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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Das Silver-Russell Syndrom (SRS) ist ein klinisch und genetisch heterogenes
Fehlbildungssyndrom, das hauptsidchlich mit einer schweren intrauterinen und postnatalen
Wachstumsretardierung assoziiert ist. Hinzu kommen typische Gesichtsdysmorphien und
weitere charakteristische Symptome. Eine genetische Bestitigung des klinischen Befundes ist
derzeit lediglich fiir einen Teil der Patienten moglich, wobei in ~38-63% Aberrationen der
chromosomalen Region 11pl15 und in 7-10% Defekte auf Chromosom 7 nachgewiesen
werden konnen (zur Ubersicht: Eggermann et al., 2008).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung (epi)genetischer Verdnderungen innerhalb
der chromosomalen Region 11p15 sowie ihre funktionelle Relevanz fiir das Silver-Russell
Syndrom (SRS) zu untersuchen. Hierzu wurden methylierungsspezifische Analysen bei 72
klinisch gut charakterisierten SRS-Patienten, 188 Patienten der SRS-Routinediagnostik sowie
108 Patienten mit isolierter Wachstumsretardierung und nicht SRS-spezifischen Merkmalen
durchgefiihrt.

Zu Beginn der vorliegenden Dissertation detektierten Gicquel et al. (2005) erstmals
Hypomethylierungen der ICR1 in 11pl5 bei Patienten mit SRS. Aufgrund dieser
Beobachtungen erfolgte in der vorliegenden Arbeit zunéchst eine Bestimmung der Hiufigkeit
dieser Aberration mittels methylierungssensitiver Multiplex Ligation-dependant Probe
Amplification-(MLPA) Analysen. Hierbei konnte in dem Kollektiv von klinisch gut
charakterisierten SRS-Patienten eine Rate von 44,4% und bei den Patienten der
Routinediagnostik, die klinisch schlechter charakterisiert sind, von lediglich 15,3%
nachgewiesen werden (Eggermann et al., 2008c). Bei den 108 Patienten mit isolierter
Wachstumsretardierung und nicht SRS-spezifischen Merkmalen konnte eine ICRI-
Hypomethylierung ausgeschlossen werden, sodass es sich bei dieser Verdnderung mit groB3er
Wahrscheinlichkeit um eine fiir das SRS spezifische Epimutation handelt (Eggermann et al.,
2008Db).

Diese methylierungsspezifischen Analysen konnten in dem verwendeten Kollektiv keine
weiteren bisher unbeschriebenen (Epi)mutationen in 11pl5, wie zum Beispiel
Methylierungsdefekte in der ICR2 oder Mikrodeletionen, nachweisen (Eggermann et al.,

2008c). Auch Hypomethylierungen weiterer elterlich gepridgter Regionen, zusitzlich zu der
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ICRI in 11pl15, wurden in dem untersuchten SRS-Kollektiv nicht detektiert (Schonherr et al.,
2007b). Aufgrund der Berichte dhnlicher Verdnderungen bei anderen Imprinting-Syndromen,
wie dem Beckwith-Wiedemann Syndrom, sind solche (Epi)mutationen bei einzelnen
Patienten mit SRS jedoch nicht auszuschlieBen (Niemitz et al., 2004; Sparago et al., 2004;
Rossignol et al., 2006).

Der in der vorliegenden Arbeit genauer charakterisierte Fall einer isolierten maternalen
Duplikation der ICR2 in 11p15 bei dem SRS-Patienten FN und seiner klinisch unauffilligen
Mutter (Schonherr et al., 2007a) zeigt, dass fiir das SRS auch (epi)genetische Verdnderungen
relevant sein konnen, die nur in vereinzelten Fiéllen nachgewiesen werden. Bisher wurden fiir
die Region 11p15 neben den Methylierungsdefekten der ICR1 bei einigen Patienten mit SRS
auch maternale Duplikationen detektiert, die jedoch immer sowohl die ICR1 als auch die
ICR2 mit einschlossen. In dem vorliegenden Fall des Patienten FN war jedoch ausschlielich
die ICR2 betroffen. Die klinisch unauffillige Mutter erbte die Abberation von ihrem Vater.
Somit kann eine Relevanz elterlich gepridgter Faktoren der ICR2 fiir das SRS vermutet
werden. Expressionsanalysen des wachstumsrelevanten und gepridgten Faktors CDKNIC
sowie fiir ein weiteres innerhalb der Duplikation lokalisiertes Gen (KCNQ1) wurden bei dem
Patienten FN und seiner Mutter durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine weitere maternale Duplikation in 11p15, die sowohl
die ICR1 als auch die ICR2 mit einschloss, detektiert und charakterisiert werden.

Des Weiteren wurden funktionelle Analysen zu drei Varianten innerhalb des SRS-
Kandidatengens H19 durchgefiihrt (Schonherr et al., 2008). Expressionsanalysen in HEK293-
und Cos7-Zellen mit Konstrukten der verschiedenen Varianten zeigten ein veridndertes
Spliceverhalten bei zwei der drei Patienten (SR81K, SR93K), jedoch nicht bei der Patientin
SR17K. Expressionsanalysen an RNA aus Lymphozyten der Patientin SR93K und ihrem
Vater wurden durchgefiihrt. Eine Expression des varianten Transkripts lag, aufgrund des
Imprintings von H19, jedoch nur bei dem Vater vor, der die Variante maternal geerbt hatte.
Zusitzlich zu Analysen der Region 11pl5 wurden Untersuchungen zu Verdnderungen auf
Chromosom 7 durchgefiihrt. Bei zwei Patienten mit SRS konnte hierbei eine segmentale
Uniparentale Disomie eines Abschnittes des Chromosoms 7q detektiert werden (Eggermann
et al., 2008d). Hierbei handelt es sich um eine bisher selten beschriebene Mutation (Hannula
et al., 2001; Reboul et al., 2006), deren Relevanz fiir das SRS durch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit weiter bestitigt wurde. Isolierte Methylierungsdefekte innerhalb der

elterlich geprigten Region 7q32, fiir die eine Rolle fiir die Atiologie des SRS denkbar wiire,
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wurden hingegen bei 54 SRS-Patienten ohne Hypomethylierung in 11p15 nicht nachgewiesen
(Schonherr et al., 2007b).

Um einen moglichen funktionellen Zusammenhang zwischen den mit dem SRS assoziierten
Regionen auf den Chromosomen 7 und 11 zu untersuchen, wurden Analysen zu potentiellen
interchromosomalen Interaktionen dieser Regionen durchgefiihrt. Die Anwendung einer
Zwei-Farben-FISH in plazentaren Interphase-Kernen zeigte eine Kolokalisation der
chromosomalen Region 11pl5 mit 7pl2-pl1.2 (GRBI10) und 7q32 (PEGI/MEST) in
einzelnen analysierten Zellkernen. Die beobachteten Interaktionen beschrinkten sich fast
ausschlieBlich auf jeweils ein Allel. Aufgrund der elterlichen Priagung der Regionen liegt eine
Assoziation somit vermutlich nur zwischen Chromosomen einer bestimmten parentalen
Herkunft vor. Eine erste Anwendung des Associated Chromsosome Trap Assays (ACT)
erzielte bisher keine Bestitigung der Interaktionen, jedoch soll dies zukiinftig durch eine
bessere Etablierung des Verfahrens ermoglicht werden.

Quantitative Expressionsanalysen sollten zeigen, ob es eine Beeinflussung der Expression der
in 7p12-p11.2 und 7q32 lokalisierten elterlich geprigten SRS-Kandidatengene durch das
Protein CTCF gibt. CTCF ist ein Regulator der Expression und des Imprintings diverser
Gene, unter anderem der ICR1 in 11p15 (zur Ubersicht: Eggermann et al., 2008a). Bei diesen
Versuchen konnte eine deutliche Inhibition der Expression des wachstumsrelevanten Faktors
PEGI/MEST in 7q bei erhohter CTCF-Konzentration in priméren Trophoblasten-Zellkulturen
nachgewiesen werden. Eine Regulation dieser beiden mit dem SRS assoziierten Regionen
durch einen gemeinsamen iibergeordneten Mechanismus ist somit vorstellbar und konnte
ihren Zusammenhang an der Atiologie des SRS erklren.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte des Weiteren die Etablierung der S00K SNP-Microarrays-

Technologie.
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1.2 Summary

Analyses of (epi)genetic changes in chromosome 11p15 and their functional relevance

for Silver-Russell syndrome

Silver-Russell syndrome (SRS) is a clinically and genetically heterogenous syndrome, which
is mainly associated with severe intrauterine and postnatal growth retardation. Typical facial
dysmorphisms and further characteristic symptoms can additionally be observed. So far the
clinical diagnosis can not be confirmed in all patients with SRS. ~38-63% of SRS patients
carry (epi)genetic mutations in 11pl5 and in ~7-10% defects on chromosome 7 can be
detected (for review: Eggermann et al., 2008).

One of the main tasks of this doctoral thesis was the analyses of (epi)genetic changes in the
chromosomal region 11p15 and the verification of their functional relevance for the etiology
of SRS. Therefore methylation-specific analyses were carried out in 72 well characterised
patients with SRS, 188 patients referred for routine SRS-diagnostics and additional 108
patients with isolated growth retardation and further clinical signs not consistent with SRS.

At the beginning of this project Gicquel et al. (2005) firstly detected a hypomethylation of the
ICR1 (imprinting control region) in 11pl15 in SRS patients. Due to these observations we
carried out Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification (MLPA) analyses to determine
the frequency of this aberration. While 44.4% of the well characterised SRS patients showed
hypomethylation of the ICR1, in case of patients from routine SRS diagnostics a frequency of
only 15.3% could be detected (Eggermann et al., 2008c). None of the patients with isolated
growth retardation and further clinical signs not consistent with SRS showed a
hypomethylation of 11pl5, thereby confirming the assumption that this epimutation is
specific for SRS (Eggermann et al., 2008b).

Further analyses of the results from this methylation specific assay did not reveal any other so
far unknown (epi)genetic disturbances in 11p15, such as methylation defects in the ICR2 or
microdeletions (Eggermann et al., 2008c). Hypomethylation of further imprinted regions in
the genome additionally to the ICR1 could also not be detected in the analysed SRS patients
(Schonherr et al., 2007b). Due to the reports of similar (epi)genetic findings in other
imprinting disorders, i.e. in Beckwith-Wiedemann syndrome, these kind of aberrations may
be conceivable to be the cause for single SRS cases (Niemitz et al., 2004; Sparago et al.,

2004; Rossignol et al., 2006).
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The statement that also rare (epi)genetic disturbances can be responsible for SRS can
unambiguously be supported by our detection of the first case with a maternal duplication
restricted to the ICR2 in 11pl5 in a patient with SRS (FN) and his clinically unaffected
mother. It is known that some patients with SRS show a maternal duplication in 11pl5 in
addition to the methylation defects in the ICR1. However, these aberrations always included
both imprinting control regions, ICR1 and ICR2. In the present case (FN) only the
centromeric ICR2 was affected. The unaffected mother inherited the duplication from her
father, thus making a relevance of imprinted factors in the ICR2 probable for the etiology of
SRS. Investigations on the functional consequence of this duplication were carried out by
analysing the expression of the growth relevant and imprinted factor CDKN1C and a further
gene (KCNQI) localised in the duplicated region, in lymphocytes of the patient FN and his
mother.

Another maternal duplication in 11p15 could be detected and further characterised in the SRS
patient LE where the duplication includes the ICR1 and ICR2.

Moreover, functional analyses on three variations of the genomic sequence in the SRS-
candidate gene H19 have been performed (Schonherr et al., 2008). We therefore carried out
expression analyses in cultured HEK293- and Cos7-cells after transfection with constructs
containing the different variants. An altered splicing of the H19 mRNA in comparison to
wild-type construct could be found in two of the three patients (SR81K; SR93K), but not in
the patient SR17K. Analysing RNA from lymphocytes of the patient SR93K and her father
showed an expression of the variant allele only in the father who inherited this mutation from
his mother. This can be explained by the imprinting of the gene, which inhibits an expression
of H19 only from the paternal allele. Further investigations should be performed to precisely
estimate the relevance of these aberrations for the etiology of SRS.

In addition to the analyses for chromosome 11pl5 we performed investigations on
disturbances of chromosome 7. Two of the analysed SRS patients showed a segmental
uniparental disomy of chromosome 7q (Eggermann et al., 2008d), which is a very rare
aberration and to date only reported in two further cases of SRS (Hannula et al., 2001; Reboul
et al., 2006). Therefore, our results clearly support the relevance of this scarce genetic finding.
Isolated methylation defects in the imprinted region 7q32, which might have a functional role
in SRS, could not be observed in 54 SRS patients without hypomethylation in 11p15.

To determine a possible functional link between the different imprinted regions associated

with SRS on chromosome 11 and 7, analyses to detect potential interchromosomal
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interactions between these regions were carried out. Multicolour-FISH analyses showed a
colocalisation of the chromosomal region 11pl5 with 7pl12-p11.2 (GRBI0) and 7q32
(PEGI/MEST) in single placental interphase nuclei. These interactions were always restricted
to one allele, which might lead to the assumption that, due to the imprinting of these regions,
the association is essential only between the two chromosomes of one defined parental origin.
While the first applications of an Associated-Chromosome Trap (ACT)-assay did not reveal a
confirmation of the observed interactions, a suitable establishment of this and further methods
should achieve better results in future projects.

Furthermore quantitative analyses were carried out to show a possible influence of the protein
CTCEF on the expression of the genes localised in the SRS-candidate regions 7p12-p11.2 and
7q32. CTCF is a regulator of expression and imprinting of various genes, among others for
the genes localised in the ICR1 (for review: Eggermann et al., 2008a). Analyses in placental
primary cell cultures clearly showed an inhibition of the PEGI/MEST expression by CTCF.
Therefore a common mechanism for the regulation of these two SRS-associated regions might
be conceivable and could explain their link in the etiology of SRS.

Additionally the establishment of the S00K-Microarray technology (Affymetrix) was carried

out in the recent project.
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2. Einleitung

2.1 Phiinotyp und Hiufigkeit des SRS

Beim Silver-Russell Syndrom (SRS) (RSS; OMIM *180860) handelt es sich um ein
heterogenes Fehlbildungssyndrom (s. Abb. 2.1), welches erstmals von Silver et al. (1953) und
Russell et al. (1954) beschrieben wurde.

Abb. 2.1: Sieben jdhriger Junge mit SRS und Hypomethylierung in 11p15 (Eggermann et al.,
2008b)

Hauptsichlich charakterisiert ist es durch eine prd- und postnatale Wachstumsrestriktion
sowie durch Merkmale, die in Haupt- und Nebensymptome untergliedert sind (Wollmann et
al., 1995; Price et al., 1999) (s. Tab.2.1). Nach neuesten Kriterien, definiert durch Netchine et
al. (2007), sollten zur klinischen Diagnosestellung eines SRS neben stark reduzierten
GeburtsmaBlen (<-2SD) drei der fiinf folgenden Merkmale vorliegen: postnatale
Wachstumsrestriktion, relative Makrozephalie bedingt durch ein nicht-reduziertes
Kopfwachstum (ca. 50. Perzentile), Asymmetrien von Gesicht bzw. Gliedmal3en, eine betonte
Stirn, sowie Erndhrungsschwierigkeiten im Kleinkindalter.

Neben den oben beschriebenen Merkmalen konnen beim SRS weitere nicht obligate
Auffilligkeiten beobachtet werden. Typisch sind unter anderen faziale Dysmorphien, wie eine

dreieckige Gesichtsform oder Ohranomalien, eine Vier-Fingerfurche, psychomotorische
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Retardierung und eine Klinodaktylie V (s. Tab. 2.1). Das Wachstum verlduft bei den

Patienten @ meist unterhalb der dritten  Perzentile, sodass  Frauen  ohne

Wachstumshormonbehandlung eine Endgréfe von ~139 cm und Ménner von ~149 cm

erreichen (Price et al., 1999).

Tab. 2.1: Klinische Symptome des SRS

Hauptsymptome Nebensymptome Einzelbefunde

- Intrauterine Wachstums- |- Verzogertes Knochen- |- Verzogerter
Wachstum retardierung (<P3) alter Fontanellen-
und - Postnatale Wachstums- Verschluss
Entwicklung | retardierung (<P3)

- Trinkschwiiche

- Relative Makrozephalie |- Niedrig-angesetzte - Antevertierte
Kraniofaziale |- Dreieckige Gesichtsform | Ohren/Ohranomalien | Nares
Auffilligkeiten |~ Prgminente ‘Stirn - Zahnfehlstellungen - Blz}ue Skleren

- Mikrognathie - Hoher Gaumen/ - Epikanthus

-Herabhingende Gaumenspalte - Congenitale Ptosis

Mundwinkel - Zusammen-

- Gesichtsdysproportionen gewachsene

Augenbrauen

- Asymmetrie der - Syndaktylie der Zehen |- Café-au-lait-
Korper und Extremititen /111 Flecken
Extremititen |- Klinodaktylie V - Muskulire Hypotonie |- Kurzer Hals

- Brachydaktylie V /Hypotrophie - Vierfingerfurche

- Hemihypertrophie des - Hypospadie

Stamms/der Extremitéiten |- Cryptorchismus

Generell beobachtet man eine Abschwichung der klinischen Symptome, vor allem der
fazialen Dysmorphien, im Erwachsenenalter der Patienten. Wie bereits erwihnt variiert die
Ausprigung der einzelnen Symptome, sodass man je nach genetischer Ursache einen
unterschiedlichen Phinotyp vermutet.

Die Angaben zur Inzidenz des SRS schwanken stark zwischen Haufigkeiten von ca. 1:10.000

(Monk et al., 2002) und 1:3.000 bis 1:100.000 nach aktuelleren Arbeiten (Falkert et al., 2005).
2.2 Genetische Ursachen beim SRS
Das Silver-Russell Syndrom (SRS) tritt meist sporadisch auf und ist genetisch sehr heterogen.

Vereinzelt finden sich allerdings auch familidre Félle, wobei hier kein einheitlicher

Vererbungsmodus erkennbar ist (zur Ubersicht: Hitchins et al., 2001).
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Bei den sporadischen Fillen konnen vor allem (epi)genetische Verdnderungen auf
Chromosom 7 und 11 nachgewiesen werden. Chromosomale Aberrationen anderer Regionen
werden hingegen selten beschrieben und machen eine sichere Zuordnung zur Atiologie des

SRS unklar.

2.2.1 Epigenetik und genomisches Imprinting

Bisher konnen fiir das SRS hauptsidchlich Verdnderungen beobachtet werden, die einem
direkten epigenetischen Defekt zugrunde liegen oder eine Fehlregulationen geprigter Gene
verursachen.

Epigenetik beschreibt spezifische, reversible Modifikationen des Genoms zur Regulation der
Genexpression. Diese Regulationsmechanismen werden nicht iiber Verdnderungen innerhalb
der Basensequenz gesteuert, sondern durch chemische Modifizierung der Histone
(Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung) und Methylierung der DNA beeinflusst.
Diese Veridnderungen verursachen eine Wirkung auf die Chromatinstruktur, wobei eine
Acetylierung der Histone eine Auflockerung und eine Methylierung der Histone eine
Kondensation des Chromatins bewirkt.

Man unterscheidet zwei verschiedene Chromatinzustinde, das FEuchromatin und das
Heterochromatin. Wihrend das Euchromatin die meisten transkribierten Gene beinhaltet und
in der Interphase meist dekondensiert vorliegt, stellt das Heterochromatin die inaktive,
kondensierte Form der DNA dar.

Ein weiteres epigenetisches Regulationselement ist die Methylierung der DNA. Die
Methylierung erfolgt an Cytosinen innerhalb sogenannter CpG-Inseln, bei denen es sich um
kleinere genomische DNA-Regionen repetitiver Cytosin- und Guanin-Abfolgen handelt.
DNA-Methyltransferasen ermoglichen eine stabile Weitergabe dieser Methylierungsmuster.
Die Methylierung der DNA bewirkt in den meisten Féllen eine Hemmung der Expression
durch sie regulierter Gene. Um eine Reprogrammierung des Imprintings zu ermdoglichen
finden wihrend der Keimzellentwicklung eine nahezu komplette Demethylierung sowie eine
anschlieBende Remethylierung des Genoms statt.

Je nach Zelltyp und Geschlecht liegt ein unterschiedliches Epigenom vor, sodass eine
Differenzierung der Zellen auch bedingt durch verschiedene Epigenotypen besteht (Beck et
al., 2005). Epigenetische- bzw. Imprinting-Modifikationen konnen ebenso wie Mutationen in

der Basenabfolge zu pathologischen Verdnderungen fiihren (Epimutation).
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Werden Gene aufgrund von unterschiedlichen Methylierungsmustern je nach elterlicher
Herkunft unterschiedlich exprimiert, so spricht man von elterlicher Priagung, bzw.
genomischen Imprinting. Demnach ist also nur eine der parentalen Kopie eines geprigten
Genes aktiv.

Elterlich geprigte Gene liegen meist in Clustern vor, in denen ihre Expression von einem
gemeinsamen, unterschiedlich methylierten Imprintingcenter (ICR) reguliert wird.
Unterschiedlich methylierte Regionen (Differentially Methylated Regions, DMRs) konnen
jedoch auch innerhalb von Promoterregionen einzelner Gene auftreten. Innerhalb dieser
Regionen findet man die bereits beschriebenen CpG-Inseln, die von Methylgruppen gebunden
sind. Ein methyliertes, inhibiertes Gen wird als gepridgtes Gen bezeichnet.

Des Weiteren konnen Antisense-Transkripte die Expression geprigter Gene beeinflussen.
Hierbei handelt es sich um untranslatierte RNAs, die innerhalb eines Gens in
entgegengesetzter Richtung exprimiert werden und eine Regulation des iiberlappenden Gens
durch verschiedenste Mechanismen verursachen (Smilinich et al., 1999).

Zur Auspriagung des SRS fiihren epigenetische Fehlregulationen elterlich geprigter Regionen

auf Chromosomen 7 und 11.

2.2.2 Chromosomale Aberrationen beim SRS

Innerhalb der letzten Jahre konnte die Diagnostik fiir das SRS stark ausgeweitet werden.
Wurden bis vor kurzem lediglich Aberrationen auf Chromosom 7 als héufigste, bekannte
Ursache bei Patienten mit SRS nachgewiesen, so zeichnet sich nun ab, dass die
molekulargenetische Diagnosestellung mit dem Nachweis erst kiirzlich beschriebener
(epi)genetischer Verdnderungen auf Chromosom 11 um einen groen Anteil erhoht wird
(Gicquel et al., 2005).

Strukturelle Chromosomenaberrationen sind bisher eher selten beschrieben, sollten jedoch
aufgrund der groBen genetischen Heterogenitit nicht aufler Acht gelassen werden.

Umbauten der Chromosomen 8 und 15 wurden in Verbindung mit SRS-dhnlichen
Symptomen beschrieben. Ein konkreter Zusammenhang zum SRS bleibt allerdings
unbestitigt.

Im Fall von Chromosom 15 beobachtete man bei einigen Patienten mit SRS-dhnlichem
Phianotyp und schwerer prd- und postnataler Wachstumsretardierung eine Deletion des

distalen Abschnitts des g-Arms, der das Gen fiir den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-
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Rezeptor I (IGFIR, insulin-like growth factor receptor I gene; 15q26) mit einschlief3t
(Hitchins et al., 2001). IGFIR ist wie IGF2 (s. 2.2.2.2.1) ein Mitglied der Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktor-Familie (Milner und Hill, 1984 und Jones und Clemons, 1995). Es konnten
jedoch keine pathogenen Mutationen innerhalb dieses Gens bei SRS-Patienten detektiert
werden (Binder et al., 2002).

Balancierte  Translokationen in 17q24-g25 wurden bei zwei Patienten mit
Wachstumsretardierung und SRS-dhnlichem Phénotyp beobachtet. Die Bruchpunkte dieser
beiden Translokationen waren nicht identisch, allerdings identifizierte man in der Néhe der
Translokationsbruchpunkte Mitglieder der Wachstumsfaktor-Rezeptor-Bindeprotein-Familie
(GRB, growth factor bound protein genes). In keinem dieser Gene konnten pathogene
Mutationen bei SRS-Patienten detektiert werden (Hitchins et al., 2001). Auch ein Einfluss des
KPNA?2 (karyopherin a2) und des CSHI (chorionic somatomammotropin hormone 1) als
weitere Kandiatengene fiir die Atiologie des SRS konnte ausgeschlossen werden (Dérr et al.,
2001; Eggermann et al., 2007).

Somit reduzieren sich die derzeitigen Kandidatenregionen fiir das SRS auf die elterlich

geprigten Regionen 7p12.1-p13, 7q31-qter und 11p15.

2.2.2.1 Chromosom 7

Chromosomale Verdnderungen auf Chromosom 7 haben eine zentrale Bedeutung in der
Atiologie des SRS. Verschiedenste Aberrationen alleine auf diesem Chromosom
verdeutlichen erneut die Heterogenitét dieses Syndroms. Neben Patienten mit Duplikationen
konnten auch Inversionen und Translokationen beobachtet werden. Mit Hilfe dieser
Umbauten lassen sich zwei relevante Kandidatenregionen fiir das SRS auf Chromosom 7
definieren. Die beschriebenen Duplikationen grenzen die erste Kandidatenregion in
Tpl11.2-p13 ein, wihrend sich die zweite Region in 7q durch segmentale uniparentale
Disomien (s.u.) und Bruchpunkten von Inversionen und einer Translokation auszeichnet
(Dupont et al., 2002; Eggermann et al., 2008a).

Beide Kandidatenregionen werden -charakterisiert durch das Vorhandensein elterlich

geprigter, wachstumsregulierender Gene und Imprinting-Doménen (Hitchins er al., 2001).
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Duplikationen in 7p12.1-p13

Die erste bekannte Duplikation in 7p12.1-p13 wurde 1999 von Joyce et al. bei einer Mutter
und ihrer Tochter beschrieben. Beide Patienten zeigen einen typischen SRS-Phénotyp mit
Kleinwuchs, Gesichtsasymmetrien und einer Klinodaktylie V.

Monk et al. (2000) berichteten iiber einen weiteren Fall mit einer maternal vererbten
Duplikation von 7p11.2-p13 bei einem Patienten mit SRS-Merkmalen.

Innerhalb der duplizierten Region sind unter anderem die Gene GRBIO (growth factor
receptor bound protein 10), EGFR (epidermal growth factor receptor), IGFBP1 und IGFBP3
(insulin-like growth factor binding protein 1 und 3) lokalisiert, welche eine Funktion in
Wachstum und Embryonalentwicklung aufweisen. Bei Mutationsanalysen dieser Gene
konnten jedoch keine molekulargenetischen Verdanderungen nachgewiesen werden, die einen
Hinweis auf eine zentrale Beteiligung an der Atiologie des SRS geben (zur Ubersicht:
Hitchins et al., 2001).

Zu den interessantesten Kandidatengenen in 7p zdhlt GRBI0, dessen Regulation der
elterlichen Prigung unterliegt. Seine untranslatierte Region besitzt zwei CpG-Inseln von
denen die kleinere unterschiedlich methyliert ist, wodurch GRBI0 hoch isoform- und
gewebespezifisch exprimiert wird. GRB10 bindet mit Hilfe seiner SH2 Doméne den Insulin-
Rezeptor und den Insulin-like growth factor I-receptor (IGF1R) und inhibiert somit deren
Tyrosin-Kinase Aktivitit, welche involviert ist in den wachstumsférdernden Aktivitdten von
Insulin und IGFI und II. In der Maus wird Grbl0 vorwiegend vom maternalen Allel
exprimiert. Versuche bei der Maus zeigten bei Verlust von Grbl0O einen fetalen und
plazentalen GroBwuchs, wihrend eine Uberexpression von Grbl0 eine postnatale
Wachstumsretardierung verursacht, was seine Rolle als Wachstumsrepressor unterstreicht
(Charalambous et al., 2003; Shiura et al., 2005). Obwohl bisher keine pathogenen
Verinderungen in Mutationsscreenings fiir GRBI0 in mehreren SRS-Kollektiven detektiert
wurden, ist eine Beteiligung an der Atiologie des SRS, bedingt durch seine Rolle in der

Wachstumsregulation iiber andere regulative Wege, denkbar.

Inversionen und Translokationen auf Chromosom 7

Bisher konnten vier Patienten mit Inversion des Chromosom 7 (Nakabayashi et al., 2002;
Monk et al., 2002) nachgewiesen werden. Die Bruchpunkte liegen bei drei dieser Patienten in
der Region 7pl11.2, innerhalb der oben beschriebenen Duplikations-Region, was auf einen

Zusammenhang zum SRS schlieen lésst.
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Des Weiteren wurde eine Translokation zwischen den Chromosomen 7 und 16 mit
Bruchpunkt in 7q (Dupont et al., 2002), sowie eine Translokation zwischen den
Chromosomen 7 und 14 mit Bruchpunkt in 7p11.1 (Monk et al., 2002) beschrieben. Obwohl
beide Bruchpunkte auflerhalb der Duplikations-Region 7pl11.1-p13 lokalisiert sind, ist eine

Rolle dieser Verdnderungen in der Symptomatik des SRS nicht auszuschlieen.

Maternale Uniparentale Disomie 7

Bei ~7-10% der Patienten mit SRS kann der klinische Befund molekulargenetisch durch
Identifizierung einer maternalen Uniparentalen Disomie des Chromosom 7 (UPD(7)mat)
bestitigt werden (Kotzot et al., 1995; Eggermann et al., 1997; Preece et al., 1999). Hierbei
liegen die beiden Chromosomen 7 nicht wie gewohnlich als homologes Paar unterschiedlicher
parentaler Herkunft vor, sondern beide Chromosomen werden von der Mutter vererbt.
Uniparentale Disomien (UPD) werden generell je nach elterlicher Herkunft der
Chromosomen in maternale oder paternale UPDs unterschieden. Des Weiteren unterscheidet
man Isodisomien (UPiD), wobei dasselbe elterliche Homolog dupliziert vorliegt, und
Heterodisomien (UPhD), d.h. beide homologen Chromosomen eines Elternteils werden
vererbt. Bei Patienten mit SRS werden sowohl Hetero- als auch Isodisomien beobachtet.

Die Vererbung eines homologen Chromosomenpaars von nur einem der beiden Elternteile
erfolgt meist iiber eine Fehlverteilung wihrend der Meiose oder Mitose. Fiir die Entstehung
werden verschiedene Mechanismen diskutiert (Kotzot et al., 2005) (s. Abb. 2.2).

Bei dem so genannten ,,Trisomy Rescue® kommt es durch eine Fehlverteilung wihrend der
Meiose (Nondisjunction) zur Entstehung einer disomen Gamete. Bei der anschlieBenden
Verschmelzung mit einer normalen monosomen Gamete wihrend der Befruchtung bildet sich
dann eine trisome Zygote. Da abgesehen von den Trisomien 13, 18 und 21 andere autosomal
numerische Aberrationen letal wirken, iiberleben nur solche Fruchtanlagen, bei denen es
anschlieBend zu dem Verlust eines der iiberzidhligen Chromosomen kommt. Da die
Wahrscheinlichkeit des Verlustes fiir jedes der drei Chromosomen gleich grof ist, fiihrt dies
in einem Drittel der Fille zur Entstehung einer UPD. Findet dieser Mechanismus
postzygotisch statt, so bildet sich ein Mosaik.

Ein weiterer Mechanismus zur Entstehung einer UPD stellt das ,,Monosomy Rescue® dar.
Hierbei kommt es, ebenfalls durch eine Fehlverteilung wihrend der Meiose, zur Bildung einer
nullisomen Gamete, die bei Verschmelzung mit einer normalen Gamete zu einer monosomen

Zygote fiihrt. Mit Hilfe einer mitotischen Endoduplikation kommt es zur Bildung einer
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uniparentalen Isodisomie. Wihrend das ,,Trisomy Rescue® hauptsidchlich bei maternalen
UPDs beobachtet wird, findet man das ,,Monosomy Rescue® als Entstehungsmechanismus
hiufiger bei paternalen UPDs.

Weitere seltenere Ursachen wie die ,,Gamete Complementation® und der ,,Postfertilization

Error* werden zusitzlich berichtet.

Trisomy Rescue Gamente Postfertilization Monosomy Rescue
Complementation Error

== WO WO OOL OO
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/\ | | |
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Abb. 2.2: Entstehungsmechanismen einer Uniparentalen Disomie

Das Vorliegen einer UPD fiihrt nur zur Ausprigung eines pathologischen Bildes, wenn einer
der beiden nachfolgenden Kriterien erfiillt ist:

1. Innerhalb der betroffenen Region befinden sich Gene, die der elterlichen Prigung
(s.2.2.1) unterliegen. Durch epigenetische Regulationsmechanismen, wie zum
Beispiel der Methylierung eines der beiden Allele, wird die Expression eines
gepragten Gens auf einem der beiden Chromosomen unterdriickt. Liegen nun beide
homologen Chromosomen von nur einem Elternteil vor, so kommt es zu einer
Verdopplung der Dosis von Genen, die normalerweise von dem Allel dieses
Elternteils exprimiert werden und zu einer fehlenden Expression von Genen des

anderen Elternteils.
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Dieser  Dosis-Effekt kann demnach zum  Beispiel = wachstums-  und
entwicklungsregulierende Prozesse storen.

2. Durch eine UPD kann es zur Ausprigung einer rezessiven Erkrankung kommen,
wenn, bedingt durch eine Isodisomie, eine Mutation beim Nachkommen homozygot
vorliegt.

Diese Moglichkeit scheint bei SRS-Patienten als Ursache fiir die Auswirkungen einer
UPD(7)mat unwahrscheinlich, da unterschiedlichste Formen der UPD in SRS-
Patienten beschrieben und in einer Studie von Preece et al. (1999) keine
ibereinstimmende isodisome Region bei fiinf Féllen mit UPD(7)mat gefunden wurde.
Prinzipiell zeigen Patienten mit einer UPD(7)mat einen milderen Phinotyp als SRS-Patienten
mit anderen bekannten genetischen Verdnderungen. Wihrend Asymmetrien oder auch
Gesichtsdysmorphien abgeschwicht vorzufinden sind, kommt es allerdings zu verstédrkten
Erndhrungsschwierigkeiten in den ersten Lebensjahren und Sprachentwicklungsstdrungen
sowie zu starkem Schwitzen (Kotzot et al., 2000; Hannula et al., 2001).
Hannula et al. (2001) und Reboul et al. (2005) konnten erstmals neben den vollstindigen
uniparentalen Disomien solche nachweisen, die ausschlieBlich einen bestimmten Abschnitt
des Chromosoms 7 betreffen. Diese segmentalen maternalen UPDs schlieBen immer den
Bereich 7q31-qter ein, was zu der Postulierung der zweiten Kandidatenregion auf
Chromosom 7 fiir das SRS, neben der Duplikationsregion in 7p, fiihrte. Innerhalb der
betroffenen Region sind die beiden geprigten Gene PEGI/MEST (paternally expressed gene
1/mesoderm-specific transcript, OMIM *601029) und COPG2 (coatomer protein complex
subunit gamma 2; OMIM *604355) lokalisiert. Obwohl bisher keine pathogenen Varianten
innerhalb dieser beiden Gene in SRS-Patienten detektiert werden konnten (Riesewijk et al.,
1998; Blagitko et al., 1999) ist eine Rolle dieser Gene fiir die Atiologie des SRS nicht
auszuschlieBen. Bei PEGI/MEST handelt es sich um einen paternal exprimierten,
mesodermalen Faktor, der an der Regulation von Wachstum und Entwicklung beteiligt ist.
Denkbare isolierte Imprinting Mutationen, wie sie fiir Patienten mit dem ,,Maternalen UPD14
Syndrom* beschrieben sind (Temple et al., 2007; Kagami et al., 2008), sind bisher fiir den
PEGI/MEST Locus bei SRS-Patienten nicht untersucht. Die wahrscheinlichste Ursache fiir
die Manifestation des SRS bei matUPD(7) ist somit also die Beteiligung geprigter Gene,
wobei der Verlust paternal exprimierter, wachstumsfordernder Faktoren oder die

Uberexpression maternal exprimierter, wachstumshemmender Gene vorstellbar wiire.
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2.2.2.2 Chromosom 11

Die Bedeutung des Chromosoms 11 fiir die Atiologie des SRS trat erstmals mit der Detektion
maternal vererbter Duplikationen in 11p15 bei sechs wachstumsretardierten Patienten in den
Vordergrund. Vier dieser Patienten wiesen neben intrauteriner und postnataler
Wachstumsrestriktion weitere klinische Merkmale des SRS auf (Kosaki et al., 2000; Fisher et
al.,, 2002; Eggermann et al., 2005). Interessanterweise wird genau diese Verdnderung in
umgekehrter Form bei Patienten mit dem mit GroBwuchs assoziierten Beckwith-Wiedemann
Syndrom (BWS) detektiert. Hier findet man paternale Duplikationen genau derselben
chromosomalen Region. Fiir das BWS sind weitere (epi)genetische Modifikationen innerhalb
von 11pl5 beschrieben, was dazu fiihrte bei Patienten mit SRS nach denselben
entgegengesetzten Mutationen in 11pl5 zu suchen. Man fand zu dem Syndrom mit der

gegensitzlichen Klinik ebenfalls gegensitzliche (epi)genetische Verdnderungen.

2.2.2.2.1 Die chromosomale Region 11p15

Bei der chromosomalen Region 11p15 (s. Abb. 2.3) handelt es sich um eine elterlich geprigte
Region, deren Gene durch zwei unterschiedlich methylierte Imprintingzentren (ICR1 und
ICR2 oder auch H19-DMR und KvDMR1) reguliert werden (zur Ubersicht: Weksberg et al.,
2003). Die durch die ICR1 und ICR2 kontrollierten Gene sind vor allem an Prozessen zur

Steuerung von Wachstum und Entwicklung beteiligt.

Telomerische Imprinting-Domine (ICR1)

Die telomerisch gelegene ICR1 dient der Regulation der Gene IGF2 (insulin-like growth
factor 2, OMIM *147470) und HI19 (OMIM *103280). Bei /IGF2 handelt es sich um einen
Wachstumspromoter, der zur Insulin-Familie der Polypeptid-Wachstumsfaktoren gehort und
an der Vermittlung der Wachstumshormonwirkung der Zelle beteiligt ist. /IGF2 wird paternal
exprimiert. Eine Beteiligung von Mutationen in diesem Gen an der Atiologie des SRS konnte

jedoch ausgeschlossen werden (Obermann et al., 2004).
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Abb. 2.3: Ubersicht der geprigten Region 11p15.5

Die Funktion der maternal exprimierten, untranslatierten Antisense-RNA H/9 ist bisher
unbekannt. Sie scheint allerdings eine Tumorsupressoraktivitdt zu besitzen. Bei Knockout-
Versuchen, bei denen die komplette RNA Sequenz bis auf die regulative Promotersequenz
entfernt wurde, zeigte sich keine Auswirkung auf die /IGF2-Expression (Jones et al., 1998).
Somit ist ein direkter Effekt von H19 auf die IGF2 Expression widerlegt. Allerdings ist die
Sequenz von HI9 relativ stark konserviert. Zusitzlich wurde kiirzlich eine microRNA
innerhalb von H/9 detektiert, die vermutlich eine Funktion bei der Regulation von mRNAs
aufweist (Cai et al.,, 2007). Eine Beteiligung von H/9 an der Ursache des SRS ist somit
vorstellbar.

Die Regulation der Gene in der ICRI1 erfolgt iiber den Mechanismus des enhancer
competition Modells (Mabher et al., 2000), gesteuert durch Methylierung des paternalen Allels
und Bindung des Proteins CTCF an die maternale Kopie. Bei CTCF handelt es sich um ein
Protein mit diversen Zinkfingerdoménen zur Bindung der DNA an bestimmten

Konsensussequenzen. Es dient genomweit der Regulation von Expression und Imprinting
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verschiedenster Gene (Kim et al., 2006). CTCF kann methylierungsspezifisch nur an die
unmethylierte ICR1 binden, welche 3” von H/9 sieben CTCF-Bindestelle aufweist. Bedingt
durch die unterschiedliche CTCF-Bindung der beiden Allele kommt es zur Formierung
verschiedener Chromatinstrukturen. Die Bindung von CTCF auf dem maternalen,
unmethylierten Allel fordert eine Schleifenbildung, welche ein von der ICRI1 telomerisch
lokalisiertes Enhancerelement in rdumliche Nédhe zur HI9-Promoterregion bringt und somit
eine Expression von H19 bewirkt (s. Abb. 2.3).

Durch die fehlende Bindung von CTCF auf dem paternalen, methylierten Allel formiert sich
eine Chromatinstruktur, die das Enhancer-Element in rdumliche Nihe zu IGF2 befordert,

sodass auf dem paternalen Allel eine Expression von IGF2 stattfindet.

Zentromerische Imprintingdoméne (ICR2)

Die centromerisch gelegene ICR2 dient der Regulation von ca. acht gepréigten Genen (z.B.
TSSC3, TSSC5, CDKNIC und KCNQI). Auch hier findet man ein unterschiedliches
Methylierungsmuster der beiden elterlichen Allele, wobei sich die unterschiedlich methylierte
Region der ICR2 (DMR2 bzw. KvDMR1) innerhalb des Intron 10 des geprigten Gens
KCNQI befindet. Innerhalb dieses Introns ist ebenfalls die Sequenz fiir die paternal
exprimierte, untranslatierte RNA KCNQIOTI oder LITI lokalisiert. Der genaue
Mechanismus zur Regulation der Gene innerhalb dieser geprigten Region ist bisher
unbekannt. Allerdings wird vermutet, dass entweder die unterschiedliche Methylierung der
KvDMRI1 selbst oder KCNQIOT1 als Mediator des Imprintings dienen (Weksberg et al.,
2003). Die ICR2 ist maternal methyliert, wodurch die Expression der untranslatierten RNA
KCNQIOTI/LITI unterdriickt und somit die Expression der anderen geprigten Gene wie
KCNQI und CDKNIC erméglicht wird.

Das paternale Allel liegt unmethyliert vor. Hier wird KCNQIOTI/LIT1 exprimiert und somit
die Expression der restlichen Gene unterdriickt (s. Abb. 2.3).

Bei den beiden fiir das SRS interessantesten Gene dieser Region handelt es sich um CDKNIC
und um KCNQIOTI/LITI. Das cyclin-dependent kinase inhibitor 1C-Gen (CDKNI1C, OMIM
*600856) ist ein negativer Regulator der Zellproliferation (Lee et al., 1995), welches maternal
expimiert wird. Obwohl Obermann et al. (2004) keine pathogenen Mutationen bei SRS-
Patienten innerhalb dieses Gens nachweisen konnten bleibt es dennoch fiir weitere
Untersuchungen zur Atiologie des SRS von Interesse, da es unter anderem einen direkten

Zusammenhang zum BWS zeigt (s. 2.2.2.2.2).
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KCNQIOTI/LITI (OMIM *604115) wird in den meisten humanen Geweben vom paternalen
Allel exprimiert. Ein Knockout von Kcnglotl/Litl bei Maéiusen verursacht eine
Wachstumsretardierung (Fitzpatrick et al., 2002). Allerdings konnten auch in diesem Gen bei
SRS-Patienten keine pathogenen Mutationen nachgewiesen werden (Gicquel et al., 2005;

Eggermann et al., 2005).

2.2.2.2.2 Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS)

Beim BWS (OMIM *130650) handelt es sich um ein heterogenes, meist sporadisch
auftretendes Fehlbildungssyndrom, welches charakterisiert ist durch einen prid- und
postnatalen Grolwuchs sowie durch weitere variable Symptome, zu denen vor allem
Makroglossie, Bauchwanddefekte und eine Prédisposition fiir embryonale Tumore zédhlen
(Cooper et al., 2005). Mit 11% ist der Wilms-Tumor die am hédufigsten auftretende Krebsform
bei Kindern mit BWS, aber auch Hepatoblastome, Rhabdomyosarcome und adrenocorticale
Karzinome werden beschrieben (DeBaun et al., 2002).

(Epi)genetische Defekte sind beim BWS bisher nur fiir die chromosomale Region 11pl15
nachgewiesen worden. Bei ca. 70% der Patienten mit BWS kann iiber die bekannten Defekte
in 11p15 der klinische Befund genetisch bestétigt werden (s. Tab. 2.2).

Mit ~50-60% treten am hiufigsten Imprintingdefekte innerhalb der centromerischen ICR2
auf. Hier kommt es zu einer meist partiellen Hypomethylierung des normalerweise
methylierten maternalen Allels und somit zu einem paternalen Expressionsmuster. Bei ca.
25% der BWS Patienten mit Hypomethylierung der ICR2 konnte nun eine Hypomethylierung
weiterer elterlich geprédgter Regionen nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um ein
ibergeordnetes Hypomethylierungssyndrom (Rossignol et al., 2006).

Nur ~5% der Patienten zeigen einen Imprintingdefekt der telomerischen ICR1. Auch hier
entsteht ein paternales Expressionsmuster der Gene auf dem maternalen Allel bedingt durch
eine Hypermethylierung des normalerweise unmethylierten Allels. Hierdurch kommt es zu
einem Verlust des Imprintings (LOI, loss of imprinting) von IGF2 und HI19 und somit zu
einer erhohten IGF2 bzw. abgeschalteten HI/9 Expression. Bei den Patienten mit
Hypermethylierung der ICR1 handelt es sich um die oben erwihnten Patienten mit erhohtem
Tumorrisiko. Man vermutet, dass der Verlust der Expression des vermeidlichen

Tumorsupressors H19 der Grund fiir dieses erhohte Risiko ist.
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Des Weiteren liegt bei ~10-20% der BWS Fille eine paternale Isodisomie des Chromosom 11
vor, sodass auch hier die Expression der maternal exprimierten Gene verloren geht.

Ca. 5-10% der sporadischen und ~40% der familidren Fille weisen eine Mutation des
CDKNIC-Gens auf.

Chromosomale Umbauten, paternale Duplikationen sowie maternale Inversionen,
Translokationen und Mikrodeletionen von 11p15 (Sparago et al., 2004; Niemitz et al., 2004)
findet man nur in seltenen Fillen.

Die Inzidenz des BWS liegt bei ~1:12.000 bis 1:15.000.

2.2.2.2.3 Chromosom 11-Befunde beim SRS

(Epi)genetische Verdnderungen in 11pl5 sind die hdufigsten beobachteten Verdnderungen
beim SRS. Neben Methylierungsdefekten findet man die o.g. maternalen Duplikationen sowie

vereinzelte uniparentale Disomien im Mosaik (s. Tab. 2.2).

Epimutationen in 11p15

Bei 38-63% der SRS-Patienten sind Methylierungsdefekte der telomerischen
Imprintingregion ICR1 in 11p15 beschrieben (zur Ubersicht: Eggermann et al., 2008c).
Hierbei wird, bedingt durch eine Hypomethylierung der DMR auf dem paternalen Allel, ein
maternales Expressionsmuster der Gene auf beiden Allelen hervorgerufen. Meist liegt eine
partielle Demethylierung des paternalen Allels vor, was sich durch einen Verlust der
Methylierung nach der Fertilisation erklart. Diese Mosaikverteilung der Methylierungsmuster
ist vermutlich die Ursache fiir die haufig beschriebenen Asymmetrien bei SRS-Patienten. Man
nimmt an, dass sich der SRS-Phinotyp, so wie man es auch fiir das BWS vermutet, durch eine
verdnderte /GF2-Expression erklirt. In Zellkultur findet man in Fibroblasten von BWS-
Patienten eine erhohte und in SRS-Patienten eine erniedrigte /GF2 Expression. Im Serum
zeigt sich jedoch in beiden Syndromen kein verdnderter IGF2-Spiegel. Allerdings liegt in der
Leber, welches das Hauptorgan der postnatalen IGF2-Sekretion darstellt, kein IGF2-
Imprining vor. Gicquel et al. (2005) fanden bei einem eineiigen Zwillingspaar einen
diskordanten SRS-Phénotyp, obwohl beide eine Hypomethylierung der ICR1 in Lymphocyten
aufwiesen. Dieser Befund erklirt sich durch ein Mosaik, da nur bei dem betroffenen Zwilling
der molekulargenetische Befund in Fibroblasten der Haut bestitigt werden konnte. Diese

Ergebnisse verdeutlichen die Rolle verschiedener Gewebe und deren Methylierungsstatus fiir
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die Ausprigung eines bestimmten Phénotyps bei gleichen Epimutationen und somit die
Auswirkung eines Mosaiks. Kiirzlich berichteten Yamazawa et al. (2008) von einem
diskordanten eineiigen Zwillingspaar, von denen ein Kind das SRS bedingt durch eine
Hypomethylierung der ICR1 und das zweite Kind einen unauffélligen Phénotyp ohne
Methylierungsdefekte aufwies.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich hdufig bei der Entstehung von
Methylierungsdefekten um einen Fehler nach der Fertilisation handelt, ist die Beobachtung
genereller Hypomethylierungssyndrome bei Patienten mit TNDM (transient neonatal
diabetes mellitus) und BWS (Mackay et al., 2006; Rossignol et al., 2006). Bei Patienten mit
TNDM findet man eine Hypomethylierung in 6q24 als eine genetische Ursache. Bei einigen
TNDM- und BWS-Patienten, die eine Hypomethylierung in 6q24 bzw. 11p15 aufweisen liegt
jedoch zusitzlich eine Hypomethylierung in weiteren elterlich gepridgten Regionen vor. Diese
Patienten zeigen neben ihren generellen phinotypischen Auffilligkeiten weitere unspezifische
Merkmale.

Des Weiteren wird ein Zusammenhang zwischen einem fehlerhaften Imprinting verschiedener
Regionen und der assistierten reproduktionsmedizinischen Technik (ART) vermutet. Vor
allem fiir das BWS und das Angelman-Syndrom konnte ein hoherer Anteil von Patienten
detektiert werden, die nach ART geboren wurden (Orstavik et al., 2003; Maher et al., 2003).
Fiir das SRS ist eine Rolle der ART fiir die Atiologie noch ungeklirt, aber auch hier konnten
vereinzelt Patienten mit Hypomethylierung nach ART beschrieben werden (Svensson et al.,
2005; Kagami et al., 2007). Der zugrunde liegende Mechanismus ist bisher nicht bekannt.
Methylierungsdefekte in der centromerischen ICR2 bei Patienten mit SRS wurden bisher

nicht beschrieben.

Duplikationen in 11p15

Maternale Duplikationen in 11pl5 wurden bisher in nur sechs Féllen mit
Wachstumsretardierung berichtet, von denen vier Patienten einen SRS-Phinotyp aufweisen
(zur Ubersicht: Eggermann et al., 2005). Bei all diesen Fillen schlieBt die Duplikation die
komplette geprigte Region 11p15 mit ein. Da auch bei dieser Aberration die gegensitzliche
Verdnderung (paternale Duplikation) als Ursache fiir das BWS in ca. 1% der Fille
nachgewiesen werden kann, unterstiitzt dies den Zusammenhang zwischen einer maternalen

Duplikation und der Ausprigung eines SRS.
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In 11p15 konnten fiir das SRS bisher ausschlieBlich (epi)genetische Mutationen detektiert
werden, die entweder die komplette Region betreffen (z.B. maternale Duplikationen) oder
gezielt die telomerische Region ICR1, sodass bisher eine Rolle der telomerischen ICR2 fiir

die Atiologie des SRS unbestitigt war.

Maternale Uniparentale Disomie 11

Fiir das BWS konnen in 10-20% der Fille paternale Isodisomiel 1-Mosaike nachgewiesen
werden. Kiirzlich wurde auch fiir das SRS der erste Fall eines maternalen Isodisomiell-
Mosaiks beschrieben (Bullmann et al., 2008). Somit vervollstindigt sich das Bild zweier
klinisch und genetisch gegensitzlicher Syndrome. Moglicherweise ist die matUPD(11) eine
weitaus hidufigere Ursache des SRS als bisher vermutet. Technische Probleme bei der
Detektion oder das Vorliegen des Mosaiks in anderen relevanten Geweben als Blut gestalten

einen Nachweis jedoch hédufig schwierig.

Tab. 2.2: Ubersicht iiber die verschiedenen genetischen Befunde beim SRS und BWS (zur
Ubersicht: Eggermann et al., 2008a) (* Diese Daten wurden wéhrend der vorliegenden Arbeit
erhoben.)

Molekulare BWS SRS

Verinderungen

Strukturelle Umbauten in Paternale Herkunft (1-2%) Maternale Duplikationen
Chromosom 11 (2/46)

UPDI11 Paternale UPD11 (10-20%) Maternale UPD11

(ein beschriebener Fall
(Bullmann et al., 2008))

ICR1 Defekte Hypermethylierung (2-8%) Hypomethylierung (38-63%)*

ICR2 Defekte Hypomethylierung (50-60%) -

- Maternale Duplikation
(ein beschriebener Fall
(Schonherr et al., 2007a))

CDKNIC Mutationen -
(5-10% sporadisch)

(40% autosomal dominanter
Erbgang)

Andere - Maternale UPD7/ Maternale
Duplikationen in 7p (10%)

Unbekannt (10-20%) Unbekannt (<40%)
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2.3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Promotion war der Nachweis und die genauere Charakterisierung
(epi)genetischer Veridnderungen beim SRS. Hierbei lag ein Schwerpunkt auf den erst kiirzlich
von Gicquel et al. (2005) beschriebenen Methylierungsdefekten in 11p15.

Zum einen sollte die Haufigkeit dieser epigenetischen Mutationen bei dem zur Verfiigung
stehenden SRS-Kollektiv mit Hilfe von methylierungssensitiven Methoden ermittelt werden,
um eine genauere Aussage zur Relevanz dieser Verdnderungen fiir das SRS treffen zu
konnen.

Des Weiteren war die Untersuchung von Patienten mit isolierter Wachstumsretardierung,
ohne weitere SRS-Merkmale vorgesehen, um eine Spezifizierung der Epimutationen in 11p15
fiir das SRS zu gewihrleisten. Hierdurch sollte ausgeschlossen werden, dass es sich bei der
vorliegenden Verdnderung um eine Variante handelt, die unspezifisch fiir das SRS ist und
stattdessen auch bei Patienten mit anderen Wachstumsproblematiken auftritt.

Zur genaueren Untersuchung des Methylierungsstatus in 11p15 bei Patienten mit SRS oder
isolierter Wachstumsproblematik wurde die neue sogenannte Multiplex Ligation-dependant
Probe Amplification-(MLPA) Analyse (MRC-Holland) an unserem Institut etabliert.
Nachdem bei einigen Patienten mit BWS-Phénotyp und Hypomethylierung in der ICR2 und
bei Patienten mit transientem, neonatalem Diabetes Mellitus (TNDM) und bekannter
Hypomethylierung der chromosomalen Region 6q24 eine generelle Hypomethylierung auch
anderer geprégter Loci nachgewiesen wurde (Rossignol et al., 2006; Mackay et al., 2006),
stellte sich nun auch die Frage nach einem generellen Hypomethylierungssyndrom bei SRS-
Patienten mit Hypomethylierung der ICR1. Zur Kldrung dieser Problematik wurde die
Methylierungsanalyse weiterer bekannter elterlich geprigter Loci wie 6q24 oder 14q32
vorgesehen.

Auch die genauere Charakterisierung verschiedener Duplikationen in 11pl5 bei SRS-
Patienten zur besseren Einordnung der Relevanz dieser Kandidatenregionen fiir das SRS war
geplant. Hierzu zédhlt unter anderem der erste beschriebene Fall einer Duplikation
ausschlieBlich der centromerischen ICR2 in 11p15.

Nachdem im Rahmen einer vorangegangenen Studie (Schonherr et al., 2005), bei drei
Patienten mit SRS, Mutationen innerhalb der genomischen Sequenz der untranslatierten RNA
H19 detektiert wurden, sollten weiterfiihrende Analysen zu diesem Kandidatengen in 11p15

angeschlossen werden. Hierzu zéhlen Splice- und Expressionsanalysen.
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Von groem Interesse sind auch die beiden Kandidatenregionen in 7p und 7q. Hier stellte sich
unter anderem die Frage nach isolierten Methylierungsdefekten bei SRS-Patienten, nachdem
auch fiir das maternale UPD14-Syndrom solche Auffilligkeiten beschrieben wurden (Temple
et al., 2007).

Da alle bisherigen Kandidatenregionen des SRS einer elterlichen Prigung unterliegen ist eine
funktionelle Verbindung der Faktoren dieser Regionen denkbar. Zum Nachweis solcher
funktioneller Zusammenhinge wurden verschiedene Methoden zum Nachweis moglicher
Chromatininteraktion dieser Regionen angewandt. Ahnliche interchromosomale Interaktionen
sind bei der Maus (Mus musculus) beschrieben (Ling et al., 2006). Denkbar ist allerdings auch
eine Expressionsregulation der geprigten Gene innerhalb dieser Regionen durch gemeinsame
Faktoren. Transfektionsversuche mit dem Kandidatenprotein CTCF und anschlieBender
quantitativer Untersuchung der Expression verschiedener Zielgene sollten hierzu durchgefiihrt
werden.

Zur Detektion bisher unbekannter SRS-relevanter chromosomaler Regionen war die
Etablierung der SNP-Microarray Technologie vorgesehen. Der Nachweis von Duplikationen
oder Deletionen mit Hilfe dieses Verfahrens konnte zukiinftig genomweit zusétzliche SRS-

Kandidatenregionen aufdecken.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geriite und Zubehor

Autoklav

Brutschrank

Elektrophoresegerite

Elektrophoresezubehor

Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentation
Geltrockner

Heizblock

Magnetriihrer
Mikrowelle
Minishaker
PH-Meter
Photometer
Pipetten

& Zubehor

Reagiergefille

HV-85 & HV-25, HD-Tek, Siilen, D

Kendro, Haraeus, Hanau, D

Heracell, Heraeus, Kendro, Osterode, D

Pharmacia Gel Elekrophoresis Apparatus GNA-200,
Freiburg, D

Multigel-Long-Gelkammer, Biometra, Gottigen, D
Glasplatten mit fixierten 1,0 mm Spacern;

Glasplatten, ausgeschnitten, mit geradem Schliff;
Kéamme, 24-zdhnig 1,0 mm;

Silikonabdichtung 1,0 mm;

Klammern, Biometra, Gottingen, D

Geltriager 20x20 cm & 22-Zahn-Kdmme, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Axiovert, Observer.Z1, Zeiss, Gottingen, D
Imaging-System Gel Doc 2000, Bio-Rad, Hercules, USA
Model 583, Gel-Dryer, Bio-Rad, Hercules, USA
Unitek ™ HBS-130/E, peqglab, Erlangen, D

Dri-Block® DB3D, Techne, Wertheim, D

Ikamag RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen, D

Bosch

MS1 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen, D

MP 220 MettlerToledo AG, Schwerzenbach, CH

Bio Photometer, Eppendorf, Kéln, D

Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000, Gilson,
Villiers-le-Bel, F

Pipettenspitzen 10 ul, 20 ul, 200 ul und 1000 pl, Sarstedt,
Niimbrecht, D

Certified 0,2 ml 8 Strip StarPCR®, Tubes with Attached Flat
Caps, StarLab, Ahrensburg, D



Real-time Thermocycler

& Zubehor

Schiittelapparat

Sequenzierer

Sequenzierzubehor

Spannungsgerite

Sterilbank

Thermocycler

Thermomixer
Waagen
Wasserbad

Whatmanpapier
Vakuumpumpe

Zentrifugen
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Reagiergefil 1,5 ml, Sarstedt, Niimbrecht, D

Save-Lock Tubes 0,5 ml, Eppendorf, Hamburg
TagMan™-Instrument, ABI Prism®7000;

Skirted Microplates, Starlab GmbH, Ahrensburg, D
MicroAmp® Optical caps; Applied Biosystems, Weitersadt, D
MicroAmp® Optical tubes; Applied Biosystems, Weitersadt, D
Starseal Advanced Polyolefin Film, Microplate Sealing Film,
Starlab, Ahrensburg, D

GFL 3015 & GFL 3005, Burgwedel, D

Thermoshake TH0500, Gerhardt GmbH & Co. KG,
Konigswinter, D

ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, 3130 Genetic Analyzer (4
Capillary), Applied Biosystems, Darmstadt, D

Applied Biosystems, Darmstadt, D

Electrophoresis Power Supply PS 304, Gibco BRL, Groningen,
NL

Electrophoresis Power Supply 3002, Gibco BRL, Groningen,
NL

Hera Safe HS12, Kendro, Haraeus, Hanau, D

PTC 200 DNA Engine MJ Research, Biozym, Hess, Oldendorf,
D

PTC 100, MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf, D

Biometra Personal Cycler, Gottingen, D

Primus MWG-Biotech, Miinchen, D

Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, D

BP 2100 & BP 615, Sartorius AG, Gottingen, D

Lauda E200 ecoline R206, Lauda-Konigshofen, D

GFL 1086, Burgwedel, D

Whatman Gb002, Schleicher du Schiill, Dassel, D
Membran-Vakuumpumpe, Vacuubrand, Wertheim, D
Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg, D

Biofuge fresco, Kendro, Osterode, D

Megafuge 1.0R, Sorvall Heraeus, Kendro, Osterode, D
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3.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien trugen die Qualititsbezeichnung p.a. und wurden von
folgenden Firmen bezogen:

- Bio-Rad, Hercules, USA

- Biozym, Oldendorf, D

- Boehringer, Mannheim, D

- Dianova, Hamburg, D

- ICN Biomedicals, Ohio, USA

- Invitrogen, Karlsruhe, D

- Merck, Darmstadt, D

- Promega, Mannheim, D

- Riedel-de Haen, Seelze, D

- Roth, Karlsruhe, D

- Serva, Heidelberg, D

- Sigma-Aldrich, Dreisenhofen, D
- USB, Cleveland, USA

- Zymo Research, CA, USA

3.1.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Startermolekiile (Primer) wurden von der Firma MWG-Biotech AG
Ebersberg bezogen und iiber die Gen-Sequenzen der NCBI-Datenbank ermittelt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzen gi:3789930
fir das Gen HI19, gi:992945 fiir CDKNIC, gi:89161213 fiir PEGI/MEST, gi:6560937 fiir
GRBI0, gi:5042384 fiir KCNQ1, gi:146048326 KCNEI und gi:62952500 CTCF verwendet.
Primersequenzen fiir die Mikrosatelliten-Analyse entsprechen den Angaben der UCSC-
Datenbank (http://genome.ucsc.edu). Die Sequenzen der verwendeten Primern konnen den

Tabellen in 6. Anhang entnommen werden.

3.1.4 Feinchemikalien und Enzyme

Plazentare RNA Human Placental Total RNA, Clontech, CA, USA



COT-DNA

DNase
Bisulphit-Behandlungs Kit
DAPI-Fertigmedium
FISH-Kit

Gelextraktionskit
Lingenstandard
Ligase

MLPA-Kit

Microarray

Nukleotide

Nick-Translationskit

PCR-Reinigungskit

Plasmid-Isolationskit

Protease Inhibitor

Real-Time PCR

Restriktionsendonukleasen

RNase
RNA-Isolationskit
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COT Human DNA, Roche, Mannheim, D

RNase-Free DNase-Set (50), QIAGEN, Hilden, D

EZ DNA Methylation-Gold™, Zymo Research, CA, USA
DAPI II (125 ng/ml), Abbott Molecular, Illinois, USA

FISH Tag™ DNA Multicolor Kit Alexa Fluor® dye
combination, Invitrogen, Karlsruhe, D

QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN, Hilden, D

100 bp-Leiter & 50 bp-Leiter, 1 pg/ul, Invitrogen, Karlsruhe, D
T4 DNA Ligase, Promega, Mannheim, D

10x T4 DNA Ligase, New England Biolabs, Frankfurt/Main, D
Salsa reagents for MLPA® reactions, ME030-B1 BWS, MRC
Holland, Amsterdam, NL

Affymetrix GeneChip® Human Mapping 500K Assay;
GeneChip® Mapping 250K Assay Kit Nsp;

GeneChip® Mapping 250K Assay Kit Nsp, Affymetrix, CA,
USA

GC-Melt (5 M);

TITANUMTM Taq DNA Polymerase, Clontech, CA, USA
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Je 100 mM, Invitrogen, Karlsruhe,
D

BioNick™ Labeling System, Invitrogen, Karlsruhe, D
QIAquick® PCR PurficationKit (250), QIAGEN, Hilden, D
ExoSAP-IT®, USB, Cleveland, USA

Large-Construct Kit (10), QIAGEN, Hilden, D

QIAprep Spin Miniprep Kit (50), QIAGEN, Hilden, D

Protease Inhibitor Cocktail ,,general use* ,SIGMA,
Dreisenhofen, D

QuantiTect SYBR® Green Kit;

QuantiTect® Primer Assays, QIAGEN, Hilden, D
SYBR-Green-Kit, Eurogentec, Seraing, B

New England Biolabs, Frankfurt/Main, D

RNase A (100 mg/ml), QIAGEN, Hilden, D

QIAamp® RNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Hilden, D



RT-PCR Kit
Sequenzierkit &

benotigte Reagenzien

TOPO TA Cloning® Kit

Tag-Polymerase

Transfektionsreagenz
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Reverse Transcription System, Promega, Mannheim, D

ABI Prism® Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit;

Gene Scan-500LIZ Size Standard;

HiDi™ Formamide, Applied Biosystems, Weiterstadt, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Tag DNA Polymerase, QIAGEN, Hilden, D

Tagq PCRx DNA Polymerase, recombinant ;

Hot Star Tag-DNA Polymerase 5 U/ul;

AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen,
Karlsruhe, D

Ampli Taq® Polymerase with 10x PCR Buffer II, Applied
Biosystems, Weiterstadt, D

LipofectamineTM 2000 Reagent, Invitrogen, Karlsruhe, D

3.1.5 Materialien und Reagenzien fiir die Zellkultur

Ampicillin

Cyclosporin A

DMSO

EBV-Stammkultur
Falcons

Fotales Kilberserum
Fungizone/Amphoterizin B
Glutamin

IPTG

Kuturflaschen

Kulturmedium

Ampicillin Natriumsalz 99% fiir die Molekularbiologie,
Roth, Karlsruhe, D

5 mg, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt, D

B95 8 Marmorset-Affen-Zelllinie

50 ml, steril, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

250 pg/ml, ICN Biomedicals, Ohio, USA

250 mM, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, D
IPTG >99%, Dioxanfrei, Roth, Karlsruhe, D

50 ml, 25 cmz, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D

RPMI 1640 Medium, 500 ml, Gibco BRL;

DMEM + Glutamax™ 1x, Gibco BRL;

OPTI-MEM®1 1x, Gibco BRL;

Amniomax ™ II, Gibco BRL, Groningen,



Kulturschalen

Nunc-Rohrchen

Penicillin/Streptomycin

Pipetten

Trypsin

X-Gal

3. Material und Methoden

NL
Petrischalen

Niimbrecht, D

92x16 mm mit

30

Nocken, Sarstedt,

Tissue Culture Dish 100x20 mm, Sarstedt, Niimbrecht, D
I ml Cryotubes, Nunc GmbH, Wiesbaden, D

10.000 pg/ml, Biochrom, Berlin, D

2 ml, 5 ml, 10 ml, Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, D

.05% Trypsin-EDTA 1x, Gibco BRL, Groningen,

NL

UltraPure ™ X-Gal, Invitrogen, Karlsruhe, D

3.1.6 Bakterienstimme, Plasmide und Zelllinien

3.1.6.1 Bakterienstaimme

Tab. 3.1: Verwendete,

chemisch kompetente Bakterienstimme

Stamm Genotyp Hersteller
el4—(McrA-) recAl endA1 gyrA96 thi-1

JIM109 hsdR17 (rK— mK+) supE44 relA1 A(lac- Promega, Mannheim, D
proAB) [F” traD36 proAB laclqZAM15]
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80
lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 .

One Shot® TOP10 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) Invitrogen, Karlsruhe, D
endAl nupG
3.1.6.2 Plasmide

Tab. 3.2: Verwendete Plasmide

Plasmid Verwendung/Resistenz Hersteller

pCR®2.1 E. coli Klonierungsvektor/ Kan" Amp" Invitrogen

pcDNA ™5/FRT/TO Eukaryotischer Expressionsvektor/ Amp' Invitrogen
PTargeT Eukaryotischer TA-Expressionsvektor/ Amp" Promega
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Tab. 3.3: Verwendete Klone von RZPD/Imagenes zur FISH-Analyse bzw. CTCF-Klonierung

RZPD-Klon Insert Gen Vektor Stamm Verwendung

RZPDB737B082188D6 | RP11-832D10 | GRBI0 | pBACe3.6 | E.coli FISH

DHI10B
RZPDB737C052001D6 | RP11-2E11 MEST | pPBACe3.6 | E.coli FISH

DHI10B
RZPDB737F022085D6 | RP11-295K3 | HI9 pBACe3.6 | E.coli FISH

DHI10B
IRAUp969H0450D BC014267 CTCF | pOTB7 E.coli CTCF-

DH10B Klonierung

3.1.6.3 Zelllinien

Tab. 3.4: Verwendete Zelllinien

Bezeichnung Zelltyp Herkunft
Cos7 Epithelzellen aus der Niere Institut fiir Biochemie;
der griinen Meerkatze RWTH Aachen
Humane embryonale NP .
HEK?293 Nierenzellen, epithelien- und Institut fiir Biochemie;
! . RWTH Aachen
fibroblastenartig

3.1.7 Probanden-Kollektive

Das in der Arbeit verwendete Patientenkollektiv setzte sich zusammen aus:

a)

b)

72 SRS-Patienten, bei denen in Zusammenarbeit mit der Universitiatskinderklinik
Tiibingen ein charakteristischer SRS-Phénotyp nach den Kriterien von Wollmann et
al. (1995) ermittelt wurde.

188 kleinwiichsigen Patienten mit Verdacht auf SRS, die aus der laufenden
Routinediagnostik rekrutiert wurden.

30  Patienten mit isolierter intrauteriner (IUGR) und  postnataler
Wachstumsretardierung (PGR), die in Zusammenarbeit mit NovoNordisk Pharma
GmbH gesammelt wurden, sowie 20 Patienten mit isolierter [UGR und 58 Patienten
mit Wachstumsretardierung und weiteren klinischen Auffilligkeiten, die nicht mit
dem SRS assoziiert sind. Diese Patienten wurden aus laufenden Studien der

Universitétskinderklinik Tiibingen bezogen.




3. Material und Methoden 32

d) Als Kontrollen dienten: normalwiichsige Kontrollen, zwei SRS-Patienten mit
maternaler Duplikation in 11p15 (SR46K und SR90K) sowie ein BWS-Patient mit
Hypomethylierung der ICR2.

Zur Durchfiihrung der beschriebenen Analysen standen die genomischen DNA-Proben des
Kollektivs bereits zur Verfiigung und wurden zuvor mittels Aussalzverfahren nach Miller et
al. (1988) aus Lymphozyten des peripheren Blutes isoliert.

Dieses Projekt wurde durch die Ethikkommission des Universititsklinikums der RWTH

Aachen genehmigt.
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Arbeitsabldufe der in der vorliegenden Studie durchgefiihrten Untersuchungen. Im

nachfolgenden Kapitel 3.2 erfolgt eine detaillierte Erlduterung der dargestellten Methoden.

Abb. 3.1
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3.2 Methoden

3.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, Polymerase Chain Reaction)

In der vorliegenden Arbeit ist die Grundlage der meisten durchgefiihrten Methoden die PCR-
Amplifikation der zu analysierenden Fragmente. Hierbei dient die hitzeresistente 7Tag-
Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus als katalysierendes Enzym. Des
Weiteren werden Startermolekiile (Primer) bendtigt, die zu den jeweiligen Enden der zu
amplifizierenden Sequenz komplementir sind. Entsprechend der DNA-Matritze baut die
Polymerase die vier desoxy-Nukleotid-tri-phosphate (ANTPs) als Bausteine in die wachsende
Nukleotidkette ein und erstellt somit eine Kopie der Sequenz. Wihrend der PCR wiederholen
sich zyklisch drei Reaktionsschritte, die mit unterschiedlichen Temperatur-Abfolgen
verbunden sind. Hierbei handelt es sich um einen Denaturierungs-, einen Annealing- und
einen Elongationsschritt. Durch viele aufeinander folgende Zyklen, bei denen die neu
synthetisierten Stringe ebenfalls als Matritze dienen, kommt es zu einer exponentiellen
Vermehrung des Produktes.

In dieser Studie wurde die Tag PCRx DNA Polymerase recombinant von Invitrogen nach
Herstellerangaben als Standard-PCR verwendet.

Erfolgt keine eindeutige Produktion des Zielfragments, konnen die PCR Bedingungen
modifiziert werden. Hierbei spielt die Modifizierung der Annealing Temperatur (T ) und der
MgCl,-Konzentration eine grofe Rolle. Zur Vervielfiltigung von Fragmenten, die bei
Verwendung der Standard-PCR keine Amplifikation erzielten, wurden je nach Problematik
speziellere Polymerasen und PCR-Kits nach Herstellerangaben verwendet.

PCR-Bedingungen und Primer konnen den Tabellen im Anhang (Kapitel 6) entnommen
werden. Zur Kontrolle der Spezifitit der PCR erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung
der Produkte nach ihrer GroBe in einem 1%igen Agarose-Gel.

Genauere Angaben zur Durchfithrung einer PCR und der elektrophoretischen Auftrennung
von PCR Produkten in Agarose-Gelen konnen den Ausfithrungen in Schonherr (2005)

entnommen werden.
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3.2.2 Direkte Sequenzierung nach Sanger

Bei der direkten Sequenzierung handelt es sich um einen direkten Mutationsnachweis, der
eine genaue Charakterisierung von Sequenzverdnderungen zuldsst. Hierbei kann es sich um
Verinderungen innerhalb der Basenzusammensetzung oder Nukleotidanzahl handeln.

Mit Hilfe einer Sequenzierung kann die genaue Nukleotidabfolge eines Fragmentes ermittelt
werden, sodass die Detektion unbekannter Basen-Austausche, -Verluste oder —Zugewinne
moglich ist. Die verwendete Methode nach Sanger beruht auf einer Kettenabbruch-PCR mit
der Verwendung von didesoxy-Nukleotiden. Bei Einbau eines 2°,3°,-Didesoxynukleotids
(ddNTP) wihrend der Sequenzier-PCR erfolgt ein Abbruch der Reaktion nach dieser Base
aufgrund der fehlenden 3°OH-Gruppe der ddNTPs. Das Verhiltnis zwischen dNTPs und
ddNTPs ist genauestens abgestimmt, sodass durch die statistisch verteilten Unterbrechungen
der Komplementirstrang-Synthese Fragmente jeder moglichen Lédnge entstehen, die jeweils
um ein Nukleotid verkiirzt sind. Die vier verwendeten ddNTPs sind unterschiedlich
fluoreszenzmarkiert. Bei einer anschlieBenden Liangenauftrennung der Sequenzierprodukte,
bei der Lingendifferenzen von 1 bp unterschieden werden konnen, kann an jeder Position
eine markierte Base durch einen Laser detektiert und somit die Basenabfolge bestimmt

werden. Die Basensequenz wird anschlieBend in Form eines Elektropherogramms dargestellt.

Verwendete Reagenzien fiir die Fillungsreaktion

3M Natriumacetat (NaCH3CO,) (pH 4,8) 10 ul
100% Ethanol eisgekiihlt (C,HsOH) 250 ul
70% Ethanol (C,HsOH) 500 pl
PCR-Produkt der Sequenzierreaktion 10 ul
HPLC-Wasser 80 ul
Durchfiihrung

Das zu sequenzierende PCR-Produkt wurde zunichst aufgereinigt. Hierzu wurde das Reagenz
ExoSAP-IT® der Firma USB nach Herstellerangaben verwendet. Dieses beinhaltet eine
Exonuclease I, welche den enzymatischen Verdau einzelstrangiger DNA von 5° nach 3~
katalysiert. Somit erfolgt ein Abbau iiberzihliger Primer-Molekiile nach der PCR.

Zur Durchfithrung der Sequenzier-Reaktion wurden diesem gereinigten Produkt nun 1 pl des

bendtigten Primers und 1,5 pl des Terminator Ready Reaction Mixes, des ABI Prism BigDye-
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Terminator Cycle Sequencing Reaction Kits der Firma ABI, hinzugefiigt. Die

Sequenzierreaktion erfolgte bei folgendem Standard-Protokoll:

1.) 96°C 10 sec
2.) 55°C 5 sec 26x
3.) 60°C 4 min

Das entstehende PCR-Produkt wurde im Anschluss an die Reaktion in einer Ethanol-Fillung
aufgereinigt. Hierzu wurde das Sequenzierprodukt mit 80 ul HPLC-Wasser, 10 pl
Natriumacetat und 250 pl absolutem Ethanol gemischt, fiir 30 min bei 14.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach einem zweiten Waschschritt mit 500 ul
70%igem Ethanol fiir 10 min bei 14.000 rpm wurde der Uberstand erneut entfernt. Das DNA-
Pellet wurde getrocknet, um es danach in 20 ul Hi-Di™ Formamid (ABI) zu 16sen. 10 ul des
Produktes wurden zur Analyse auf dem Kapillar-Sequenzierer AB3130 verwendet. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Sequencing-Analysis 5.2-Software der Firma Applied

Biosystems.

3.2.3 Fragment-Analyse

Bei der Fragment-Analyse handelt es sich um eine Methode zur Lingenbestimmung eines
DNA-Fragments welches z.B. mittels PCR (s. 3.2.1) oder Restriktionsverdau (s. 3.2.5.4.1.1)
erzeugt wurde. Dieses Verfahren beruht auf der Auftrennung negativ geladener DNA
innerhalb eines unterschiedlich stark vernetzten Gels durch das Anlegen einer Spannung. Da
in den meisten Fillen eine genaue Analyse der Fragmentlinge notwendig ist, nutzt man die
hoch auftrennenden Eigenschaften von Polyacrylamid-Gelen (PAA-Gelen). Je nach
Acrylamid-Konzentration und Dicke der Gele ist eine Auftrennung von bis zu 1 bp
Genauigkeit moglich. PAA-Gele bestehen aus einer Mischung von Acrylamid und
Bisacrylamid, die mittels radikalischer Polymerisation einen hohen Vernetzungsgrad erzielen.
Bei der Polymerisations-Reaktion diente Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter und

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator.
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3.2.3.1 Fragment-Analyse mit Silber-Detektion

Zur Detektion von DNA-Fragmenten in PAA-Gelen stellt die Silberfirbung eine gute
Alternative dar, da sie weder zeitaufwendig noch teuer ist und eine geringe Toxizitit aufweist.
Bei dieser Methode findet eine Komplexierung von Silber-Ionen an der DNA statt.
Alkalisches Formamid reduziert anschlieBend die Silber-Ionen, wodurch das Silber ausfillt

und die DNA als Bande im Gel sichtbar wird (Budowle et al., 1991).

Zusammensetzung eines 10%igen PAA-Gels

Acrylamid (40%) 4,9 ml
Bisacrylamid 2%) 2 ml
Tris-HCI (1,0 M) 50 mM

Borsidure (0,9M) 45 mM | 0,5x TBE ad 20 ml
EDTA (0,01 M) 0,5 mM

TEMED 0,05% 0,02 ml
10% APS 0,25 ml
Glycerol 5% 1 ml

Agarose-Blaupuffer (100 ml):
Tris-HCI (pH 8,4) (1,0 M)

Borsédure (0,9 M) 10x TBE 10 ml
EDTA (0,01 M)

Ficoll 400 (20%) 8% 40 ml
Bromphenolblau (0,1%) 0,01% 10 ml
Aqua dest. Restvolumen ad 100 ml

Verwendete Reagenzien fiir die Silberfiarbung

Ethanol (C,;HsOH) 10%
Salpetersdaure (HNO3) 1%
Silbernitrat (AgNOs3) 0,2%
Natriumcarbonat (Na,CO3) 3%

Formaldehyd (CH,0) 0,05% in Na,COs
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Essigsdure (CH3COOH) 10%
Aqua dest.

Durchfiihrung

Zunichst wurden die aufgefithrten Reagenzien zur Herstellung eines 10%igen PAA-Gels
gemischt. Mit Zugabe von APS beginnt das Gel auszupolymerisieren und wurde desshalb
ziigig zwischen zwei Gasplatten mit einem fixierten 0,4 mm Abstandhalter gegossen. In die
obere Kante wurde ein 24-zdhniger Kamm eingesetzt, welcher als Platzhalter fiir die Taschen
der aufzutragenden Proben diente. Bei Raumtemperatur (RT) polymerisiserte das Gel
innerhalb einer Stunde aus. Nach dem Entfernen der Silikonabdichtungen wurden die Gele in
das Elektrophoresegerit eingespannt und die Pufferkammer mit 0,5x TBE-Puffer gefiillt. 5 ul
der Proben wurden mit 5 pul Agarose-Blaupuffer versetzt. Von diesem Proben-Puffer-Gemisch
wurden jeweils 8 ul pro Gel sowie zusitzlich eine 100 bp-Leiter zur Orientierung aufgetragen.
Die Gele liefen bei RT und 180 V fiir 3 —4 Stunden. Nach Beenden der Gelelektrophorese
wurden die PAA-Gele zwischen den Platten entfernt und in einer Firbewanne mit 10%igem
Ethanol 10 min geschiittelt, um die DNA im Gel zu fixieren. Anschlieend erfolgte eine
Ansduerung der Gele fiir 10 min mit 1%iger Salpetersdure, wodurch eine Anlagerung der
Silber-Ionen an die DNA ermoglicht wurde. Zur Komplexierung der Silber-lonen mit der
DNA wurde das Gel fiir 30 min mit 0,2%igem Silbernitrat behandelt. Drei kurze
Waschschritte mit Aqua dest. folgten zur Entfernung der iiberschiissigen Silber-lIonen. Zur
Darstellung der DNA wurde mit Natriumcarbonat und Formaldehyd entwickelt. Ein
Abstoppen der Reaktion fand durch das Zufiigen von 10%iger Essigsdure statt, sobald die
Banden deutlich genug zu erkennen waren. Zum Schluss wurden die Gele noch einmal mit
Aqua dest. gewaschen, auf Whatmanpapier aufgezogen und fiir 3-4 Stunden auf dem
Vakuumtrockner getrocknet.

Diese Methode wurde in der vorgestellten Studie zur Expressionsanalyse der Gene HI9 bei
Familie SR93 und CDKNIC bei Familie FN auf cDNA-Ebene verwendet. Primer und PCR-
Bedingungen sind in den Tabellen 6.1 und 6.2 (s. 6. Anhang) aufgefiihrt.

3.2.3.2 Fragment-Analyse mit Fluoreszenz-Markierung

Bei der Fragment-Analyse mit Fluoreszenz-Markierung ermoglicht die Verwendung eines

automatischen  Analysegeridtes (AB3130) die Bestimmung der Intensitit der
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fluoreszenzmarkierten Fragmente. Nach Auftrennung der PCR-Produkte ist eine genaue
Quantifizierung und somit der Vergleich verschiedener Fragmente sowie die Bestimmung
ihrer Kopienzahl, wie z.B. bei der Mikrosatelliten Analyse (s. 3.2.4.1), moglich.

Die Markierung der Fragmente erfolgt wihrend der Amplifikation durch Verwendung eines
fluoreszenzmarkierten Primers. Wie bei der Sequenzierung (s. 3.2.2) wird die Fluoreszenz mit
Hilfe eines Lasers angeregt, iiber eine CCD-Kamera registriert und mit der entsprechenden

Software ausgewertet.

Durchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fragment-Analyse mit Fluoreszenz-Markierung vor
allem bei der Mikrosatelliten-Analyse (s. 3.2.4.1) zur Kopienzahl-Bestimmung durchgefiihrt.
Des Weiteren diente sie dem Nachweis einer UPD(7)mat bei der Methylierungsspezifischen-
PCR (s.3.2.4.2.1).

Nach Amplifikation des Zielfragments mit fluoreszenzmarkierten Primern wurde das Produkt
auf einem Agarosegel getestet. 1 ul des PCR-Produktes wurde mit 8,5 pl Hi-Di™ Formamid
und 0,5 pul LIZ-Standard verdiinnt. AnschlieBend wurden die Proben auf dem automatischen

Sequenzierer AB3130 aufgetrennt und mit der GeneMapper v4.0-Software analysiert.

3.2.4 Nachweis von Epimutationen und UPDs

Zum Nachweis von Mutationen, die nicht auf Veridnderungen innerhalb der Basensequenz
beruhen, sondern auf epigenetischer Ebene vorliegen, ist die Anwendung vielfiltiger
Methoden mdoglich. Man unterscheidet hierbei die Mikrosatelliten-Analyse, die dem
Nachweis Uniparentaler Disomien dient, von Verfahren, die mit Hilfe von

bisulphitbehandelter DNA den genauen Methylierungsgrad bestimmt.

3.2.4.1 Mikrosatelliten-Analyse

Der Nachweis einer UPD wurde u.a. mit Hilfe von Mikrosatelliten-Analysen durchgefiihrt.
Hierbei handelt es sich um eine Léngenbestimmung hoch repetitiver, polymorpher
Sequenzen, die iiber das gesamte Genom verteilt vorliegen. Durch die Analyse dieser
Polymorphismen bei einem Patienten und dessen Eltern ist es moglich, die elterliche Herkunft

zweier Allele und somit z.B. eine UPD zu bestimmen.
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Durchfiihrung

Bei der Analyse von Mikrosatelliten wird zunidchst eine PCR (s. 3.2.1) mit markierten
Primern durchgefiihrt, die flankierend zu der repetitiven Sequenz des Mikrosatelliten
lokalisiert sind. Die weitere Durchfiihrung entspricht dem Protokoll der Fragment-Analyse
mit Fluoreszenz-Markierung (s. 3.2.3.2). Die verwendeten Primer und Mikrosatelliten sind in

Tabelle 6.3 (s. 6. Anhang) aufgelistet.

3.2.4.2 Bisulphitbehandlung

Die Bisulphitbehandlung von DNA ist die Ausgangsmethode verschiedenster Anwendungen
zum Nachweis und zur Quantifizierung von DNA-Methylierung.

Bei diesem Verfahren erfolgt durch Behandlung der DNA mit Natriumbisulphit eine
Deaminierung nicht-methylierter Cytosine zu Uracil. Aufgrund einer Schutzfunktion der
Methylgruppe bleiben methylierte Cytosine unverdndert. Somit ergibt sich eine
Sequenzidnderung des unmethylierten Allels, wodurch eine Unterscheidung unterschiedlich

methylierter Allele moglich wird.

Duchfiihrung
Die Bisulphitbehandlung der DNA wurde nach Angaben des Herstellers mit dem EZ DNA

Methylation-Gold Kit™ der Firma Zymo Research durchgefiihrt.

Zunidchst werden 500 ng DNA in 20 ul Aqua dest. Gelost und mit 130 ul eines CT
Conversion Reagents versetzt, das die bendtigten Chemikalien zur Konvertierung der
unmethylierten Cytosine beinhaltet. Nach einer kurzen Denaturierung der DNA findet die
Reaktion bei 53°C statt. Hierzu wurde folgendes Programm im Thermocycler, nach Zugabe

des CT Conversion Reagent, durchgefiihrt:

1. 10 min 98°C

2. 30 min 53°C

3. 6 min 53°C 8 x
4. 30 min 37°C

5. 4°C zur Lagerung
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AnschlieBend erfolgte eine Aufreinigung der behandelten Proben iiber DNA-bindende
Ionenaustauscher-Sidulen mit im Kit enthaltenen Puffern. Nach einer Elution der DNA von
diesen Sédulen mit Hilfe eines Elutionspuffers erhilt man 10 ul bisulphitbehandelter DNA, die

fiir weiterfiihrende Analysen wie zum Beispiel einer PCR verwendet werden konnen.

3.2.4.2.1 Methylierungsspezifische-PCR (MS-PCR)

Bei der MS-PCR erfolgt die Amplifikation eines DNA-Fragmentes in Abhéngigkeit seines
Methylierungszustandes. Diese Unterscheidung wird durch den Einsatz bisulphitbehandelter
DNA und spezifisch ausgewdhlter Primer ermoglicht. Nach Konvertierung unmethylierter
Cytosine zu Uracil mittels Bisulphitbehandlung (s. 3.2.4.2) und daraus resultierender
Verinderung der Sequenz des unmethylierten Allels werden Primer verwendet, die entweder
gegen die veridnderte oder die unveridnderte Sequenz der Zielregion gerichtet sind. Somit ist

eine selektive Amplifikation des methylierten oder unmethylierten Fragmentes moglich.

3.2.4.2.1.1 MS-PCR fiir Chromosom 7

Die MS-PCR fiir das Chromosom 7 kann zum Nachweis uniparentaler Disomien des
Chromosoms 7 und isolierter Verdnderungen des Methylierungszustandes innerhalb der
Region 7q32 verwendet werden.

Die methylierungsspezifischen Primer fiir diese Analyse sind innerhalb der unterschiedlich
methylierten Region 7q32 lokalisiert, welche unter anderem die Expression des elterlich
gepragten Gens PEGI/MEST reguliert. Primersequenzen und verwendetes Protokoll liegen
den Angaben von Moore et al. (2005) zugrunde. Es handelt sich hierbei um eine Multiplex-
PCR. Dies bedeutet, dass mehrere Primer fiir verschiedene Fragmente innerhalb eines
Reaktionsansatzes verwendet werden. Bei der MS-PCR fiir 7q32 wird ein gemeinsamer
fluoreszenzmarkierter Riickwirts-Primer verwendet, der methylierungsunabhiingig an beide
Allele bindet. Des Weiteren befinden sich in der Reaktion zwei Vorwirts-Primer, die in
geringem Abstand voneinander lokalisiert sind und von denen einer zum methylierten,
unveridnderten Allel und der andere zum unmethylierten, verdnderten Allel komplementir ist.
Somit erfolgt in nur einer PCR-Reaktion die Amplifikation der Fragmente beider Allele, die

sich minimal in ihrer Linge unterscheiden. Je nachdem ob eine Hypo- oder
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Hypermethylierung bzw. eine Uniparentale Disomie vorliegt erhédlt man quantitative
Unterschiede der beiden PCR-Produkte.

Diese werden in einer anschlieBenden Auftrennung der beiden Fragmente sowohl iiber die
Agarose-Gelelektrophorese als auch zur genaueren quantitativen Analyse {iber die
Sequenziergelelektrophorese des AB3130 Sequenzierers aufgetrennt. Die Intensitidt der
Banden bzw. der Peaks gibt Aufschluss iiber den Methylierungsgrad bzw. das Vorliegen nur
einer der beiden elterlichen Allele. Bei auffilligem Befund erfolgt eine Unterscheidung eines
Methylierungsdefektes von einer UPD mit Hilfe der Mikrosatelliten-Analyse (s. 3.2.4.1).
Finden sich auch hier nur die Allele eines Elternteils kann ein isolierter Methylierungsdefekt

der Region ausgeschlossen werden.

Durchfiihrung
Zunichst erfolgte eine Bisulphitbehandlung (s. 3.2.4.2) der eingesetzten DNA. Von dieser

DNA wurden 4 pl in die nachfolgende PCR (Primerangaben s. Tab. 6.6 in 6. Anhang)

eingesetzt. Folgendes PCR-Programm wurde durchgefiihrt:

1. 5 min 95°C
2. 30 sec 95°C
3. 1 min 63°C 40 x
4. 1,5 min 72°C
5. 10 min 72°C

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt auf einem 1 %igen Agarosegel bei 140 V fiir 30 min
aufgetrennt. Das maternale, methylierte Allel erzeugt ein Fragment mit einer Linge von
104 bp und das paternale unmethylierte Allel mit 187 bp.

Um eine genauere Quantifizierung schwicher amplifizierter Fragmente zu ermoglichen,
wurden die Proben mit Hilfe der automatischen Sequenzierelektrophorese auf dem AB3130

analysiert.

3.2.4.2.1.2 MS-PCR fiir Chromosom 6 und Chromosom 14

Die MS-PCR fiir die Chromosomen 6 und 14 wurde zur Identifizierung allgemeiner

Hypomethylierungen bei SRS-Patienten durchgefiihrt. Die Protokolle zur Durchfiihrung
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dieser Analysen lagen den Angaben von Mackay et al. (2005) und Temple et al. (2007)
zugrunde. Hierbei wurde fiir die beiden chromosomalen Regionen jeweils eine Multiplex-
PCR (s.3.2.4.2.1.1) durchgefiihrt. In beiden Fillen wurden ein gemeinsamer
methylierungsunabhingiger Vorwirts- bzw. Riickwirtsprimer, sowie zwel
methylierungsspezifische Primer zur Amplifikation benétigt. Die verwendeten Primer und
PCR-Bedingungen sind in Tabelle 6.7 (s. 6. Anhang) aufgefiihrt. Bei beiden PCRs wurde das
Hot Star Tag-DNA Polymerase-Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Die PCR-
Produkte wurden auf einem 1 %igen Agarosegel bei 140 V fiir 30 min getestet. Fiir
Chromosom 6 erzeugte das maternale, methylierte Allel ein Fragment mit einer Linge von
175 bp und das paternale unmethylierte Allel eines mit 188 bp. Bei Chromosom 14 stellt ein
Fragment von 193 bp das paternale, methylierte und ein Fragment von 221 bp das maternale
unmethylierte Allel dar.

Eine genaue Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der automatischen Sequenzierelektrophorese

auf dem AB3130.

3.2.4.2.2 MS-PCR zur Bisulphit-Sequenzierung

Zur genauen Bestimmung des Methylierungszustandes jeder einzelnen Base eines
Zielfragmentes kann eine Sequenzierung bisulfitbehandelter DNA durchgefiihrt werden.
Hierbei werden fiir die MS-PCR Primer ausgewdhlt, die komplementir zu angrenzenden
Bereichen des Zielfragmentes sind und keine CpGs enthalten. Da nur solche Cytosine
methyliert vorliegen konnen, denen ein Guanin in der Sequenz nachfolgt, kann man in
Bereichen ohne CpGs eine vollstindige Konvertierung aller Cytosine zu Uracil voraussetzen
und dementsprechend komplementére Primersequenzen auswihlen.

AnschlieBend erfolgt eine TOPO-TA Klonierung (s. 3.2.5.1) der PCR-Fragmente in TA-
Vektoren und eine Transformation in kompetente E. coli. Man erzielt hierdurch die
Vereinzelung der wihrend der PCR entstandenen Produkte und somit der verschiedenen
Zustandsformen von Methylierungsmustern des Zielfragmentes. Eine Kolonie-PCR
(s.3.2.5.1.1) eines Klons ermoglicht die Amplifikation genau eines PCR Fragmentes. Mit
nachfolgender Sequenzier-PCR kann diese Sequenz dann ermittelt werden. In einer
Sequenzierung mit dem Vorwérts-Primer stellt sich ein unmethyliertes Cytosin als Thymin

und ein methyliertes Cytosin als Cytosin dar. Durch die Sequenzierung mehrerer Kone einer
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PCR kann somit das Verhiltnis methylierter zu unmethylierter Cytosine eines ganzen

Fragmentes bestimmt werden.

Durchfiihrung
Zunichst erfolgte eine Bisulphit-Behandlung (s. 3.2.4.2) der zu sequenzierenden DNA.

AnschlieBend wurden eine PCR der Zielregion, sowie eine Aufreinigung dieser PCR-
Produkte mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die verwendeten Primer und PCR-Bedingungen sind in Tabelle 6.8
(s. 6. Anhang) aufgelistet. Das aufgereinigte Produkt diente danach als Insert fiir eine
Klonierung in einen TOPO-TA Vektor (s. 3.2.5.1). In einer Kolonie-PCR (s.3.2.5.1.1) wurde
die einklonierte Sequenz von jeweils ca. 10 Klonen erneut amplifiziert und in einer
nachfolgenden Sequenzierreaktion (s. 3.2.2) die vorliegende Sequenz der einzelnen Klone
bestimmt.

Die Bisulphit-Sequenzierung wurde in dieser Studie dazu verwendet eine genauere
Einschidtzung des Methylierungsgrades der CTCF-Bindestelle 3 der ICR1 in 11pl5 zu

erzielen.
3.2.4.3 Multiplex ligation-dependant Probe Amplification (MLPA)

Die MLPA ist eine Methode, deren Anwendung den gleichzeitigen Nachweis der
Kopienanzahl von 45 Sequenzen ermdéglicht. Es handelt sich bei der MLPA um eine
Multiplex-PCR. Hierbei erfolgt eine parallele Amplifikation mehrerer Fragmente wihrend
einer PCR-Reaktion. Zur Durchfiihrung dieser Multiplex-PCR ist die Hybridisierung
spezieller Sonden an die zu amplifizierenden genomischen Regionen erforderlich. Die
verwendeten Sonden liegen als Sonden-Gemisch vor und bestehen zunichst jeweils aus zwei

Teilen, die raumlich nah an ihre Zielsequenz hybridisieren (s. Abb. 3.2).

Primer-Sequenz
\ Sonden-Sequenz Fill-Sequenz

Komplementire
genomische Sequenz

Abb. 3.2: Darstellung der Hybridisierung beider Teile einer Sonde an die Zielregion
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AnschlieBend erfolgt eine Ligation, die eine Verbindung der beiden Sondenteile bewirkt,
sofern beide Teile an die Zielsequenz anbinden konnten (s. Abb. 3.3). Mit einer
nachfolgenden PCR werden nur die Sequenzen amplifiziert, bei denen es zur Hybridisierung

und Ligation beider Sondenabschnitte kam.

Sonde A / Sonde B /
\— R ;

Thermostabile Ligase

Abb. 3.3: Ligation der beiden Sonden-Abschnitte durch eine thermostabile Ligase

Die Primersequenz ist bei jeder der Sonden eines Sondenmixes die gleiche und als Linker an
die spezifische Sondensequenz angehingt. Wihrend der PCR erfolgt demnach ausschlieBlich
eine Amplifikation der Sonde selbst und nicht der eigentlichen komplementédren genomischen
Sequenz. Die einzelnen PCR-Produkte der verschiedenen Sonden eines Mixes unterscheiden
sich in ihrer Lidnge, da jede Sonde zusitzlich zur Primer-Sequenz eine so genannte
Fiillsequenz aufweist, die je nach Sonde eine unterschiedliche Linge besitzt. Die Gro3e der
Produkte liegt zwischen 130 und 490 bp. Die verwendeten Primer sind fluoreszenzmarkiert,
sodass mit Auftrennung der jeweiligen Fragmente nach ihrer Groéfe mittels
Sequenzierelektrophorese die Intensitit der Fragmente mit einer automatischen
Analysesoftware ermittelt bzw. quantifiziert werden kann. AnschlieBend erfolgt eine
Verrechnung zwischen Kontroll- und Zielfragmenten, sowie zwischen Kontrollproben und
Patientenproben. Hierdurch wird eine Kopienzahlermittlung der Zielregionen moglich. Liegt
z.B. eine heterozygote Deletion oder Duplikation einer der beiden Allele vor, so kommt es im

Vergleich zu den Kontrollfragmenten zu einer halb bzw. doppelt so starken Amplifikation.

3.2.4.3.1 Methylierungsspezifische-MLPA (MS-MLPA)

Mit Hilfe der MS-MLPA kann der Methylierungszustand einer Zielregion ermittelt werden,
indem man sich die Besonderheit methylierungssensitiver Restriktionsenzyme (s. 3.2.5.4.1.1)
zu Nutzen macht. Solche Enzyme konnen ihre Erkennungssequenz nicht schneiden sofern
diese durch eine Methylgruppe geschiitzt wird. Bei einer MS-MLPA werden fiir jede Probe
jeweils ein herkommlicher methylierungsunabhidngiger und ein methylierungsspezifischer
Ansatz durchgefiihrt. Der einzige Unterschied zwischen diesen beiden Verfahren ist der

Einsatz des methylierungssensitiven Enzyms wihrend des Ligationsschrittes beim
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methylierungsspezifischen Ansatz. Bei einer elterlich geprigten Region, bei der im normalen
Zustand die Hilfte der Allele methyliert vorliegt, wird im methylierungssenitiven Ansatz
genau dieser Anteil der Allele (also die nicht methylierten) zerschnitten. Dort wo ein Verdau
der genomischen DNA stattfinden konnte, findet zwar die Hybridisierung der Sonden wie
gewohnlich statt, jedoch ist eine Ligation der beiden Sondenteile und somit eine
Amplifikation nicht mehr moglich. Somit erfolgt nur noch eine halb so starke PCR-
Amplifikation. Eine Hypomethylierung der Region wiirde somit im Vergleich zu einer normal
methylierten Kontrolle zu einer noch geringeren und eine Hypermethylierung zu einer
erhohten Amplifikation fithren. Die Verrechnung von Kontrollproben und Kontrollsonden
macht auch hier eine Quantifizierung moglich.

Mit diesem Verfahren ist des Weiteren ein Nachweis von UPDs moglich, da es auch hier
innerhalb von elterlich gepridgten Regionen zu einem Unterschied im Methylierungszustand
der beiden Allele im Vergleich zu Kontrollproben kommt. Duplikationen unterschiedlich
methylierter Regionen machen sich aufgrund des hervorgerufenen Dosiseffekts sowohl im
methylierungssensitiven als auch im parallel durchgefiihrten herkommlichen Ansatz ohne
Verwendung des Enzyms bemerkbar, wodurch sie von den anderen Verdnderungen, wie
UPDs und Methylierungsdefekten, zu unterscheiden sind.

Die MS-MLPA hat somit einen grolen Nutzen in der SRS- und BWS-Diagnostik, da sowohl
die bekannten Duplikationen als auch die UPDs und Methylierungsdefekte innerhalb der

chromosomalen Regionen 11p15 in einem Verfahren nachweisbar sind.

Durchfiihrung
Die MLPA wurde mit Hilfe des SALSA MS-MLPA KIT ME030 BWS/RSS der Firma MRC-

Holland gemill den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die zu untersuchenden MLPA-
Proben wurden auf einem automatischen Sequenzierer (AB3130) aufgetrennt und mit Hilfe
der GeneMapper v4.0-Software analysiert. Die Auswertung der Daten zur Bestimmung der
Kopienzahl und des Methylierungsgrads erfolgten mit Verwendung einer modifizierten
Excel-Datei, die urspriinglich zur Analyse der BRCA2-MLPA genutzt wurde (Clinical
Molecular Genetics Laboratory, University Hospital Leeds/UK (http://leadsdna.info/))
(Eggermann et al., 2008c).
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3.2.5 Klonierung

Bei einer Klonierung erfolgt die Vermehrung eines Zielfragmentes in Bakterienzellen nach
Ligation in einen Vektor. Die verwendeten Vektoren sind kiinstliche Plasmide, deren Sequenz
unter anderem Gene fiir Antibiotika-Resistenzen sowie eine so genannte ,,multiple cloning
site” (MCS), iiber die die Fragmente (Inserts) einligiert werden, beinhalten.

Die Ligation der PCR Produkte in den Vektor erfolgt entweder mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus (s. 3.2.5.4.1.1) mittels spezifischer Enzyme oder iiber die TA-Klonierung.
Bei Verwendung eines Verdaus bendtigt man Restriktionsenzyme, die den Vektor
ausschlieBlich innerhalb der MCS-Region schneiden. Besitzt das verwendete Fragment nicht
die gewiinschte Schnittstelle des Enzyms, so konnen zur Amplifikation des Inserts Primer
verwendet werden, denen die Erkennungssequenz angehingt wird. Uber diese erzeugten
Schnittstellen kann das Insert in den Vektor einligiert werden.

Bei der TA-Klonierung erfolgt die Ligation des Fragments in den Vektor iiber einen
unspezifischen Anhang eines einzelnen desoxy-Adenosins am 3°-Ende des PCR-Produkts, das
bedingt durch die Transferase-Aktivitit der Tag-Polymerase bei einer herkommlichen PCR
angefiigt wird. Komplementir besitzt der verwendete linearisierte TA-Vektor einen einzelnen
5’-Thymidin-Anhang. Das Fragment fiigt sich somit ohne Einsatz von Restriktionsenzymen
tiber das iiberstehende 3°-desoxy-Thymidin in den linearisierten Vektor ein, indem eine
zugefiigte DNA-Ligase die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3°-OH-
und 5°-Phosphatgruppen der rdumlich benachbarten Nukleotide katalysiert.

Mit Hilfe der Transformation werden die entstandenen Konstrukte anschlieBend in die
Bakterienzelle eingebracht und dort iiber den ,,origin of replication* einer Vermehrung im

Rahmen der Zellteilung unterzogen.

3.2.5.1 TOPO TA Klonierung

Mit Hilfe der TOPO TA Klonierung (Invitrogen) ist eine schnelle Klonierung eines PCR
Produktes in einen reinen Klonierungsvektor moglich. Hierbei erfolgt die Ligation des zu
klonierenden Fragments in den Vektor wie bei der gewohnlichen TA-Klonierung. Zusitzlich
ist hier allerdings eine Topoisomerase I des Vaccinia-Virus iiber ein Tyrosin (Tyr-274)
kovalent an das 3”’-Phosphat des iiberhangenden Thymin des Plasmid-Vektors gebunden. Die

Phospho-Tyrosin-Bindung der Topoisomerase zum Vektor wird von dem 5°-Hydroxyl des
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PCR-Produktes angegriffen, sodass die Phospho-Tyrosin-Bindung gelost wird und die
Ligation stattfinden kann. Nach anschlieBender Transformation des Vektors in chemisch-
kompetente Escherichia coli (E. coli) erfolgt eine Vermehrung des PCR-Produktes bei
Kultivierung dieser Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein reiner Klonierungsvektor verwendet (pCR®II—TOPO®
Plasmid-Vektor), der keine Expression des einklonierten Fragmentes in pro- oder
eukayotischen Zellen erlaubt. Die Klonierung dient in diesem Fall ausschlieBlich der
Vervielfiltigung eines einzelnen PCR-Fragmentes pro Bakterienklon. Dies ist moglich, da ein
chemisch-kompetentes Bakterium lediglich in der Lage ist, ein einziges Plasmid bei der
Transformation aufzunehmen und eine isoliert wachsende Kolonie immer die Klone eines

einzelnen Bakteriums beinhaltet.

Durchfiihrung
In der vorliegenden Arbeit wurde die TOPO TA Klonierung im Rahmen der

Bisulphitsequenzierung (s. 3.2.4.2.2), fiir den Associated-Chromosome-Trap-Assay (s. 3.2.12)
und zur Detektion eines alternativen Spliceverhaltens bei varianter H/9-Sequenz (s. 3.2.14)
angewandt. Hierzu wurde zunichst eine PCR des bendtigten Fragments durchgefiihrt. Das
frische PCR-Produkt wurde anschlieend in die Ligation eingesetzt, wobei entsprechend dem
Protokoll des Herstellers eine Salz-Losung, Aqua dest., das frische PCR-Produkt sowie der
pCR®2.1 TA-Vektor zusammengegeben, vorsichtig gemischt und bei RT fiir 5-30 min

inkubiert wurden.

Verwendete Reagenzien zur Ligation

Frisches PCR-Produkt 0.5-4 ul
Salz-Losung (des TOPO TA Cloning® Kit) 1 ul
Aqua dest. Restvolumen ad 5 pl
TOPO® Vektor 1 ul
S.0.C.-Medium (des TOPO TA Cloning® Kit) 350 pl

AnschlieBend erfolgte die Transformation des Konstruktes in One Shot® chemisch

kompetente E. coli. Hierzu werden 2 pl des Ligationsansatzes in einem Reagiergefdl mit den
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kompetenten Zellen vorsichtig gemischt, 5-30 min bei RT inkubiert und danach einem
Hitzeschock fiir 30 sek bei 42°C unterzogen. Ein Abstoppen der Reaktion erfolgt bei
Lagerung des Gemisches fiir 5 min auf Eis. Nach Zugabe von 350 ul S.0.C-Medium und
horizontalem Schiitteln bei 200 rpm fiir eine Stunde bei 37°C werden die transformierten
Zellen nun kultiviert und im Anschluss auf einer vorgewidrmten, mit X-Gal, IPTG und zur
Selektion mit Ampicillin versetzten LB-Agar Platte (s. 3.2.5.3) ausgestrichen und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Eine Selektion transformierter Zellen erfolgt mit Hilfe einer Ampicillin-
Resistenz und einer X-Gal-Selektion. Die Zugabe von Ampicillin im Medium bewirkt, dass
nur solche Zellen wachsen konnen, die auch ein Plasmid mit der kodierenden Sequenz fiir die
benotigte Resistenz enthalten. Die X-Gal-Selektion beruht auf der Tatsache, dass die Substanz
X-Gal in Anwesenheit des Induktors IPTG durch das Enzym B-Galaktosidase zu einem
blauen Farbstoff umgesetzt wird. Durch Einklonierung eines Konstruktes in den Vektor wird
das B-Galaktosidase kodierende Gen lacZ unterbrochen, wodurch ein Umsetzten von X-Gal
und somit eine Blaufirbung der Zellen verhindert wird. Transformierte Zellen, die tatsdchlich
auch das gewiinschte Insert enthalten, konnen somit anhand ihrer weilen Firbung erkannt
werden. Zur Analyse des einklonierten Fragments schlieBen sich eine Kolonie-PCR

(s. 3.2.5.1.1) sowie eine Sequenzierung (s. 3.2.2) an.

3.2.5.1.1 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ermoglicht eine Amplifikation von DNA aus Plasmid-Vektoren von
Bakterienklonen ohne vorherige Isolation des Plasmids. Nach der Kultivierung des
Transformationsgemisches auf einer Agarplatte werden mit der Spitze eines sterilen
Zahnstochers isoliert wachsende Kolonie leicht angestochen und die anhaftenden Zellen in
12 ul Aqua dest. gelost. Bei einer anschlieBenden Denaturierung fiir 5 min bei 94°C werden
die Bakterienzellen abgetotet und die DNA freigesetzt. Mit dieser DNA ist nun die
Durchfiihrung einer herkommlichen PCR und somit die Amplifikation des Zielfragmentes
moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kolonie-PCR zur Durchfiihrung der
Bisulphitsequenzierung (s. 3.2.4.2.2) und des ACT-Assays (s. 3.2.12) benostigt. Bei der
verwendeten Taqg-Polymerase handelt es sich um den Enzym-Mix der Hot Star Taq (Qiagen),
die nach Herstellerangaben verwendet wurde. Angaben zu Primern und PCR-Bedingungen

sind in Tabelle 6.8 und 6.12 (s. 6. Anhang) dargestellt.
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3.2.5.2 Klonierung von Expressionsvektoren

Bei der Untersuchung zur Auswirkung von CTCF auf die Expression von GRBI10 und MEST
in Plazentazellen und der Splicinganalyse von H/9-Varianten in HEK (human embryonic
kidney)-Zellen war eine Klonierung der codierenden Region der Gene in einen Vektor
notwendig, der eine Expression des Inserts in eukaryotischen Zellen zuldsst. Hierfiir wurden
die Vektoren pTargeT™ (Promega) und pcDNA™5/FRT/TO (Invitrogen) gewihlt. Beide
Vektoren erlaubten eine Selektion transformierter Bakterien sowohl iiber eine Ampicillin-
Resistenz als auch iiber die X-Gal Selektion (s. 3.2.5.1). Des Weiteren beinhaltet der Vektor
die Sequenz fiir den humanen Cytomegalovirus (CMV)-Enhancer/Promoter, der die
Expression des Inserts in eukaryotischen Zellen induziert.

Bei pTargeT™ handelt es sich um einen TA-Vektor (s. 3.2.5), sodass eine Ligation des
Inserts nach PCR ohne Verdau moglich ist. Fiir eine Ligation in pcDNA™5/FRT/TO ist ein
vorgeschalteter Verdau sowohl des Inserts als auch des Vektors mit geeigneten
Restriktionsenzymen notwendig. Die weiterfithrenden Schritte einer Klonierung wie Ligation

und Transformation wurden fiir beide Vektoren nach demselben Protokoll durchgefiihrt.

Durchfiihrung

Zur Erzeugung des Inserts wurde zunichst eine PCR mit Verwendung der AccuPrime™ Taq
DNA Polymerase High Fidelity der Firma Invitrogen gemif3 Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die verwendeten Genabschnitte zur Erzeugung der Inserts, als auch Primer und PCR-
Bedingungen sind in Tabelle 6.9 und 6.10 (s. 6. Anhang) aufgelistet. Der Unterschied in der
Erzeugung der Inserts fiir HI/9 und CTCF lag jedoch in der Verwendung des
unterschiedlichen Ausgangsmaterials fiir die PCR.

Fir die Klonierung des Gens CTCF wurde ein Klon der Firma RZPD Imagenes als
Ausgangsmaterial bendtigt (IRAUp969H0450D) (s. Tab. 3.3), der bereits die komplette,
codierende cDNA Sequenz des Gens beinhaltet. Da bei der spiteren Transfektion des
Klonierungskonstrukts von CTCF dessen Translation in den Zellen erzielt werden soll,
wurden Primer zur Erzeugung des Inserts gewihlt, welche die so genannte Kozak-Konsensus-
Sequenz beinhalten. Dabei handelt es sich um eine Erkennungssequenz zur Initiierung der
Translation (GCCACC). Diese Sequenz wurde dem Starcodon ATG genau vorgeschaltet,
sodass der Vorwitsprimer von 5 nach 3 zunichst die Erkennungssequenz und direkt im

Anschluss daran das Startkodon und somit die CTCF-kodierende Region beinhaltet. Damit
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erreicht man eine Translation im richtigen Leserahmen und die Synthese des funktionsfdahigen
Proteins.

Zur HI19-Klonierung wurde sowohl die Wildtyp-Sequenz als auch die variante Sequenz der
genomischen DNA von drei SRS-Patienten (SR17K, SR81K, SR93K) verwendet, um das
Spliceverhalten dieser varianten Transkripte in eukaryotischen Zellen analysieren zu kdnnen
(s. Tab. 3.5).

Bei Verwendung des pcDNA™S5/FRT/TO-Vektors zur Klonierung der verschiedenen H19-
Varianten war vor der Ligation ein Verdau sowohl des Vektors als auch des Inserts
notwendig. Den Primern zur Erzeugung des Inserts von H/9 waren aus diesem Grund die
Schnittstellen fiir die benotigten Restriktionsenzyme angefiigt worden, sodass alle
amplifizierten PCR-Produkte diese Erkennungssequenzen aufwiesen. Hierbei erhielt der
Vorwirts-Primer an seinem 5 -Terminus die Erkennungssequenz fiir das Enzym BamHI und
der Riickwirtsprimer fiir Notl. Der Vektor wies diese Schnittstellen innerhalb seiner MCS-
Region in der benétigten Orientierung selbstdndig auf. Da bei der Klonierung des Inserts
darauf geachtet werden muss, dass der 5°-Terminus des Inserts in der richtigen Anordnung
zum CMV-Promoter einligiert wird, ist die Verwendung unterschiedlicher
Restriktionsenzyme fiir die beiden Enden eines Inserts von groBem Nutzen, um eine falsche

Orientierung des Inserts innerhalb des Vektors zu vermeiden.

Tab. 3.5: Verwendete Vektoren, Inserts und Enzyme zur Herstellung der benétigten
Konstrukte

Vektor Insert Enzym
pcDNA™S5/FRT/TO H19-FBamHI/RNotI * BamHI; NotI
pTargeT ™ CTCF-5'UTR-F/3'UTR-R | TA-Klonierung

* Jeweils fiir das Wildtyp-Allel und das variante Allel der Patienten SR17K, SR81K und
SR93K

Vor der Ligation erfolgte eine Aufreinigung der verschiedenen Inserts mit dem PCR-
Purification-Kit bzw. dem QIAquick-Gelextraction-Kit der Firma Qiagen gemill den
Angaben des Herstellers. Sowohl bei der TA-Ligation des pTarget-Vektors als auch bei der
Ligation iiber Restriktionsschnittstellen in den pcDNA™S5/FRT/TO-Vektor wurde eine T4-

Ligase aus dem Bakteriophagen T4 der Firma Promega verwendet.
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10 ul Ligationsansatz

T4 DNA Ligase Puffer 10x Tul
Vektor 60 ng
Insert X ng
T4 Ligase I ul
Aqua dest. Restvolumen ad 10 ul

Die Menge des einzusetzenden Inserts richtet sich nach seiner Grofle. Bei allen
durchgefiihrten Ansitzen wurde ein Verhiltnis von Vektor zu Insert von 1:3 gewdhlt (s. Tab.
3.6). Die genaue Menge ldsst sich hierzu mit folgender Gleichung berechnen:

Menge Insert [ng] = (Menge Vektor [ng] x Lange Insert [bp] : Linge Vektor [bp]) x (3: 1)

Tab. 3.6: Menge an verwendetem Insert zur Ligation

Insert GroBe Insert | Vektor GroBe Eingesetzte
(bp) Vektor (bp) | Menge Insert (ng)
CTCF-5'UTR- | 2196 pTarget ™ 5670 70
3’'UTR
H19-FBamHI- | 2827 pcDNA™S5/FRT/TO | 5137 99
RNotl

Die Ligation erfolgte bei 4°C iiber Nacht.

3.2.5.3 Transformation

Mit Hilfe der Transformation erfolgt die Aufnahme von Plasmiden in eine Bakterienzelle. In
der vorliegenden Arbeit wurden die chemisch kompetenten JM109-E. coli der Firma Promega
verwendet. Die Zellen werden zur Transformation nach Zugabe des Konstrukts auf Eis
inkubiert, um dessen Anlagerung an die Zellmembran zu bewirken. AnschlieBend wird ein
kurzer Hitzeschock durchgefiihrt, bei dem sich die Poren der Membran oOffnen und das
Konstrukt in das Innere der Zellen gelangen kann. Bei einer darauf folgenden Kultivierung
der Zellen bei 37°C fiir eine Stunde im Schiittler mit SOC-Medium kann sich die
Zellmembran regenerieren.

Zur Kultivierung der Zellen werden die Zellen anschliefend auf einem antibiotika- und

nihrstoffhaltigem LB-Agar ausgestrichen. Die Bakterien besitzen keine kodierende Sequenz
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fiir eine Antibiotika-Resistenz und sind somit nur nach Aufnahme eines Plasmids mit den
benotigten Genen fiir diese Resistenz in der Lage auf dem verwendeten antibiotikahaltigen
Medium zu wachsen. Zur weiteren Selektion transformierter Bakterien diente die X-Gal-

Selektion (s. 3.2.5.1).

Reagenzien

LB-Medium (Luria Broth) 1% Bacto-Trypton
(autoklaviert) 0,5% Bacto-Yeast Extract
0,5% NaCl

pH 7,5 mit NaOH
Ampicillin 50 pg/ul

LB- Agar 1,5% Bacto-Agar in LB-Medium
(autoklaviert) ca. 30 ml/ Platte
SOC-Medium 0,5% Bacto-Yeast Extract

2% Bacto-Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl
10 mM MgSO4
20 mM Glucose
IPTG 100 mM
X-Gal 40 pg/ ml in Dimethylformamid

Durchfiihrung
25 pl der JMI09-E. colis (Promega) wurden auf Eis aufgetaut, mit 10 pl des

Ligationsansatzes versetzt und fiir 10 Minuten auf Eis gehalten. Dann folgte ein Hitzeschock
bei 42°C fiir 45 sek im Wasserbad und eine erneute Inkubation auf Eis fiir 2 min.
AnschlieBend wurden dem Ansatz 250ul SOC-Medium hinzugefiigt und dieser horizontal fiir
eine Stunde bei 37°C bei 150 rpm geschiittelt. Nun erfolgte das Ausplattieren auf ampicillin-
haltigen LB-Agarplatten indem 100 pl der Zellsuspension auf einer Platte mit Hilfe eines
sterilen Drigalski-Glasspatels ausgestrichen wurden. Eine Inkubation der Platten erfolgte bei

37°C im Brutschrank iiber Nacht.
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Wenn méglich wurde nach dieser Kultivierung eine Ubernachtkultur (UN-Kultur) von 24
positiven Klonen angelegt. Hierzu wurden die entsprechenden Kolonien mit einer sterilen
Pipettenspitze leicht beriihrt und diese in ein mit etwa 10 ml LB-Fliissigmedium gefiilltes
Girrohrchen iiberfithrt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht im Schiittler bei 37°C und
200 rpm. AnschlieBend erfolgt eine Plasmidisolation (s. 3.2.5.4) der kultivierten

Bakterienklone.

3.2.5.4 Plasmidisolation

Die Isolation der klonierten Plasmide aus E. coli-Zellen erfolgte mit Hilfe von zwei
unterschiedlichen Verfahren. Dabei handelt es sich um die so genannte Boiling-Preparation
und um die Miniprédparation mittels des QIAprep® Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen.
Wihrend die Boiling-Priparation eine kostengiinstige Alternative zum Screening nach
positiven Klonen darstellt, dient die Minipridparation einer qualitativ besseren Isolation, die

eine anschlieBende Sequenzierung und Transfektion des Plasmids (s. 3.2.7) erlaubt.

3.2.5.4.1 Boiling-Préaparation

Diese Art der Plasmidisolation beruht auf dem Prinzip, dass mit Hilfe einer Denaturierung
aller zelleigenen Proteine bei 95°C diese durch Zentrifugation von der Plasmid-DNA separiert
werden konnen. Die Proteine sammeln sich als Pellet und koénnen von der im Uberstand

gelost vorliegenden DNA getrennt werden.

Reagenzien
STET-Puffer, pH 8 8 g Sukrose

0,5 g Triton-X-100

1,9 g EDTA

0,6 g Tris

ad 100 ml Aqua dest.
Lysozym 42.350 U/ul
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Durchfiihrung

1,5 ml der nach der Transformation angesetzten UN-Kultur wurden in ein Eppendorfgefif3
tiberfiihrt und 15 min bei 4°C und 8000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in
350 pl STET-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 25 pl Lysozym-Losung (10mg/ml)
10 min bei RT inkubiert. Danach wurde der Ansatz zur Denaturierung der Proteine fiir 40 sek
auf 95°C erhitzt. Bei der anschlieBenden Zentrifugation fiir 10 min bei RT und 13.000 rpm
sammelte sich das Pellet aus Zellproteinen, das nun mit einem sterilen Zahnstocher aus dem
ReaktionsgefiB entfernt wurde. Die im Uberstand verbliebene DNA wurde daraufhin mit
420 pl Isopropanol sowie 40 ul 3 M Natriumacetat (pH 4,8) bei Zentrifugation fiir 10 min und
4°C ausgefillt. Das DNA-Pellet wurde zum Waschen mit 500 pl 70%-igem Ethanol versetzt
und fiir 10 min bei 4°C mit 13.000 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
erfolgte ein Trocknen des DNA-Pellets im Wirmeschrank fiir 30 min bei 50°C.

Zur Absicherung, dass es sich bei dem isolierten Plasmid tatsdchlich um das gewiinschte
Konstrukt handelt, erfolgte im Anschluss an die Isolation mittels Boiling-Préaparation ein

selektiver Restriktionsverdau (s. 3.2.5.4.1.1).

3.2.5.4.1.1 Restriktionsverdau

Bei einem Restriktionsverdau zerschneiden Restriktionsenzyme (Restriktionsendonukeasen
des Typ II) einen DNA-Doppelstrang innerhalb einer spezifischen Nukleotidsequenz. Diese
Restriktionsschnittstellen enthalten charakteristischerweise eine palindrome Sequenz von vier
bis acht Basenpaaren.

Der Restriktionsverdau wurde in der vorliegenden Arbeit neben der Herstellung von
Schnittstellen zur Ligation bei der Klonierung (s. 3.2.5.2) und dem ACT-Assay (s. 3.2.12)
dazu verwendet, Klonierungsprodukte nach Isolation aus Bakterienzellen zu zerschneiden.
Bei geeigneter Wahl der Restriktionsenzyme kann man so ein charakteristisches
Fragmentmuster erhalten und somit bewerten, ob das isolierte Plasmid eines speziellen Klons
tatsdchlich das gewiinschte Insert enthélt und ob es in der richtigen Orientierung einligiert

wurde.



3. Material und Methoden 56

Durchfiihrung

15ul Ansatz
PCR-Produkt 10 pl

Restriktionsenzym 6U
10x zugehoriger Enzympuffer 1,5 ul
Aqua dest. Restvolumen ad 15 ul

Beim Restriktionsverdau werden 10 pl des PCR-Produkts mit 6 U des entsprechenden
Restriktionsenzyms und 1,5 ul des dazugehorigen 10x Puffers versetzt. Sowohl die
Inkubationsdauer des Ansatzes als auch die Temperatur sind abhingig vom verwendeten
Enzym.

Fiir den Restriktionsansatz nach der Boiling-Prédparation wurde ein 30 ul Ansatz verwendet,
der direkt zum getrockneten Pellet des isolierten Plasmids gegeben wurde. Nach dem Verdau
wurde die Hélfte des Ansatzes auf einem 1%-igem Agarose-Gel bei 120 V fiir 30 min

aufgetrennt und die entstandenen Restriktionsbanden nach ihrer Gré8e analysiert (s. Tab. 3.7).

Tab. 3.7: Verdaumuster der unterschiedlichen Klonierungsprodukte

Enym Klonierungsprodukt | Verdauprodukt bei Verdauprodukte bei falscher
korrekter Orientierung | Orientierung des Inserts (bp)
des Inserts (bp) / Leervektor (bp)

Pstl pTargeT ™-CTCF- 3652, 2187, 2023 3652, 3145, 1065 /

5'UTR-3'UTR 3652, 2019

Xhol pcDNA™S5/FRT/TO- | 5404, 1820, 681, 26 -/ 5137

H19-FBamHI-RNotI

3.2.5.4.2 Minipréiparation

Fiir eine qualitativ hochwertige Plasmidisolation, die eine anschlieBende Sequenzierung des
Inserts sowie eine Transfektion (s. 3.2.7) des Konstruktes erlaubt wurde eine Minipraparation
mittels des QIAprep® Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die verwendeten
Kulturen wurden zum groben Screening positiver Klone bei einem vorangegangenen Test-
Verdau nach der Boiling-Priparation vorselektiert. Zur Plasmidisolation mittels
Minipriparation wurden 4,5 ml der UN-Kultur eines Klons verwendet. Die Durchfiihrung

erfolgte nach Angaben des Herstellers. Um sicherzustellen, dass der Vektor das vollstindige
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und fehlerfreie Insert enthielt, wurde eine Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA mit
innerhalb der Vektorsequenz lokalisierten Primern T7 und SP6, sowie mit Insert-spezifischen

Primern durchgefiihrt.

3.2.6 Zellkultur

Zur Untersuchung diverser Fragestellungen, wie zum Beispiel der Expressionsregulation von
Genen oder dem alternativen Splicing von RNA im eukaryotischen Zellsystem, miissen
Zellkulturen der relevanten Gewebe angelegt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit waren vor allem humane Zellsysteme, wie plazentares
Gewebe, fiir die benotigten Analysen von Interesse. Man unterscheidet hierbei zwischen der
Verwendung primérer Zellkulturen, die aus frischem Gewebe angelegt sind und eine
begrenzte Lebensdauer aufweisen, und permanenten immortalisierten Kulturen, die die

Moglichkeit einer unbegrenzten Zellteilung aufweisen.

3.2.6.1 EBV-Kulturen

Bei einer EBV-Zelllinie handelt es sich um eine permanente, lymphoblastoide
B-Lymphocyten-Zelllinie, die eine unbegrenzte Lebensdauer bedingt durch eine
Transformation mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) aufweist. Der Epstein-Barr-Virus (Neitzel
et al., 1986) ist ein humanpathogenes Herpesvirus, das mit dem Burkitt-Lymphom in Afrika
und dem nasopharyngealen Carcinom in Siidost-Asien assoziiert ist. Bei der Herstellung einer
EBV-Kultur wird der zu infizierenden Blutprobe das Virus hinzugefiigt, welches selektiv
B-Lymphocyten transfomiert und diese somit immortalisiert und unter Zellkulturbedingungen
dauerhaft passagierbar macht. Somit erhélt man einen unbegrenzten Vorrat einer bestimmten

Zellkultur fiir weiterfithrende Untersuchungen.

Reagenzien

Frischblutlysispuffer (FBLP) (1 1)

Ammoniumchlorid (NH4CL) 155 mM 83¢g
Kaliumcarbonat (KHCO3) 10 mM 10g
EDTA (C;oH4N,Na,05*2H,0) (pH7,0) 0,1 mM 37 mg
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Aqua dest. Restvolumen ad 11

Sterilfiltration durch 0,2 um Filter; Lagerung bei 4°C

RPMI-Medium

RPMI 1640 500 ml
Penicillin/Streptomycin (10.000 pg/ml) 5 ml
Fungizone/Amphotericin B (1,25 mg/ml) 280 ul
FKS 120 ml
L-Glutamin 5 ml
Neuansatz

Blut ca. 5 ml
Frischblutlysispuffer (FBLP) ad 50 ml
EBV-Uberstand 2 ml
RPMI-Medium 3ml
Cyclosporin A 8 ul
Durchfiihrung

Zum Ansetzten einer EBV-Kultur wurden ca. 5 ml Blut mit dem FBLP auf 50 ml aufgefiillt
und zur Zelllyse 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden durch Zentrifugation bei
1.500 rpm fiir 10 min die kernhaltigen Lymphocyten als Zellpellet angereichert und die
kernlosen Erytrocyten mit dem Uberstand verworfen. Nach dem Losen des Pellets in 50 ml
FBLP wurden sowohl die Lyse als auch der Zentrifugationsschritt wiederholt. Die nun
weitestgehend isoliert vorliegenden Lymphocyten wurden anschlieBend in 2 ml des mit einem
0,45 pm Filter zweimal steril filtrierten EBV-Uberstandes gelost und 1-1,5 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nach diesem Transformationsschritt wurden die Zellen mit 3 ml
RPMI-Medium und 8 pl Cyclosporin A versetzt und in eine 50 ml Kulturflasche iiberfiihrt.
Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5%iger CO,-Zufuhr.

Die transformierten Zellen wachsen nicht adhédrent, sondern als freie Zellaggregate im
Medium. Es erfolgt alle zwei bis drei Tage ein Zufiittern von 2 ml RPMI-Medium, bis nach
ca. 1,5 Wochen die ersten proliferativen Zellaggregate mikroskopisch sichtbar werden. Bei
verstirktem Wachstum der Zellen und einem gréBeren Kulturvolumen werden den Zellen in

den gleichen Zeitabstinden 4 ml Medium zugefiigt. Die Zellaggregate erreichen nach



3. Material und Methoden 59

ca. 3 Wochen Kaultivierung eine makroskopisch sichtbare GroBe, sodass bei einem
Kulturvolumen von ca. 30 ml eine Weiterverarbeitung der Zellen, wie z.B. DNA- oder RNA-
Isolation (s.3.2.8), durchgefiihrt werden kann. Durch ein Splitten der Kultur und eine

Aufteilung auf zwei neue Kulturgefidle kann die Vermehrung der Zellen fortgefiihrt werden.

3.2.6.2 HEK293- und Cos7-Zellkulturen

Zur Analyse von alternativen Splicevarianten bei diversen HI9-Genkonstrukten wurden
HEK?293 (Human Embryonic Kidney) und Cos7 Zelllinien verwendet, die beide vom Institut
fiir Biochemie des Universititsklinikums Aachen zur Verfiigung gestellt wurden. Die Cos7-
Zelllinie ist eine Affen-Nieren-Zelllinie (Epithelzellen aus der Niere der griinen Meerkatze),
wihrend es sich bei HEK293-Zellen um embryonale Nierenepithelzellen des Menschen

handelt. Beide Zelllinien sind immortalisiert und wachsen adhiarent und kontaktinhibiert.

Durchfiihrung
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 10 ml antibiotikafreiem Dulbecco’s Modified Eagle

Medium, versetzt mit fetalem Kilberserum (FKS) (10%), bei 37°C und einem CO2-Gehalt
von 5% in Kulturschalen. Erzielten die Zellen eine Kulturdichte von ca. 90% so wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit 2 ml 1xPBS gewaschen und anschlieBend mit 2 ml
Trypsin/EDTA fiir etwa 5 min bei 37°C inkubiert, um die Zellen vom Boden der Kulturschale
abzulosen. Danach wurden die Zellen in Medium gelost und auf eine groBere Anzahl von
Platten erneut ausgesit. Somit erzielte man eine Vervielfiltigung der Zellen auf mehrere

Kulturschalen zur anschlieBenden Weiterverarbeitung.

3.2.6.3 Primire Plazentazellkultur

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Transfektion von Plazentazellkulturen zur Analyse der
Relevanz des Proteins CTCF auf die Expression verschiedener Gene. Hierbei war vor allem
die Untersuchung embryonaler bzw. plazentarer Zellsysteme von groBem Interesse, sodass die

Kultivierung eines primiren, plazentaren Trophoblastengewebes durchgefiihrt wurde.
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Durchfiihrung

Das benotigte plazentare Gewebe wurde kurz nach termingerechter Entbindung unauffilliger
Schwangerschaften zur Kultivierung angesetzt. Hierzu wurde ein kleines Stiick des
embryonalen Gewebes herauspripariert und in Stecknadelkopf grofe Stiicke zerteilt. Diese
wurden vereinzelt auf eine 10 cm Kulturschale aufgesetzt und zur Anhaftung fiir 10 min bei
RT inkubiert. Pro Schale wurden ca. sechs Gewebestiicke verwendet. AnschlieBend wurden
die Zellen mit 10 ml des Amniomax II Mediums, versehen mit 1% Penicillin/Streptomycin
und 1% Amphotericin, bedeckt und bei 37°C und 5% CO2-Gehalt im Brutschrank kultiviert.
Nach ca. einer Woche erfolgen dir ersten Teilungen von Zellen aus den Gewebestiicken. Ein
Mediumswechsel erfolgte alle drei bis vier Tage bis eine Zelldichte von ca. 80-90% erreicht
wurde. Das Splitten der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 3.2.6.4 beschrieben. Bei
Verwendung von priméren Zellkulturen zur Transfektion muss auf eine niedrige Anzahl von
vorhergegangenen Passagen geachtet werden, um eventuelle Auswirkungen von
Verinderungen innerhalb des  Expressionsmusters, aufgrund von langzeitigen

Kultivierungsvorgingen, zu vermeiden.

3.2.7 Transfektion

Unter Transfektion versteht man die Einfithrung von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen.
Hierzu wurde das Transfektions-Reagenz Lipofectamine™ 2000 der Firma Invitrogen
verwendet. Durch Zusammenbringen der Transfektionslosung mit der zu transfizierenden
DNA lagern sich kationische Lipide um die anionische DNA. Wird dieser Lipid-DNA-
Komplex nun zu den Zellen gegeben, binden die lipophilen Komplexe an die hydrophoben
anionischen Membranen der Zellen worauthin diese miteinander Fusionieren und die DNA in
die Zellen aufgenommen wird. Bei Verwendung eines eukaryotischen Expressionsvektors

erfolgt hier eine Uberexpression des einklonierten Fragments.

Durchfiihrung

Die Transfektion der Zellen erfolgte bei einer Zelldichte von ca. 80-90%. Zunichst wurden in
zwei getrennten Ansitzen 12 pg DNA und 24 ul Lipofectamine™ 2000 mit je 600 pl des
Kultivierungsmediums OptiMEM® I (Gibco) versetzt und 5 min bei RT geldst. AnschlieBend

erfolgte ein Mischen der beiden Ansitze und eine erneute Inkubation bei RT fiir 30 min. Das
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Reaktionsgemsich wurde darauthin zu den Zellen gegeben und bei 37°C im Brutschrank fiir

24 Stunden inkubiert. Die durchgefiihrten Transfektionen sind in Tabelle 3.8 aufgelistet.

Tab. 3.8: Verwendete Konstrukte und Zellsysteme der durchgefiihrten Transfektionen

Verwendetes Zellsystem Verwendetes Konstrukt

Primire Plazentazellkultur (s. 3.2.6.3) pTargeT ™-CTCF-5"UTR-3"UTR

HEK293 (s. 3.2.6.2) pcDNA™5/FRT/TO-H19-FBamHI-RNotI *
Cos7 (s. 3.2.6.2) pcDNA™S5/FRT/TO-H19-FBamHI-RNotI *

* Jeweils fiir das Wildtyp-Allel und das variante Allel der Patienten SR17K, SR81K und
SR93K

3.2.8 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte in der vorliegenden Arbeit sowohl aus transfizierten HEK293,
Cos7 und priméren Plazentazellen als auch aus EBV-Zellkulturen und Blut.

Bei Isolation der RNA aus adhirent wachsenden Zellen wurde zunéchst das Medium entfernt,
die Zellen anschlieend mit 2 ml 1xPBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA fiir etwa
5 min bei 37°C inkubiert, um die Zellen vom Boden der Kulturschale abzulGsen. Zum
Abstoppen der Reaktion wurden 4 ml des verwendeten Kultivierungsmediums hinzugefiigt.
Sowohl die abgelosten adhdrent wachsenden Zellen als auch die EBV-transfizierten Kulturen
wurden anschlieBend in 50 ml Falcon-Tubes iiberfiihrt und bei 3.000 rpm fiir 10 min
zentrifugiert, um die Zellen am Boden des Rohrchens zu sammeln. Nach Absaugen des
Uberstandes erfolgte nun die RNA-Isolation mittels des QIAamp RNA Blood Mini Kits von
QIAGEN gemill den Angaben des Herstellers. Die RNA wurde in 30 ul Aqua dest. eluiert
und bei 65°C fiir 10 min denaturiert um eine Ausbildung von Sekundérstrukturen zu

verhindern. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde photometrisch bestimmt.

3.2.9 RT-PCR (,,Reverse Transcription‘-PCR)

In der Reversen Transkription (RT) werden RNA-Molekiile, meistens mRNA, mit einer
RNA-abhingigen DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, in einzelstringige
komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierzu werden Reverse Transkriptasen aus
Retroviren verwendet wie zum Beispiel die des Affen-Myeloblastosevirus (AMV). Zur

Durchfiihrung der RT werden des Weiteren Primer zur Amplifikation bendtigt. Die groBte
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Anwendung finden hierbei so genannte ,random Primers®, die eine zufdllige Sequenz
besitzen oder Oligo(dT)-Primer, die an den PolyA-Schwanz der mRNAs binden. Es erfolgt
somit eine unspezifische cDNA-Synthese. Zunidchst findet eine so genannte
Erststrangsynthese statt bei der ein Hybrid-Doppelstrang aus RNA und DNA gebildet wird.
Durch den Abbau der RNA in einen DNA-Einzelstrang und die anschlieBende
Zweitstrangsynthese wird dieser jedoch in einen DNA-Doppelstrang umgewandelt. Die
produzierte cDNA ist in ihrer Struktur weitaus stabiler als ihre komplementire RNA und
erlaubt eine einfachere Handhabung in nachfolgenden Analysen.

In der vorliegenden Arbeit fand ausschlieBlich die Verwendung von Oligo(dT)-Primern statt.

Durchfiihrung

Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des Reverse Transcription Systems der Firma Promega
gemill den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. In einen 20 pl-Ansatz wurde 1 ug der
isolierten RNA eingesetzt und mittels Oligo(dT)-Primern in cDNA umgeschrieben.

20 pl Ansatz

MgClI2 (25 mM) 4 ul
Reverse Transcription Buffer (10x) 2ul
dNTP Mix (10 mM) 2 ul
Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
AMYV Reverse Transcriptase 1 ul
Oligo(dT)-Primer 1 ul
RNA lpug
Nuklease-freies Wasser Restvolumen ad 20 pl

Die cDNA-Synthese lief unter folgenden Bedingungen ab:

1. 30 min 45°C
2. 5 min 95°C
3. 4°C zur Lagerung

Im Anschluss an die RT-PCR wurde der Ansatz mit Hilfe des QIAquick PCR Purification
Kits (Qiagen) aufgereinigt und die cDNA in 50 ul Aqua dest. eluiert.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die cDNA unter anderem zur Durchfithrung quantitativer
Expressionsanalysen mit Hilfe der Real-Time PCR (s. 3.2.10.2) oder fiir die Fragmentanalyse

(s. 3.2.3.1) zur Detektion von Splicevarianten des Gens H/9 verwendet.

3.2.10 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR dient der Kopienzahlbestimmung genomischer DNA
Abschnitte (s. 3.2.10.1) oder auch der quantitativen Analyse der Expression verschiedener
Gene auf cDNA Ebene (s. 3.2.10.2). Wihrend der Durchfiihrung einer PCR wird hier die
Menge des entstehenden Produktes iiber die Zeit der Amplifikation hinweg dauerhaft nach
jedem Zyklus bestimmt. Zur Detektion und Messung der Konzentration der PCR-Produkte
gibt es die Moglichkeit der Verwendung von spezifischen Sonden oder die der Nutzung von
SYBR-Green.

Sonden sind Oligonukleotide, die komplementédr zu der nachzuweisenden Zielsequenz sind
und nur an die spezifischen Sequenzen einzelstringiger Matrizen binden. Es handelt sich
hierbei demnach um einen sehr spezifischen allerdings auch kostspieligen Nachweis.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher ausschlieBlich der Farbstoff SYBR-Green zur
Detektion verwendet. SYBR-Green interkaliert unspezifisch zwischen die Basenpaare der
DNA und erzeugt dadurch ein Fluoreszenzsignal. Bei ansteigender PCR-Produkt-
Konzentration nimmt somit auch die Stirke des nachweisbaren Fluoreszenzsignals zu. Der
Nachteil dieser Methode ist die gleichzeitige Detektion unspezifischer Produkte, jedoch liegt
ihr Vorteil in der einfachen und relativ preiswerten Anwendung.

Durch Finsatz einer Standardreihe mit bekannter DNA- bzw. cDNA-Konzentration und
normaler DNA-Kopienzahl bzw. normalem Transkripverhiltnis exprimierter Gene wird eine
absolute Quantifizierung der Ziel-Fragmente moglich.

Nach Ablauf der PCR wird in der nachfolgenden Analyse der Zeitpunkt bestimmt, an dem
eine bestimmte Fluoreszenz-Intensitit (Threshold) erreicht wurde. Diese wird anschliefend
gegen die DNA-Konzentration aufgetragen. Auf der Basis der DNA-Standardreihe erhilt man
eine Standardkurve, an der jede Zeit, die von einer Probe zum Erreichen des oben genannten
Treshold benétigt wird, einer DNA-Konzentration zugeordnet werden kann. Somit kénnen
Riickschliisse auf die eingesetzte Ausgangsmenge der DNA-Proben und ihre Konzentration

gemacht werden.
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3.2.10.1 Quantitative Real-Time PCR zur Expressionsanalyse

In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Real-Time PCR zur Quantifizierung von
cDNA verwendet.

Nach Isolation von gesamt RNA (s. 3.2.8) aus einem Ziel-Gewebe und Umschreiben dieser
RNA in cDNA (s. 3.2.9) kann die quantitative PCR mit cDNA-spezifischen Primern
durchgefiihrt werden. Um eine Amplifikation von genomischer DNA zu verhindern, die
moglicherweise bei der RNA-Isolation mit isoliert wurde, werden Primer verwendet, die
introniiberspannend lokalisiert sind. Das bedeutet, dass der erste Teil einer der beiden Primer
im 3"-Bereich des einen Exons und der zweite Teil desselben Primers im 5°-Bereich des
nichsten Exons liegt. Somit ist ausschlieBlich eine Amplifikation von cDNA moglich.

Fiir die Durchfithrung der quantitativen Real-Time PCR benétigt man neben der cDNA aus
dem Zielgewebe ebenfalls eine Standardreihe sowie Primer fiir das Ziel-Gen und fiir ein
Referenzgen, fiir das eine normale Expression in den zu vergleichenden Proben erwartet wird
und das somit zur Normierung der Werte verwendet werden kann. In jedem Lauf wird fiir
jede zu untersuchende Probe sowohl ein Ansatz fiir das Ziel- als auch fiir das Referenzgen

verwendet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 6.11 (s. 6. Anhang) dargestellt.

Durchfiihrung
In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative RT-PCR auf cDNA-Ebene zur

Expressionsanalyse der Gene GRB10, PEGI/MEST und MYC (Avian Myelocytomatosis Viral
Oncogene Homolog, OMIM  190080) nach Transfektion einer plazentaren
Trophoblastenzellkultur (s. 3.2.6.3) mit dem Konstrukt aus dem pTargeT ™-Vektor und der
codierenden Region des Gens CTCF durchgefiihrt (s. 3.2.5.2). Der Einfluss von CTCF auf die
benannten Gene sollte daran gemessen werden in wieweit sich ihr Expressionsverhalten durch
die Uberexpression von CTCF verindert. Bei diesem Versuch wurde in jedem Lauf die cDNA
von jeweils drei transfizierten und drei untransfizierten Zellkulturen verwendet, wobei alle
sechs miteinander verglichenen Kulturen immer von einer gleichen Ausgangskultur
stammten.

Des Weiteren wurde bei einem SRS-Patienten mit maternaler Duplikation der ICR1 in 11p15
eine Expressionsanalyse des KCNQ1 Gens in Blut durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung der RNA-Isloation (s. 3.2.8) sowie der RT-PCR (s. 3.2.9) erfolgte wie

bereits beschrieben.
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Zur Durchfithrung der quantitativen Real-Time PCR wurde das QuantiTect SYBR® Green Kit
der Firma Qiagen nach Herstellerangaben verwendet. Fiir die Amplifikation der analysierten
Gene wurden, bis auf die Primer fir das Gen CTCF, die QuantiTect® Primer Assays
desselben Herstellers verwendet. Hierbei handelt es sich um speziell etablierte Primer, die
eine spezifische Amplifikation der Gene fiir diese spezielle Anwendung garantieren. Fiir das
Gen CTCF mussten selbststindig ausgewihlte Primer verwendet werden, da die kommerziell
bei Qiagen erhiltlichen Primer fiir dieses Gen auflerhalb der kodierenden Region lokalisiert
waren und das verwendete Konstrukt zur Transfektion ausschlieBlich diese kodierende
Region beinhaltete. Alle Angaben zu den verwendeten Primern sind in der Tabelle 6.11 (s. 6.
Anhang) aufgefiihrt.

Fiir die Durchfiihrung der PCR wurden des Weiteren Primer fiir das Haushaltsgen TATA box
binding protein (7BP) verwendet. Bei Haushaltsgenen handelt es sich um Gene, die den
Grundstoffwechsel der Zelle regulieren und unabhéngig vom Zelltyp und dufleren Faktoren
exprimiert werden. Das TBP diente in dieser Studie demnach als Kontrollgen zur Normierung
der Expression des Zielgens bei Kontrollpersonen bzw. untransfizierten Wildtyp-Zellen.
Seine Expression wird nicht durch die Transfektion mit CTCF beeinflusst und kann somit als
Abgleich zwischen den Werten transfizierter und nicht transfizierter Zellen dienen. MYC
diente im Fall der Transfektionsversuche als Positivkontrolle, da CTCF bekanntermalen eine
transkriptionelle Repression auf MYC auswirkt (Filipopova et al., 1996).

Angaben zu den verwendeten Standardreihen und cDNA-Kontroll- bzw. Zielproben sind in
den Tabellen 3.9 und 3.10 angegeben.

Bei jeder Durchfithrung wurden sowohl die Primer aller verwendeten Gene als auch die

jeweilige Standardreihe gleichzeitig angesetzt.

Tab. 3.9: Verwendete cDNA-Proben zur Expressionsanalyse fiir KCNQ1

Gene Verwendete Standardreihe Verwendete Patienten/Kontroll
cDNA

KCNQ1 Plazentare Wildtyp-cDNA cDNA aus EBV-transformierten
(Verdiinnungsreihe: konzentriert; 1:10; Lymphozytenzelllinien
1:100)

TBP cDNA aus der EBV-transformierten cDNA aus EBV-transformierten
Lymphozytenzelllinien E11-05 Lymphozytenzelllinien (1:100
(Verdiinnungsreihe: 1:10; 1:100; 1:1000) | verdiinnt)
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Tab. 3.10: Verwendete cDNA-Proben zur Expressionsanalyse von GRBI10 und MEST

Gene Standardreihe Kontrollproben Zielproben
Zielgene: CTCF, |Plazentare Wildtyp- |cDNA von drei cDNA von drei mit dem
GRBI10, cDNA untransfizierten pTargeT™-CTCF-5"UTR-
PEGI/MEST (Verdiinnungsreihe: | Zellkulturschalen 3’UTR Konstrukt

. konzentriert; 1:10; einer Plazenta transfizierten
Kontroligen: MYCT, 160, Trophoblastenkulturschalen
Referenzgen: TBP

50ul Ansatz pro cDNA und Gen

2x QuantiTect SYBR Green PCR 25 ul

Master Mix

10x QuantiTect Primer Assay Sul

(bzw. CTCF-TM-4-5F/5R Primer) jeweils 15 pmol)
RNase-freies Wasser Restvolumen ad 45 ul

cDNA <5ul (<100 ng)

Der oben aufgefiihrte Ansatz wurde, fiir alle cDNAs mit dem gleichen Primer, in einem Mix
angesetzt. 45 ul des Mixes wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl vorgelegt, mit 5 pl cDNA
sorgfiltig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden zwei mal 22 ul in
PCR-Tubes pipettiert. Man erhilt somit fiir jede cDNA einen Doppelansatz.

Die PCR wurde in dem Applied Biosystems PRISM 7000 durchgefiihrt und mit der
entsprechenden Software analysiert.

Das verwendete Programm entsprach folgenden Angaben:

1. 2 min 50°C
2. 15min 95°C
3. 15sec 94°c] 40x
4, 30 sec 55°C
5. 30sec 72°C

Bei Auswertung der Ergebnisse im Fall der Transkriptionsversuche wurde in jedem Lauf fiir
jedes analysierte Gen jeweils der Mittelwert der Messungen bei den drei CTCF-transfizierten
und den drei untransfizierten Platten gebildet. Die Mittelwerte der untransfizierten Zellen

wurden fiir jedes Gen jeweils gleich 1 gesetzt und hierzu der Mittelwert der transfizierten
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Platten verrechnet, um eine Normierung zwischen der Genexpression untransfizierter und
transfizierter Zellen zu ermdéglich. Da durch CTCF kein Einfluss auf die TBP-Expression zu
erwarten ist, konnten die normierten Werte der TBP-Expression mit der normierten
Expression der Zielgene verglichen werden und somit mogliche Einfliisse durch &duBere
Faktoren, wie zum Beispiel eine groflere Menge Zellen auf einer der Platten, herausgerechnet
werden. Man erhilt relative Angabe zur Expressionsidnderung der verschiedenen Gene im
Vergleich zwischen CTCF-transfizierten und untransfizierten Zellen. Insgesamt wurde als
Ausgangskultur die Trophoblastenzellulturen von drei separaten Plazenten verwendet, wobei
jeweils eine Analyse von drei Kulturschalen mit und ohne Transfektion durchgefiihrt wurde.

Die quantitativen Analysen wurden fiir jede Transfektion mindestens zweimal wiederholt.

Fiir die Expressionsversuche von KCNQ! wurden die normierten Werte der Kontroll-cDNAs

mit den Werten der Patienten-cDNAs verglichen.

3.2.11 Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH)

Mit Hilfe der FISH kann eine bestimmte genomische Sequenz auf fixierten
Chromosomenprédparaten mit fluoreszenzmarkierten Nukleinsduresonden nachgewiesen
werden. Diese Methode wird unter anderem zur Bestimmung der Kopienanzahl einer
chromosomalen Region oder deren Lokalisation innerhalb eines Chromosomensatzes
verwendet. Die dazu benétigten Sonden binden iiber komplementire Basenpaarung an ihre
Zielsequenzen. Im vorliegenden Fall handelt es sich um ,single-copy Sonden®, deren
komplementidre Sequenz nur einmal im haploiden Genom vorhanden ist und somit eine
spezifische Detektion der Zielregion ermdglicht.

Zur Fluoreszenzmarkierung der Sonden unterscheidet man a) die direkte Markierung bei der
die Sonden direkt mit Fluorochromen markiert sind, sodass keine weitere Detektion
erforderlich ist, und b) die indirekte Markierung. Des Weiteren ist eine Verwendung mehrerer
spezifischer Sonden zur Detektion unterschiedlicher Zielregionen wéhrend einer FISH
moglich. In der vorliegenden Studie wurde eine FISH mit Verwendung zweier unterschiedlich
direkt markierter Sonden durchgefiihrt.

Standardmifig findet bei der FISH eine Vorbehandlung der Priparate statt, bei der z.B.
proteolytische Enzyme und RNasen eingesetzt werden um Proteine und RNAs zu entfernen.

Vor der Hybridisierung der Sonden auf den Préparaten erfolgt eine Denaturierung sowohl der
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Sonden als auch der fixierten DNA auf dem Objekttrdger, um eine Anlagerung
komplementirer Sequenzen zu ermoglichen.
Eine FISH kann je nach Fragestellung sowohl mit Metaphase als auch Interphasekernen

durchgefiihrt werden.

3.2.11.1 Zwei-Farben FISH mit direkter Markierung der Sonden

Mit Hilfe der Zwei-Farben-FISH ist es moglich, zwei unterschiedliche chromosomale
Regionen innerhalb einer FISH mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten Sonden zu
detektieren. Im vorliegenden Fall erfolgte eine Markierung der Sonden mittels direkter
Markierung mit Hilfe des FISH Tag™ DNA Multicolor Kit Alexa Fluor® dye combination
(Invitrogen). Hierbei handelt es sich um eine schnelle Anwendung, bei der die Markierung
der Sonde wihrend einer Nick-Translation stattfindet. Bei der Nick-Translation handelt es
sich um eine Reaktion bei der mit einer DNase zundchst Einzelstrangbriiche in die DNA
einfiigt und von dort ausgehend durch die 5°-3”-Exonuklease-Funktion einer DNA-
Polymerase Nukleotide abgebaut werden. Gleichzeitig erfolgt eine Auffiillung der
entstandenen Liicke mit neuen Nukleotiden. Ein Teil der zur Reaktion hinzugefiigten
Nukleotide ist mit Reportermolekiilen oder Fluorochromen gekoppelt. In der vorliegenden
Arbeit wurden aminmodifizierte Nukleotide, die mit Amin-reaktiven Fluorochromen markiert
wurden, eingebaut.

Die Durchfithrung erfolgte zum Nachweis der chromosomalen Regionen 11p15, 7p12-p11.2
und 7q32, die jeweils mit dem SRS assoziiert sind. Durch Verwendung einer Sonde fiir 11p15
und zusitzlich jeweils eine fiir die beiden anderen Regionen auf Chromosom 7 sollte die

Detektion chromosomaler Interaktionen dieser Regionen erfolgen.

Durchfiihrung

Als FISH-Priparat dienten Trophoblasten-Interphasekerne einer Plazenta von Neugeborenen
mit normalen GeburtsmaBen. Plazentares Gewebe wurde zur Herstellung der Préaparate direkt
auf einem herkommlichen Objekttrager verstrichen. Zur Fixierung der Kerne wurden die
Praparate fiir 30 min in 100%igem Ethanol inkubiert und anschlieBend bis zur
Weiterverarbeitung in 70%igem Ethanol gelagert.

Die verwendeten Sondensequenzen wurden als fertige Klonierungskonstrukte in BAC-

Klonen, transformiert in E. coli, von der Firma RZPD/Imagenes erworben (s. Tab. 3.3). Diese
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Klone wurden als Agarstock ausgeliefert, sodass eine direkte Kultivierung der Bakterien auf
Agarplatten, versehen mit dem entsprechenden selektiven Antibiotikum, moglich war. Hierzu
wurde der Agarstock mit einer Impfose angestochen und die Bakterien nach dem 13-Strich-
Verfahren auf der Platte ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte UN bei 37°C. AnschlieBend
wurde eine isoliert liegende Bakterienkolonie angeimpft und von diesem Klon eine 50 ml LB-
Fliissigkultur (s. 3.2.5.3) mit Antibiotikum angesetzt. Auch hier erfolgte die Inkubation UN
bei 37°C.

Zur Isolation der benotigten Plasmide wurde das Large-Construct Kit der Firma Qiagen nach
Herstellerangaben verwendet. Die isolierten Plasmide wurden anschlieBend als
Ausgangsmaterial zur Herstellung der Sonden mittels Nicktranslation mit Hilfe des FISH
Tag™ DNA Multicolor Kit Alexa Fluor® dye combination verwendet. Bei der weiteren
Durchfithrung der FISH mit dem Invitrogen-Kit wurden bei der Hybridisierung der Sonden
auf dem Objekttriger jeweils eine der beiden Sonden des Chromosoms 7 und die Sonde der
Region 11pl5 verwendet. Die beiden parallel hybridisierten Sonden waren jeweils mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um bei der Visualisierung der Proben mit
dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert Observer.Z1 der Firma Zeiss eine Unterscheidung
moglich zu machen.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Axio Vision Rel 4.6 Software der Firma Zeiss. Bei der
Aufnahme der Zellen wurden mehrere Bilder in einem Abstand von 0,24 pm zueinander in Z-
Ebene aufgenommen, um die Detektion der Fluoreszenzsignale innerhalb des kompletten

Zellkerns vornehmen zu konnen.

3.2.12 Associated Chromosome Trap Assay (ACT)

Der ACT-Assay dient dem Nachweis interchromosomaler Chromatin-Interaktionen. Nach der
Fixierung des Chromatins mit 37%igem Formaldehyd erfolgt hierzu die Durchfiihrung eines
Restriktionsverdaus (s. 3.2.5.4.1.1) zur Fragmentierung der genomischen DNA mit einem
herkommlichen Restriktionsenzym. Mit einer anschlieBenden Ligation dieser Fragmente
erwartet man die Fusion eng benachbarter Chromatinregionen.

Zum Interaktionsnachweis unbekannter Chromatinregionen mit einer Zielregion erfolgt die
zusitzliche Ligation von Linker-Sequenzen an die entstandenen Fragmente durch einen
weiteren Verdau. Fiir die nachfolgende Detektion der Chromatin-Interaktoren wird eine PCR

mit Hilfe von Primern durchgefiihrt, die komplementéir zur Zielregion und Linkersequenz
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sind. Die Sequenzierung der amplifizierten Fragmente gibt Aufschluss iiber eng mit der
Zielregion assoziierte chromosomale Regionen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das bestehende Protokoll von Ling et al. (2006) in der Form
modifiziert, dass ein spezifischer Nachweis einer Interaktion verschiedener Zielregionen
erfolgen sollte. Hierzu eriibrigt sich der Gebrauch einer Linker-Ligation. Stattdessen wurden
im Rahmen der Detektion Primern verwendet, die komplementir zu den beiden potentiell
interagierenden Chromatinregionen sind. Als Zielregionen wurden die Primer der CTCF-
Bindestelle 6 innerhalb der H/9-DMR, der maternal methylierten CpG-Insel 2 des Gens
GRBI10 in 7p12-p11.2 und der maternal methylierten Promotor-Region des Gens PEGI/MEST
in 7q32 verwendet. Ein Interaktionsnachweis wurde fiir die H/9-DMR zu den beiden

Regionen auf Chromosom 7 durchgefiihrt.

Reagenzien zur Herstellung des Lysispuffers

Lysis-Puffer 10 mM Tris-HCL, pH8,0
10 mM NaCl
1,2% NP-40

1:100 Protease Inhibitor Cocktail ,,general
use” (SIGMA)

Durchfiihrung
Die in 3.2.6.3 beschriebenen Trophoblastenzellkulturen wurden zur Durchfithrung des ACT-

Assays verwendet. Der Versuch wurde parallel fiir die drei Enzyme BglIl, EcoRI und HindIIl
durchgefiihrt. Fiir jeden der drei Versuchsansitze wurden 1x10 Zellen verwendet, die mit
2 ml Trypsin-EDTA von den Kulturschalen abgelost und mit Hilfe einer Neubauer-Kammer
gezidhlt wurden. Die Zellen wurden in 40 ml DMEM/10%FCS aufgenommen und mit 1,7 ml
37%igem Formaldehyd fiir 10 min bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 15 min
bei 3.500 rpm herunterzentrifugiert und das Zellpellet in 40 ml Lysis-Puffer inklusive
Protesase Inhibitor (1:100) fiir 90 min bei 4°C lysiert. Beim nachfolgenden
Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 2.500 rpm und 4°C sammelten sich im Pellet die
Zellkerne, die in 1 ml 1x NEB Puffer und 30 pul 10% SDS fiir 1 h bei 37°C inkubiert wurden.
Nach Zugabe von 90 pl 20%igem Triton X-100 und Inkubation bei 37°C fiir 1 h erfolgte der
Verdau des Chromatins mit einem der drei verwendeten Enzyme. 110 ul der Chromatinlésung

wurden hierfiir mit 90 pl 1x NEB-Puffer und 600 U des entsprechenden Enzyms gemischt.
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Der Verdau erfolgte bei 37°C UN. Durch Zugabe von 38 ul 10%igem SDS und einer
Inkubation fiir 20 min bei 65°C wurden die Restriktionsenzyme inaktiviert. Das Chromatin
wurde mit 7 ml 1x Ligationspuffer (New England Biolabs) und 360 pl 20%igem Triton X-
100 bei 37°C fiir 1 h behandelt. Bei einer Temperatur von 16°C wurden 50 pl einer 400 U/ul
T4 DNA Ligase (New England Biolabs) hinzugefiigt und bei 16°C fiir 4 h und RT fiir 30 min
gehalten. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 300 pg Proteinase K und Inkubation bei
65°C UN. Nach einer Behandlung des Ansatzes mit 5 g RNase A bei 37°C fiir 30 min wurde
das Chromatin mittels einer Phenol/Chloroform-Extraktion (Chomczynski et al., 2006)
aufgereinigt und in 150 pl Aqua dest. gelost. Nach einer zusitzlichen Aufreinigung von
zweimal 75 ul mit dem QIAquick® PCR PurficationKit (Qiagen) wurden jeweils 2 pl der in
50 ul eluierten DNA fiir die Amplifikation verwendet. Die PCR erfolgte mit der Hot Star Tag-
DNA Polymerase (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die verwendeten Primer sind in Tabelle
6.12 (s. 6. Anhang) aufgefiihrt. Dabei wurden jeweils Primer der H/9-DMR und entweder der
Region um GRBI0 oder PEGI/MEST miteinander verwendet (s. Tab. 3.11). Um keine
moglichen Ligationskonstrukte der Regionen zu iibersehen, wurden die verwendeten Primer
jeweils als Vorwirts- und als Riickwértsprimer genutzt. Mit 1 pl des Produkts der ersten PCR
erfolgte eine zweite PCR mit weiter 5 -lokalisierten Primern (s. Tab. 3.11). Dabei handelt es
sich um eine so genannte Nested-PCR, die zur spezifischeren Amplifikation durchgefiihrt

wurde.

Tab. 3.11: Primerkombinationen fiir die Ausgangs- und Nested-PCR des ACT-Assays

PCR Vorwirtsprimer Riickwirtsprimer
1 HI19-SpezPrimer-1F ACT-GRBI10-1R

2 H19-SpezPrimer-1F ACT-MEST-1R

3 ACT-GRBI10-1F H19-SpezPrimer-1R
4 ACT-MEST-1F H19-SpezPrimer-1R
Nested-PCR

1 H19-SpezPrimer-2F ACT-GRBI10-2R

2 H19-SpezPrimer-2F ACT-MEST-2R

3 ACT-GRBI10-2F H19-SpezPrimer-2R
4 ACT-MEST-2F H19-SpezPrimer-2R

Die Produkte wurden iiber eine Gelelektrophorese aufgetrennt und nach einer Gel-Extraktion

mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben entweder sofort
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sequenziert (s. 3.2.2) oder, bei Vorliegen vieler Produkte innerhalb einer PCR, in TOPO TA-
Vektoren subkloniert (s. 3.2.5.1). Nach der Klonierung der Produkte wurde mit jeweils zehn
Klonen eine Kolonie-PCR (s. 3.2.5.1.1) durchgefiihrt und diese anschliefend einer
Sequenzierung unterzogen. Durch Vergleich der Sequenzen in NCBI- und UCSC-

Datenbanken wurde die Herkunft der Ligationsprodukte im Genom bestimmt.

3.2.13 Microarray

Mit Hilfe der Microarray-Technologie ist es moglich die Kopienzahl spezifischer DNA-
Sequenzen innerhalb des Genoms in hoher Auflosung zu untersuchen. Die Methode stellt
einen Ubergang zwischen der konventionellen Zytogenetik und der Molekulargenetik dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Affymetrix GeneChip® Human Mapping 500K Assay
der Firma Affymetrix verwendet. Hierbei handelt es sich um einen Single Nucleotide
Polymorphism (SNP)-Array, der sich der Analyse von ca. 500.000 SNPs als Marker bedient.
Die verwendeten SNP-Marker sind auf zwei Chips verteilt und im Genom in einem
durchschnittlichen Abstand von ca. 5,8 kb voneinander entfernt. Mit jedem der beiden Chips
werden 250.000 SNPs nachgewiesen. Bei den beiden Chips unterscheidet man die
Verwendung des Restriktionsenzyms (Nspl und Styl) bei der Vorbehandlung der DNA.

Zur Durchfithrung des Arrays werden jeweils 250 ng DNA mit Nspl bzw. Styl verdaut. Die
daraus resultierenden Fragmente unterschiedlicher Linge besitzen einen Uberhang von vier
Basenpaaren. An diese Uberhiinge werden Adaptoren ligiert, die in ihrer Sequenz
komplementir zu einem Universalprimer-Paar sind. Mit diesem Primer werden die erzeugten
Fragmente in einer PCR amplifiziert und anschlieBend aufgereinigt. Durch Zerschneiden der
Produkte mit dem Enzym DNase I erhilt man Fragmente von weniger als 180 bp. Eine
terminale Nukleotidyltransferase versieht die DNA mit einem Biotin-Labeling, das bei einer
spateren Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten Streptavidin nachgewiesen werden kann.
Zuniachst erfolgt jedoch die Hybridisierung der Sonden auf die beiden Chips. Hierbei binden
je nach Fragment unterschiedliche Mengen an die komplementédren Oligonukleotide auf den
einzelnen Feldern des Chips. Dies ist abhingig von der zuvor amplifizierten Menge des
Fragments je nach Ausgangskonzentration. Nach Detektion der Fragmente mit Hilfe eines
geeigneten Scanners konnen die unterschiedlichen Fluoreszenz-Intensititen gemessen, mit der

entsprechenden Software analysiert und Abweichungen bestimmt werden. Referenz-
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Kollektive dienen zur Einstufung normaler unauffilliger Intensititen und werden zur
Berechnung herangezogen.

Die Ergebnisse werden mit Datenbanken und den Angaben zur genauen Lokalisation des
jeweiligen SNP-Markers verglichen und mit moglichen CNVs (copy number variations)
abgeglichen. Hierbei handelt es sich um Polymorphismen der Kopienanzahl einer bestimmten

genomischen Region, die nicht zu pathogenen Imbalancen fiihren.

Durchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Etablierung der Microarray-Technologie an einer
geringen Anzahl von Patienten und Kontrollpersonen.

Es wurde der Affymetrix GeneChip® Human Mapping 500K Assay der Firma Affymetrix
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Die Hybridisierung der Proben und Scannen der Fluoreszenzintensitit der Chips wurde von
der Array-Core-Facility am IZKF ,,BIOMAT* des Universititsklinikums der RWTH Aachen
durchgefiihrt. Die biometrische Auswertung der Rohdaten erfolgte am Institut fiir
Molekularbiologie der Universitdt Ziirich durch Herrn Dr. Michael Baudis. Zur genaueren

Analyse der Ergebnisse wurde die UCSC Datenbank herangezogen.

3.2.14 Datenbanken-Recherche NCBI/Aceview und UCSC

Zur Expressionsanalyse der varianten Formen von H/9 wurden die mutierten Allele der
Patienten SR17K, SR81K und SR93K in HEK-Zellen transfiziert (s. 3.2.7) und nach RNA-
Isolation (s. 3.2.8), RT-PCR (s. 3.2.9) und PCR an cDNA mit spezifischen H/9-Primern zur
genaueren Analyse sequenziert. Um die detektierten Transkripte einer genomischen Region
zuordnen zu konnen wurde die Sequenzen innerhalb von NCBI- und UCSC-Datenbanken
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov und http://genome.ucsc.edu) geblastet.

Die analysierten Transkripte wurden in der Aceview-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly) mit bereits beschriebenen alternativen
Transkripten verglichen und somit ermittelt, ob es sich um bisher unbekannte Spliceformen
handelt.

Auch fiir die Analyse der erzeugten Ligationsprodukte nach der PCR des ACT-Assays und
bei der Microarray-Analytik wurden die Produkte in der NCBI- und UCSC-Datenbank mit
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dem menschlichen Genom geblastet und somit die Herkunft der einzelnen Fragmentabschnitte

bestimmt.

3.2.15 Untersuchung moglicher Splice-Enhancer mittels der ESEfinder-Software

Fiir den richtigen Ablauf des Splicings der pra-mRNA zur reifen mRNA sind neben den
Konsensusmotiven am Intron-Exon-Ubergang auch weitere Faktoren beteiligt, die an
bestimmte Erkennungssequenzen (ESEs = exonic-splicing-enhancer) binden und das Splicen
fordern. Zu diesen Splicingfaktoren zdhlen die so genannten SR-Proteine, die an die
transkribierende RNA-Polymerase II binden und den Zusammenbau des Spliceosoms
einleiten. Exon-Splice-Enhancer-Regionen variieren je nach pri-mRNA weshalb jede pri-
mRNA unterschiedliche Mitglieder der SR-Proteinfamilie bindet.

Mutationen, die eine ESE zerstdren oder erzeugen konnen so das Splicing hemmen oder
verstirken. Mittels der ESEfinder Software (http://rulai.cshl.edu/cgi-
bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home) ist es moglich, eine Sequenz auf das
Vorhandensein einer ESE fiir die SR-Proteine SF2/ASF, SC35, SRp40 und SRp55 hin zu
untersuchen. Hier wird ein score dafiir bestimmt, wie hoch die Wahrscheinlichkeit fiir die
Bindung eines SR-Proteins ist.

In der vorliegenden Studie wurden sowohl die Wildtyp- als auch die varianten Sequenzen des
HI9-Gens, die bei den Patienten SR17K, SR81K und SR93K ermittelt wurden, auf die

Existenz der Erkennungsmotive untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zu (epi)genetischen Verinderungen in 11p15 bei Patienten mit SRS

Bei Patienten mit SRS sind Veridnderungen innerhalb der Region 11p15, wie z.B. maternale
Duplikationen und Inversionen, bereits seit lingerem bekannt (als Review s. Eggermann et
al., 2008a). Die Arbeitsgruppe um Gicquel et al. (2005) erbrachte zu Beginn der vorliegenden
Arbeit zusitzlich den Nachweis, dass ein groBer Anteil von Patienten mit SRS eine
Hypomethylierung der ICR1 in der elterlich geprigten Region 11p15 aufweist. Zur genaueren
Charakterisierung und Frequenzbestimmung dieser beschriebenen Auffilligkeiten und zur
Detektion bisher nicht nachgewiesener Verdnderungen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Analysen bei 72 SRS-Patienten mit typischem Phinotyp und 188 Patienten der

Routinediagnostik mit klinischen Merkmalen eines SRS durchgefiihrt.

4.1.1 Haufigkeitsbestimmung von Hypomethylierungen der ICR1 in 11p15 beim SRS
mit MS-MLPA

Zu Beginn des Nachweises von Methylierungsdefekten in 11p15 bei Patienten mit SRS wurde
das aufwendige Verfahren des Southern-Blots (Gicquel et al., 2005) zur Analyse genutzt. Mit
Etablierung der neuen Methode der MS-MLPA (s. 3.2.4.3.1) konnte nun mit einem
sensitiveren System eine genauere Frequenzbestimmung von Hypomethylierungen der ICR1
bei SRS-Patienten etabliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunichst 72 Patienten mit typischen Merkmalen eines SRS
und 188 Patienten der laufenden Routine-Diagnostik und Verdacht auf SRS zur Bestimmung
der Héaufigkeit von Methylierungsdefekten innerhalb von 11p15 analysiert.

Als Kontrollkollektiv dienten 15 gesunde Personen, sowie zwei SRS-Patienten mit bekannter
Duplikation in 11pl5 und ein Patient mit BWS und Hypomethylierung der ICR2 als
Positivkontrollen.Bei keiner der gesunden Kontrollpersonen konnte ein MLPA-Muster
nachgewiesen werden, das auf einen Methylierungsdefekt oder eine Anderung der Kopienzahl
innerhalb von 11p15 hindeuten wiirde (s. Abb. 4.1). Die Befunde der Patienten mit BWS und
Hypomethylierung, sowie der SRS-Patienten mit Duplikation in 11p15 konnten innerhalb der
MLPA-Analysen bestitigt werden.
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Abb. 4.1: Abbildung eines unauffilligen dosis- und methylierungsspezifischen Laufs. Auf der
x-Achse sind die verschiedenen verwendeten Sonden und auf der y-Achse die normierten
Intensititen ihrer Amplifikationsprodukte dargestellt.

Bei neun der 72 SRS-Patienten (12,5%) sowie bei fiinf der 188-Routine-Patienten (2,3%)
wurde in weiterfithrenden Analysen (s. 4.4) eine UPD(7)mat nachgewiesen.

Eine Hypomethylierung der ICR1 mittels MS-MLPA wurde bei 28 der restlichen 63 (44,4%)
SRS-Patienten (Eggermann et al., 2008c) und bei 28 der restlichen 183 (15,3%) Routine-
Patienten ohne UPD(7)mat nachgewiesen (s. Abb. 4.2). Hierbei konnte je nach

Mosaikzustand ein breites Muster der Intensitit des Methylierungsdefekts festgestellt werden.
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Im Gesamtkollektiv lag somit eine Haufigkeit der Hypomethylierungen von 38,8% (28/72)
bei den SRS-Patienten und von 14,9% (28/188) bei den Patienten der Routine-Diagnostik vor.

Methylierungsspezifischer Lauf
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11-002.6 KvDMR

11-002.1 IGF2

§
:
¢

11-002.0 H19 Exon 03
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11-002.6 KCNQ1 Exon 07
11-002.6 KCNQ1 Exon 12

11-002.6 KCNQ1 Exon 16
11-002.9 CDKN1C Exon 01B

Abb. 4.2: Abbildung eines auffilligen methylierungsspezifischen Laufs mit
Hypomethylierung der ICR1 in 11pl5. Die methylierungsspezifischen Sonden der ICR1
zeigen eine erniedrigte Amplifikation im Vergleich zu den restlichen Sonden an.

In vorangegangenen Studien wurden bereits 43 der 63 typischen SRS-Patienten ohne
UPD(7)mat mit Hilfe des Southern-Blot-Verfahrens auf die beschriebenen
Methylierungsdefekte hin untersucht (Eggermann et al., 2006). Bei 16 dieser 43 Patienten
(37,2%) konnte eine Hypomethylierung bei Verwendung des Southern-Blots und bei 22 der
43 (51,2%) DNA-Proben wihrend der MLPA detektiert werden (Eggermann et al, 2008). Mit
Hilfe der MS-MLPA wurde die Detektionsrate somit stark erhoht.

Eine genauere Analyse der Methylierungsbefunde nach der MLPA machte deutlich, dass die
Patienten mit negativem Southern-Blot- und positivem MLPA-Ergebnis (n=6) eine mildere
Hypomethylierung aufwiesen als diejenigen Patienten mit positivem Ergebnis in beiden

Fillen (n=16) (Eggermann et al. 2008).

4.1.2 Untersuchung der Region 11p15 nach bisher unbekannten (Epi)mutationen

Fiir das klinisch und genetisch gegensitzliche GroBwuchssyndrom BWS sind neben
Methylierungsdefekten innerhalb der ICR1 auch Hyomethylierungen der zentromerischen
ICR2, maternale Mikrodeletionen der H/9-DMR sowie paternale UPDs des Chromosoms 11

beschrieben. Somit war es Ziel der Untersuchungen von Patienten mit SRS die elterlich
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geprigte Region 11pl5 ndher nach diesen bisher unbeschriebenen (epi)genetischen
Veridnderungen zu untersuchen.

Da die verwendete MS-MLPA eine Erfassung sowohl der ICR1 als auch der ICR2
ermOglicht, wurde diese zur (Epi)mutationsanalyse bei den 72 SRS-Patienten sowie den 188
Patienten der SRS-Routine-Diagnostik verwendet. Auch hier dienten die oben beschriebenen
(4.1.1) Kontrollpersonen zur Validierung der Methode. Ein Patient mit isolierter maternaler
Duplikation der ICR2 (s. 4.2) diente als Positivkontrolle des Verfahrens.

Wihrend die Kontrollpersonen ein normales unauffilliges MS-MLPA Ergebnis zeigten,
konnte fiir die Positivkontrolle eine maternale Duplikation der ICR2 bestitigt werden. Dieses
Ergebnis spiegelte sich in einer Erhohung der Intensitdt aller ICR2-Sonden im Dosislauf,
sowie der methylierungssensitiven ICR2-Sonden im methylierungsspezifischen Ansatz
wieder. Die verstirkte Intensitit der methylierungsabhéngigen Sonden im Methylierungslauf
erklért sich dadurch, dass in der ICR2 das maternale Allel methyliert vorliegt und es sich
hierbei um eine maternale Duplikation handelt.

Keiner der Patienten mit SRS zeigte ein veridndertes Muster innerhalb der MS-MLPA, das auf
eine Hypermethylierung der ICR2 in 11pl5 hindeuten wiirde. Auch paternale
Mikrodeletionen und maternale UPDs des Chromosoms 11, sowie andere Auffilligkeiten im

MLPA-Muster konnten bei diesem Patienten-Kollektiv nicht detektiert werden.

4.1.3 Ausschluss allgemeiner Hypomethylierungen beim SRS

Fiir verschiedene Imprinting-Syndrome, u.a. fiir das BWS, die mit Hypomethylierungen einer
spezifischen elterlich geprigten Region assoziiert sind, sind bei einigen Patienten zuséitzliche
Methylierungsdefekte anderer unterschiedlich methylierter Loci beschrieben (s. 2.2.2.2.3).
Die betroffenen Patienten weisen neben den fiir das Syndrom typischen phénotypischen
Merkmalen weitere unspezifische Auffilligkeiten auf. Da es sich auch beim SRS um ein
Hypomethylierungssyndrom mit einem heterogenen Phédnotyp handelt, wurden in der
vorliegenden Studie 32 Patienten mit SRS auf Methylierungsdefekte in anderen elterlich
geprigten Regionen hin untersucht. Hierbei handelte es sich um 10 SRS-Patienten mit
UPD(7)mat sowie 22 Patienten mit Hypomethylierung der ICRI1. Vor Beginn der
Untersuchungen wurde fiir die Patienten mit UPD(7)mat eine Hypomethylierung der ICR1

und fiir die Patienten mit Hypomethylierung eine UPD(7)mat ausgeschlossen.
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Bei den analysierten Loci handelt es sich um die maternal methylierten Regionen 6q24 und
die ICR2 in 11p15, sowie die paternal methylierte Region 14q32. Fiir 624 und 14q32 wurden
MS-PCRs (s. 3.2.4.2.1.2) und fiir die ICR2 in 11pl5 die MS-MLPA (s. 3.2.4.3.1)
durchgefiihrt.

Bei keiner der verwendeten Patienten-Proben wurde ein verindertes Methylierungsmuster der
untersuchten Regionen detektiert. Zur Validierung der Methoden wurden Positivkontrollen
verwendet, fiir die ein bekannter Methylierungsdefekt in den untersuchten Loci bestitigt

werden konnte.

4.1.4 11p15-Untersuchungen bei Patienten mit isolierter Wachstumsretardierung

Zum Nachweis, dass es sich bei der Hypomethylierung der ICR1 um eine epigenetische
Verdnderung handelt, die spezifisch mit dem SRS assoziiert ist, erfolgte bei den oben
aufgefiihrten Analysen mittels MS-MLPA parallel die Untersuchung von 20 Patienten mit
isolierter intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR), 30 Patienten mit isolierter [IUGR und
postnataler ~Wachstumsretardierung (PGR), sowie 58 weiteren Patienten mit
Wachstumsretardierung und weiteren klinischen Auffélligkeiten, die nicht mit dem SRS
assoziiert sind (s. 3.1.7).

Bei keinem der untersuchten Patienten konnte eine Hypomethylierung der ICRI1
nachgewiesen werden (Schonherr et al., 2006; Eggermann et al., 2008c). Des Weiteren
wurden maternale Duplikationen und UPD(11)mat mit Hilfe der Mikrosatelliten-Analyse
ausgeschlossen. Bei den verwendeten Mikrosatelliten-Markern handelte es sich um

D11S1984, D11S4088, D1154046, D11S1758 sowie D11S4181 (s. Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Anzahl der untersuchten Patienten und Haufigkeiten der 11p15 Verdanderungen

Patienten Anzahl der | Anzahl der Patienten | Anzahl der Patienten
untersuchte | zur Mikrosatelliten- | mit Hypomethylierung
Patienten Analyse der ICR1

Isolierte IUGR 20 20 0/20

Isolierte IUGR + PGR | 30 - 0/30

IUGR + PGR + weitere | 58 56 0/23

SRS-unspezifische

Merkmale
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4.1.5 Bestimmung des genauen Methylierungsmusters der CTCF-Bindestelle 3

Zur Darstellung eines detaillierteren Methylierungsmusters der H19-DMR innerhalb der ICR1
erfolgte die Etablierung der Bisulphit-Sequenzierung der CTCF-Bindestelle 3 in 11pl5
(s. 3.2.4.2.2). Hierzu wurden die drei SRS-Patienten SR27, SR30 und SR40 sowie die zwei
gesunden Kontrollpersonen DR1 und DR4 der Bisulphitsequenzierung unterzogen. Bei
SR27K und SR30K handelte es sich um zwei der Patienten, die in der Southern-Blot- und der
MLPA-Analyse diskrepante Ergebnisse aufwiesen. Fiir SR27K und SR30K war ein normaler
Befund bei der Southern-Blot-Analyse und eine leichte Hypomethylierung der ICR1 bei der
MLPA nachgewiesen worden. Bei SR40K war bei beiden Verfahren ein positiver Befund fiir
einen Methylierungsdefekt erhoben worden.

Bei den gesunden Kontrollen DR1 und DR4 zeigt die Sequenzierung ein normales
Methylierungsmuster von vier unmethylierten zu fiinf methylierten Klonen bei DR1 und von

fiinf zu fiinf bei DR4 (s. Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Darstellung der Methylierungszustinde einzelner sequenzierter Klone von DR1 und
DR4. Jeder Kreis stellt ein unterschiedlich methyliertes Cytosin innerhalb des sequenzierten
Abschnitts dar.
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Die Sequenzierung des SRS-Patienten SR27K zeigt eine minimale Hypomethylierung von

sechs unmethylierten zu drei methylierten Klonen. Bei SR30K zeigt sich ein normales

Methylierungsmuster von sieben methylierten zu sechs unmethylierten und bei SR40K eine

starke Hypomethylierung bei zehn unmethylierten von zehn sequenzierten Klonen (s. Abb.

4.4).

CTCF-

SR27K Bindestelle 3

Klon 1 —O0———@— 00—

Klon 2 —O0—O0—0—
Klon3 —O o0—O

Klon 4 —O———O0—0—
Klon 5 —O0—O0—0—
Klon 6 —O0—0—O0—
Klon 7

Klon 8

Klon 9 —@

SR30K

Klonl —O——0—0——0-0-0-0+——0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0———@-800—O0—0O0—O0———CO0—O0—
Klon2 —O0——0—0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-0C0—0—0—O0—C0—0—
Klon 3 O 0—O0 0-0-0-0 O-00-0——0—O0—0—0-0-0——0O-0-0——O-00—O—O—O———00—0—
Klon 4 o o—0O 0-0-0-0 0-00-0——0—0—0—0-0-0——00-0——0-00—0—0—0————00—0—
Klon 5 lo} 0—O0 0-0-0-0 O-00-0——O0—O0—0—0-0-0———0-0-0——0O-00—O—O—O———00—0—
Klon 6 o o0—0 0-0-0-0 0O-00-0 O—O0—0—0-0-0 O0-0-0- O-00—O0—O0—0 0—0

Klon 7 ® 0—O0 0-0-0-0 O-00-0——O0—O0—0—O0-0-0———O-0-0———0O-00—O—O—O———00—O0—
Klon 8 o} o—oO 0-0-0-O loZoelle} O0—0—0—0-0-0 OO0 0-00—0—0—0 O0—O

Klon 9 lo} o0—0 0O-0-0-0 O-00-O0——O0—O0—0—0-0-0———O-0-0———0O-00—O—O—O———00—0—
Klonl0 —e——o0—©0 0-0-0-0O 0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-0C0—0—O0—O0———C0—0—
Klonll —O——0—0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-C0—O0—O0—O0O———@0—O0—
Klonl2 —O—0—0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-C0—0—O0—0O——00—0—
Klonl3 —0—0—0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-@0—0—O0—O0O———CO0—O0—

SR40K

Klon] —O0———0—10-0-0-0+——0-00-0—0—0—0—000—000—00C0—0—0—0———@0—0—
Klon2 —O0——0—0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-C0—O0—0—@——CO0—0—
Klon3 —O0——0—0——0-0-0-O+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-C0—O0—O0—O0O———@0—0—
Klon4 —O0———0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0—-00—0—0—O0O———C0—O0—
Klon5 —O0——0—0——0-0-0-O+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-00—O0—0—O0O—@0—0—
Klon6 —0——0—0—10-000O+—0-00-0—0——0—000—000—000—0e—0—0——©O—0—
Klon7 —O—0—0——0-0-0-O+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-00—O0—0—O0———(00—O—
Klon8§ —0—0—0—10000+H—0000—0—0—0—000—000—000—0—0—0——00—0—
Klon9 —0O—o0—0—10-0-0-0+—0-00-0—0—0—0—0-0-0——0-0-0——0-C0—0—0—O0O——(00—O—
Klonl0  —o———0—0——0-0-0-0+—0-00-0——0—0—0—0-0-0——0-0-0——O0-00—O0—O0—O0———CO—0—

o Unmethyliert

Abb. 4.4: Darstellung der Methylierungszustinde einzelner sequenzierter Klone von SR27K,
SR30K und SR40K. Jeder Kreis stellt ein unterschiedlich methyliertes Cytosin innerhalb des
sequenzierten Abschnitts dar.

e Methyliert
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4.1.6 Identifizierung und Charakterisierung einer maternalen Duplikation in 11p15

Wihrend der Untersuchung von Patienten mit Verdacht auf SRS aus der laufenden
Routinediagnostik wurde durch Anwendung der MLPA ein Patient mit SRS identifiziert (LE),
der eine deutliche Dosiserhohung sowohl der ICR1 als auch der ICR2 aufwies. Da auch im
methylierungssensitiven Ansatz eine verstirkte Intensitit der methylierungsspezifischen
Sonden der ICR2 und eine verringerte Intensitit der Sonden der ICR1 vorlag, deuteten diese
Ergebnisse auf eine maternale Duplikation in 11pl5 hin. Zur Bestitigung und genaueren
Charakterisierung dieser Duplikation wurden Mikrosatelliten-Analysen (s. 3.2.4.1) der
chromosomalen Region 11pl15 sowohl bei dem Patienten LE als auch bei seinen Eltern
durchgefiihrt. Die verwendeten Mikrosatelliten-Marker sind in Tabelle 6.3 (s. 6. Anhang)
aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analyse bestidtigen den Verdacht einer maternalen
Duplikation, da bei dem Index-Patienten entweder eine verstirkte Intensitéit eines der beiden
maternalen Allele nachgewiesen werden konnte, oder beide maternalen Allele vorlagen (s.
Tab. 4.2). Beide Eltern zeigen ein unauffilliges Muster der Mikrosatelliten-Marker. Das
Ausmal der Duplikation bei dem Patienten kann durch die verwendeten Marker auf ca. 9,0-

11,0 Mbp festgelegt werden.

Tab. 4.2: Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analyse bei Familie LE. Die Zahlenwerte geben die
polymorphen Lingen (bp) der Allelzustinde der einzelnen Mikrosatelliten-Marker an.

Entfernung M4953
von 11pter | M4951 M4952 Patientin
Marker (Mbp) Vater Mutter LE Informativitit
D11S4046 1,92 185-195 | 187-193 |185-187-193 | maternales Allel dupliziert
HI9 1,972-1,975
IGF?2 2,110-2,116
D11S1318 2,29 118-124 | 118-134 |118-118-134 Duplikation
D11S4088 2,71 212-233 | 212-212 |212-212-233 Duplikation
D11S1758 4,7 240-242 | 244-244 |242-244-244 | maternales Allel dupliziert
D11S4188 9,03 110-110 | 108-112 |108-110-112| maternales Allel dupliziert
D11S875 10,99 104-104 | 116-118 104-116 keine Duplikation
D11S1334 12,92 135-135 | 132-135 132-135 keine Duplikation

Bei weiterfithrenden zytogenetischen Chromsomen-Analysen,

die von der Medizinischen

Genetik Tiibingen durchgefiihrt wurden, konnte bei der klinisch unauffélligen Mutter des

Patienten LE eine balancierte Translokation der Chromosomen 11 und 15 dargestellt werden.
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Bei der Chromosomen-Analyse des Indexpatienten LE zeigte sich, dass er von seiner Mutter
sowohl das derivative Chromosom 15 mit zusitzlichem Material von Chromosom 11, als
auch das normale Chromosom 11 geerbt hat. Es ergibt sich ein unbalanciertes Verhiltnis von

Chromosom 11 Material und somit eine maternale Duplikation.

4.2 Genauere Charakterisierung einer isolierten maternalen ICR2-Duplikation

Wihrend einer vorangegangenen Studie zur Detektion von maternalen Duplikationen in
11p15 bei 90 Patienten mit Wachstumsretardierung (Schonherr, 2005) wurde ein SRS-Patient
(FN) identifiziert, der eine isolierte maternale Duplikation von ca. 0,7 Mb der ICR2 in 11p15
aufwies. Hierbei handelt es sich um den ersten beschriebenen Patienten mit SRS, der eine
Duplikation ausschlieBlich dieser Region aufweist. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
Duplikation genauer charakterisiert, indem die Herkunft sowie die Entstehungsweise der
Duplikation bei der unauffilligen Mutter sowie den miitterlichen Grofeltern untersucht
wurden. Des Weiteren wurden Expressionsanalysen verschiedener Gene innerhalb der
betroffenen Region durchgefiihrt, um ein besseres Verstindnis der pathogenen Mechanismen

erzielen zu konnen.

4.2.1 Segregationsanalysen bei Familie FN

Zur Bestimmung des genauen Vererbungsmodus und der Entstehung der Duplikation wurden
in der vorliegenden Studie Mikrosatelliten-Analysen fiir die Mutter und den Indexpatienten
durchgefiihrt, die die Ergebnisse von Schonherr (2005) vervollstindigen.

Hierdurch konnte die Duplikation proximal durch die beiden Marker 11-2305 und 11-2357
sowie distal durch die Marker 11-3117 und 11-3396 eingegrenzt werden (s. Tab. 4.3). Es
ergibt sich somit ein Duplikationsausmal3 von 0,76-1,0 Mbp bei dem Indexpatienten und
seiner Mutter.

Des Weiteren wurden dieselben Mikrosatelliten-Analysen an DNA der miitterlichen
GroBeltern durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten fiir beide GroBeltern ein unauffilliges
Muster aller informativen Mikrosatelliten-Markern (s. Tab. 4.3) und somit einen
Duplikationsausschluss im verwendeten Zellsystem.

Wie beispielsweise der Marker 11-2357 verdeutlicht liegt bei der Mutter des Indexpatienten

eine viterliche Herkunft des duplizierten Materials vor. Dies lidsst darauf schlieBen, dass die
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Duplikation de novo in den groBviterlichen Keimzellen entstanden sein muss. Die
Mikrosatelliten-Marker des Indexpatienten FN verdeutlichen, dass es sich bei seiner
Duplikation sowohl um groBvéterliches als auch groBmiitterliches Material handelt. Dieses
Vererbungsmuster wird u.a. durch die Analyse des Markers D11S4088 gezeigt (s. Tab. 4.3).
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass bei der Mutter eine meiotische Rekombination der
beiden homologen Chromosomen stattgefunden hat und somit auf einem Chromosom

genomisches Material ihrer beiden Eltern vorzufinden ist (s. 5.2).

Tab. 4.3: Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analyse bei Familie FN. Die Zahlenwerte geben die
polymorphen Lingen (bp) der Allelzustinde der einzelnen Mikrosatelliten-Marker an. Der
Abschnitt mit fett gedruckten Buchstaben markiert den minimalen duplizierten Bereich.

Entfernung von Indexpatient
Marker 11pter (Mb) GroBvater | GroBmutter Mutter FN
D11S1984 1.53 2-2 3-4 2-3 1-2
D11S4046 1.93 2-5 1-4 1-2 2-3
HI9 1.972-1.975
IGF2 2.110-2.116
D11S1318 2.29 - - 1-2 2-3
11-2305 2.30 1-2 2-3 1-2 1
11-2357 2.35 1-3 2-5 1-2-3 1-3-4

KCNQ1 2.439-2.826

11-2427 242 3-4 2 2-4-4 1-2-4
D11S4088 2.71 1 2-3 1-1-3 1-3-4
11-2820 2.82 2 1-3 1-2-2 1-2-2
11-2849 2.85 2-3 2-3 2 1-2-2

CDKNIC 2.861-2.863 A-A B-B A-A-B A-B-B

(PAPA repeat)

11-31174 3.11 2-4 2-3 2-4-4 1-2-4
11-3396 3.39 1-3 3 3 2-3
11-3648 3.64 2-3 1-1 1-2 1-3
11-3800 3.80 - - 1-2 2-2
11-3973 3.97 - - 1-2 1-2

D11S1758 4.70 2-3 2-3 2-3 1-2
D11S4181 4.73 2-4 3-5 3-4 1-3

Mit Durchfithrung einer MS-MLPA (s. 3.2.4.3.1) bei dem Patienten FN und seiner Mutter
MN konnte die Duplikation bestitigt werden. Es zeigte sich eine Intensitidtserhohung der
ICR2 spezifischen Sonden im Dosislauf sowie der methylierungsspezifischen Sonden der

ICR2 im methylierungssensitiven Ansatz, die sich durch die Methylierung des maternalen

Allels in der ICR2 begriindet.
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Bei einer Untersuchung der drei unauffilligen Schwestern von MN konnte mittels
Mikrosatelliten-Diagnostik nachgewiesen werden, dass keine der Schwestern die Duplikation
geerbt hatte.

Nach einer weiteren Schwangerschaft von MN erfolgte eine Testung des normalwiichsigen
und klinisch unauffélligen Kindes (LN). Hierbei konnte eine Vererbung der Duplikation an

LN ausgeschlossen werden.

4.2.3 Expressionsanalyse des Gens CDKNIC

Innerhalb der Duplikation bei dem Patienten FN und seiner Mutter ist das Gen CDKNIC
lokalisiert. Hierbei handelt es sich um einen maternal exprimierten, negativen Regulator der
Zellproliferation und des Wachstums, sodass eine Duplikation dieses genomischen Materials
und somit eine Erhohung seiner Expression eine direkte Relevanz fiir das SRS haben konnte.
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie Untersuchungen durchgefiihrt, die eine
mogliche Veridnderung der Expression dieses Gens bei dem Patienten FN erfassen sollen.

Zur Expressionsanalyse wurde der 12 bp (PAPA) Deletions-Polymorphismus innerhalb des
Exon 2 von CDKNIC verwendet. Nach Amplifikation des Fragments mit genomischer DNA
der beiden Patienten (Primerangaben s. Tab. 6.1 in 6. Anhang), Auftrennung des PCR-
Produkts nach seiner Linge auf einem PAA-Gel und anschlieBender Silberfarbung (s.
3.2.3.1), konnten bei dem Patienten FN und seiner Mutter zwei Banden detektiert und somit
eine Heterozygotie fiir den Polymorphismus nachgewiesen werden.

Auf genomischer Ebene konnten, aufgrund der Duplikation jeweils eines der beiden Allele,
unterschiedliche Intensititen in der Bandenstirke der beiden Allele detektiert werden (s. Abb.
4.5).

Bei Verwendung von cDNA aus Lymphozyten der beiden Patienten und Durchfiihrung der
gleichen Analyse ldsst die Intensitdt der Banden eine Aussage zur Expression der Allele zu.
Sowohl bei der Mutter als auch bei dem Patienten FN zeigte die Analyse der cDNA weiterhin
ein Vorhandensein beider Banden, jedoch ohne Unterschied in der Intensitét (s. Abb. 4.5).

Da CDKNIC elterlich geprigt vorliegt und normalerweise nur vom maternalen Allel
exprimiert wird, weist dieses Ergebnis darauf hin, dass bei dem Patienten FN eine Expression
beider unterschiedlichen miitterlichen Allele stattfindet, die bei ihm, bedingt durch die
mitotische Rekombination der homologen groBelterlichen Chromosomen bei der Mutter,

gemeinsam auf einem Chromosom lokalisiert sind.
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Abb.4.5: Darstellung des PAPA-Polymorphismus nach Auftrennung des PCR-Produkts auf
einem PAA-Gel und anschlieBender Silberfarbung. Banden 1 und 2 stellen die Produkte der
genomischen DNA des Patienten FN und seiner Mutter dar. Die Banden 3 und 4 entsprechen
den cDNA-Produkten.

Bei der Mutter erklért sich das Ergebnis moglicherweise dadurch, dass, obwohl das paternale
Allel normalerweise nicht exprimiert wird, bedingt durch eine verschobene Inaktivierung
mancher elterlich geprigter Gene in Lymphozyten (Algar et al., 2000), eine milde Expression
auch des paternalen Allels moglich ist und diese durch die Duplikation zusétzlich verstirkt

wird.
4.2.4 Expressionsanalyse des Gens KCNQ1

Zur weiteren Charakterisierung der Duplikation und ihren Auswirkungen wurde bei Patient
FN (E02-05) und seiner Mutter (E01-05) eine Expressionsanalyse des Gens KCNQI
durchgefiihrt, das ebenfalls innerhalb der duplizierten Region lokalisiert ist.

Hier wurde eine quantitative Real-Time PCR an cDNA aus peripheren Lymphozyten des
Blutes durchgefiihrt (s. 3.2.10.2). Zur Quantifizierung wurden die ermittelten Werte des Ziel-
und Referenz-Fragments miteinander verrechnet. Als Referenzgen diente das Haushaltsgen
TBP. Die Werte des Referenz-Fragments dienten als externer Standard. Die Werte des Ziel-
Fragments wurden durch die des Referenz-Fragments dividiert. Als Kontrollen dienten drei
Patienten ohne Duplikation in 11p15. Nach Berechnung des Mittelwertes der Kontrollen fiir
jeden Lauf wurden die Werte von FN und seiner Mutter mit diesen verrechnet.

In Abbildung 4.6 sind die normierten Ergebnisse aller drei Liufe als Diagramm dargestellt.
Wihrend die Mutter eine Expression von KCNQI aufweist, die lediglich eine leichte
Abweichung von der Expression der Kontrollen zeigt, liegt bei dem Indexpatienten eine stark

erhohte Expression des KCNQ1-Gens vor.
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Abb. 4.6: Expression von KCNQI1 in Lymphozyten des Patienten FN (E02-05) und seiner
Mutter (EO1-05). Normiert dargestellt ist das Verhiltnis der Expression im Vergleich zu der
Expression von gesunden Kotrollpersonen (Kontrollen, n=3).

4.3 Untersuchung des Spliceverhaltens varianter Sequenzen des Gens H19

In einer vorangegangenen Studie (Schonherr, 2005) erfolgte ein Mutationsscreening von H/9
bei 44 SRS-Patienten. Hierbei konnten variante Sequenzen bei drei Patienten nachgewiesen
werden. Bei den Patienten SR17K und SR81K handelt es sich um zwei unterschiedliche 3 bp-
Deletionen  innerhalb von Exon 1 (SR17K: g.8618_8620delGGG; SRS8IK:
2.8822_8824delAGG). Die Patientin SR93K weist eine 39 bp-Duplikation im Ubergang von
Exon 2 zu Intron 2 auf (g.9867_9905dup39). Hierbei liegen die letzten 15 bp des Exon 2 und
die ersten 24 bp des Intron 2 dupliziert vor. Wihrend eine Untersuchung elterlichen Materials
aufgrund fehlender DNA bei SR81K nicht moglich war, konnte die Mutation bei SR17K beim
Vater ausgeschlossen werden, allerdings stand keine miitterliche DNA zum Nachweis der
Mutation zur Verfiigung. Bei SR93K erfolgte die Vererbung der Mutation iiber den Vater.
Zusitzlich weist diese Patientin eine Hypomethylierung der ICR1 auf. Die detektierten
Verinderungen waren weder in der Datenbank beschrieben noch konnten sie in 100 gesunden
Kontrollen nachgewiesen werden. Um nun die funktionelle Relevanz dieser Veridnderungen
fiir die Funktion der untranslatierten RNA H19 und die mogliche Rolle fiir die Atiologie des
SRS einschidtzen zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit Splicinganalysen der

varianten Sequenzen durchgefiihrt.
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4.3.1 Splicinganalysen der varianten H19-Sequenzen durch Transfektion in HEK293
und Cos7

Da, auB3er fiir die Patientin SR93K, kein Material der Patienten zur Isolation von RNA vorlag,
wurden Konstrukte fiir alle drei Varianten sowie fiir die Wildtyp H/9-Sequenz in
eukaryotischen Expressionsvektoren erzeugt (s. 3.2.5.2). Diese wurden dann in eukaryotische
Zellkulturen (HEK293 und Cos7) transfiziert (s. 3.2.7), sodass eine Expression der varianten
Sequenzen in diesen Zellen stattfinden konnte. Die transkribierte RNA wurde isoliert (s.
3.2.8) und auf ein verédndertes Spliceverhalten im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz untersucht.

Hierzu wurde nach einer reversen Transkription der RNA in ¢cDNA (s. 3.2.9) eine PCR mit
Primern durchgefiihrt, die innerhalb des ersten und letzten Exons des Gens lokalisiert waren
(H19-1.7F/2 und HI19-TagR) (s. Tab. 6.9 in 6. Anhang). Man erzielte somit eine
Amplifikation der anndhernd kompletten cDNA-Sequenz. Nach der Auftrennung der
Fragmente auf einem 0,7%igem Agarosegel konnten die Bandenmuster sowohl der varianten
und als auch der Wildtyp-Sequenzen miteinander verglichen werden (s. Abb. 4.7 a). Es
konnten hierbei jeweils drei Banden in allen Wildtyp- und Varianten-Konstrukten

nachgewiesen werden, die teilweise unterschiedliche Intensititen aufwiesen.

SR17K und SR81K

Eine direkte Sequenzierung der Banden nach Gelextraktion im Fall der Konstrukte zu SR17K
und SR81K ergab (s. Tab. 4.7 b), dass die Bande 1 aus zwei Fragmenten besteht. Durch
Subklonierung der Fragmente in TOPO TA-Vektoren (s. 3.2.5.1) und anschlieender
Sequenzierung einzelner Klone konnte die Bande 1 in die beiden Banden 1.1 (1979 bp) und
1.2 (1856 bp) unterteilt werden, die sich aufgrund ihres geringen Lingenunterschieds im
Agarosegel nicht auftrennen lieBen. Bande 1.1 enthielt ein Fragment mit der kompletten
cDNA-Sequenz aller Exone (full-length). Das Fragment 1.2 wies eine Deletion von Exon 4
auf. Die zweite Bande mit 961 bp zeigte einen partiellen Verlust des Exons 1 und Bande 3
(~800 bp) bestand wiederum aus drei unterschiedlichen Transkripten (3.1, 3.2 und 3.3) die
alle einen Verlust des Exons 4 sowie einen partiellen Verlust des Exons 1 aufwiesen, der

jedoch bei den verschiedenen Fragmenten in seinen Bruchpunkten variierte (s. Tab. 4.4).
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Abb. 4.7: HI9-Splicevarianten aus HEK293-Zelllinien nach Transfektion mit den
Konstrukten der varianten und wildtyp H/9-Sequenz von SR17K und SR81K a) auf einem
0.7% Agarosegel b) in einer schematischen Abbildung (Pfeile: Position der Primer
H19.1.1F2-H19.5.2R). Bande 3 beinhaltet die Transkripte 3.1, 3.2 and 3.3 wie in Tabelle 4.4
dargestellt. (Abbildung aus Schonherr et al., 2008)

Die nachgewiesenen Transkripte wurden mit Angaben zu bereits veroffentlichten
Splicevarianten von H/9 mit der NCBI- und Aceview-Datenbank verglichen (s. 3.2.14).
Hierbei wurde fiir das Transkript 1.2 mit der Linge von 1856 bp der Klon CR596119 aus
menschlicher plazentarer cDNA identifiziert. Die Bruchpunkte des Fragments 3.3 entsprechen
genau dem Klon BEO18759 aus menschlicher cDNA, jedoch besitzt dieser Klon im
Gegensatz zu Fragment 3.3 das Exon 4. Trotz einer groBen Anzahl beschriebener H19-
Transkript-Klone konnte kein weiteres Transkript mit 100%iger Ubereinstimmung

identifiziert werden.

Bei der Untersuchung des Splicings der varianten Sequenz von H/9 im Falle von SR17K
(g.8618_8620delGGG) konnten bei den durchgefiihrten Analysen keine Verdnderungen im

Vergleich zu der Wildtyp-Sequenz nachgewiesen werden.
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Tab. 4.4: Splicevariaten von HI/9 aus HEK293 nach Transfektion mit den verschiedenen
HI19-Konstrukten von SR17K und SR81K (¥, #, o+ Transkripte mit unterschiedlichen
Bruchpunkten, die Nukleotid-Nummerierung entspricht den Angaben in Klon AF087017 der
NCBI-Datenbank).

Bande (bp) | Zusammensetzung Bruchpunkte

1.1 (1979) | full-length Exons 1-2-3-4-5 -

1.2 (1856) | Exons 1-2-3-5 2.10089 — g.10373 (Exon 3- Exon 5)

2 (961) Exons 1*-2-3-4-5 2.8746 — g.9746 (Exon 1- Exon 2)

3.1(862) | Exons 1%-2-3-5 2.8770 — 2.9746 (Exon 1- Exon 2)
2.10089 — g.10373 (Exon 3- Exon 5)

3.2 (838) Exons 1*-2-3-5 2.8746 — 2.9746 (Exon 1- Exon 2)
2.10089 — g.10373 (Exon 3- Exon 5)

3.3(792) Exons 1°-27-3-5 2.8668 — 2.9783 (Exon 1 - Exon 2)
2.10089 — g.10373 (Exon 3- Exon 5)

Im Fall von SR81K (g.8822_8824delAGG) konnten bei Verwendung der varianten Sequenz
die gleichen Transkripte nachgewiesen werden wie bei der Wildtyp-Sequenz, allerdings lag
hierbei eine starke Verschiebung der Expressionsintensitéit der verschiedenen Transkripte im
Vergleich zu der Wildtyp-Sequenz vor. Wihrend beim Wildtyp die Fragmente 1.1 und 1.2 am
starksten exprimiert wurden, liegt im Fall der Variante eine verstirkte Expression der
kleineren Fragmente 2 und 3 vor. Bei Messung der Intensitidt der Transkripte mit Hilfe des
GelDoc2000 Imaging System und der Quantity one Version 4-Software (BioRad) konnte eine
deutliche Verschiebung des Splicingmusters nachgewiesen werden (s. Abb.4.8).
1,6
1,4 4
1,24
1 4

0,8
0,6

Intens. Bande 1/
(Intens. Bande 2 + Intens. Bande 3)/2

0,4 4
0,2 4

0 ,
Wildtyp-Konstrukt Variantes Konstrukt

Abb. 4.8: Darstellung der verschobenen Intensitét der verschiedenen Splicing-Transkripte bei
SR81K des Wildtyp- und des Varianten-Konstrukts. Auf der y-Achse dargestellt ist die
Intensitdt der Bande 1 dividiert durch den Mittelwert der Intensititen von Bande 2 und
Bande 3. Die Daten basieren auf zwei unabhédngigen Transfektionen und sechs unabhéngigen
PCR-Amplifikationen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung.




4. Ergebnisse 91

Um zu untersuchen, ob es sich bei der detektierten Variante bei SR81K (8822_8824delAGG)
um eine Mutation handelt, die eine ESE-Stelle (s. 3.2.15) betrifft und aus diesem Grund ein
verstirktes Splicing innerhalb von Exon 1 stattfindet, wurde die Wahrscheinlichkeit einer
ESE-Stelle mit der entsprechenden Software ermittelt (s. 3.2.15). Hierbei konnte festgestellt
werden, dass die Wildtyp-Sequenz AGGAGGT ein Bindemotiv fiir den Enhancer SF2/ASF
darstellt und einen Wahrscheinlichkeitswert von 2.433 erreicht (Durchschnitt fiir SF2/ASF ist
1.956). Da allerdings diese Stelle in der mutierten Form verloren geht, erklért dies nicht das

erhohte Spliceverhalten zu Gunsten der kleineren Transkripte.

SR93K

Wihrend der Analyse der Transkripte aus HEK293-Zellen nach Transfektion mit der
varianten Sequenz von SR93K (g.9867_9905dup39) konnte neben den oben beschriebenen,
eine zusitzliche Splicevariante identifiziert werden. Da die Duplikation von SR93K auf
genomischer Ebene die Exon 2/Intron 2-Splicestelle beinhaltet und diese somit doppelt

vorliegt, ist dies vermutlich die Ursache fiir das zusétzliche Transkript.

b)
a) SRO3 SRO3 Exon2 Intron2 Exon3

Varianten  Wildtyp --- I - - Wildtyp genomisch

100 bp Konstrukt Konstrukt H,O

- I TTTTT""""---  Variante genomisch
b _:I‘ o Wildtyp cDNA
-y - Variante cDNA
¢)
GGCCTTCCTHAACACCTTAG GGCCTTCCTGRWSASCETGT
gf Eg f— Exon 2 Exon 3 Exon 2 Exon 3
AACACCTTAG
+ Intron 2
GTGAGCGTGT
HI19 cDNA - Wildtyp- H19 cDNA - Varianten-
Konstrukt Konstrukt

pdahadonWeainnnt. Madlephadand

Abb. 4.9: Darstellung der Splice-Variante mit Exon 2/Intron 2-Ubergang von HI9 bei
SR93K. a) PCR an ¢cDNA von HEK293-Zellen nach Transfektion mit dem Wildtyp- bzw.
Varianten-Konstrukt mit den Primern H19-1.7F/2-H19-TaqR. b) Illustration der H/9-cDNA
Fragmente und genomischen Sequenzen bei SR93K. c) Direkte Sequenzierung des Exon
2/Intron 2 Ubergangs der beiden Transkripte aus Abb. 4.9 a. (Abbildung aus Schonherr et al.,
2008)

Um eine genauere Charakterisierung dieses Fragments ermoglichen zu konnen wurde eine

PCR der cDNA des Varianten-Konstrukts mit Primern durchgefiihrt (H19-1.7F/2-H19-TaqR),
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die ndher an der Duplikation lokalisiert sind und somit ein kleineres Produkt erzeugen.
Hierbei konnten zwei Transkripte detektiert werden: zum einen das Wildtyp-Transkript mit
normalem Exon 2 zu Exon 3-Ubergang und ein Transkript mit Duplikation der letzten 15 bp
von Exon 2 und Insertion von 24 bp des Introns 2 (s. Abb. 4.9 b und 4.9 c). Es konnte eine
weitaus stirkere Intensitiit des varianten Allels festgestellt werden (s. Abb. 4.9 a). Dies lésst
vermuten, dass bei Nutzung beider Splicestellen auf dem mutierten Allel eine Bevorzugung
der varianten Form vorliegt. Eine Wiederholung aller Transfektionsversuche mit Cos7-

Zelllinien bestitigte die Befunde in allen verwendeten Konstrukten.

4.3.2 Untersuchung der monoallelischen Expression von H19 bei SR93K

Um ausschlieBen zu konnen, dass die Duplikation bei SR93K einen Einfluss auf die
monoallelische Expression von HI9 hat, wurde bei SR93K und ihren Eltern RNA aus
Lymphozyten des Blutes isoliert. Bei Untersuchungen der genomischen DNA der GroB3eltern
von SR93K konnte die Mutation bei der viterlichen GroBmutter nachgewiesen werden.

Bei Verwendung der 39 bp-Duplikation als Marker fiir die beiden elterlichen Allele wurde
eine PCR an cDNA durchgefiihrt, die die Duplikation mit einschlieBt (H19-1.7F2/H19-TagR
s. Abb. 4.10).

SR93  SR93
Patient Vater Kontrolle

493 bp _|
454 bp— e

Abb. 4.10: Expressions-Analyse von HI/9 mit cDNA von SR93K und ihrem Vater. Als
informativer Marker wurde die 39 bp-Duplikation verwendet. Das Produkt mit 493 bp stellt
das Fragment mit Duplikation und das Produkt mit 454 bp das Wildtyp-Allel dar.

Das Produkt wurde mit Hilfe der Fragment-Analyse mittels Silberfirbung detektiert
(s.3.2.3.1). Bei der Patientin SR93K konnte lediglich eine normale monoallelische
Expression des maternalen Wildtyp-Allels nachgewiesen werden (s. Abb. 4.10). Der Vater
hingegen wies eine Expression sowohl des Wildtyp- als auch des Varianten-Transkripts auf.

Dies ldsst sich vermutlich durch die Realisierung beider Transkripte vom maternalen Allel,
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bedingt durch die variante Splicestelle, erkldren, da bei ihm die Mutation maternal vererbt

wurde.

4.4 Untersuchung von (epi)genetischen Verinderungen auf Chromosom 7 bei SRS-

Patienten

Wie bereits beschrieben konnen in ca. 7-10% der SRS-Patienten Duplikationen oder UPDs
fiir das Chromosom 7 (s. 2.2.2.1) nachgewiesen werden. Zur genaueren Frequenzbestimmung
auch dieser Verdnderungen in unserem Kollektiv aus 72 SRS-Patienten und 188 Patienten der
Routinediagnostik mit SRS-Merkmalen wurden MS-PCRs (3.2.4.2.1) und Mikrosatelliten-
Analysen (3.2.4.1) durchgefiihrt. Hierbei konnte eine UPD(7)mat bei neun der 72 (12,5%)
SRS- und fiinf der 188 (2,3%) Routine-Diagnostik Patienten detektiert werden.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden weitere Beobachtungen zur Charakterisierung
chromosomaler Veridnderungen der beiden Kandidatenregionen 7pl12.1-p13 und 7q32

getroffen.

4.4.1 Nachweis segmentaler UPDs(7) mat

In der Literatur sind zwei SRS-Patienten beschrieben (s. 2.2.2.1), die keine vollstindige,
sondern eine segmentale UPD(7)mat aufweisen (Hannula et al., 2001; Reboul et al., 2006).
Nach Anwendung der MS-PCR fiir das Chromosom 7 bei unserem Kollektiv aus typischen
SRS- und Routine-Diagnostik-Patienten wurden daher bei den Patienten mit positivem
UPD(7)mat Befund zusitzlich Mikrosatelliten-Analysen durchgefiihrt. Dies ist notwendig, da
sich die Analyse des Methylierungsindexes bei der MS-PCR auf die chromosomale Region
7q32 beschrinkt und nicht zwischen segmentalen und vollstindigen UPDs unterscheiden
kann.

Die verwendeten Mikrosatelliten sind iiber das komplette Chromosom 7 verteilt (s. Tab. 6.3 in
6. Anhang). Bei einem der fiinf UPD(7)mat positiven Patienten der Routine-Diagnostik
(M3335) sowie einem der neun Positiven des SRS-Kollektiv (SR85K) konnte der positive
MS-PCR-Befund lediglich fiir einen Teil der Marker bestitigt und somit eine segmentale
UPD(7)mat nachgewiesen werden (s. Tab. 6.4 und 6.5 in 6. Anhang).

In beiden Fillen handelt es sich um eine segmentale UPD(7)mat ausgehend von der Bande

7q11.2 bis zum terminalen Ende von Chromosom 7q (7q11.2-qter) (Eggermann et al., 2008d).
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Diese Bereiche schlieen die Region mit ein, die bei bisher beschriebenen Fillen einer

segmentalen UPD(7)mat immer betroffen waren (s. Abb. 4.11).

Reboul et
al., 2006 \M3335 SR85K

-
| |
Hannula
etal.,
2001

Abb. 4.11: Darstellung der bisher beschriebenen und in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesenen segmentalen UPDs(7)mat bei SRS-Patienten.

SGCE

PEG1/MEST
COPG2
CAP4

Bei dem Patienten M3335 liegt der Bruchpunkt der UPD zwischen den beiden Markern
D7S52422 (51,1 Mbp von pter) und D7S2429 (62,2 Mbp von pter) und bei SR85K zwischen
D7S52429 (62,2 Mbp von pter) und D7S663 (66,4 Mbp von pter).

4.4.2 Ausschluss isolierter Methylierungsdefekte innerhalb von 7¢q32

Nachdem bei Erkrankungen wie dem ,,Maternalen UPD14 Syndrom®, die ebenso wie das
SRS mit UPDs einer bestimmten elterlich geprigten Region assoziiert sind, isolierte
Methylierungsdefekte dieser Regionen beschrieben wurden (Temple et al., 2007), sollte in der
vorliegenden Arbeit ein Nachweis dhnlicher Defekte beim SRS vorgenommen werden. Fiir
das SRS wurden, wie bereits in 4.4.1 beschrieben, neben vollstindigen auch segmentale
UPDs des Chromosom 7 detektiert, die bisher in allen Fillen die geprigte Kandidatenregion
7q32 beinhaltet. Somit wire es denkbar, dass fiir diese Region, die u.a. der Regulation des
wachstumsrelevanten Gens PEGI/MEST dient, isolierte Methylierungsdefekte vorliegen. Da
in 7q32 das maternale Allel methyliert vorliegt hétte eine Hypermethylierung dieser Region
vergleichbare Auswirkungen wie eine UPD(7)mat.

In der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund eine MS-PCR fiir 7q32 bei 54 SRS-
Patienten ohne Hypomethylierung in 11pl5 durchgefiihrt. Da bei einer MS-PCR keine
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Unterscheidung zwischen einer UPD und einem Methylierungsdefekt moglich ist, wurden bei
einem positiven MS-PCR-Befund Mikrosatelliten-Analysen mit Markern vorgenommen, die
sehr nah an der Region 7q32 lokalisiert sind. Bei positiven Mikrosatelliten-Ergebnissen
konnte ein isolierter Methylierungsdefekt ausgeschlossen werden, da mit Hilfe dieses
Verfahrens lediglich UPDs detektiert werden konnen.

Bei keinem der analysierten Patienten konnte eine isolierte Hypermethylierung in 7q32

nachgewiesen werden (Schonherr et al., 2008).

4.5 Nachweis interchromosomaler Interaktionen der Chromosomen 11 und 7

Da mit dem SRS elterlich geprigte Regionen unterschiedlicher Chromosomen assoziiert sind,
stellt sich die Frage nach einer funktionellen Verbindung dieser verantwortlichen Loci.
Kiirzlich wiesen Ling et al. (2006) interchromosomale Interaktionen spezifischer Regionen
der Maus-Chromsosomen 7 und 11 nach. Denkbar wire auch die Regulation aller assoziierten
Regionen durch denselben Faktor. Um auch im Fall des SRS mogliche Interaktionen der
elterlich gepragten Region 11p15 mit 7q32 und/oder 7p12-p11.2 oder gemeinsame regulative

Funktionen detektieren zu konnen, wurden unterschiedliche Verfahren durchgefiihrt.

4.5.1 Zwei-Farben-FISH an plazentaren Interphase-Kernen

Um eine rdumliche Assoziation der chromosomalen Region 11pl5 (H/9) zu den beiden
Regionen auf Chromosom 7 nachweisen zu konnen, wurden Zwei-Farben-FISH-Analysen
durchgefiihrt (3.2.11.1) bei denen jeweils zwei unterschiedlich markierte Sonden eingesetzt
wurden. In jedem Ansatz wurde jeweils eine Sonde verwendet, die gegen 11p15 gerichtet war
und zusitzlich eine gegen 7q32 (PEGI/MEST) oder 7p12-pl11.2 (GRBI10). Zur Bestitigung
einer Kolokalisation sollten die Sonden innerhalb eines Interphase-Kerns moglichst nah
beieinander lokalisiert sein oder, bei einem sehr geringen Abstand zueinander, sogar ein
Mischsignal erzeugen. Als Zellsystem wurde plazentares Gewebe verwendet, da in der
vorliegenden Arbeit die zelluliren Prozesse wihrend der embryonalen Wachstums- und
Entwicklungsphase eine vordergriindige Rolle spielen.

Die Interphase-Kerne wurden wéhrend der Auswertung am Mikroskop keiner Vorauswahl
unterzogen. Es erfolgte eine Analyse der Kerne in allen Ebenen durch Aufnahme und

Interpretation eines Z-Stapels. Aufgrund einer schlechten Visualisierung und Auflosung der
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obersten und untersten Schichten des Kerns konnten diese Bereiche nicht interpretiert werden.
Es erfolgten insgesamt drei unabhingige Markierungen der Sonden fiir H/9 und GRBI10 und
zwei fir H19 und PEGI/MEST. Hierbei wurden die beiden unterschiedlichen Markierungen
fiir die verschiedenen Sonden untereinander ausgewechselt, um einen Einfluss immer gleich
markierter Sonden auf das Resultat der FISH ausschlie3en zu konnen.

Wihrend der Interpretation der aufgenommenen Z-Stapel der verschiedenen Kerne ergab sich
das Problem, dass die Signale der einzelnen Sonden sehr schwach waren und somit in den
meisten Aufnahmen keine Detektion aller vier Signale moglich war (jeweils zwei fiir die
homologen Chromosomen). Des Weiteren war durch die fehlenden obersten und untersten
Schichten jedes Z-Stapels ein gewisser Anteil der Kerne nicht beurteilbar. Da die Signale
innerhalb der Kerne bei einer 63x Vergroflerung nur durch die starke Auflosung der Kamera
und nicht alleine mit dem Auge am Mikroskop sichtbar waren, mussten die Aufnahmen des
Z-Stapels nach einem Zufallsprinzip erfolgen. Es wurden fiinf unabhédngige FISH-Analysen in
der Kombination H/9 / GRB10 und zwei mit H19 / PEGI/MEST durchgefiihrt.

Fiir H19 / GRBI0 konnte bei insgesamt 106 Aufnahmen in sechs Féllen eine Kolokalisation,
jeweils einer H19- und einer GRB10-Sonde, detektiert werden. In vier dieser sechs Fille war
zusitzlich ein Nachweis der beiden restlichen Signale, die rdumlich getrennt voneinander
lokalisiert waren, innerhalb desselben Kerns moglich (s. Abb. 4.12 a). In keiner der
Aufnahmen war es moglich alle vier Signale rdumlich getrennt voneinander nachzuweisen.
Aufgrund der Detektion von lediglich zwei bis drei Signalen in den restlichen 100 Kernen
kann dort eine Kolokalisation weder ausgeschlossen noch bestitigt werden (s. Tab. 4.5).

Fiir H19 / PEGI/MEST erfolgten insgesamt 37 Aufnahmen. In zwei dieser 37 Aufnahmen
konnten alle vier Sonden dargestellt werden. Bei einem dieser Fille war eine Kolokalisation
jeweils einer Sonde der beiden Loci darstellbar, wobei die beiden restlichen Sonden getrennt
voneinander lokalisiert waren. Der zweite Kern zeigte sogar zwei Interaktionen von jeweils
zwel Sonden der unterschiedlichen Loci (s. Abb. 4.12 b). In zwei weiteren Kernen war eine
Interaktion jeweils einer der beiden unterschiedlichen Sonden detektierbar, wobei jedoch die

anderen beiden Signale nicht nachzuweisen waren (s. Tab. 4.5).
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a)

b)

Abb. 4.12: Zwei-Farben-FISH an plazentaren Interphase-Kernen. Eine gelbe Firbung deutet
auf eine Kolokalisation der beiden Sonden hin. a) Verwendete Sonden: GRBI0 (rot) und H19
(griin). b) Verwendete Sonden: PEGI/MEST (griin) und H19 (rot).

Die Durchfiihrung der gleichen Analyse mit Lymphozyten-Priparaten und den Sonden fiir
HI19 / GRBI0 erbrachte bei 12 Aufnahmen eine Detektion von drei Kernen bei denen alle vier
Signale sichtbar waren. In zwei dieser vier Fille lag eine Kolokalisation jeweils eines Signals,
sowie eine getrennte Lokalisation der beiden restlichen Signale vor. In einem Kern konnten
erstmals alle vier Signale getrennt voneinander nachgewiesen werden. Fiir die Kombination

der Sonden HI19 / PEGI/MEST konnte in fiinf Kernen weder eine Kolokalisation beobachtet
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werden, noch konnten in einem dieser Kerne alle vier Signale gleichzeitig detektiert werden

(s. Tab 4.5).

Tab. 4.5: Anzahl der beobachteten Signale und Interaktionen in den analysierten Kerne
withrend der FISH-Analyse

Zellkultur / Aufgenommene | Kerne mit | Kerne mit Detektierte
Sonden- Kerne allen vier | Kolokalisation jeweils | Kerne mit vier
Kombination insgesamt Signalen |einer der beiden riaumlich
Sonden / mit zwei voneinander
Kolokalisationen getrennten
jeweils einer Sonde Signalen
Trophoblasten-
Zellkultur 106 4 6/0 0
H19/ GRBI0
Trophoblasten-
7 2 1
Zellkultur 3 3/ 0
H19 /| PEGI/MEST
Lymphozyten- 12 3 2/0 |
Praparate
H19/ GRBI0
Priparate
H19 /| PEGI/MEST

4.5.2 Associated Chromosome Trap Assay (ACT)

Zum Nachweis einer Interaktion chromosomalen Materials der H/9-DMR in 11p15 mit der
maternal methylierten Region des Gens GRBIO in 7pl2-pl1.2 und/oder der maternal
methylierten Promotor-Region des Gens PEGI/MEST in 7q32 wurde der ACT-Assay
verwendet (s. 3.2.12).

Bei einer Interaktion dieser chromosomalen Regionen wiirde man erwarten, dass man bei
einer abschlieBenden PCR Produkte erhalten wiirde, die jeweils zu einem Teil aus einem
Fragment der beiden interagierenden Regionen besteht.

Bei der Verwendung aller drei Enzyme und aller moglichen Primer-Kombinationen (Tab.
3.11) wurden PCR-Produkte erzeugt, die dann allerdings bei einer anschlieBenden
Sequenzierung und Vergleich der Sequenzen mit der Datenbank (3.2.14) unspezifischen PCR-
Artefakten zugeordnet werden konnten.

Mit Hilfe des ACT-Assays konnte demnach bisher weder eine Interaktion der Region um H/79
mit dem GRBI10- noch mit dem PEGI/MEST-Locus nachgewiesen werden.
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4.5.3 Quantitative Expressionsanalyse nach Transfektion plazentarer Zellkulturen mit
CTCF-Konstrukten

Bei CTCF handelt es sich um ein hoch konserviertes Protein, das als Regulator der
Expression und des Imprintings diverser Gene dient und verschiedene DNA-Sequenzen mit
Hilfe seiner elf Zink-Finger-Doméinen binden kann.

Es ist beteiligt an der Regulation des Imprintings von H/9 und IGF2 in 11pl5. Um
nachzuweisen, ob dieses Protein auch an der Regulation der geprédgten Regionen in 7pl12-
pl1.2 und/oder 7q32 beteiligt ist und somit als verbindender Faktor zwischen den
unterschiedlichen mit dem SRS assoziierten chromosomalen Verdnderungen dient, wurden
quantitative Real-Time Analysen durchgefiihrt, die die Expression der Gene PEG1/MEST und
GRBI0 nach Transfektion und somit Uberexpression von CTCF in Zellkultur bestimmen
sollten (s. 3.2.10.2).

Drei Trophoblasten-Zellkulturen unterschiedlicher Plazenten wurden kultiviert, die
unabhingig voneinander transfiziert wurden. Insgesamt wurden von diesen drei Zellkulturen
zehn quantitative Analysen der Expression der relevanten Gene durchgefiihrt.

Es erfolgte eine Normierung der Expressionsintensitit der analysierten Gene in den Zellen,
die mit dem CTCF-Konstrukt transfiziert wurden, mit der Intensitit derselben Gene in den
untransfizierten Zellen.

Eine Bestitigung dafiir, dass die Transfektion der Zellen mit dem CTCF-Konstrukt und eine
anschlieBende Expression stattgefunden hat, konnte durch eine deutliche Erhoéhung der
CTCF-Expression bei den transfizierten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Wildtyp-
Zellen um einen normierten Faktor von 48,98 dargestellt werden (s. Abb. 4.13).

Bei dem Zielgen GRBI0 konnte eine leichte Erhohung der Expression um den Faktor 1,26
nachgewiesen werden. Allerdings wurde eine gleichwertige Erhohung der Expression (1,27)
fiir das Referenzgen TBP festgestellt, sodass es sich hierbei lediglich um einen unspezifischen
Effekt handelt, der nicht auf die erhohte Konzentration von CTCF zuriickzufiihren ist.

Als Positiv-Kontrolle wurde die Expression des Gens MYC analysiert, das einer negativen
Regulation durch CTCF unterliegt. Hier bestitigte sich die Wirkung der CTCF-Transfektion
durch eine deutliche Abnahme der MYC-Expression um einen normierten Faktor von 0,89.
Fiir PEGI/MEST konnte sogar eine wesentlich stiarkere Erniedrigung der Expression nach

Transfektion mit CTCF um einen normierten Faktor von 0,41 nachgewiesen werden.
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Abb. 4.13: Dargestellt ist die normierte Expressions-Intensitit (Mittelwerte mit
Standardabweichung) der Gene 7TBP, CTCF, GRBIO PEGI/MEST und MYC in
Trophoblasten-Zellkulturen nach Transfektion mit einem CTCF-Konstrukt. Die Normierung
erfolgte gegen die Expressions-Intensitdt in untransfizierten Zellen. Es liegt ein statistisch
signifikanter Unterschied der Mittelwerte der normierten Expressionsintensitit von CTCF,
PEGI/MEST und MYC zu dem des Kontrollgens TBP vor (*: p<=0,05; ***: p<0,0001).

Da fiir das Referenzgen TBP eine Erhohung der Expression vorliegt, die auf unspezifische
Effekte zuriickzufiihren ist, da keine Beeinflussung dieses Haushaltsgens durch CTCF zu
vermuten ist, kann man davon ausgehen, dass bei Herausrechnen dieser unspezifischen
Faktoren sogar eine deutlichere Erniedrigung der Expression von PEGI/MEST und MYC
vorliegt. Normiert man die Expression von PEGI/MEST und MYC gegen die des

Referenzgens TBP, so kann eine Erniedrigung der Expression dieser beiden Gene um einen

Faktor von 0,45 und 0,67 nachgewiesen werden.

4.6 Etablierung der S00K SNP-Microarray-Technologie

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Etablierung der SO0K SNP-Microarray-Technologie
unter Verwendung von vier genomischen DNAs. Dabei handelte es sich um eine gesunde
Kontrollperson, einen SRS-Patienten (FN) mit bekannter Duplikation in 11p15 sowie zwei
SRS-Patienten bei denen in den vorangegangenen Untersuchungen keine der fiir das SRS

bekannten (Epi)mutationen nachgewiesen werden konnte.
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Wihrend bei der gesunden Kontrollperson und einem der SRS-Patienten keine besonderen
Auffilligkeiten der Kopienzahl innerhalb des Genoms nachgewiesen werden konnten,
bestétigte sich die bekannte Aberration bei dem Patienten FN.

Bei dem SRS-Patienten SR12K konnte eine Duplikation der chromosomalen Region
21922.11-g22.12 von ca. 0,5 Mbp dargestellt werden (Entfernung von pter: 34,42-34,93 Mbp)
(s. Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Darstellung der Microarray-Ergebnisse fiir SR12K auf Chromosom 21. Die Werte
der einzelnen Marker sind als grilne Punkte dargestellt. Der Pfeil verweist auf die SNP-
Marker, die eine Erhohung der Kopienzahl anzeigen.
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Nach Datenbankrecherchen wurde innerhalb der duplizierten Region jedoch ein in der
Literatur beschriebener Kopienzahl-Polymorphismus (CNV) detektiert. Hierbei handelt es
sich um den Polymorphismus 34534 (UCSC), der lokalisiert ist in 21q22.11 - 21g22.12
(Entfernung von pter: 34,64-34,82 Mbp). Des Weiteren ist innerhalb der duplizierten Region
das Gen KCNEI (OMIM #*176261) lokalisiert (Entfernung von pter: 34,74-34,80 Mbp),
welches neben KCNQI in 11pl5 fiir die zweite Untereinheit des kardialen I(Ks) (slowly
activating cardiac delayed rectifier) Kanals kodiert. Die kodierende Sequenz fiir dieses Gen
befindet sich allerdings komplett innerhalb des bekannten Kopienzahl-Polymorphismus.

Nach den ermittelten Daten des Microarrays liegt bei dem Patienten SR12K eine Duplikation
vor, die den beschriebenen Polymorphismus iiberspannt. Vermutlich handelt es sich hierbei
jedoch um Ungenauigkeiten der Microarray-Daten. Diese ungenaue Bruchpunktbestimmung
ist ein bekanntes Problem des verwendeten S00K-Microarrays.

Microarray-Analysen bei den Eltern des Patienten SR12K bestitigten eine Duplikation mit

den gleichen Ausmalien bei seinem Vater. Die Mutter zeigte unauffillige Ergebnisse.
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4.6.1 Bestiitigung der Duplikation mit Hilfe von Mikrosatelliten-Analysen

Mikrosatelliten-Analysen (s. 3.2.4.1) bei dem Patienten SR12K und seinen Eltern bestitigten
die Duplikation bei SR12K und seinem Vater (s. Tab. 4.6).

Tab. 4.6: Verwendete Mikrosatelliten-Marker und ihre  Informativitit zur
Duplikationsanalyse bei Familie SR21. Die Zahlenwerte in den Spalten der verschiedenen
Familienmitglieder gibt Auskunft iiber die Linge (bp) der Allelzustinde der jeweiligen
Mikrosatelliten-Marker.

Marker (Entfernung SR12 Vater SR12 Mutter SR12 Kind
von 21pter in Mbp)
21-3455 (34,55) 228 228-234 228-228-234
21-3456 (34,56) 303 303-311 303-303-311
21-3461 (34,61) 238 230-236 230-238-238
21-3470 (34,70) 158-160-160 158-168 158-158-160

Aufgrund einer geringen Anzahl beschriebener Marker in dieser Region konnte keine genaue
Eingrenzung der Duplikation mit diesem Verfahren erfolgen. Bei einem Screening von 14
weiteren gut charakterisierten SRS-Patienten, ohne (Epi)mutationen auf Chromosom 11 oder

7, wurde keine Duplikation detektiert.
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5. Diskussion

5.1 (Epi)genetische Verinderungen in 11p15 beim SRS

Beim SRS handelt es sich um ein Kleinwuchssyndrom, das assoziiert ist mit (epi)genetischen
Mutationen innerhalb der Region 11pl5. Diese Veridnderungen sind genau gegensitzlich zu
denen, die fiir das BWS beschrieben werden. Allerdings konnten bisher nicht alle
Auffilligkeiten in 11p135, die fiir das BWS beobachtet wurden, auch in umgekehrter Form fiir
das SRS identifiziert werden. Zur genaueren Charakterisierung und Einordnung der
verschiedenen Veridnderungen wurden in der vorliegenden Arbeit 72 Patienten mit typischem
SRS sowie 188 Patienten der Routinediagnostik mit klinischen Merkmalen eines SRS mit

Hilfe unterschiedlicher Verfahren untersucht.

5.1.1 Haufigkeitsbestimmung der ICR1-Hypomethylierungen bei SRS-Patienten und bei

Patienten mit allgemeiner Wachstumsretardierung

Zur Haufigkeitsbestimmung von Hypomethylierungen der ICR1 in 11p15 bei 72 Patienten
mit typischen SRS-Merkmalen, sowie 188 Patienten der SRS-Routinediagnostik und bei
insgesamt 108 Patienten mit isolierter Wachstumsretardierung ohne SRS-Merkmale, wurde
eine MS-MLPA angewendet.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es unter anderem, Haufigkeiten von
Hypomethylierungen bei gut charakterisierten Patienten mit SRS mit denen bei Patienten der
Routinediagnostik zu vergleichen. Des Weiteren sollte eine Aussage dariiber getroffen
werden, ob es sich bei den beobachteten Hypomethylierungen bei Patienten mit SRS um ein
SRS-spezifisches Merkmal handelt, oder ob diese epigenetische Verdnderung auch mit einer
SRS-unspezifischen Wachstumsretardierung assoziiert ist.

Bedingt durch eine geringe Erfahrung der behandelnden Arzte mit seltenen Syndromen wie
dem SRS erfolgt hdufig eine ungenaue klinische Diagnosestellung. Aus diesem Grund ergibt
sich eine wesentlich geringere Hiufigkeit fiir ICR1-Hypomethylierungen bei Patienten mit
SRS-Merkmalen der Routinediagnostik, als bei gut charakterisierten SRS-Kollektiven.

Die Frequenz von Hypomethylierungen der ICR1 beim SRS liegt nach Literaturangaben bei
38-63% (s. 2.2.2.2.3) (zur Ubersicht: Eggermann et al., 2008a). In der vorliegenden Arbeit

konnte in dem Gesamt-Kollektiv der typischen SRS-Patienten eine Haufigkeit von 38,8% im
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Vergleich zu 14,9% bei den Patienten der Routine-Diagnostik bestimmt werden (Eggermann
et al., 2008a; Eggermann et al., eingereicht).

Nach Erfassung genauerer klinischer Daten von 13 der 28 Patienten mit Hypomethylierung
aus dem Diagnostik-Kollektiv stellte sich heraus, dass alle 13 betroffenen Patienten die
typischen klinischen SRS-Merkmale aufwiesen und somit der klinische Befund
molekulargenetisch bestitigt werden konnte. Bei drei dieser Patienten lag allerdings eine sehr
milde postnatale Wachstumsretardierung vor. Lediglich die typische intrauterine
Wachstumsretardierung sowie Asymmetrien und eine prominente Stirn wurden bei diesen
drei Patienten als SRS-Merkmale beobachtet.

Nach den Diagnose-Kriterien von Netchine et al. (2007) werden relativ strikte Kriterien zur
Diagnostik eines SRS festgelegt (s. 2.1). Durch die Anwendung dieser Kriterien wird eine
sichere klinische Einordnung des SRS ermdoglicht. Hiufig werden jedoch auch SRS-Patienten
beschrieben, die klinisch eher einen milden Phénotyp aufweisen, der Befund jedoch genetisch
trotzdem bestétigt werden kann. Somit sollten, auch aufgrund mangelnder klinischer Routine
der niedergelassenen Arzte, mildere als die von Netchine et al. (2007) postulierten Kriterien
als MalB3stab zur Durchfiithrung einer genetischen Diagnostik gewéhlt werden. Auch im Fall
unserer drei SRS-Patienten mit Hypomethylierung und mildem klinischen Phénotyp wire bei
Anwendung der strikten Kriterien von Netchine et al. (2007) der Ausschluss einer SRS-
Diagnostik erfolgt und somit ein falsch negativer Befund aufgrund der klinischen Einordnung
erhoben worden.

Bei dem Vergleich von Detektionsraten der ICR1-Hypomethylierung bei Anwendung der
MS-MLPA und des Southern-Blot-Verfahrens (s. 4.1.1) bei 43 gut charakterisierten SRS-
Patienten, wurden abweichende Ergebnisse nachgewiesen. Mit Hilfe des Southern-Blots
konnte bei 16 der 43 (37,2%) Patienten und mit der MS-MLPA bei 22 der 43 (51,2%)
Patienten eine Hypomethylierung nachgewiesen werden (Eggermann et al., 2008c). Somit
erfolgt eine starke Erhohung der Detektionsrate bei Verwendung der MS-MLPA.
Anschlieend erfolgte eine Analyse des genauen Methylierungszustandes der CTCF-
Bindestelle 3 in der ICR1 mittels Bisulphit-Sequenzierung (s. 4.1.5) bei zwei der sechs
Patienten mit diskrepanten MS-MLPA- / Southern-Blot-Ergebnissen (SR27K; SR30K) sowie
einem Patienten (SR40K) mit Detektion einer Hypomethylierung in beiden Verfahren.
Hierbei konnte eine fast vollstindige Demethylierung bei SR40K nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu zeigte SR27K lediglich eine leichte Hypomethylierung und SR30K ein

normales Methylierungsmuster innerhalb dieser Bindestelle. Das diskrepante Ergebnis der
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beiden Anwendungen erklidrt sich demnach vermutlich aus einer allgemein sehr milden
Hypomethylierung bei beiden Patienten. Die Bisulphit-Sequenzierung der CTCF-Bindestelle
3 sowie der Southern-Blot mit Verwendung einer Sonde ausschlieBlich fiir die CTCF-
Bindestelle 3 reprisentieren Methylierungs-Befunde zu sehr begrenzten Abschnitten der
ICR1, wihrend bei der MS-MLPA mehrere Sonden zur ICR1 Analyse verwendet werden.
Somit ldsst ein normaler Methylierungsbefund bei ausschlieBlicher Durchfithrung des
Southern-Blots oder der Bisulphit-Sequenzierung einer einzelnen Region keinen genauen
Befund zum Methylierungsstatus eines Patienten zu. Bei der MS-MLPA handelt es sich somit
aufgrund der hohen Sensitivitit sowie der Abdeckung eines groBeren unterschiedlich
methylierten Bereichs um die derzeitige Methode der Wahl.

Bei der Untersuchung von 20 Patienten mit isolierter intrauteriner Wachstumsretardierung
(IUGR), 30 Patienten mit isolierter IUGR und postnataler Wachstumsretardierung (PGR)
sowie 58 weiteren Patienten mit Wachstumsretardierung und zusitzlichen klinischen
Auffilligkeiten, die nicht mit einem SRS assoziiert sind, konnte bei keinem der untersuchten
Patienten eine Hypomethylierung der ICR1 nachgewiesen werden (Eggermann et al., 2008a;
Schonherr et al., 2006). Somit handelt es sich bei einer ICR1-Hypomethylierung vermutlich
um eine spezifische mit dem SRS assoziierte Verdnderung, die zur molekulargenetischen
Bestitigung fiir die Diagnose eines SRS verwendet werden kann. Auch weitere in der
Literatur beschriebene Untersuchungen zur Spezifitit von ICR1-Hypomethylierungen beim

SRS bestitigten diesen Befund (zur Ubersicht Eggermann et al., 2008a).

5.1.2 Relevanz seltener sowie bisher unbekannter 11p15-(Epi)mutationen beim SRS

Zum Nachweis bisher nicht in der Literatur beschriebener (Epi)mutationen in 11pl5 bei
Patienten mit SRS erfolgte eine spezifischere Analyse der MS-MLPA-Muster bei dem
beschriebenen Kollektiv von 72 SRS-Patienten und 188 Patienten der Routine-Diagnostik mit
SRS-Merkmalen (s. 4.1.2). Methylierungsdefekte innerhalb der zentromerischen ICR2 sowie
Mikrodeletionen in 11p15 oder UPDs des Chromosom 11, wie sie fiir das BWS beschrieben
sind, konnten innerhalb der vorliegenden Studie bei diesen Patienten nicht nachgewiesen
werden (Eggermann et al., 2006; Eggermann et al., 2008c¢).

Allerdings konnen die beschriebenen (Epi)mutationen als eine mogliche Ursache fiir die
Auspriagung eines SRS nicht ausgeschlossen werden. Wie zum Beispiel der Nachweis einer

maternalen Duplikation ausschlieBlich der ICR2 bei bisher nur einem beschriebenen Patienten
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(FN) mit SRS zeigt, konnen auch seltene (epi)genetische Auffilligkeiten bei Patienten mit
SRS beschrieben werden, sodass eine Relevanz der hier untersuchten Auffilligkeiten gut
vorstellbar ist.

Mit dem Nachweis einer maternalen Duplikation bei dem SRS-Patienten LE mit Hilfe der
MS-MLPA konnte erneut eine der seltenen Verdnderungen, die fiir das SRS bekannt sind,
detektiert (zur Ubersicht: Eggermann et al., 2005) und somit die Relevanz dieser Abberation
fiir die Atiologie des SRS bestitigt werden. Bis auf den oben erwihnten Fall des Patienten FN
schlieBen alle bisher beschriebenen Duplikationen des Chromosoms 11 bei SRS-Patienten,
einschlieBlich der des Patienten LE, die komplette Region 11p15 ein.

Bei der Duplikation von LE handelt es sich um eine unbalancierte Translokation
chromosomalen Materials 11 auf dem p-terminalen Ende des Chromosoms 15. Die Mutter des
Patienten weist diese Translokation ebenfalls auf, allerdings liegt sie bei ihr balanciert vor,
sodass sich bei ihr keine Veridnderung der Kopienanzahl chromosomalen Materials ergibt. Der
Patient LE erbte das derivative Chromosom 15 mit dem translozierten Chromosom 11-
Material sowie zusitzlich das normale Chromosom 11 von der Mutter, sodass durch das
Hinzukommen des viterlichen Chromosoms 11 bei der Befruchtung drei Kopien des
duplizierten Materials bei dem Patienten vorliegen.

Da es bei einer UPD(11)pat zu der Entstehung eines BWS kommit, stellt sich die Frage ob in
der Familie von LE bei einer Vererbung des miitterlichen normalen Chromosoms 15 sowie
des Chromosom 11 das die Deletion trigt, ein BWS bei Nachkommen mit dieser Aberration
vorstellbar wire. Wie bei einer UPD(11)pat wiirde auch hier das maternale Allel verloren
gehen, wobei allerdings zusitzlich eine erniedrigte Expression aller nicht geprigten Gene
innerhalb dieser Region vorlidge, sodass ein weitaus schwererer Phanotyp bei Nachkommen
mit dieser Deletion angenommen werden muss. Bisher sind in der Literatur keine Patienten
mit BWS beschrieben, die eine maternale Deletion der kompletten Region 11p15 oder eine
durchgéingige UPD(11)pat, die nicht im Mosaik vorliegt, aufweisen. Dies ldsst darauf
schliefen, dass ein kompletter Verlust des maternalen Allels von 11pl5 in der frithen
Entwicklung letal wirkt. Robinson et al. (2007) berichteten iiber einen Fall, bei dem
ausschlieBlich in der Plazenta eine unbalancierte Translokation vorlag, die zu einem Verlust
der maternalen Kopie 11pl15.5 und einer partiellen Duplikation von 17q fiihrte. Dieser
genetische Befund verursachte einen Tod des Feten in der 34. SSW, eine mesenchymale

Dysplasie der Plazenta sowie einen Growuchs.
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5.1.3 Ausschluss eines allgemeinen Hypomethylierungssyndrom beim SRS

Die Beobachtung einer generellen Hypomethylierung zusitzlicher, nicht direkt mit dem
Syndrom assoziierten Loci bei Patienten mit den Imprinting-Syndromen TNDM (transient
neonatal diabetes mellitus) und BWS (Mackay et al., 2006; Rossignol et al., 2006) (2.2.2.2.3)
veranlasste in der vorliegenden Studie eine Suche nach allgemeinen Hypomethylierungen bei
Patienten mit SRS. Die in der Literatur beschriecbenen TNDM-Patienten mit allgemeinem
Hypomethylierungssyndrom zeigen neben ihren generellen phénotypischen Auffilligkeiten
weitere nicht-TNDM-spezifische Merkmale (Mackay et al., 2006). Da es sich auch beim SRS
um ein Imprinting-Syndrom handelt, das mit einer Hypomethylierung der ICR1 assoziiert ist
und es sich um ein klinisch heterogenes Syndrom handelt, wére es denkbar, dass auch bei
Patienten mit SRS solche allgemeinen Hypomethylierungen vorzufinden sind.

In der vorliegenden Studie wurde demnach analysiert, ob generelle Hypomethylierungen ein
hiufiges Merkmal von Imprinting-Erkrankungen darstellen und ob diese ebenfalls beim SRS
auftreten.

In keiner der zehn analysierten Patienten mit SRS und UPD(7)mat und 22 Patienten mit
ICR1-Hypomethylierung konnte eine Hypomethylierung der analysierten gepridgten Loci in
6924, 1432 und der ICR2 in 11p15 detektiert werden (Schonherr et al., 2008). Aufgrund der
geringen Anzahl von untersuchten Patienten kann die Relevanz einer Hypomethylierung
weiterer elterlich gepridgter Regionen oder eines allgemeinen Hypomethylierungssyndroms
fiir das SRS allerdings nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Des Weiteren konnte eine
Untersuchung zusitzlicher, unterschiedlich methylierter Regionen die Analyse erweitern.
Tatsdchlich konnte eine Hypomethylierung weiterer Regionen milde Unterschiede in den
phéinotypischen Merkmalen bei Patienten mit SRS erkldren, sodass weitere Analysen zu
generellen Hypomethylierungen besonders bei SRS-Patienten mit zusétzlichen klinischen

Symptomen relevant sind.

5.2 Charakterisierung einer isolierten maternalen ICR2-Duplikation

Mit der Detektion einer 0,76-1,0 Mbp groBen Duplikation bei dem SRS-Patienten FN konnte
in der vorangegangenen Studie von Schonherr (2005) der erste Fall beschrieben werden, bei
dem ausschlieBlich die zentromerische ICR2 in 11p15 betroffen ist (Schonherr et al., 2007a).

Somit wurde die Relevanz auch dieser Region in 11p15 fiir das SRS bestitigt.
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In der vorliegenden Arbeit konnte nun durch weiterfithrende Analysen sowohl eine engere
Eingrenzung der duplizierten Region erfolgen, als auch die Entstehung und Segregation der
Duplikation innerhalb der Familie nidher definiert werden.

Eine Segregationsanalyse ergab, dass die Mutter von FN die Duplikation von ihrem Vater
geerbt hat (s. Abb. 5.1). Da diese Duplikation jedoch in seiner DNA nicht nachzuweisen ist,
handelt es sich vermutlich um eine Neumutation, die in seinen Keimzellen stattgefunden
haben muss. Die Entstehung der Duplikation ist auf einen ungleichen Austausch von Material
zwischen zwei Schwesterchromatiden eines Chromosom 11 in einer priameiotischen Mitose
zuriickzufiihren, da es sich um eine Tandem-Duplikation handelt, bei der das duplizierte
Material vom selben Chromosom stammt. Im Anschluss daran erfolgte wihrend der Meiose
des Grofvaters eine Rekombination zwischen seinen beiden homologen Chromosomen 11
innerhalb der telomerischen Kopie des duplizierten Segments zwischen den Markern 11-2357
und 11-2427. Da diese Rekombination lediglich eine der beiden Kopien, diese jedoch nicht
vollstandig sondern nur zwischen den Markern 11-2357 und 11-2427 betraf, kommt es somit
zu einer Beibehaltung eines homozygoten Allelzustands und einer Herstellung heterozygoter
Allelzustinde bei unterschiedlichen Markern innerhalb der Duplikation, je nach ihrer
Lokalisation. Diese Formationsmechanismen werden bei der Betrachtung des derivativen
Chromosoms 11 bei der Mutter von FN ersichtlich.

Eine weitere Rekombination innerhalb der Duplikation von Chromosom 11 muss innerhalb
der Keimbahn der Mutter von FN stattgefunden haben, da das miitterlich ererbte Chromosom
11 von FN innerhalb der duplizierten Region grovéterliches sowie groBmiitterliches Material
aufweist. Diese Rekombination betraf auch hier die zentromerische Kopie der duplizierten
Region, wobei eine Rekombination der beiden groBelterlichen Chromosomen 11 zwischen
den Markern 11-2357 und 11-2427 in der Keimbahn der Mutter erfolgte.

Mit dem Ausschluss der Duplikation bei den unauffilligen und normalwiichsigen
Geschwistern der Mutter von FN sowie bei dem normalwiichsigen zweiten Kind wird die
Relevanz der Duplikation fiir die Auspriagung eines SRS weiter unterstiitzt. Des Weiteren
konnte erst kiirzlich in einer Studie von Vianna-Morgante et al. (2008) eine &hnliche
Duplikation ausschlieBlich der ICR2 in einer weiteren Familie nachgewiesen werden. Bei fiinf
der sieben Kinder wurde eine Duplikation maternaler Herkunft detektiert. Wihrend die
Duplikationstrager SRS-spezifische Merkmale aufwiesen, waren sowohl die beiden Kinder
ohne Duplikation als auch die Mutter, die die Duplikation von ihrem Vater geerbt hatte,

klinisch unauffillig.
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung des Formations-Mechanismus der Duplikation bei
Patient FN und seiner Familie.

Da die Mutter von FN dieselbe Duplikation trigt wie ihr Sohn, sie allerdings einen
unauffilligen Phénotyp zeigt, kann man vermuten, dass in diesem Fall elterlich geprigte
Faktoren an der Auspriagung des SRS beteiligt sind. Da die Mutter die Duplikation iiber das

viterliche Chromosom geerbt hat und der Patient FN die Duplikation von seiner Mutter
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erhielt, kann die unterschiedliche Expression relevanter Gene vom miitterlichen bzw.
viterlichen Chromosom eine entscheidende Rolle spielen.

Nach Eingrenzung der Duplikation auf die ICR2 bei dem Patienten FN und seiner Mutter
wurde das wachstumsinhibierende Gen CDKNIC, das innerhalb der duplizierten Region
lokalisiert ist und ein Kandidatengen fiir das SRS darstellt, als verantwortlicher Faktor fiir die
Ausprigung des SRS bei dem Patienten FN vermutet. CDKNIC wird lediglich vom
maternalen Allel exprimiert, wodurch eine Duplikation des miitterlichen Allels theoretisch
eine erhohte Dosis dieses Genprodukts bewirken miisste, wihrend eine paternale Duplikation
eine normale Dosis zur Folge hiitte.

Wie die quantitativen Analysen der CDKNIC-Expression zeigten, lag tatsdchlich eine
Expression beider Kopien innerhalb der Duplikation des maternalen Allels bei dem Patienten
FN vor. Somit konnte sich ein vermindertes Wachstum bei diesem Patienten durch eine
erhohte Expression dieses Wachstumsinhibitors erkléren.

Aufgrund der Expression von CDKNIC ausschlieBlich vom maternalen Allel ergibt sich fiir
die Mutter, die die Duplikation paternal geerbt hat, keine Anderung der generellen Expression
dieses Gens. Allerdings zeigte sich auch bei der Mutter in der quantitativen Analyse eine
Expression beider Allele in ihren Lymphozyten. Wahrscheinlich ergibt sich dies jedoch
lediglich durch eine verschobene Inaktivierung des elterlichen Imprintings (Algar et al., 2000)
von CDKNIC in Lymphozyten und der daraus resultierenden milden Expression von
CDKNIC vom paternalen Allel, was durch die Duplikation des paternalen Allels zusitzlich
leicht verstdarkt wird. Diese milde Dosiserhohung hat keine Relevanz, da die verschobene
Inaktivierung vermutlich nur in den Lymphozyten vorliegt und nicht in den fiir das Wachstum

und die Entwicklung relevanten Geweben (Schonherr et al., 2007a).

Innerhalb der duplizierten Region ist ebenfalls das Gen KCNQI lokalisiert. Bei KCNQI
(OMIM *607542) handelt es sich um das kodierende Gen des Proteins KVLQT]1, das eine
Komponente eines kardialen, spannungsabhiingigen K*-Kanals darstellt. KVLQT]1 interagiert
mit ISK (KCNET) (OMIM *176261), die zusammen den kardialen I(Ks) (slowly activating
cardiac delayed rectifier) Kanal bilden, der zur Modulierung der Aktionspotentialdauer in den
kardialen Myozyten dient. Eine Dysfunktion dieses Kanals kann zu plotzlichem Herzversagen
fiihren. Mutationen innerhalb der Gene KCNQI oder KCNE]I, die einen Verlust der Funktion
verursachen, fiihren zu einem Long-QT Syndrom, d.h. zu einer Verldngerung der QT-Phase in

der Herzmuskelerregung.
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Mutationen, die zu einem Funktionszugewinn fithren, bewirken das Short-QT Syndrom,
welches eine verkiirzte QT-Phase verursacht. Da Patienten mit SRS keine bekannten
kardialen Symptome aufweisen und KCNQ/ bisher bei allen beschriebenen Duplikationen in
11p15 bei Patienten mit SRS mit eingeschlossen war, wurde eine Relevanz einer Duplikation
dieses Gens fiir das SRS bisher ausgeschlossen. Allerdings wurde bei dem Patienten SR12K
in der Microarray-Analyse (s. 4.6) eine Duplikation identifiziert, die die genomische Sequenz
des Gens KCNEI beinhaltet. Da eine Rolle von KCNQI in der Atiologie des SRS nicht
vollkommen ausgeschlossen ist wurden aufgrund dieser Ergebnisse quantitative Expressions-
Analysen fiir KCNQ1 bei dem Patienten FN und seiner Mutter durchgefiihrt.

Bei KCNQI handelt es sich ebenfalls um ein elterlich geprigtes Gen, das lediglich vom
maternalen Allel exprimiert wird. In der Expressionsanalyse zeigte sich eine nur leicht
erhohte Expression von KCNQ1 bei der Mutter sowie eine stark erhohte Expression bei dem
Patienten FN. Bei der Mutter kann die minimale Expressionserhohung vermutlich wie fiir
CDKNIC erklart werden, da bei ihr die Duplikation paternal vererbt wurde und das paternale
KCNQI-Allel normalerweise nicht exprimiert wird. Bei dem Patienten FN ergibt sich die
erhohte Expression durch eine maternale Duplikation und somit Verdopplung des maternal
exprimierten Allels.

Im Kleinkindalter wurde bei FN eine milde Bradykardie festgestellt, die allerdings in spiteren
Untersuchungen nicht wieder beobachtet werden konnte.

Ob eine Duplikation und somit Dosiserhdhung des Proteins einen kardialen Defekt
verursachen konnte muss durch weiterfithrende Analysen untersucht werden. Eine Relevanz

fiir die Atiologie des SRS selbst ist vermutlich auszuschlieBen.

5.3 Relevanz der untranslatierten RNA H19 fiir das SRS

Aufgrund der moglichen Bedeutung des Gens H19 fiir die Atiologie des SRS wurden in der
vorangegangenen Studie von Schonherr (2005) 44 SRS-Patienten auf Mutationen innerhalb
der genomischen Sequenz von HI/9 untersucht. HI9 ist lokalisiert in 11pl15 und wird
ausschlieBlich vom maternalen Allel exprimiert. Seine Funktion ist bisher nicht bekannt,
allerdings vermutet man, dass es in der Regulation des Imprintings der ICR1 und somit in der
Expression des Wachstumsfaktors /GF2 beteiligt sein konnte.

Bei drei Patienten wurden Varianten innerhalb der Sequenzen dieser nicht-kodierenden RNA

detektiert. Um nachzuweisen, ob es sich bei den beschriebenen Mutationen um
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Polymorphismen handelt, wurden 140 Kontrollpersonen auf diese Varianten untersucht
(Schonherr et al., in Druck). In keiner der verwendeten Kontrollen konnten die beschriebenen
Mutationen nachgewiesen werden.

Da die nachgewiesenen Mutationen einen Einfluss auf die mogliche H/9-Funktion, zum
Beispiel bei der Regulation der ICR1, haben konnten, wurden in der vorliegenden Arbeit
Expressions- und Splicinganalysen zu den verschiedenen Varianten durchgefiihrt (Schonherr
et al., 2008).

Bei der Analyse von alternativen Spliceprodukten von H79 nach Transfektion von HEK293-
Zellen mit Konstrukten der drei varianten Sequenzen erfolgte ein Nachweis von nahezu den
gleichen Splice-Produkten bei allen verwendeten varianten Konstrukten im Vergleich zu
denen der Wildtyp-Sequenz. Des Weiteren sind einige der entstehenden Transkripte in den
Datenbanken beschrieben, sodass es sich vermutlich um gewdhnliche Splice-Varianten
handelt.

Wihrend fiir den Patienten SR17K (g.8616_8618delGGQG) ein direkter Einfluss der bei ihm
detektierten Deletion fiir das Splicing von H/9 ausgeschlossen werden konnte, wurde fiir den
Patienten SR81K (g.8818_8820delAGG) eine quantitative Verschiebung der Expression der
verschiedenen Transkripte beobachtet. Diese Verschiebung der Expression bewirkte einen
fast vollstandigen Verlust einzelner Transkripte, sodass diese Variante einen Einfluss auf die
zellspezifische Funktion von H/9 haben konnte.

Bei der Patientin SR93K und ihrem gesunden Vater resultierte die Duplikation von 39 bp auf
genomischem Level (g.9867_9905dup39) in einer Duplikation von 39 bp auf RNA-Ebene. Da
diese Duplikation jedoch den Exon 2/Intron 2-Ubergang einschlieBt, liegt eine Verdoppelung
dieser Splice-Erkennungsstellen vor. Die Expressionsanalysen zeigten, dass es aufgrund
dieser Duplikation zu einer alternativen Entstehung von zwei unterschiedlichen Splice-
Produkten kommt, je nachdem, welche der beiden Erkennungsstellen genutzt wird. Bei der
Wahl der 5°-lokalisierten Splicestelle entsteht das Wildtyp-Produkt, wihrend bei der
Verwendung der 3’-lokalisierten Erkennungsstelle die Bildung der varianten RNA mit einer
Duplikation von 39 bp erfolgt. Die Analysen zeigten, dass einer Bevorzugung der 3°-
lokalisierte Splicestelle sowohl bei der RNA aus transfizierten HEK293 sowie aus
Lymphozyten der Patienten vorliegt.

Bei der Verwendung der 39 bp-Duplikation als Marker fiir die Expression der beiden
elterlichen Allele in Lymphozyten bei der Patientin SR93K und ihrem Vater wurde eine

monoallelische Expression bei der Patientin SR93K und eine Expression beider
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Zustandsformen bei ihrem Vater nachgewiesen. Die Duplikation bei der Patientin ist von
paternaler Herkunft, sodass sich die monoallelische Expression des maternalen Wildtyp-
Allels durch die generelle Inaktivierung des paternalen Allels in den Lymphozyten erklart.
Der Vater erbte die Duplikation jedoch von seiner Mutter, wodurch bei ihm die Expression
beider Zustandsformen nicht auf eine Expression beider elterlichen Allele zuriickfiihren ist,
sondern auf die Verwendung beider Splicestellen innerhalb der Duplikation (Wildtyp und
zusitzliche durch die Duplikation erzeugte Erkennungsstelle) auf dem maternalen Allel. Da
der Vater keine klinischen Symptome eines SRS aufweist, kann ein Effekt dieses varianten
H19-Transkripts im Blut fiir das SRS ausgeschlossen werden.

Eine veridnderte Regulation der HI9-Expression auf dem paternalen Allel und somit
zusitzliche Expression von HI9 vom paternalen Allel, ausgelost durch die paternale
Duplikation, konnte in den Lymphozyten von SR93K nicht beobachtet werden.

Neben der hier beschriebenen Variante konnte bei der Patientin SR93K ebenfalls eine
Hypomethylierung der ICR1 mittels MS-MLPA detektiert werden. Es ist somit denkbar, dass
es sich bei der H/9-Mutation lediglich um einen seltenen Polymorphismus handelt und bei
der Patientin SR93K der Methylierungsdefekt fiir die Ausprigung des SRS verantwortlich ist.
Moglich wire jedoch auch ein Einfluss in cis der Variante selbst auf die Erstellung des
Methylierungsmusters in der ICR1. Bei dem Vater kann ein Effekt dieser Art ausgeschlossen
werden, da er die Duplikation von seiner Mutter geerbt hat und das maternale Allel der ICR1
das unmethylierte Allel darstellt.

Da fir HI9 bisher keine genaue Funktion bekannt ist, man jedoch einen engen
Zusammenhang dieser untranslatierten RNA mit der Regulation des Imprintings in 11p15
vermutet, ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei der Detektion von Varianten bei drei von
44 Patienten um Polymorphismen handelt. Des Weiteren handelt es sich bei H/9 um eine in
der Evolution hoch konservierte Sequenz (Brannan et al., 1990). Kiirzlich detektierten Cai
und Cullen (2007) in vivo die microRNA miR-675, die aus der genomischen HI9-Sequenz
hervorgeht.

Somit gibt es verschiedene Moglichkeiten eines Effekts der detektierten H/9-Mutationen:

Bei dem Patienten SR81K wiire es denkbar, dass durch die verschobene Expression von H/9
die benotigten Transkripte zur Synthetisierung der funktionellen miRNA von H/9 nicht in der
ausreichenden Menge vorliegen. Dadurch konnte die Funktion von HI19 selbst oder
nachgeschalteter regulatorischer Elemente beeinflusst werden. Obwohl die detektierten

Varianten nicht in der direkten Sequenz der miR-675 lokalisiert sind, konnten sie dennoch die
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primdre miRNA, die die vorldaufige miR-675 bildet, betreffen und somit einen Einfluss
austiben.

Des Weiteren konnte durch die detektierten Varianten die richtige Faltung der H19 RNA
gestort werden, sodass die bisher unbekannte Funktion der untranslatierten RNA beeinflusst
wird.

Bei dem Patienten SR81K wire es denkbar, dass die starke Verminderung der Expression
einzelner Transkripte eine gestorte zelluldre Funktion in relevanten Geweben hervorruft, in
denen genau diese Transkripte eine wichtige Funktion ausiiben.

Die 39bp-Duplikation bei der Patientin SR93K konnte einen Umbau wichtiger
Chromatinstrukturen bewirken, der die Expression benachbarter Gene beeinflusst. Die
genomische Sequenz von HI9 ist innerhalb eines speziellen Chromatin-Konstruktes
lokalisiert (Kurukuti et al., 2006), das durch Veridnderung seiner Struktur die Expression
einzelner Gene und somit das Imprinting der ICR1 beeinflusst, indem es die Interaktion
verschiedener Promotoren mit Enhancer-Elementen reguliert. Eine Verdnderung in der Lénge
der genomischen Sequenz von H/9 konnte somit einen Einfluss auf diese rdumliche Struktur
und dadurch auf die Regulation der Expression relevanter Gene haben.

Wagschal und Feil (2006) vermuteten, dass neben der DNA-Methylierung weitere Faktoren,
wie zum Beispiel nicht-kodierende untranslatierte RNAs, einen Einfluss auf das elterliche
Imprinting haben. So konnte zum Beispiel eine verdnderte HI9-Sequenz das Imprinting
wachstumsrelevanter Gene storen.

Zur Beurteilung der genauen Relevanz der varianten H/9-Sequenzen fiir das SRS sind somit
weitere Analysen notwendig, die eine genauere Funktion dieser untranslatierten RNA

ermoglichen sollten.

5.4 Bedeutung (epi)genetischer Verinderungen auf Chromosom 7 fiir das SRS

Bei 7-10% der Patienten mit SRS konnen Duplikationen oder maternale UPDs des
Chromosoms 7 beobachtet werden. Wihrend bisher lediglich einzelne Fille von
Duplikationen ausschlieBlich des p-Arms von Chromosom 7 nachgewiesen wurden (zur
Ubersicht: Eggermann et al., 2008a), handelt es sich bei den UPDs(7)mat um die hiufiger
vorliegende Aberration (s.2.2.2.1). Bei der Analyse von UPDs(7)mat bei den beiden
verwendeten SRS-Kollektiven konnte, ebenso wie bei der Detektion von
Methylierungsdefekten in der ICR1 mit der MS-MLPA (s. 5.1.1), gezeigt werden, dass eine

hohere Detektionsrate bei gut charakterisierten Kollektiven (12,5%) im Vergleich zu
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Patienten der SRS-Routinediagnostik (2,3%) zu erwarten ist. Dennoch sollten auch fiir diese
molekulargenetische Diagnostik die Kriterien zu ihrer Durchfithrung nicht verschérft werden,
da vor allem bei Patienten mit UPD(7)mat hédufig ein milderer SRS-Phinotyp vorliegt. Bei
einer Diagnostik lediglich der Patienten mit typischen SRS-Merkmalen konnten somit
einzelne Patienten tibersehen werden.

Mit der Beschreibung von bisher zwei SRS-Patienten in der Literatur (Hannula et al., 2001;
Reboul et al., 2006), die eine segmentale UPD(7)mat ausschlieBlich eines bestimmten
Abschnitts des q-Arms aufwiesen, wurde neben der Duplikationsregion in 7p zusitzlich in 7q
eine Kandidatenregion fiir das SRS auf Chromosom 7 festgelegt. Sowohl 7p12-p11.2 als auch
7q31-qter beinhalten elterlich geprigte Abschnitte, die der Regulation der Kandidatengene
GRBI10 in 7p und PEGI/MEST in 7q dienen. In der vorliegenden Arbeit konnten zwei weitere
SRS-Patienten mit segmentaler UPD(7)mat detektieren werden (Eggermann et al., 2008d), bei
denen ebenfalls die gepridgte Region in 7q mit PEGI/MEST betroffen ist. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die relevante Funktion dieser Region und somit des Kandidatengens

PEGI/MEST fiir die Atiologie des SRS.

Fiir Patienten mit dem ,,Maternalen UPD14 Syndrom* konnten kiirzlich isolierte Imprinting
Mutationen beschrieben werden (Temple et al., 2007). Aufgrund der segmentalen
UPDs(7)mat beim SRS, die immer den elterlich geprigten Locus mit dem Kandidatengen
PEGI/MEST einschliefen, wurden in der vorliegenden Studie Untersuchungen hinsichtlich
eines isolierten Methylierungsdefekts dieses PEGI/MEST-Locus durchgefiihrt. Obwohl bei
keinem der analysierten SRS-Patienten solche Veridnderungen nachgewiesen werden konnten
(Schonherr et al., 2008) kann eine Beteiligung solcher Methylierungsdefekte an der Atiologie
des SRS nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Da das maternale Allel methyliert ist,
hitte eine Hypermethylierung denselben Effekt wie eine UPD(7)mat. Die reduzierte
Expression des wachstumrelevanten Gens PEG1/MEST, das paternal exprimiert wird, konnte
somit moglicherweise in einem verminderten Wachstum resultieren und einen Einfluss fiir die
Atiologie des SRS besitzen.

Bei einem isolierten Methylierungsdefekt in 7q handelt es sich demnach durchaus um einen
denkbaren Mechanismus zur Auspriagung eines SRS. Da es sich beim SRS um ein sehr
heterogenes Syndrom handelt, fiir das bereits einige sehr selten auftretende (epi)genetische
Auffilligkeiten beschrieben wurden, konnten weitere Untersuchung in einem groBeren SRS-

Kollektiv ndheren Aufschluss zu einer moglichen Rolle dieser Verdnderung liefern.
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5.5 Interchromosomale Interaktionen der geprigten Regionen auf Chromosom 11 und 7

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war der Nachweis einer moglichen funktionellen
Verbindung zwischen den unterschiedlichen elterlich geprigten Regionen, die mit dem SRS
assoziiert sind. Um eine denkbare rdumliche Interaktion der Region in 11p15 mit 7q21-qter
oder 7pl12-p11.2 detektierten zu konnen, wurden ein ACT-Assay sowie FISH-Analysen
durchgefiihrt. Ahnliche chromosomale Interaktionen zwischen spezifischen Regionen der
Maus-Chromosomen 7 und 11 wurden kiirzlich von Ling et al. (2006) nachgewiesen.

Zur Durchfiihrung beider Untersuchungen wurden Trophoblasten-Zellkulturen verwendet, da
es sich hierbei um embryonales Gewebe handelt und beim SRS bereits das Wachstum des
Fetus sowie der Plazenta wihrend der Embryonalentwicklung gestort ist. Eine Analyse
plazentaren Materials ldsst somit die genauesten funktionellen Erkenntnisse fiir die hier
relevanten Vorginge zu.

Um zunidchst die grundlegenden Zusammenhinge der analysierten Regionen wéhrend der
normalen Entwicklung untersuchen zu konnen, wurden die durchgefiihrten Analysen an

Trophoblasten-Zellkulturen von Plazenten unauffélliger Schwangerschaften durchgefiihrt.

Bei der Durchfithrung der FISH-Analysen wurde jeweils eine Sonde verwendet, die gegen
11pl15 gerichtet war, sowie solche gegen 7q32 (MEST) oder 7pl12-pl11.2 (GRBI10). Zur
Bestitigung einer Kolokalisation sollten die Sonden innerhalb eines Interphase-Kerns
moglichst nah beieinander lokalisiert sein oder, bei einem sehr geringen Abstand zueinander,
sogar ein Mischsignal erzeugen. Mit Hilfe dieser FISH-Analysen konnte in einigen
Zellkernen eine Assoziation chromosomalen Materials der Region 11p15 mit den geprégten
Regionen von GRBI0 in 7p und PEGI/MEST in 7q bestitigt werden.

Fiir die Kombination von H/9 / GRB10 konnte bei insgesamt 106 Aufnahmen in sechs Fillen
eine Kolokalisation jeweils eines Allels der H/9- und einer GRBI0-Sonde nachgewiesen
werden. Fir HI9 / PEGI/MEST wurde in vier von 37 Aufnahmen eine Kolokalisation
bestétigt, wobei in drei dieser vier Fille eine Interaktion jeweils eines Allels und in einem
Kern sogar zwei Interaktion beider Sonden vorlagen. Es handelt sich hierbei um eine geringe
Rate von beobachteten Interaktionen, was allerdings durch die schlechte Visualisierung der
Signale bedingt ist. Ein Nachweis aller vier Signale in einem Kern konnte fiir alle analysierten
Kerne von H19 / GRBI0 und HI19 / PEGI/MEST insgesamt in sechs Fillen erzielt werden,

wobei niemals eine Detektion aller vier Signale getrennt voneinander stattfand.
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Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass in den iibrigen Kernen, in denen kein Nachweis aller
vier Signale moglich war, ebenfalls eine Kolokalisation vorlag und die tatsdchliche Rate
somit hoher ist. Rechnet man nur die Kerne in die Analyse mit ein, bei denen alle vier Signale
detektiert werden konnten, so kann bei der Kombination von HI/9 / GRBI0 in vier von vier
Aufnahmen und bei HI19 / PEGI/MEST bei zwei von zwei Aufnahmen eine Interaktion
nachgewiesen werden.

Zur Bestitigung dieser Ergebnisse in einem weiteren Zellsystem wurden zusitzlich
Lymphozyten-Praparate normalwiichsiger Kontrollpersonen fiir die beschriebenen Analysen
verwendet. Auch hier konnten in drei von insgesamt 12 Aufnahmen bei Verwendung der
Sonden H19 / GRBI0 alle vier Signale detektiert werden, wobei in zwei dieser drei Zellkerne
eine Interaktion jeweils eines der beiden Signale vorlag. Im dritten Zellkern war zum ersten
Mal eine rdumlich getrennte Detektion aller vier Signale moglich. Somit dhneln sich die
Ergebnisse der Trophoblasten- und Lymphozyten-Pridparate. Dies konnte einen Aufschluss
dariiber geben, dass die moglichen Mechanismen, die eine Interaktion dieser Regionen
verursachen, nicht nur wéhrend der Embryonalentwicklung, sondern auch in spiteren
zelluldren Prozessen sowie in unterschiedlichen Geweben einen Einfluss haben.
Moglicherweise konnten regulative Faktoren, wie zum Beispiel Transkriptionsmaschinerien,
unter Beteiligung verschiedener Proteine, eine gemeinsame Regulation der untersuchten
Regionen beeinflussen (Ling et al., 2006).

Des Weiteren ist eine gegenseitige Beeinflussung der drei Regionen, bedingt durch die
rdumliche = Nihe zueinander, denkbar. Durch die Interaktion verschiedener
Chromatinabschnitte der Regionen konnte es zu einer Regulation der Transkription oder des
Imprintings, z.B. durch verschiedene Enhancer-Elemente, kommen. Eine Interaktion dieser
drei elterlich gepridgten Regionen, die jeweils wachstumsrelevante Gene beinhalten, konnte
somit regulative Prozesse des Wachstums und der Entwicklung beeinflussen.

Ausgenommen in einem Kern konnte immer eine Interaktion lediglich eines Allels von 11p15
mit einem Allel von 7p bzw. 7q nachgewiesen werden. Dies verstiarkt die Vermutung, dass es
sich um eine Interaktion handelt, bei der das Imprinting der Allele eine wichtige Rolle spielt.
Da innerhalb dieser geprigten Regionen, je nach Herkunft des elterlichen Allels, eine
unterschiedliche Expression der Gene vorliegt, ist eine gegenseitige Beeinflussung jeweils nur

eines elterlichen Alles durchaus denkbar.



5. Diskussion 118

Bei der Durchfiihrung des ACT-Assays wurde eine Interaktionssuche fiir die H/9-DMR in
11p15 mit der unterschiedlich methylierten Region des Gens GRBI0 in 7p12-p11.2 und/oder
der maternal methylierten Promotor-Region des Gens PEGI/MEST in 7q32 durchgefiihrt.

Es konnte in diesem Ansatz bisher zwar keine Assoziation der H/9-DMR mit einer der beiden
Regionen auf Chromosom 7 in Trophoblasten-Kulturen bestitigt werden, jedoch kann dies
vermutlich auf die bisher unzureichende Etablierung des Verfahrens zuriickgefiihrt werden.
Eine chromosomale Interaktion dieser Regionen kann alleine aufgrund der Ergebnisse der
FISH-Analysen nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Bei weiterfithrenden
Untersuchungen sollten zusitzliche Enzyme sowie Primer zur Durchfithrung des Assays

verwendet werden.

5.5.1 Potentielle Regulation der mit dem SRS assoziierten Regionen durch gemeinsame

Faktoren

Bei CTCF handelt es sich um ein DNA bindendes Protein, das vermutlich an der Regulation
aller Insulator-Elemente der Vertebraten beteiligt ist. Insulatoren sind DNA-Strukturen, die
der Regulation von Enhancer- und Silencer-Elementen dienen. Je nach genomischer
Bindestelle kann CTCF somit durch Regulation der Insulator-Stuktur als transkriptioneller
Repressor oder Aktivator dienen (Jeong und Pfeifer, 2004).

CTCEF spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation des Imprintings der telomerischen
ICR1 in 11p15. Wihrend eine Bindung von CTCF an das unmethylierte maternale Allel eine
Chromatinstruktur verursacht, die den HI19-Promotor in rdumliche Nihe zu einem Enhancer-
Element befordert und somit eine Expression von H19 bewirkt, wird auf dem paternalen Allel
eine Bindung von CTCF durch Methylierung seiner Bindestellen verhindert. Dadurch wird
eine Aktivierung der Expression von IGF2 durch eine verdnderte rdumliche
Chromatinstruktur bewirkt (Maher et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit sollte der Nachweis erbracht werden, ob CTCF ebenfalls der
Transkriptions-Regulation der beiden Kandidatengene GRBI0 in 7p und PEGI/MEST in 7q
dient.

Die Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCR nach Transfektion von Trophoblasten-
Zellkulturen mit CTCF zeigte eine deutliche Inhibition der Transkription von PEGI/MEST.
Die Transkription von GRBI0 wurde in den durchgefiihrten Analysen leicht erhoht. Da

jedoch die Expression des Referenzgens TBP um das gleiche Ausmall nach oben reguliert
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wurde handelt es sich hierbei vermutlich um einen Einfluss duBerer Faktoren und nicht durch
CTCEF selbst.

Bei PEGI/MEST handelt es sich um einen wachstumsfordernden Faktor, dessen Expression,
nach Grundlage der in dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse, durch CTCF erniedrigt wird.
Auch in 11p15 bewirkt CTCF die Formierung einer Chromatinstruktur, die eine Expression
des wachstumsfordernden Faktors IGF2 verhindert. Somit scheint die Regulation dieser
beiden mit dem SRS assoziierten Regionen einem gemeinsamen Mechanismus zu unterliegen.
Die Storung eines libergeordneten regulativen Elements konnte demnach eine Beeinflussung
beider Regionen verursachen. Da CTCF jedoch vermutlich ein Regulator aller Insulator-
Elemente der Vertebraten darstellt, ist es unwahrscheinlich, dass ein Defekt seiner Funktion
lediglich zur Ausprigung eines SRS fiihrt.

Vorstellbar ist allerdings, dass diese gemeinsame Regulation eine Erkldrung fiir die
Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgefiithrten FISH-Analysen (s. 5.5) darstellt.
Durch eine rdumliche Kolokalisation der Chromatinregionen von 11p15 und 7q32 konnte eine
parallele Regulation der Expression von H19, IGF2 und PEG1/MEST induziert werden. Eine
(epi)genetische Verdnderung einer der beiden Regionen, wie z.B. eine Hypomethylierung der
ICR1 oder UPD(7)mat, konnte diese Interaktion storen und somit die normale Regulation der
beteiligten Gene beeinflussen.

Denkbar wire es auch, dass es einen gemeinsamen Signalweg dieser mit dem SRS
assoziierten Faktoren gibt, der zur Steuerung des Wachstums benotigt wird. Somit konnte
eine iibergeordnete Storung ihrer Expression zur nachgeschalteten Beeinflussung dieses

Signalwegs und somit zur Auspriagung eines SRS fiihren.

5.6 Verwendung der Microarray-Technologie fiir die Diagnostik des SRS

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Etablierung der 500K-Microarray-Technologie zur
Detektion von Mutationen der Kopienanzahl bei SRS-Patienten. In einer nachfolgenden
Studie (Spengler, 2008) sollte diese etablierte Methode zur Analyse eines grofleren Kollektivs
von Patienten mit SRS verwendet werden.

Bei der Verwendung von zwei Kontroll-Proben konnten die erwarteten Ergebnisse bestitigt
werden. Der Nachweis der Duplikation in 11pl5 bei dem Patienten FN belegte die

Detektionsfihigkeit von numerischen Aberrationen durch das verwendete Verfahren.
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Einer der beiden untersuchten SRS-Patienten, fiir die noch keine ursdchliche Mutation
bekannt war, zeigte unauffillige Werte der Microarray-Analyse, wihrend bei dem Patienten
SR12K und seinem Vater eine Duplikation von ca. 0,5 Mbp in 21g22.11-q22.12
nachgewiesen und mittels Mikrosatelliten-Analysen bestitigt werden konnte. Die Detektion
der kodierenden Sequenz fiir KCNE! innerhalb dieser Duplikation veranlasste die quantitative
Expressionsanalyse des Gens KCNQ1 bei der Familie FN. Bei FN und seiner Mutter wurde
eine Duplikation in 11p15 nachgewiesen, die die komplette kodierende Sequenz des Gens
KCNQI beinhaltet. Da KCNQI, ebenso wie KCNEI, jedoch fiir jeweils eine der beiden
Komponenten eines kardialen I(Ks) (slowly activating cardiac delayed rectifier) Kanals
kodieren und Patienten mit SRS keine kardialen Defekte aufweisen, wurde die Duplikation
dieses Gens zunichst nicht als relevant angesehen. Erst die Detektion der Duplikation von
KCNE] bei dem Patienten SR12K gab den AnstoB zu den unter 5.2 diskutierten Analysen.
Die Sequenz von KCNEI ist komplett innerhalb des in der Literatur beschriebenen
Kopienzahl-Polymorphismus 34534 (UCSC) enthalten, sodass man keinen Effekt der
Duplikation der genomischen Sequenz dieses Gens vermutet. Jedoch handelt es sich bei dem
Kontroll-Kollektiv, bei dem dieser Polymorphismus beschrieben wurde, um ein schlecht
charakterisiertes Kollektiv, zu dem keine genaueren klinischen Angaben bekannt sind. Somit
ist eine kardiale Problematik, die eventuell erst in einem hoheren Alter der Patienten auftreten
konnte, nicht ausgeschlossen.

Da die detektierte Duplikation scheinbar iiber den beschriebenen Polymorphismus hinausgeht,
konnte moglicherweise ein Einfluss dieses zusitzlich duplizierten Bereichs fiir das SRS
vermutet werden. Es handelt sich hierbei jedoch lediglich um ungenaue Angaben der
Duplikationsbruchpunkte durch die Daten des Microarrays. Diese Problematik ist bereits
bekannt. Des Weiteren befinden sich in diesem zusétzlichen Bereich keine Gene, die eine
Rolle in der Wachstumsregulation besitzen, sodass eine Relevanz dieser Duplikation fiir das

SRS bei dem Patienten SR12K und seinem Vater zunichst nicht vermutet wird.
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5.7 Ausblick

Bei der Analyse von (Epi)mutationen in 11p15 bei Patienten mit SRS konnte ein deutlicher
Unterschied der Hiufigkeit von Hypomethylierungen der ICR1 bei Patienten der
Routinediagnostik im Vergleich zu gut charakterisierten SRS-Patienten festgestellt werden.
Zukiinftig sollten diagnostische Kriterien festgelegt werden, die einen sinnvollen Rahmen zur
genetischen Diagnostik bei Patienten mit SRS-Merkmalen vorgeben.

Die bisher nicht in der Literatur beschriebenen (epi)genetischen Verdnderungen in 11p15, die
bereits in gegensitzlicher Form fiir das BWS bekannt sind, sollten weiterhin nicht als
mogliche Ursache fiir ein SRS auBler Acht gelassen werden, sondern routineméfig mit Hilfe
der MS-MLPA analysiert werden. Wie der Fall der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
isolierten maternalen Duplikation der ICR2 bei dem SRS-Patienten FN zeigt, kann der
Nachweis solcher seltenen Verdnderungen zu einem besseren Verstidndnis der genetischen
Grundlagen des SRS verhelfen.

Bei dem Patienten FN mit einer maternalen ICR2-Duplikation miissen funktionelle Analysen
zukiinftig kldren, ob es sich bei der nachgewiesenen erhohten CDKNIC-Expression um die
fiir das SRS ursichliche Veridnderung handelt. Obwohl eine Relevanz der Dosiserh6hung der
KCNQ]I-Expression fiir die Atiologie des SRS vermutlich auszuschlieBen ist, sollte dennoch
untersucht werden, ob sie einen negativen Einfluss auf die kardiale Funktion ausiibt.

Des Weiteren sollten Untersuchungen zu einer generellen Hypomethylierung bei SRS-
Patienten auch zukiinftig stattfinden. Wahrend in der vorliegenden Arbeit lediglich Patienten
mit typischen SRS-Merkmalen auf eine Hypomethylierung zusitzlicher elterlich geprigter
Regionen analysiert wurden, sollte der Schwerpunkt im Weiteren auf die Untersuchung von
SRS-Patienten mit zusitzlichen phinotypischen Merkmalen gesetzt werden.

Nach der genaueren Analyse von Splicemutationen bei den drei SRS-Patienten mit varianten
H19-Sequenzen miissen nun weiterfithrende funktionelle Analysen angeschlossen werden, um
eine Relevanz dieser beobachteten Verdnderungen bestimmen zu konnen. Untersuchungen
zur Kldrung der eigentlichen Funktion dieser untranslatierten RNA stehen hierbei im
Vordergrund. Zu diesem Zwecke wiirden sich Analysen anbieten, die Interaktionen von H/79
mit verschiedenen DNA-Regionen oder Proteinen aufdecken, oder solche, die einen
funktionellen Verlust dieser RNA in Zellkulturen verursacht, um einen daraus resultierenden

Effekt nachweisen zu konnen.
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Ein Nachweis weiterer SRS-Patienten mit segmentalen UPDs(7)mat konnte dabei helfen eine
SRS-relevante Region auf Chromosom 7 nidher einzugrenzen. Hierzu sollten bei einem
positiven Befund der MS-PCR fiir 7q32 auch zukiinftig Mikrosatelliten-Analysen
angeschlossen werden. Somit wire es gleichzeitig moglich bisher nicht beschriebene isolierte
Methylierungsdefekte fiir 7q32 bei Patienten mit SRS von UPDs(7)mat abzugrenzen. Eine
Relevanz dieser isolierten Methylierungsdefekte von 7q fiir die Atiologie einzelner SRS-Fiille
kann bisher nicht ausgeschlossen werden.

Zur Bestitigung einer interchromosomalen  Interaktion zwischen den  SRS-
Kandidatenregionen 11p15 und 7p bzw. 7q miissen sensitivere FISH-Analysen durchgefiihrt
werden, um eine bessere Aussage zur Haufigkeit von Interaktionen treffen zu konnen. Mit der
Etablierung eines spezifischeren ACT-Assays oder alternativen Methoden sollte eine
Bestitigung der FISH-Ergebnisse moglich werden.

Um den Einfluss von CTCF auf die Expression von PEGI/MEST besser zu beurteilen,
konnten zum Beispiel ChIP (Chromatin-Immunoprézipitations)-Analysen durchgefiihrt
werden, die eine mogliche Bindung des Proteins CTCF an die Chromatinregion von
PEGI/MEST nachweisen konnten. Zur Beurteilung der Relevanz von Storungen dieser
Interaktionen sind zukiinftige Untersuchungen an plazentarem Material von SRS-Patienten
denkbar.

Weitere Microarray-Analysen bei einem groferen Kollektiv von SRS-Patienten sollten die
Detektion bisher unbekannter Aberrationen der Kopienzahl ermdoglichen. Auch die
Verwendung neuerer Microarray-Systeme mit einer hoheren Auflosung und somit besseren

Detektionsrate sind in naherer Zukunft vorstellbar.
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Tab. 6.1: Primerbedingungen zur Expressionsanalyse von CDKNIC bei Verwendung der
Fragmentanalyse mittels Silberfarbung

Fragment | Primer- Produkt- Primersequenz (5"—3”) | Verwendetes
bezeichnung | groBe (bp) PCR-System / Ty
(WT/MUT)
CDKNIC CDKNIC-C-F | 307/295 agtggaccgaagtggacagcgac | Tag PCRx DNA
Fragment C Polymerase,
Exon 2 CDKNI1C-C-R ggggccaggaccgegace recombinant,
Invitrogen / 60°C

Tab. 6.2: Primerbedingungen zur Expressionsanalyse von H/9 bei Verwendung der
Fragmentanalyse mittels Silberfarbung

Fragment Primer- Produktgrofie (bp) | Primersequenz Verwendetes
bezeichnung | WT/MUT-Allel (5" -3 PCR-System /
Ta
HI9- H19-1.7F2 454/493 agtgaatgagctctcaggag | Tag DNA
Exonl1/Exon4 Polymerase
H19-TagR tgtgtccggattcaaaggec ’
4 glgtecss £8 Qiagen / 57°C

Tab. 6.3: Verwendete Primer fiir die Mikrosatelliten-Analyse der Chromosomen 7, 11 und 21

Primer- Entfernung Produktgrofie (bp) | Primersequenz
bezeichnung von pter (Mbp) (5=3)

Chromosom 7-Marker:

D7S5493-F 21,77 194-224 ggaagttcccagecatagtt
D7S493-R gaaagcacttacctactgaggattt
D7S529-F 25,35 218-226 aaatctagacatcgcctgtaa
D7S529-R ggtaccatcaccacaatcaa
D7S526-F 30,91 124-135 aacaaggcttctgctgag
D7S526-R ccatcttggtgtgagggc
D7S2469-F 41,09 150-172 attcaatatctcctcatgggtg
D7S52469-R atcgacatcctggtgtgtg
D7S2422-F 51,1 195-227 gctccacattecttgggta
D7S52422-R aagtgagggcctttcaaac
D7S2429-F 62,17 173-183 cagtgctggagttgttcaag
D7S52422-R ctgggagtcaagtg
D7S663-F 66,35 153-173 atttcaaaagcagtttggcaa
D7S5663-R ccagcctggceaacaca
D7S630-F 88,28 198-222 tccattctgaggtttgatgt
D7S5630-R ccatggtcttttcaatgaac
D7S657-F 92,64 245-264 gtcacagcacagtttttgg
D7S657-R gtcaagtagagattgagattcc
D7S618-F 97,15 120-158 aagacccagtctcaaagaag
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D7S618-R tttcagatgatgaaaccgatg
D7S792-F 103,29 ~154 gtctcttccatttatgcttttg
D7S5792-R agtgtatggatcagagagacagg
D7S2446-F 103,78 185-210 tttgagtcttcacagcagttg
D7S52446-R gggaggttgatttccacagt
D7S501-F 106,22 163-179 caccgttgtgatggcagag
D7S501-R atttcttaccaggcagactgct
D7S523-F 111,48 223-240 ctgattcatagcagcacttg
D7S5523-R aaaacatttccattaccactg
D7S2452-F 133,07 187-203 tccagcatgagttgagaag
D7S52452-R ggcattgaagtttatcgtga
D7S636-F 150,33 130-168 ggagtgactgggcaggaa
D7S5636-R agcttgtgtggggtttca
D7S1540-F 150,64 ~186 ccccttecttatcattte
D7S51540-R aaagccaatcactgagac
D7S483-F 151,82 166-188 agtggtcattagccttggcaaaatc
D7S483-R aaccagagttgtaagccatgaaagt
Chromosom 11-Marker:

D11S1984-F 1,53 170-202 gggtgacagagcaaaattct
D11S1984-R acacctggatcttggactca
D11S4046-F 1,93 183-203 actccagcctgggaaac
D11S4046-R tgatagacacacccattgc
D11S1318-F 2,28 123-145 cccgtatggcaacagg
D11S1318-R tgtgcatgtncatgagtg
11-2305-F 2,30 ~173 gggtgacagagcaagaca
11-2305-R ttacctcttggeectgtt
11-2357-F 2,35 ~237 gttgcagtgagccaagatc
11-2357-R gactggccgtttctcaaaat
11-2427-F 2,42 ~224 cagccccttctcaaacttg
11-2427-R actcaaccaaaggatcccaaa
D11S4088-F 2,71 204-252 gggcagaggcagtggag
D11S4088-R gcatgtttcgggggtg
11-2820-F 2,82 ~114 cacagaacccagcatgtc
11-2820-R accagaggccagaaatgtc
11-2849-F 2,85 ~233 agggaggaagaaaggaaagaaa
11-2849-R gttgggccagattcactc
11-31174-F 3,11 ~201 cctttcaggcatccatce
11-31174-R gtgaatgggaaggaaggtg
11-3396-F 3,39 ~105 cagtgagcagagattgcg
11-3396-R gaacaccagccccttcta
11-3648-F 3,64 ~179 accaggatagttcccacc
11-3648-R gcctecttcccatagattactg
11-3800-F 3,80 ~257 cccaagctttttctttecttet
11-3800-R caagattgtgccactgca
11-3973-F 3,97 ~108 ttcttctgecttetettgtgta
11-3973-R aggggggatttaggcttatg
D11S1758-F 4,70 232-276 gtcaaggtagcccaggaaat
D11S1758-R ccagtgttctcacaaactgagta
D11S4181-F 4,73 201-217 gggcacctgtaatccca
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D11S4181-R gaactgagaccaagaacattattcc
D11S4188-F 9,03 109-123 taacaccatcaaatagaccagg
D11S4188-R ttttatccagaaggcagea
D11S875-F 10,99 103-125 tacagagctgagtttgtage
D11S875-R actgtcctctcatcctactg
D11S1334-F 12,92 134-150 tgcagcatagncctgt
D11S1334-R agctttattgaaagtcatttttg
Chromosom 21-Marker:
21-3455-F 34,55 228-234 ggccagaagccagtagta
21-3455-R afaaccrrrffacafcca
21-3456-F 34,56 303-315 ttttgtgttccatgeace
21-3456-R gtgtagtgtttcgcccaa
21-3461-F 34,61 230-238 aacgccctttgttgatgaa
21-3461-R ggagtcagaggttgcagt
21-3470-F 34,70 150-160 tcaaaatcacacacacgcg
21-3470-R gcagaagaatgccagcetc

Tab. 6.4: Verwendete Marker und ihre Informativitit zur UPD(7)mat-Analyse bei dem
Patienten M3335 und seinen Eltern. Die Zahlen in den Spalten der Eltern und des Patienten

stehen fiir die unterschiedlichen Allele der einzelnen Marker.

Marker Lokalisation| M3837 M3838 M3335 |Informativitat
(Mbp) Vater Mutter Patient

D75493 21,7 3 1-2 2-3 Biparentale Vererbung
D7S5526 30,9 2-3 1-4 3-4 Biparentale Vererbung
D7S52469 41,1 1-4 2-3 1-2 Biparentale Vererbung
D752422 51,1 2-3 1-4 3-4 Biparentale Vererbung
D752429 62,2 1-2 3-4 4 1 maternales Allel
D7S663 66,4 1-2 2-3 3 1 maternales Allel
D7S630 88,3 1-2 3-4 3 1 maternales Allel
D7S657 92,3 1-4 2-3 3 1 maternales Allel
D7S792 103,3 2-3 1-4 4 1 maternales Allel
D7S501 106,2 1-2 1-3 3 1 maternales Allel
D7S523 111,5 1-2 1-3 3 1 maternales Allel
MEST MS-PCR 129,9 Maternale UPD
D7S636 150,3 1-3 1-2 1 Nicht informativ
D7S1540 150,7 Nicht informativ
D7S483 151,8 2 1-2 2 Nicht informativ




Tab. 6.5: Auflistung der verwendeten Marker und Informativitit zur UPD(7)mat-Analyse bei
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dem Patienten SR85K und seinen Eltern. Die Zahlen in den Spalten der Eltern und des
Patienten stehen fiir die unterschiedlichen Allele der einzelnen Marker.

Marker Lokalisation | SR85V | SR85M | SR85K |Informativitit

(Mbp) Vater Mutter | Patient
D75493 21,7 Mb 2-3 1-4 1-3 Biparentale Vererbung
D7S529 25,4 Mb 2-3 1-2 1-3 Biparentale Vererbung
D7S52469 41,1 Mb 2-3 1-4 2-4 Biparentale Vererbung
D752422 51,1 Mb 2-4 1-3 1-2 Biparentale Vererbung
D7S52429 62,2 Mb 1-3 2-4 3-4 Biparentale Vererbung
D7S663 66,4 Mb 1-2 2-3 3 1 maternales Allel
D7S630 88,3 Mb 2-3 1-3 1 1 maternales Allel
D7S657 92,3 Mb 1-2 1-3 3 1 maternales Allel
D7S618 96,8 Mb 1-3 2 2 1 maternales Allel
D7S792 103,3 Mb 2-4 1-3 1 1 maternales Allel
D752446 103,8 Mb 2-3 1-4 4 1 maternales Allel
D7S501 106,2 Mb 3-4 1-2 1 1 maternales Allel
D7S523 111,5 Mb 1 2 2 1 maternales Allel
NUR 116,8 Mb 3 1-2 2 1 maternales Allel
MEST MS-PCR 129,9 Mb Maternale UPD
D7S2452 133,1 Mb 1-4 2-3 2 1 maternales Allel
D7S636 150,3 Mb 1-4 2-3 2 1 maternales Allel
D7S483 151,8 Mb 1-2 2-3 2 Nicht informativ

Tab. 6.6: Primer zur Durchfithrung der MS-PCR fiir die UPD(7)mat-Diagnostik

(Moore et al., 2003)

Primerbezeichnung | Lokalisation | Produkt- | Primersequenz Verwendetes
groBe (bp) | (5—3) PCR-System
Pat/Mat /Ta
UPD7-MMF 7q32 104/187 tggttgtgggttttgtgatgtttggt | Ampli Taq®
(maternal PEGI/MEST- Polymerase,
methyliertes Allel) Promotor- Applied
Region ggttgtagtrgtteggegegg Biosystems /

UPD7-PUF (paternal
unmetyliertes Allel)

UPD7-R
(gemeinsamer R-
Primer)

ttcccaccrcacactcacct

63°C
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Tab. 6.7: Primer zur Durchfithrung der MS-PCR fiir die chromosomalen Regionen 6q24 und
14932 (Mackay et al., 2005; Temple et al., 2007)

Primer- Lokali- | Produkt- Primersequenz (5°—3°) Verwendetes
bezeichnung sation grofBe (bp) PCR-System
Met/Unmet [/ Ta

MS-PCR6-F 6q24 175/188 cacracatctaccatttatcattcaacc Hot Star Tag-
(gemeinsamer DNA
Primer) Polymerase,
MS-PCR6-RM ticggggaagegtitcgegegtiaaggt g&f%en/
(maternal
methyliertes Allel)
MS-PCR6-RU
(paternal un- ggttatgatggtgatitggggaagigttttg
methyliertes Allel)
GTL2B-fam 14q32 193/221 ctccaacaacaaaacccaaaatcaaacaa | Hot Star Tag-
(gemeinsamer actctc DNA
Primerl) Polymerase,
GTL2b-met Qiagen /

e gtgtagatggtggagagtagagagggag | 60°C
(paternal tot
methyliertes Allel) &
GTL2b-unmet
(maternal un- cgegttttggttcgttggtittggcggcg
metyliertes Allel)

Tab. 6.8: Primer-Angaben zur Durchfiihrung der Bisulphit-Sequenzierung der ICR1 in 11p15

Primer- Lokalisation | Produktgrofe | Primersequenz Verwendetes
bezeichnung (bp) Pat/Mat | (5"—3") PCR-System
[/ Ta
CTCF-3-F HI19-DMR 892 gggggtagtgagggatag Hot Star Tag-
CTCF- DNA
CTCF-3-R Bindestelle 3 caaacaccattgatccccat Polymerase,
Qiagen / 56°C

CTCEF-3-R diente nach der Kolonie-PCR zur Sequenzierung
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Tab. 6.9: Verwendete Primer fiir H19 zur Klonierung in pcDNA™5/FRT/TO und zur
Sequenzierung der cDNA zur Slicing-Analyse
Primer- Verwendung | Primersequenz (5°—3") Produkt | Verwendetes
bezeichnung -grole | PCR-System
(bp) [ Ta
H19-FBamHI | Erzeugung ggatccagagacgtgtgctggaactgtcca 5137 AccuPrime™
H19-RNotl des Inserts gcggecgeggattccagagtectcgagacaaa (eDNA) Taq,
Invitrogen /
51°C
H19-1.7F/2 Splicing- agtgaatgagctctcaggag 454 Tag DNA
H19-TagqR Analyse tetetccggaticanaggce (cDNA) P(?lymerase,
Qiagen /
57°C
H19-1.1-F2 Splicing- aaggagcaccttggacatct 1980 AccuPrime™
H19-5.2-R Analyse/ ttgccaaggtggetcacact (cDNA) ;Faq, /
TOPO-TA- nvitrogen
Kloni 57°C
onierung
H19-1.1-F2 Sequenzier- aaggagcaccttggacatct - -
ung
H19-5.2-R Sequenzier- | ttgccaaggtggctcacact - -
ung
H19-TagR2 Sequenzier- cgattcctgagtcaggtagt - -
ung

Tab. 6.10: Verwendete Primer fiir CTCF zur Klonierung in pTargeT ™ und zur Kontroll-
Sequenzierung der Klone

Primer- Verwendung | Primersequenz Produkt- | Verwendetes
bezeichnung 5-3) groBe PCR-System
(bp) / Ta
CTCF-5'UTR-F | Erzeugung des | gccaccatggaaggtgatgcagtcga | 2190 AccuPrime™
CTCF-3'UTR-R | [nserts Taq,

ccgccatcaccggtccatcatgetga

Invitrogen /
57°C

CTCF-Seq-1F Sequenzierung | gcccataaacataggagaac - -
des Inserts

CTCF-Seq-2F Sequenzierung | cgtcgttacaaacacaccca - -
des Inserts

CTCF-Seq-3F Sequenzierung | ctgataattgtgctggcecca - -

des Inserts
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Tab. 6.11: Primerangaben zur quantitativen Real-Time PCR fiir die Expressionsanalyse auf

cDNA-Ebene
Primer- Verwendung Primersequenz Herkunft
bezeichnung 5-3)
Hs_KCNQI1_1_SG | Expressionsanalyse - QuantiTect® Primer
Assay (Qiagen)
Hs_TBP_1_SG Referenzgen/ - QuantiTect® Primer
Haushaltsgen Assay (Qiagen)
Hs_GRB10_1_SG | Expressionsanalyse - QuantiTect® Primer
Assay (Qiagen)
Hs_MEST_1_SG Expressionsanalyse - QuantiTect® Primer
Assay (Qiagen)
Hs_MYC_1_SG Positiv-Expressions- - QuantiTect® Primer
kontrolle Assay (Qiagen)
CTCF-TM-4/5-F Expressionsanalyse taacacacacacaggtactc MWG
CTCF-TM-5-R aatcgcacatggaacacttg
Tab. 6.12: Benotigte Primer zur Durchfiihrung des ACT-Assays
Primer- Lokalisation Primersequenz (5" —3") Verwendetes PCR-
bezeichnung System / Ty
H19-SpezPrimer-1F | CTCF- cggcagtgcaggctcacacatcaca | Hot Star Tag-DNA
- o— Bindestelle 6 Polymerase, Qiagen
H19-SpezPrimer-1R H19-DMR tgtgatgtgtgagectgeactgecg /58°C
H19-SpezPrimer-2F gtggaaacgtcecgggtcacccaag
H19-SpezPrimer-2R caacaattccgtgecatccaggeg
ACT-GRBI10-1F maternal tgcaatactcagecctccgag
methylierte
ACT-GRBI10-1R CpG-Insel 2 von ctcggaggctgagtattgca
ACT-GRB10-2F GRBI0 in tccetggttctcatggeaac
ACT-GRBI10-2R Tpl2-pll.2 ttggcccegcttttcgtgcta
ACT-MEST-1F maternal ccgtggcecttaactcatcag
methylierte
ACT-MEST-1R Promotor-Region ctgatgagttaaggccacgg
ACT-MEST-2F von MEST in tcagggttggcggttaacga
ACT-MEST-2R 7932 tcgaagcgtgggtactgaac
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