allebrandt PhDfur die Bereitstellung des Themas und die
Maoglichkeit in ihrer Arbeitsgruppe promovieren ziirfén. lhre gute Betreuung und ihr

fachliches Wissen haben zum Gelingen dieser Adadit beigetragen.

Ich mdchte meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Ribenneberg, besonders danken flr seine
Hilfsbereitschaft, sowie allen Mitarbeitern im Chaobiologie-Team fiur die freundschaftliche

Zusammenarbeit.

Herzliches Dankeschdn auch an meinem Kollegen is@teyanov fur die Unterstitzung bei

der Laborarbeit.

Abschliel3end danke ich ganz besonders meinen Edermir mein Studium erméglicht

haben und die immer fur mich da sidbaaroaps!

90



