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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Genomischedmprinting

Genomisches Imprting (genomische Pragung) ist ein epigenetischer Prozess, der dazu flhrt,
dass bestimmte Gene odéhromosomenabschnitia somatischen Zelleelternspezifisch
exprimiert werdenDas heil3t, dass diese Gene monoallelisch entweder nur vom maternalen
oder rur vom paternalen Allel exprimiert werdemd somit funktionell hemizygot sin®ie
Steuerung dieses Prozesses erfolgt durch eine spezifische Markierung der dem Imprinting
unterliegenderenbci, die bereits in der elterlichen Keimbahn gesetzt WReik und Walter
2001;Ideraabdullah et aR008; Horsthemke 2010

Bereits Anfang der 1980er Jahre konnte durch PronuKlearssplantationsexperimente bei
Mausen gezeigt werden, dadi® parentalen Genome funktionell nicht aquivalent sind

beide bendttigt wrden um eine normale Embryonalatwicklung zu ermdglicherfMcGrath

und Solter 1984;Surani et al. 1984ind 1986. Bei diesen Experimentemurde entweder der
paternale Pronukleus durch einen weiteren maternalen essetzumgekehrt der maternale
durch eine weiteren paternalen Pronukleuso dass jeweils genomweite uniparentale
Disomien vorlagenin beidenFallenkonnte keine normale Embryonalentwicklung beobachtet
werdenund die Embryonen starben etwa zur Mitte der normalen TragzddeaEmbryamen

deren diploides Genom ausschlie3lich maternaler Herkunftar (gyno bzw.
parthenogenetischientwickelte sich hauptsachlich embryonales Gewebe, jedoch kein oder
kaum extraembryonales (Trophoblast). Emimgm mit ausschlie3lich paternate Genom
(androgenetischhingegen entwickelten extraembryonale Strukturen, jedoch so gut wie kein
embryonales Gewebeln jungerer Zeit konntenExperimente an parthenogegtischen
Mausembryaen zeigendasseine normalisierte Gendosis geimprinteter Gene eine normale
Embryonalentwiklung ermdoglicht. Damit ist digkorrekte Expression von geimprinteten
Genen der entscheidende Faktor flr eine erfolgrdiriteicklung des EmbryogKono et al.

2004; Kawahara et al. 2007ie bei Mausen beschriebenen Phanotypen andre bzw.
gynogenetishen Embryonerwurden in ahnlicher Formuah beim Menschenbeobachtet
Dabei zeht das Fehlendes paternaleenomsdie Entwicklung eineOvarialterators mit
embryonalem Gewebe aller drei Keimblgtjedoch ohne exéembryonale Strukturenach

sich Das Fehlendes maternalen Genoms hingegen fihrt Eatwicklung androgenetische
Blasenmole, die aus extraembryonalem Gewebe kms{etall et al. 1990;Williams et al.
2010y, Fallahiaret al. 20B; sieheKapitel 1.1.3.
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Einleitung

Die Zuordnung unterschiedlicher elternspezifischerEffekte (parentof-origin Effekte) zu
einzelnen Chromosomen erfolgtiea. Uber (segmentale) uniparentale Disomien (URIes)
Mausen. Dazu wurdernverschiedeneTranslokationd.inien miteinander gekreuzt, um
Embryonenmit kompletten, diploiden Chromosométren zuerzeugen, bei deneginzelne
Chromosome oder Chromosomensegmente won einem Elternteilstammten(Searleund
Beecheyl978 Cattanach und Kirk 1985; Cattanach 198&rgusorSmith 201). Im Jahr
1991 bescheében Barlow und Kollegerals erstes geimprintetes Gen aeuarineninsulin-like
growth factor 2 receptoflgf2r; Barlow et al. 1991)Kurz darauf folgten mitgf2 und H19
zwei weitere Geng die spaterauch im Menschen als geimprintet beschrieben wurden
(DeChiara et al. 1991; Fergus@mith et al. 1991; Bartolomei et al. 19%Rachmilewitz et al.
1992. Heute sinde ca.100 geimprintete Gen@ der Maus und im Menschdrekannt,von
denen die meisten konserviert sinthttp://www.mousebook.org/catalog.php? teds
imprinting, http://www.geneimprint.com/ unhttp://igc.otago.ac.nz/home.htniDindot et al.
2009; Bartolomei und Ferguse@mith 2011; Horsthemke 201L4Ein Teil dieser Genavird
nur in bestimmten Geweben oder nur zu bestimmten Zeitpunkten wahrekatdeécklung
elternspezifisch exprimiertEinige davon z.B.nur in der Plazenta wahrend der frihen
EmbryonalphaséPrickettund Oakey 201R Eine mogliche Erklarung hierfir bietet die 1991
von Moore und Haig postulier@genannt&eschlechterkonflikthypotse. Sie besagt, dass
paternalexprimierte Gene eher das Wachstum des Embryos in deurmmténeonatan Phase
fordern, wéhrend maternal exprimierte Gene das Wachstum eher begrenzen, um die
Ressourcen der Mutter zu schonen (Moore und Haig;188ig et al.1997; Wilkinsund
Haig 2003. Dies geht darauf zuriick, dass Manner ihreen@ Uber mehrerd-rauen
weitergeben konnen und die meisten Ressourcen von der Mutter flr das jeweilige Kind
‘akquirieren wollen" Frauen hingegen kodnnenihre Gene nur durch multiple
Schwangerschaften weitergeben usidd daher daran ‘interessierthre Ressourcen auf
mehrere Schwangerschaften zu verteilen. Ein Beispieimolekularer Ebensind Igf2 und
Igf2r. Der Wachstumsfaktor Igf2 wird nur vom paternalen Allel exprimiert, wageg sein
'‘Gegenspieler’, der vonigf2r-Gen codierte IgfZRezeptor, nur vom maternalen Allel
exprimiert wird Der Rezeptofangt Igf2 ab und wirkt damit dem Wachstum entgegen. Fur
diese Hypothese spricht aulRerdem, damnomisches Imprinting nur bekEuthera
(Plazentatiend) und Metatheria izw. nur de rezentenMarsupialia; Beuteltier&) sowie
einigen Pflanzen vorkommt, nicht jedoch bei Monotren{&ti@akentiere). Diese gebaren

ihre  Nachkommen nicht lebend, sondelegen Eier, so dassdie von der Mutter
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Einleitung

aufzuwendenderRessourcen von vornherein begresirtd Daherwird angenommenglass

eine CoeEvolution des genomischen Imprintings mit der Plazenta in Saugern und dem
Endosperm in Pflanzestattgefunderhaben kénntgFeil und Berger 2007; Renfree et al.
2009und 2013 Horsthemke 2010).

Die Verteilung geimprinteterGene Uber das Genom ist unregelmafg meistensind
jedochin Gruppeé (Genclustern) angeordnederen Imprint meist von eineis-agierenden
Imprintingkontrollregion (ICR), auch ImprintingCener (IC) genanntyeguliert wird. Die
Identifizierung der im Menschen auf den Chromosomen 6, 7, 11, 14, 15 und 20 lokalisierten
Gencluster erfolgte dabei haufig tber Imprintingerkrankungtarsthemke 201@nd 2014
FergusorSmith 2011;Bartolomei und FerggonSmith 201). So berichteten Lubinsky und
Kollegen bereits 1974 uber eingmarentof-origin Effekt beim familiaren Beckwith
WiedemanrSyndrom Spater konnten Zusammenhange zwischen Phénotypen und
bestimmtenChromosomen bzwchromosomalefiRegionenauchmit Hilfe von uniparentalen
Disomienhemestellt werden(Lubinsky et al. 1974; Nicholls et al. 1989; Malcolm et al. 1991;
Henry et al. 1991Kotzot et al. 199p

Imprintingcluster kdonnensich Uber einige kb bis hin zu egen Mb erstreckemund eine
untersciedlich groReAnzahl sowohl von maternal als auch paternal exprimiert@enen
beinhalten Oft sind nichtcodierende RNAs wie.B. H19 auf Chromosom 11p15.5 oder
MEG3 auf Chromosom 14q32orhanden sowie Gruppen von micraoder snoRNAs Z.B.
SNORD116uf Clromosoml15q11ql13 Edwardsund FergusofSmith 2007;Horsthemke und
Buiting 2008;Bartolomei und Ferguse8mith 201).

1.1.1 Regulation des genomischen Imprintings DNA-Methylierung

Die Regulation deelternspezifischennonoallelischen Expression von genimpeten Genen
kann durch verschiedene epigenetische MechanismeHligiermodifikationen Chromatin
Konformationen oder DNA-Methylierung erfolgen. Letztere kommt bei Mammalia
hauptsachlichm Kontext von CpG-Dinukleotiden (Cytosin gefolgt von GuanjrCpG9 vor,
wobei das Cytosin an seiner-Position eine Methylgruppe trdgt und daher auch als
5-Methylcytosin bezeichnet wird(Bird 2002 Cedar und Bergman 20p9Da methylierte
Cytosine dazu tendieren, durch Deaminierung in Thymin umgewand&emen,sind im
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Genominsgesamtveniger CpGDinukleotide vorhandenals man unter naralen Umstanden
erwarten wirdeCpGs kommenmit unterschiedlicher Haufigkeflastim gesamten Genom
vor, so z.B. n repetitiven Elementen wie LINEs od&INEs (u.a. Alu Elementd, in
Transposons undene bodieswobei sie dort mehrheitlich methylievorliegen (Bird 2002;
Deatonund Bird 2011).Uberdurchschnittlich oft sinpGs in sogenannten CpiSlands
(CGls) vertretenwo siein der Regel unmethyliersind (Bird 1986; lllingworth und Bird
2009; Jones 2012). CGwgurdenursprunglichvon GardinerGarden und Frommedefiniert
(GroRe mindestens 200p,bCG Gehalt Gber 5% und einVerhéaltnis von erwarteten zu
vorhandenen CpGigber Q6; GardinerGarden und Frommer 198Dies Definition wude
mittlerweile weiter angepasst, um z.B. repetitive Sequenzen auszuschliel3en (Takai und Jones
2002).CGlsliegenzu einemGrof3teil in Promotorbereichen von Genamd sind s@an deren
Regulation beteiligtUnmethyliere CGls sind mit derTranskriptioneines Gensassoziiert,
wahrend CGlIs in ihrermethylieren Form mit Repression assoziiert sindnd die
Genexpressionerhindern Dies kanrz.B. durchdie Blockierung von Transkriptionsfaktoren
oder der Rekrutierung von Methglndenden Proteinererfolgen die wiederum mit
Repression der Genexpression(gene silencing und Anderungn der Chromatin
Konformation assoziiert sind (Fazzari und Greally 208dil undBestor 2005Dupont et al.
2009. LiegenCGls im Promotorbereich von geimprinteten Gen@rerlappen sieneistmit
differentiell methylierten Regionen (DMRdh dieserDMRs sind die CpGsauf einem Allel
methyliert und verhindern damidie Gene&pression Auf dem anderen Allelsind sie
unmethyliert und fihren so zu einer monoallelis¢redteinspezifischen Expressiates Gens
(Goll und Bestor 2008Bartolomei und Ferguse8mith 201).

Die Methylierung von Cp&Dinukleotiden ist meist symetrisch, das heil3sie ist auf beiden
DNA-Strangen gleichBei der Replikation wird die Methylierungemikonservativ erhalten
wobei vor allem die maintenanceMethyltransferase DNMT lbeteiligt ist. Sie erkennt
(zusammen mit UHREL alias NP9% hemimethylierte DNA und Ubertragt das
Methylierungsmusterauf neu synthetisiertddNA-Strdnge. Nach reueren Erkenntnissen
spielen auch die beidesogenannternle novoMethyltransferasen DNMT3A und DNMT3B
eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Methylieruviihrendder Replikation (Okano et al.
1999; Bestor 2000Edwardsund FergusorEmith 2007;Jones und.iang 2009;MacDonald
und Mann 2011

Wahrend der Embryonalentwicklungerden mehrere Phasen dglobalen epigenetischen
Reprogrammierungurchlaufen(Abbildung 1; Reik et al.2001; Reik und Walter 200 Cedar
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und Bergman 2009 Nachder Fertilisationfindet eine globale Demethylierung deeiden
parentalen Genome statt, die sethdiesem Zeitpunkt noch in getrenni&ronuclei befinden.
Das paternale Genorwird direkt nach der Fertdationaktiv demethyliet. Neuere Studien
konnten zeigen, dass diese Demethylierursg mit Hilfe von sogenannten TEEnzymen
(teneleven translocatiorenzymes hauptséachlichTET3) erfolgt Diese konnerb-Methyl-

cytosin durch Oxidationin 5-Hydroxymethylgtosin umwandeln welches beider DNA-

Replikationnicht aufrechterhalten wirdnd soverloren geh{Tabhiliani et al. 2009Ficz et al.
2011; Wossidlo et al. 2011;williams et al. 202; Hackett und Surani 2018 Die

Demethylierung des maternalen Genomstsstimas spater eials die des paternaleBisher

ging man davon aus, dasie Demethylierung beim maternalen Gengmassiv durch
Replikation erfolgt Kirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass ahar eine aktive
Demethylierung stattfindet und auch iresem Fall BHydroxymethylcytosin vdrandenist

(Wang et al. 2014).

Fertilization
Mature /
ooewtese— B
—
o " DNA replication Blastocyst EM < o
. Spermatozoan High PGCs
High ¥
Male
c
5 [ e
2 =
Female
1/
Low Low
Developmental time Developmental time

Abbildung 1: Methylierungsumbildung (A) wahrend der Embryonalentwicklung und
(B) in Keimzellen

Die Abbildung beschreibt globale Prozesse der Methylierungsumbildivghrend der
EmbryonalentwicklungA) erfolgt zunéachsteine globale Demethylierundpei derdas paternale
Genom (blau)direkt nach der Fertilisationnd etvas spater das maternale Genom (eibiv

demethyliertwerden AnschlieRend werden bei der globalen Remethylierung neele, bzw.

gewebsspezifischeMethylierungsmuster etabliert. Die Methylierung an geimprinteten 1
(gestrichelte Linie)st vor diesa Umbildungsprozessgedoch geschutzt.

In primordialen Keimzellen (B) erfolgt ebenfalls eine globale Demethylierung, welche
geimprintete Loci betrifft Sie wird Imprint-Ausléschung imprint erasurg genannt. Danact
werden diekeimbahspezifischenMethylierungsmprints neu etabliertirprint establishment
und postzygot bei allen folgenden Zellteilungen und damit auch in somatischen

aufrechterhaltenirprint maintenanck Dabei erfolgt die Etablierung in den Prospermatogor
und ist bei Geburtlageschlossen bzw. setzt in Oozyten erst nach der Geburt ein.

EM qembryonales GewebeEX jextraembryonales Gewegbé® G Gyprimordiale Keimzelle
(primordial germ cell. Verandert naclReik et al. 2001.
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Auf die globale Demethylierungolgt eine globale Remethylierungdie zell- bzw.
gewebspezifische Methylierungsmuster etablianhd etwa zur Zeit der Implantation
(Blastozystenstadiumdbgeschlossen igReik und Walter 2001Seisenberger et al. 2013;
InbarFeigenberg et al. 2013Hackett und Surani 20)13Regionen die dem Imprinting
unterliegen sind vor diesen globalen BPaind Remethylierungswellen geschutzt uner d
bereits in dernKeimzellen gesetztémprint wird aufrecht erhalter(Abbildung 1). In den
Keimzellen findet ebenfalls eine Demethylierungtatt wobei auchdie Imprints gddsch
(imprint erasurg werden Dies ist notwendig, damit ansdieRend ein&keimbahnspezifische
Imprint-Etablierung imprint establishmenterfolgen kannDiese Imprintswerdenbei allen
folgenden Zellteilungen und somit auplestzygotin somatischen Zellen aufrecht erhalten
(imprint maintenanceg Tucker et al. 1996Reik et al. 2001 Edwardsund FergusofSmith
2007 Horsthemke und Buiting 2008Daten aus Mausexperimenten haben gezeigt, dlass
Imprint-Etablierung in der paternalen Keimbahn bereits in den Prospermatogoaiem
Eintritt des mitotischen Arrestsstatfindet und bei Geburt abgeschlossen ist. In der
maternalen Keimbahn hingegen verbleiben die Keimzellen zunéchst in einemsoheioti
Arrest. Die ImprintEtablierung setzt nach der Geburt wahrend des Oozytenwachstums ein
und ist erst inlusgewachsenen Odep abgeschlossdRReik et al. 2001; Sasaki und Matsui
2008;MacDonaldund Mann 2013

1.1.2 Molekulargenetische Hintergriinde zur Entstehung von Imprintingerkrankungen

Imprintingerkrankungen kdnnen durch verschiedene molekulargenetische Defekte ausgeldst
werden, die zuGendosiserdndeungen geimprinteter Gene fiihrddies kdnnen Deletionen
uniparentale Disomien (UPDs) oder Imprintingdefekte (IB®in Eher selten sind
Mutationen in geimprinteten Genekausal fir einelmprintingerkrankung, wie z.B.
Mutationen im UBE3AGen beim AngelmanSyndrom oder im CDKN1GGen beim
BeckwithWiedemanaSyndrom Weiterhin kdnnenchromosomale Umstrukturierungeau
Imprintingerkrankungen filhre(Horsthemke und Buiting 200@Butler 2009; Horsthemke

2010).

Der Begriff der uniparaalen Disomie wurde 1980 von Engel gepragt und bezieht sich auf
eine Situation, in der beide homologen Chromosor(maer Teile eines Chromosoms

segmentale UPD) von einem Elternteil stammen (Engel 1980; Kotzot et al. 2001 und 2008).
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Eine UPD kann ohneKonsequenzerbleiben zu einer autosomaikzessiven Erkrankung oder

zu einer Imprintingerkrankungfiihren Letzteres wurde fur alle Chromosamenit
Imprintingclustern (Chromosomes, 7, 11, 14, 15 und 20nit unterschiedlicher Haufigkeit
beschrieben(Engel 2006 Yamazawa et al. 2010). UPDsdnnen durch verschiedene
Mechanismen, wie dertrisomy oder monosomy rescue GameterKomplementation
Posfertilisationsfehlern oder auch durch Robertson'sche TranslokatemtstehenKotzot

1999; Robinson 2000;Hoffmann und Heller 2011). Eine Trisomie kann durch die
Fertilisation einer normalen, haploiden Keimzelle mit einer fir ein Chromoseomén
Keimzelle entstehen. Bei datsomyrescuewird dies durch den zufélligen Verlust eines der
Chromosome ausgeglichenDisomeKeimzellen kénnerz.B. wahrend der Oogenese durch
eine nontdisjunctionwahrend der Meiose | oder Il auftreten, was sich in einer Hebenw.
Isodisomie(zwei verschiedene bzw. zwei gleiche Chromosome eines Eltermetlsy Nahe

des Centromersviderspigeln wirde. Einmonosomy rescueiirde nach der Fertilisation
einer fir ein Chromosom nullosomen mit einer normalen, haploiden Keimzelle auftreten. In
einer sdéchen Zygote miuisste sehr frih eine Duplikation desmnosom vorliegenden
Chromosoms stattfinderflsodisomie) um eine weitere Entwicklungles Embrycs zu
ermoglichenDie Entstehung vonegmentala UPDserfolgt hauptséchlich durch somatische
Rekombination wahrended Mitose (Yamazawa et al. 2018pffmann und Heller 2011).

Bei Imprintingdefekten wird zischen primaren und sekundaren IDs unterschieden. Ein
Methylierungsdefekt ohne zugrunde liegende Sequenzverdnderung wird als primarer 1D
bezeichnet. Auch Mutationen itransagierenden Faktoren kdnnen die Methylierung
geimprinteter Loci beeinflussen, woliai solchen Féllen meist mehrere Loci betroffen sind
(Horsthemke und Buiting 2008; Mackay et al. 2008; Azzi et al. 2009; Eggermann et al.
2011b). Bei sekundaren IDs hingegen entsteht die Methylierungsstorung durch einen Defekt
in cis, wie zum Beispiel eimdmprintingcenter Deletion (Buiting et al. 1995; Horsthemke und
Buiting 2006; Horsthemk2010.

Zu einem primaren ID kommt es, wenn Fehler wahrend der epigenetischen
Reprogrammierungn den Keimzellerauftreten (Reik et al. 2001Horsthemke und Buiting
2006; siehe Kapitell.1.1, Abbildung2). Findet ein Fehler bei der ImpriAsiéschung oder
Etablierung in der Keimbahn statt, ist dieser Imprintingdefekt in allen daesuftierenden
Zellen vorhanden. Ein Fehler bei der postzygoten Aufrechterhaltung des Imprints fuhrt zu
einem Imprintingfehler im MosaikNazlican et al. 2004Horsthemke und Buiting 2008)

Dabei tragt ein Teil der Zellen den korrekten, der andere Tail fdblerhaften Imprint.
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Jenachdem zu welchem Zeitpunkt wéhrend der Entwicklung der Fehler auftritt, variiert der

Anteil der Zellen mit korrektem Imprint odekbnnen unterschiedlich&ewebetypen

betroffenen seifWeksberg et al. 201Begemann edl. 2011).

o de P do [P do | JQ

Somatische = = [ B B B ~ a

Zellen

Primordiale -

Keimzellen P

Keimzellen p @ @ @ Q @ Q @

Zygote | | 1| | |

Embryo | | | | | 1 BRI ||
G;‘:ﬂ:'::es Fehler in der Fehler in der Fﬁme;i':tf‘er
Imprinting Imprint-Ausléschung | Imprint-Etablierung Aufrechterhaltung

Abbildung 2: Genomisches Imprinting und Entstehungsmechanismen von Imprinting
defekten

Die Abbildung zeigt die epigenetische Reprogrammierung@demz auf den Zyklus von Imprint
Ausloschung,-Etablierung und-Aufrechterhaltung wahrend der Keimzellentwicklung, in ¢
Zygote und im Embryo. Zur Vereinfachung ist jeweils nur ein Chromosomenpaar mit «
maternalen Methylierungsimprint abgebildet. In (A) ist der normale Verlauf

Reprogrammierung dargestellt, bei dkr Imprint in den primordialen Keimzellen ausgelos
wird, bevor eine elternspezifische Etablierung erfolgt und der Imprint in Zygote und Er
aufrechterhalten wird. In (B) bis (D) sind mogliche Entstehungsmechanismen
Imprintingdefekten (graue Pfe) aufgrund von primaren Epimutationen abgebiléét: Fehler in
der ImprintAusloschung (B), der ImprirEtablierung (C) und der postzygoten Imprini
Aufrechterhaltung (D).

blauqp at er nal e s; r Gymatermaless Chromosom; dunkelrotes Quagratternaler
Methylierungsimprint. Abbildung freundlicherweise von Pr&ft. Bernhard Horsthemke zur
Verfiigung gestellt.

Zur Untersuchung der molekularetJrsachen bei

Imprintingerkrankungenwerden
Methylierungsanalysen z.Bnittels MS-MLPA (methylierurgsspezifischenultiplex ligation
dependenprobe amplifcation), welche eine gleichzeitige Untersuchung von Gendosis und
PCR)

durchgefuhrtBei eina auffalligen Methylierung (Hype ode Hypermethylierungund einer

Methylierung ermoéglicht oder mittels MS-PCR (methylierungsspezifische

normalen Gendoswird in der RegekineweiterfihrendeMikrosatllitenanalyse MSA) auf
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Familienebeneangeschlosserum eine Unterscheidungron ID und UPD zu ermdglichen
(Ramsden et al. 2010; Eggermann e@lllaund2014; Buiting et al. 2014and b).

Fur viele Methylierungsanalysen nutzt man die Eigenschaft von Bisulfit unmethylierte
Cytosine der DNA in Uracil umzuwandeln, welches dann in einer nachfolgenden PCR durch
Thymin ersetzt wird. Da methylierte Cytosine vor dieRelaktion geschitzt sindkann in
nachfolgenden Analyse(z.B. SangefSequenzierung mit vorheriger Klonierungyischen

methylierten und unmethylierten CpBinukleotiden unterschieden werden.

1.1.3 Cis und trans-agierende Faktoren

Bei der Ausloschung\euwetaldierung und Aufrechterhaltung détethylierungsimpring sind

eine Vielzahl vorcis- und trans-agierenda Faktoren beteiligtBisher ist jedoch nur wenig
daruber bekannt, @che Faktoren dies sind und wie sie zusammenwikerden bekannten
regulatorischenElementenin cis zahlen die Imprintingcentender Imprintinglontroll-
regionen wie zum Beispiel duden Chromosomen 11, 14 und. Bekanntetrans-Faktoren

sind u.a.die bereits erwéhnterMethyltransferasefDNMT1, DNMT3A, DNMT3B und
DNMT3L) und TETs, sowe weitere an der epigenetischen Reprogrammierung beteiligte
Proteinewie z.B. STELLA (alias DDPA3)ELP3,ZFP57 KDM1B, SETDB1 odefRIM28
(alias KAP1; Ciccone et al. 2009deraabdullahund Bartolomei 2011; Quenneville et al.
2012 Girardot et al. 201;3Dean 2014 Bisher konntenvier Geneidentifiziert werden, bei
denen Mutatioan zu multiplen Imprintingdefekten fuhrenNLRP7 NLRP2 KHDCL3 und
ZFP57. NLRP7 wurde alserstes sogenannte maternal effect(maternals Effekt-) Gen
beschriebenMutationen in desem Gen wurden bei Frauen mit rekurrenten, biparentalen
hydatidiformen Molschwangerschaften (biCHMOMIM #231090 beobachtet. In der
Mehrheit der Falleliegen die Mutationerhomozygot bzw. compound heterozygot vor,
wahrend heterozygote Mutationen nur wenigen Fallen als kausal beschrieben wurden
(Moglabeyet al. 1999; Murdoch et al. 200Qjan et al. 2007 und 201Zhang et al. 2008;
Williams et al. 2016, Messaed et al. 20LINeben den Molschwangerschaften wurden auch
gehauft Aborte und Totgeburtendimchtet, wahrendun in Ausnahmefallen Kinder lebend
geborenwurden(Murdoch et al. 2006; Deveault et al. 2009; Ulker et al. 2013; Caliebe et al.

2014). Methylierungsanalyserbei biCHMs zeigten an mehreren der untersuchten
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geimprinteten Loci Auffalligkegn (Judson et al. 200Ej-Maarri et al. 2003Kou et al. 2008;
Haywardet al. 2009; Nguyenond Slim2014).

In einem Fall von familiarem BeckwiWiedemanrASyndrom mit einer weiteren
Methylierungsstorung an einem geimprinteten Locus konnte bei der Muteehomozygote
Mutation inNLRP2beobachtet werden, die dausal angesehen wur@deyer et al. 2009).
NLRP7gehort, wie auctNLRP2 zu einer Protedframilie, deren Mitglieder hauptséachlich bei

der Immunantwort eine Rolle spielen. Einige werden jedodbamyten stark exprimiert und
scheinen hier eine essentielle Rolle bei der epigenetischen Reprogrammierung zu spielen
(Tian et al. 2009Kufer und Sansonetti 201 Mahadevaret al. 2013; Duene@uzman und

Haig 2014).NLRP7 ist in Mausen nicht vorhanden urkdnnte daher auch nicht naher
untersucht werderDer knockdownvon NIrp2 fuhrte jedoch zweinem frihenStoppin der
murinenEmbryonalentwicklungPeng et al. 2012Auch derknockoutvon NIrp5 und NIrp14
fuhrtezu einer frinen embryonale Letalitat(Tian et al. 2009).

Bei Frauen mitrekurrentenbiCHMs ohne Mutationen inNLRP7 konnte KHDC3L (alias
Cé6orf22]), welches mitNLRP7 co-exprimiert wird als weiteresmaternal effectGen
identifiziert werden(Parry et al. 2011Reddy et al. 2013yguyenund Slim2014).

Bei Patienten mit transientem neonatalen Diabetes mellitus und einer Hypomethylierung an
mehreren geimprinteten Loci konnten MutationenZIRP57Gen identifiziert werden. Dieser
trans-Faktorwurde spaterals mit DNMTs assoziiert beschriebéMackay etal. 2008; Li et

al. 2008; Quenneville et al. 2011).
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1.2 Imprintinge rkrankungen

Insgesamsind acht Imprintingerkrankungen bekanderen klinische Charakteristika udok
chromosomale Lokalisationaer beteiligten Locin Tabellel zusammengefasst sinduf

einige wird in der hier vorliegenden Arbeit detaillierter eingegangen.

Tabelle 1: Imprintingerkrankungen

Chromosonuale
Region

Imprintingerkrankung Klinische Merkmale

intrauterine Wachstumsverzdogerung
6024 Neonataler Diabetes mellitus (bis ca. sec
Monate)

Pr& und postnataler Grol3wuchs,
11p15.5 |Hemihypertrople, Makroglossie, neonatal
Hypoglykamie

11p15.5 |Pr& und postnatale Wachstumsretardiery
7pund @ |faziale Dismorphien

Glockenformiger Thorax mit
Upd(14)patSyndrom 14932 kleiderblgelartiggeformten Rippen,
Intelligenzminderung

Kleinwuchs mitkleinen Handen und Ful3e
Adipositas, friihzeitige Pubertat
Intelligenzminderungkeine
AngelmanSyndrom (AS) 15911913 |Sprachentwicklung, Ataxie, freundliches
Verhalten (Lachen), Krampfanfélle
Neonatale Muskelhypotonie

PradefWilli -Syndrom (PWS)| 15q11ql3 |spater Hyperphagie und Adipositas,
Intelligenzminderung

20013.3 |Resistenz gegen Paratbgidhormone

Transienter neonaler
Diabetes mellitus (TNDM)

Beckwith-Wiedemann
Syndrom (BWS)

Silver-RusselSyndrom (SRS)

Upd(14)matSyndrom 14932

Pseude
Hypoparathyeoidismus Typlb

1.2.1 Angelman-Syndrom und Prader-Willi -Syndrom

AngelmanSyndrom (AS) und PradeWilli-Syndrom (PWS) iad zwei distinkte
neurogenetische Erkrankungeatie durch einen Funktionsverlust von Genen innerhalb der
dem Imprinting unterliegenden Regianof Chromosoni5g11q13 verursacht werden.

Patienten mit AOMIM #105830 wurden erstmals 1965 von Harry Angelmideschrieben
(Angelman1965). Zu den klinischen Merkmalen z&hlen eine schwere mentale Retardierung
mit fehlenderoder stark eingeschrankter Sprachentwicklung, Ataxie, Mikrozepliaimle
Auffalligkeiten wie ein breiter Mund, ein prominentes Kinn undfliegende Augen,

epileptische Anfélle Schlafstorungenund charakteristische Verhaltensmerkmale wie ein
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freundliches Wesen und haufiges, unbegriindetes Lg&am 2009; Buiting 201,0Dagli et

al. 201).

PWS (OMIM #176270) wurde 1956 von Andrea Praddexis Labhartund Heinrich Willi
beschrieberiPrader et al. 1956patienten fallen zun&chst durch ein geringes Geburtsgewicht
und eine muskuléare Hypotonie wahrend der neomafhase, die mit Futterungsproblemen
einhergeht, auf. Spéater entwickelt sich eeinlyperphagie mitstamnbetonter Adipositas.
Weitere phaotypische Merkmalesind eine meist moderate mentale Retardierung
Kleinwuchs kleine Hande und FlRddypogonadismuseine unvollstéandige oder fehlende
Pubertat,charakteristischéaziale Merkmalewie mandelformige Augn und herabgezogene
Mundwinkel sowie Verhaltensauffalligkeiten widemperamentsausbriichekin picking
(Dermatillomanie) und obsesskompulsives VerhaltefCassidy und Driscoll 200Buiting
2010. Die Inzidenzdieser beiden Syndronverd in der Literatur mita.1/10.000- 1/25.000
angegebenBuiting 204a und .

Die molekulargenetischen Ursachen fur AS undSP¥ihd Deletionen derdgion 15911913,
uniparentale DisomiefUPDs) und Imprintinglefekte (IDs)sowie Mutationen imUBE3A
Genbda AS (Horsthemke und Wagstaff 2008; Buiting 2010; Ramsden et al.; ZZHSEidy et

al. 2013. Dabei fuhrt der Funktionsverlust der paternal exprimierten Gene zu PWS, wéhrend
ein Funktionsverlust des maternal exprimierten G#BE3Azu AS fuhrt(Abbildung 3). Die
Besonderheit deBBE3AGens ist, dass es nur im Gehirn elternspezifisch exprimiert wird,
wahrend in anderen Geweben eine biallelische Expression vorliegt (Kishino et al. 1997;
Matsuura et al. 1997per Beitiag einzelner paternal exprimierter Gene zum FRW&notyp

ist bisher nicht genau bekannt. In den letzten Jahren wurden jedoch PatierdgremiPWS
ahnlichen Phéanotyp beschriebedie atypische Deletionen deSNORD116Genclusters
aufwiesen so dass diesemine wichtige Rollebei PWSzugeschrieben wird (Sahoo et al.
2008; de Smith et al. 2009; Duker et al. 2010).

Bei der Mehrheit detAS- und PWSPatienten(~ 70- 75%) liegt eine ca. 57 Mb grolie
interstitielle Deletionvor, diein der Regede novoauftitt. Solch eineDeletionfiihrt zu AS,
wenn sieauf demmaternalen Alleliegt undzu PWS, wenn sie auf dem paternalen Aliegt.

Die Bruchpunkte liegen dabei meist in eimen drei definierten Bruchpunttusteregionen

und werden daher in Klasseund Klasse ItDeletionen unterteilt (BP1BP3; Abbildung 3;
Butler und Palmer 1983; Knoll et al. 1988mos-Landgrafet al. 1999; Christian et al. 1999).
Diese Bruchpunktclusterregionen scheinen jeweils durch multiple Duplikationistareden

zu sein und weisen daher eine hohe Sequenzidentitdt (Sequenzhomologie) auf, was ein
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erhohtes Risiko fur intraund interchromosomale, nichbmologe Rekombination birgt
(Buiting et al. 1992 und 1998; Ji et al. 1999 und 2000; Nichollskuneghper2001).
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht der Region 15911913

Die Abbildung gibt die schematische Ubersicht der dem Imprinting unterliegenden R
15911g13 wieder. Die paternal exprimierten Gene sind in blau dargesiadit, maternal
exprimierte GerUBE3AIn rot. Biallelisch exprimierte Gene sind in schwanedergegebennd

in der Reihenfolge abgebildet, wie sie in Chai et al. 2003 beschrieben wurden. Die Darstell
elternspezifischen Expression bezieht sich autsiigation m Gehirn.

Die Bruchpunktclusterregionen (BP) 1 bis 3 sowie die daraus resultierenden Klasdeklasse
[I-Deletionen sind als graue Balken angedeudess Imprinting Center (IC) setzt sich aus de
AS- und dem PWSSRO zusammen und ist auf dematernalen Allel methyliert.

mat ymaternalicen ycentromeisch tel jtelomersch Ohne Mal3stab.

Verandert nach Buiting et al. 204.4

Bei PWSist in ~25- 30% der Falleeine maternaleuniparentaleDisomie 15 [upd(15)mat]
die Ursache.Dabei sim in den Patienten beide KopiemrsdChromosoms 1%naternalen
Ursprungs so dass es zu einem Verlust der Expression der ausschlie3lich paternal
exprimierten Gene kommt. Beim AS sind nurl-2% der Falle auf eine upd(15)pat
zurtickzufuhren, bei der beideolien paternalen Ursprungsnd und es damit zu keiner
Expression vorlJBE3A kommt (Malcolm et al. 1991 Nicholls et al. 1989; Buiting 20)0
Imprintingdefekte bei denen die Allele einen falschen Imprint tragsimd bei PWS in
~1-3% und bei AS in ~2-4% der Falle kausalZu AS kommt es dabei, wenrine
paternale Imprint des maternalellels zum Expressionsverlust vodBE3A fuhrt. Ein
maternale Imprint auf dem paternalen Chromosoiningegen resultiert in einem
Expressionsverlust der norrealveise pateal exprimiertenGeneund fihrt zu PWS. IDs

treten inder Mehrheit der Falle ohne zugde liegende Sequenzverdnderung (puimare
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Epimutation siehe Kapitell.1.2. Bei ~10- 15% derAS- und PWSPatienten mit IDliegt
jedoch eine Deletion des Imprinting Centers (G) (sekundare Epimutatiorgutcliffe et al.
1994 Buiting et al. 19951998 und 2003 Horsthemke und Buiting 20061orsthemke und
Wagstaff 2008 Das IC liegtupstreamdesSNURFSNRM-Gens ud reguliertdasimprinting
der Region 15011913 incis. Es weist eine zweigeteilt©rganisationauf, die mittels
Uberlappender Deletionen auf zwei kleinste Bereige@annt ASbzw. PWSSRO gmallest
region of overlap eingegrenzt werden konnte®lfta et al. 1999 und b Buiting et al.1999
und2003).

Das Wiederholungssiko liegt bei einem sekundarenimprintingdefekt aufgrund einer
familiaren 1GDeletionbei 50 %, bei einem ID mitprimare: Epimutationhingegenbei < 1 %.
Interessant ist, dass b&B-Patienten ein ID viel haufiger im Mosaik auftrftt 30 %), also
nicht in allen Zellen vorliegt, als bei PWEi(lessenKaesbach et al. 1999Yyey et al. 2005
Williams et al. 201B). Der Grad des Mosaiks ist dabei variabel Wadnsich mildernd auf
den Phanotyp ausirken (Nazlican et al. 2004 Bei AS werden Mosaike darauf
zurickgefuhrt, dass der Imprintingtekt postzygot durch einen Fehler in der
Aufrechterhaltung des Imprints auf dem maternalen Allel verursacht Wodhmt es zu
einem Fehler bei ddmprintetablierung, tritt ein ASD ohne Mosaik aufBei PWS hingegen
gibt es Hinweise darauf, dass IDs meist durch einen Fehler bei der Ausléschung des Imprints
in der Keimbahn des Vaters auftretema n allen informativen Familien das
(grof&)mutterliche Allelbetroffenwar, so dass man hier von eiregigenetic inheritancelso
der Vererbung einespigenetischen Zustands, sprechen K&uwiting et al.1998 und2003).
Bei AS ist in ~5-10% der Falle eine Mutation irWBE3AGen ursachlich, wahrend bei
~10-15% der Patienten trotz klinischer Diagnose keine molekulargenetische Ursache
nachweisbarst (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 198uiting et al. 201pRamsden et
al. 2010 Buiting et al. 2014).

Im Gegensi& zu AS, das durch den Funktionsverlust des maternal exprimiertelJB&3A
verursacht wird, konnte bei PWS bisher keines der paternal exprimiertennGiasreRegion
15q11ql3als ausschlie3licher Auslésder Erkrankungdentifiziert werden. Zuden patenal
exprimierten Genengehoren die intronlosen undvermutlich durch Retrotransposition
entstandeneeneMKRN3 (makorin ring finger protein 3 MAGEL2 (MAGE:-like 2), NDN
(Necdir) und NPAP1 (nuclear pore associated protein &hemalsCl150rf2 Abbildung 3;
Jong et al. 1999; Boccaccio et al. 1999, MacDonald und Wevrick 1997; Hore et al. 2007;
Farber et al. 2000; Neumann et al. 20Michollsund Knepper 20011 Weiterhin umfasst die
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cal-15Mb grol3e, dem Imprintinginterliegende Regionad SNURFSNRPNTranskript
(SNRPN upstream reading framesmall nuclear ribonucleoprotein polypeptide Sowie
ca.80 C/D Box snoRNAGene SNORD107 SNORD64 SNORD108SNORD109Aund B),
von denen einige in snoRN@lustern angeordnetsind SNORD115und SNORD116
Cavallle et al. 2000Wirth et al. 2001 Runte et al. 20049. Das SNURFSNRPNTranskript
dient dabei als eine Art WidBranskript fur die snoRNAGene wmd ist als antisense
Transkriptan der Regulation demonoallelischerExpressionvon UBE3Abeteiligt (Runte et
al. 20ab und 2003.

1.2.2 Beckwith-WiedemannSyndrom

Das BeckwithiWiedemanrSyndrom (BWS; OMIM#13065() ist eine Grol3wuchassonerte
Imprintingerkrankung mit einer Inzidenz vara. 1:13700- 17.000 (Weksberg et al. 2010
Eggermann et al. 2081 Der Name des Syndroms geht datiin Bruce Beckwith und Hans
Rudolf Wiedemannzuriick die im Jahr 1969unabhéngig voneinandeden Phanotyp
beschriebenBeckwith 1969 Wiedemann 1969 Charakteristische klinische Merkmale sind
neben dem pra und postnatalen GroRwuchgMakrosomie) Koérperasymmetrie
(Hemihyperplasig Makroglossie,Bauchwanddefektwie Nabelhernien Omphalaelen oder
Rektusdiastase Viszeranegalie, Ohrkerbemeonatale Hypoglykdmiend je nach zugrunde
liegender molkularer Ursache, ein deutlich erhdhtes Risiko fir Tumore im frihen
Kindesalter, v.afir Wilms-Tumore Bliek et al. 2004 Cooper et al. 2005Veksberg et al.
2005 und 2010; Choufani et al.2010 und 2013. Die Auspragung des Phanotyps ist sehr
variabe] sodass manche Patienten zmir eine leichte Makrosomie oder Hemihyperplasie
aufweisen Daher konnte die Inzidenz des BWS hdoher liegen, als bisher angenommen
(Weksberg et al. 2010

Die molekulargenetischen Ursachen fur BWS siigféltig und héangen migenetischen und
epigenetischerVeranderungen innerhalb der dem Imprinting unterliegenden Region auf
Chromosom 11pl15.5usammende nachder zugrunde liegende molekulare Ursache kann
esdabeianstelle des miGrol3wuchsassoziierten BWS zu einem reziprokeméRotyp, dem
u.a. mit einer Wachstumsretardierung assoziert8ilverRusselSyndrom kommen
(Eggermann et al. 2008; Azzi et aD14). Auf dieses Krankheitsbildird jedoch imWeiteren
nicht nédher eingegangen
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Die geimprinteten Gene der Region11p15.5 sind im Gegensatz zu anderen
Imprintingdoménen wie z.B. auf Chromosom 15q11g13 oder 14g82zwei Gendusten
organisiert, die durch mehrere biallelisch exprimierte Gene voneinander gedirghriDer
Imprint der beiderGerclusterwird dabeijeweils von eimr eigenenimprintingkontrollregion
(ICR) reguliert(Abbildung 4 Smilinich et al. 1999Horike et al. 2000Maher undReik 2000;
Demarsund Gicquel 201p Die telomeisch gelegenelCR1 ist auf dempaternaén Allel
methyliertund auf dem maternalen Allehmethyliert. Sie regulierdie reziprokeExpression
desfetalen WachstumsfaktorsGF2 (Insulin-like growth factor 2 paternal exprimiejtund
der langen, nichtodierenden RNA419 (maternal exprimiert)Die ICR1 liegtupstreamvon
H19 in einemrepeatCluster, welchesmehrere CTCFund OCFBindestellenenthalt(siehe
Kapitel 1.2.2.1 Rachmilewitz et al. 199Rainier et al. 1993jinno et al. 1996.ighten et al.
1997;Frevel et al. 1999Takai et al. 2001Soejinma und Higashimoto 20)3

Die centromdasch gelegene ICRZauch als KvDMR bezeichneigt, im Gegensatz zur ICR1,
auf dem maternalen Allel methyliei®ieliegt im 5' Bereich des paternal exprimiert&ens
KCNQ10OT1 (KCNQ1 opposite strand/antisense tranptril; alias LIT1), welches das
antisenselranskript zum maternal exprimiertédfCNQ1 (potassium voltaggated channel,
KQT-like subfamily, member) Harstellt Weitere von der ICR2 regulierte Gene sind u.a. die
vom maternalen Allel transkribierteKCNQL1DN (KCNQ1 downstream neighborund
CDKNI1C (cyclindependent kinase inhibitor 1QMitsuya et al. 1999;Lee et al. 1997;
Matsuoka et al. 1998nd 1996; Tsugu et al. 20080ejima und Higashimoto 20113

Die haufigste molekulare Ursache fur BWS ist eine Hypomigtitwig der ICRAmeist im
Mosaik), die bei ~50% aller Patientenmit BWS vorliegt und Gberwiegendsporadisch
aufgrund einer primaren Epimutation auftritt. BeR6-% der Patienten liegt eine paternale
UPD der Region 11p15.5 vor. Diese resultiert gleidigen einer Hypomethylierung der
ICR2 und einer Hypermethylierung der ICR1, da belteomosome paternalerJrsprungs
sind Mutationen des GenSDKN1C auf dem maternalen Allekerdenin ~5 % der BWS
Falle beobachtet Ebenfalls ki ~5% der Patienten istine Hypermethylierung der ICR1
ursachlich, die auch hier meist sporadisch guftes wurden jedoch einige Falbeschrieben,
bei denenMutationen der OC™Bindestellen odeMikrodeletionen innerhalb der ICRAur
Hypernethylierung gefuhrt habef(sekundé Epimutatiofh Weiterhin kann bisher bei einer
Gruppe von 13- 15% der Patienten mit klinisch diagnostiziertem BWS keine molekular
genetische Ursache identifiziert werd@errato et al. 2008)Veksberg et al. 201@houfani
et al. 2010 od 2013;Demarsund Gicquel 2012Jacob et al. 201FEggermann et al. 2@4).
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Dies konnteu.a.auch darauf zurtickzufiihren sein, dass Imprintingdefekte in der Mehrzahl im
Mosaik vorliegen und der Grad der Methylierungsveranderungen in den untersuchten
Geweben zu gering agepragtsein konnteum sie mit heutigen Methodeuwletektieren zu

konnen Eggermann et al. 2d3).

CDKN1C KCNQ1DN ICR2 KCNQ1 IGF2 ICR1 H19

/i
e —l——— I —— ——
pat

mat KCNQ10T1

Abbildung 4: Ubersicht der Region 11p15.5

Die Abbildung zeigt eine Auswahl der geimprinteten Gene der Region 11lgl&nsomeisch
(cen) liegt die ICR2, welche auf dem maternalen (mat) Allel methyliert ist. Sie reguliel
elternspezifische Expression vBICNQ1und seinenantisensel ranskriptK CNQ1OTsowie von
KCNQ1DNund CDKN1C Die ICR1 liegt veiter telomeisch (tel) und ist von der ICR2 durch
einige geimprintete und niclgeimprintete Gene getrenr@ie ist auf dem paternalépat) Allel
methyliert und steuert dieziprokeExpression void19 undIGF2.

rot ymaternal exprimiert; blaypaternal exprimiert; graglCRs; patqpaternales Allel
methyliert; matqmaternales Allel methyliert; teftelomeischy cen qcentromeisch Ohne
Mal3stab.

1.2.2.1Aufbau der ICR1 und molekulare Ursachen flrsekundére Epimutationen
Mutationen der OCT-Bindestellenund Mikrodeletionen

Die ICR1 ist ein ca. &b grof3er Bereiclderetwa 2kb upstreamvon H19 liegt. Er beinhaltet
insgesamt siebeBindestellen fur das ZinkfingeProtein CTCF (CCCTCbinding factol,
sowie drei OCT4/SOX2Bindemotive (OCTBindestellen; Phillips und Cores 2009;
Choufani et al. 2010Merkenschlageund Odom 2013Hori et al. 2002) Die Bindungdes
ubiquitar vorkommenden Transkriptionsfakt@$CFan die Bindestellen innerhalb der ICR1
verhindert die Methylierung des normalerweise unmethylierten materddliels. Die bereits
in der Keimbahn gesetzte Methylierung des paternalen Ahélgegen blockierteine
Bindung von CTCF Kanduri et al. 2000; Holmgren et al. 2008¢hoenherr et al. 2003;
Bariolomei 2009).Die ICR1 wirkt in Abhangigkeit von CTCHls Isolator, d.h. sie blockiert
die Interaktion von Enhanceund PromotoiElementenin diesem Falbewirkt die Bindung
von CTCF an die ICR das ChromatinKonformationerh6herer Ordnung induziert werden,
was dazu fihrt, dastie Aktivierung vonlIGF2-PromdorendurchdownstreanEnhancerauf
dem maternalen Allelund damit die Expression vohGF2 blockiert wird. Da die
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Methylierung auf dem paternalen Allel die Bindung von CTCF inhibiert, ist ditts-
Funktion der ICR1 nicht aktiwvodurchlGF2 vom paternalen Kel exprimiert werden kann
(Hark et al. 2000; Bell et al. 2000; Murrell et al. 2004; Kurukuti et al. 20848ivio et al.
2011).

Neben der Bindung von CTAfennte zumindest im Mausmodekuchfur die Bindung von
OCT4 an die OCTindestellen gezeigt werdn, dass sienotwendig ist, um den
unmethylierten Status des maternalen Allels aufrecht zu erhalten (Hori et al. 2002;
Zimmerman et al. 2013; Sakaguchi et al. 2013).

Der Aufbau der ICR1zeigt eine zwajeteilte Organisation aus mehreren hoch homologen
Seqenzblocken, den sogenannten And Brepeats (Abbildung 5). Beide Abschnitte
beinhalten dabei jeweils drei CTindestellen sowie eine OCBindestelle. Der
centromeisch gelegenéAbschnitt besteht aus deepeatsB7, B6, B5 und A2und beinhaltet
die CTCFBindestellen eins bis drei (in B7 bis B5). Der telomer gelegene Abschnigthbest
aus dem nur z.T. vorhandenepeatB4, sowie B3, B2, B1 und Al und beinhaltet die drei
CTCFBindestellen vier bis sechs (in B3 bB1l). Die siebte CTCBindestelle ist
downstreamvon Al lokalisiert. Die drei OCBindestellen befinden sich jeweils in den

repeatsAl und A2 sowiaupstreamvon B7.

5 CTCF1 CTCF2 CTCF3 CTCF4 CTCF5 CTCF6 CT(|3F7_>
] 1 1

Abbildung 5: Schematische Darstellung de8ufbausder ICR1

Die Abbildung zeigt den Aufbau demstreamvon H19 gelegenen ICR1 voi€entromer zu
Telomer. Die ICR1 setzt sich aus mehreren HommologernrepeatBlocken zusammerdie eine
zweigeteilte Organisation aufweisen. Jeweils drei bis vieeggats(B7 bis BS bzw B4 bis B1)
und ein Arepeat(A2 bzw. Al) bilden dabei eine Einheit mit jewetsei CTCFBindestellen
(CTCFL bis CTCF6). Weiterhin liegen insgesamt drei Oindestellen innerhalb der ICRI
jeweils eine in den beiden-repeatssowie einaupstreamvon B7(gekennzeichnet mit Pfeilen).
WT qWildtyp; E1 und E2qEnhancer CTCFL1 bis 7 CTCFBindestellen 1 bis Ohne Mal3stab
Veréndert nach Beygo et al. 2@GiL3

Punktmutationen in OGBindestellen wurden erstmals von Demars und Kollegen bei einer
Familie mit mehreren BW&Patienten in einer Generation als kausal beschrieben (Demars et
al. 2010). Sie konnten einen Einzelnukleotidaustausch innerhalb der-mepAadtgelegenen

OCT-Bindestelle identifizieren. Dieser fuhienn er auf dem maternalen Allel liegu einer
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Hypermethylierung der ICR1. Auf dem methylierten paternalen Allel hingegereihat
solche Mutation keine Auswirkungen und kann stumm weitergegeben werden. Spater konnten
in drei weiteren Familien zwei andere Einzelnukleotidaustausche idmmtifizerden, die
ebenfalls die in A2 gelegene O@indestdle betrafen (Poole et al. 201Rjgashimoto et al.
2013).

Als eine weitere Ursache von sekundaren Epimutationen der MeRBWSPatientensind
unterschiedlichgrol3eMikrodeletionender Region besgieben worder{Sparageet al. 2004

und 2007 Cerratoet al. 2005 Prawittet al.200% und b; Demarset al.2010und 2011 De
Crescenzoet al. 2011) Auch in diesen Fallen fuhrte eine Deletion nur dann zur
Hypermethylierungler verbliebenetCR1-Sequenaind BWS, wenn sie auf dem maternalen
Allel lag, wahrend eine Deletion auf dem methylierten paternalen Allel keine Auswirkungen
hatte.Die meisten dieser Deletion@neseneine Grél3e von cd,4- 1,8kb aufund fuhrten in

der Regel zum Verlust von ein bisvegi CTCFBindestellen.Weiterhin waren Deletionen
dieser Art meist mit einer sehr starken Hypermethylierung und einer vollstandigen Penetranz
des BWSPhanotypsassoziiert.Im Gegensatz dazu zeigte eine Familie mit einerk@,2
groRen Deletion (B5/Bl) die zum Verlust von drei CTCBindestellen fiuhrt, eine
unvollstandige Penetramz Bezug auHypermethylierung und BW®hé&notyp (Prawitét al.
200%). Es wurde vermutet, dass diese Deletion muNVerbindungmit einem weiteren
Ereignis(a s e ¢ o ) th diegmimt Fall einerlGF2-Duplikation, zur Auspragung des BWS
fuhrt. In einer weiteren Familienit einer ebenfalls 2,Xb groR@ Deletion mit anderen
Bruchpunkten (B/B2) konnte jedoch bei allen Deletionstragerneine leichte
Hypermethylierung beobachtet werdeie dllein ausreichend war, um BWS hervorzurufen
(Demarset al.2011).

1.2.3 Upd(14)mat- und upd(14)patSyndrom

Uniparentale Disomien (UPDsles Chromosoms 14 gaben erste Hinweise darauf, dass sich
auch auf diesem Chromosom Gene befindba,dem Imprinting umrliegen Dabei fuhrt
sowohl eine maternalals auch eine paternale uniparentale Disob#iezu einemklinisch
distinktenPhanotyp Die upd14)Syndrome wurden erstmals im Jahr 1991 bei Patienten mit
UPDs dedangen Arms des Chromosoms ddfgrund von Robéson'schen Translokationen

beschrieben Temple et al. 1991Wang et al. 1991 Dabei zeigen Patienten mit einem

26



Einleitung

upd14)patSyndrom (OMIM #608149, bei dem beide Kopien des Chromosdmsvom
Vater stammenals besonderscharakteristisches phanotypisshilerkmal einen kleinen,
glockenférmigen Thorax mileiderblgelartiggeformten Rippen, der oft zu respiratorischer
Insuffizienz fuhrt. Weitere Merkmale sind Bauchwanddefekte, Wachstumsretardierung,
Entwicklungsverzogerung und faziale Dysmorphien sowie Polgmdion und
Plazentomegalie wahrend der Schwangerschéfing et al. 1991Qgata et al. 20Q08\aik et

al. 2010 Irving et al. 2010; Hoffmann und Heller 2011Der Phanotyp einer maternalen
uniparentala Disomie 14, bei der beide Chromosomen 14 von der Mus&ammen, ist
hingegen weitaus milder und heterogener. Klieaischen Merkmale beinhalten préand
postnatale Wachstumsretardierung, muskulére Hypotonie, kleine HBubdertas paiecox
sowie eine spater einsetzende Adipogifammple et al. 1991Pentao eal. 1992;Mitter et al.
2006; Hoffmann und Heller 2011)Das klinische Spektrum zeigt dabei Uberlappungen mit
der SymptomatikdesPradefWilli -Syndrons (Hosoki et al. 2008

Die Phéanotypender beiden upd14)Syndrome sind auf eine Dysregulation von
elternspezifish exprimierten Genen innerhalb der geimprinteten Region auf 1432
zurtckzufuhrenln diesem Bereichst ein ca. 1 Mb groResdem Imprinting unterliegendes
Gertlusterlokalisiert Neben den paternal exprimierten GeerL1 (retrotransposorike 1)

und DLK1 (deltalike 1 homolog Drosophilg sind die maternal exprimierten Gem¢EG3
(maternally expressed gene Bormals GTL2 - genetrap locus 2 das RTL1 antisense
transcript(RTL1a3, MEG8 (maternally expressed gengsbwie ein snound ein microRNA
Clustervorhanden(Abbildung 6; Wylie et al. 2000; Nyoshi et al.2000;Charlier et al. 2001,
Cavallle et al. 2002; Seitz et al. 200Die Regulation deeternspezifische Expression
dieser Generfolgt durch zwei DMRsdie auf dem paternalen Allel methyliert und auf dem

maternalen Allel unmethyliert sindvon beiden wird angenommen, dassie als ICRs

DLK1 MEG3 RTL1/as MEGS8 snoRNAs  miRNAs

— . . l l ||||| ||||| -

IG-DMR MEG3-DMR
pat pat

Abbildung 6: Schematische Ubersicht des geimprieten Genclusters in der Region 1493

Die Abbildung zeigt die paternal (blau) und maternal (rot) exprimierten Gene der Region :
Die beiden als ICR fungierenden-l@BVIR und MEG3-DMR sind als graue Kastchen dargeste
Die Methylierung ist jeweils nurid dem paternalen Allel vorhanden.

pat ypaternatés Allel methyliert cen qcentromeisch; tel qtelomeirsch Ohne Malstab
Veréandert nach Beygo et al. 2014.
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fungieren(Wylie et al. 2000; Lin et al. 2003; Kagami et al. 2D1ie intergenc (IG-)DMR
liegt zwischerDLK1 und MEG3 wahrend dieMEG3-DMR im Promobrbereich desMEG3
Gens lokalisiert istWylie et al. 2000 Lin et al. 2003. Der Imprint der IGDMR wird auch
als primarer Imprint bezeichnet, dabereitsin der Keimbahn gesetzgtird, wahrenddiesan
derMEG3-DMR erstsekurddrnach der Fertilisatiorrfolgt (Takada et al. 200Z5euns et al.
2007).

Als molekulare Ursachen dempd14)Syndrome sind nebefsegmentalen)JPDs in den
letzten Jahren sowohl bei Patienten mpgd14)mat als auch mitupd14)patSyndrom
Imprintingdefekte und Deletionen als kausal beschrieben wordiemple et al2007; Buiting

et al. 2008 Kagami et al. 2008 und 201iese unterschiedlichen molekularen Ursachen
scheinenjedoch keine phanotypischen Unterschiedeh sich zuziehefOgata et al. 2008;
Hoffmann und Heller 2011 Die meisten der bisher beschriebenen Deletidmnhalten
beide DMRs (Kagami et al. 2008; Buiting et al. 2008; Bena et al. 2010). Nur bei zwei
Patieninnen konnten bisher Deletionen beobachtet werden, die jeweils nur -deéBnur

die MEG3DMR umfassen (Kagami et al. 2010)ahere Untersuchuegder Methylierungs
muster an der jeweils nicht deletierten DMR zewgttass bei einddeletion der IGDMR die
MEG3DMR eine Hypermethylierungufweist wahrend deWerlustder MEG3DMR keine
Auswirkungen autlasMethylierungsmusteder IGDMR hat Basierend aufeh Daterdieser
beiden Patieminen postulierten Kagami und Kollegen die Hypothese, dass dibMR in
einer Art hierarchischdnteraktion tber deMEG3-DMR stehen wiirde (Kagaret al. 2010).
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1.3 Zielsetzung

Die Regulation geimprinteté&sene und Genclustesowiedie Beteiligungvon cis- undtrans
agierenden Faktorefst bisher nur in Teilen verstandedm Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit wurden daher verschiedepatientenbeagene Ansétze verfolgt, um regulatorische
Elemente und neue geimprintete Geneu identifizieren und die Auswirkungen von
Deletionenund Mutationernn cis bei Patienten mit Imprintingerkrankungen untersuchen

Bei Patienten mit P\® oder AS liegt in einerkleinen Teil der Félle ein primarer Imprinting
defektin der chromosomalen Region 15q11qg48, der durch Fehler bei der Ausléschung,
Etablierung oder Aufrechterhaltung des Methylierungsimprints in der Keimbahn entstehen
kann. Da die Ursache hierfur bisheicht bekannt ist, soll im Rahmen dieser Arbeit ein
Patientenkollektiv mittels Affymetrix SNPArray 6.0 auf Kopienzahlveranderungen
untersucht werden, um mogliches- undtransregulatorische Elemengi identifizieren

Bei einem Kind mit multiplen Impntingdefekten sollen weitere Gene, an denen der Patient
Methylierungsveranderungen zeign Hinblick auf eine allelspezifischeMethylierung und
Expression hin untersucht werden, um neue geimprintete Gene zu identifizieren.

Eine seltene Ursache des BWSd& Hypermethylierung der ICRAuf Chromosom 11p15.5
aufgrund von Mikrodeletionen. Im Rahmen dieser Arbeitesobei einer Patiem die
Deletionsbruchpunkteharakterisierund weitereFamilienmitglieder auf das Vorhandensein

der Deletion hin untersuchtwerden. Aul3erdem sollen quantitative Methyliersarglysen
mittels HochdurchsatBisulfitsequenzierung auf dem Roche/454 G&hior etabliert und
durchgefuhrt werdenWeitere Familien mitunterschiedlichenCR1-Mikrodeletionensollen
ebenfalls detaillierte Methylierungsanalysen unterzogen werden, um einen maoglichen
Zusammenhang zwischen Art der Deletion uteim Grad der Methylierungnaher zu
untersuchen.

In einer BWS-Familie mit einer OCT4Mutation in der ICR1 wurde eine Zunahme der
klinischen Merkmale wo einer Generation zur nachsten beobachtet. Hochquantitative
Methylierungsanalysen sollen dariiber Aufschluss geben, ob der Grad der Methylierung mit
der phanotypischen Auspragung korreliert.

Patienten mit einem upd(igtSyndrom aufgrundon Deletiorensind bisher nur irfEinzet
fallen beschrieberworden Im Rahmen dieser Arbeit solledie Deletionen vonzwei
Patientercharakterisigrund eine detaillierte Methylierungsanalyse durchgefihrt werden, um
neue Erkenntnisse uber die Interaktion der beiden i@Rsr chromosomalen Region 1432

Zu gewinnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Lésungen

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Fir&guiChem
(Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe),Merck (Darmstadt),Peqlab (Erlangenund Sigma
(Heidelberg)n pro analysiQualitat bezogen.

2.1.2 Standardlésungen

TAE-Puffer: 40 mM TrisAcetat
0,114% Essigsaure
1 mM EDTA, pH 8,0

2.1.3 DNA-GroRenstandards

MassRulel" Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker (Thermo Fisher Scientific)
1 kb DNA Ladder (Life Technologies)

2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotidend Sondenwurden, sofern siaicht bereits im Institut

etabliert warenmit Hilfe folgende Programne erstellt:

Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgibin/primer/primer3_www.cgi)

MethPrimer (http://www.urogene.org/cebin/methprimer/methprimer.cgi)

RocheUPL (https://www.rocheappliedscience.com/shop/CategoryDisplay?cataloged=
10001 &tab=&identifier=Universal+Probe+Library&langleE&storeld=15006)

Die Sequenzen sind ilinhang(Tabelle AL - A7) aufgefthrt.

Zur Durchfuihrung vorin-silico PCRs wurderfolgende Programmeerwendet
UCSC insilico PCR (http://genome.ucsc.edu/ebgin/hgPcr?hgsid=3539424)1 1
BiSearch (http://bisearch.enzim.hu/?m=genompsegarch
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2.1.5 Enzyme

AmpliTad® Gold Polymerase (Roche)
HotStarTag Master Mix Kit (Qiagen)

Expand Long Range dNTPack (Roche)
DNase RQ1 (Promega)

Reverse Transkriptas@gplied Biosystems)
RNase Inhibito(Applied Biosystems)
LightCycleP 480 Probes Master Mix (Roche)

2.1.6 Patienten

Die klinische Diagnose den dieser Arbeitbeschriebenen Patienten wurde von erfahrenen
Humangenetikern gestelind molekulargenetisch gesichert

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission Medizinischen Fakultat der
Universitdt Duisburgessen genehmigt (No.08-3858. Bei zugeschickten Proben lagen
Ethikvoten der jeweiligen Universitaiten vor. Von allen Patienten lage

Einverstandniserklarungen vor.

2.1.6.1Patienten mit Angelman- oder Prader-Willi -Syndrom mit Imprintingd efekt

Es wurdennsgesam®62 Patienten miAS (davon 27 im Mosaikynd 46 Patientermit PWS

und einem Imprintingdefekt am Institut fir HumangenetjkUniversitatsklinikum Essen
rekrutier{ bzw. von internationalen Laboren zur weitereolekularen Charakterisierung
hauptsachlicteum Ausschluss von KDeletionen, zugeschickt

Alle PWSID Patienten zeigten charakteristischanotypischeMerkmale wie muskulare
Hypotonieund Trinkschwache sowie eine Entwicklungsverzdgerung. DidDABatieren
wiesen eine mentale Retardierung mit fehlender Sprachentwicklung sowie Ataxie und
freundliches Verhalten auBei den 27 ASID Patienten mitMethylierungsnosaik war der
Phanotyp teilweise milder bzw. atypisch mit Uberlappungen zu PWS.
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2.1.6.2Patient mit Multilocus-Methylierungsdefekt (MLMD)

Der Patient mit Multilocusviethylierungslefekt wurde am Institut fur Humangenetik,
Universitatsklinikum Schleswigflolstein Campus Kiel/ChristiaAlbrechts Universitat Kiel
(BMBF Netzwerk ImprintingErkrankungenjekrutiat.

Der Patient (I42) wurde in der 32. SSW als Kind gesunder, nlarsanguiner turkischer

Eltern geboren. Eine vorhergehende Schwangerschaft)(Wurde aufgrund von zahlreichen
Fehlbildungen terminiert, eine nachfolgende Schwangerschaf3)(Ikndcte in einem
Spontanabort. Der Patient zeigtea. grobe Gesichtsmerkmale, eine Omplale sowie ein
asymmetrisches Korperwachstum. Eine erste Verdachtsdiagnose war daher ein BWS oder
SRS. Methylierungsanalysen bestatigten Veranderungen auf Chromosos drifdeiden

ICRs sowieweitere Methylierungsveranderungan anderengeimprinteta Loci. Klinische

Datenund Methylierungsanalysen @aliebe et al. 2014.

2.1.6.3Patienten mit Beckwith-Wiedemann-Syndrom mit Mikrodeletionen in der ICR1

Familie 8 wurdeam Institut fir Humangenetik Universitatsklinikum Esseniber die
Routinediagnostik rekrutiert DNA-Proben der weiteren in dieser Arbeituntersuchten
Familien wurde von Kooperationspartnern aus Neapel (Familien 2, 3, 4 yndn@rea
Riccio, Department of Structuraln d Functi onal Bi ol ogy, Uni ver
und Department of Environmental Science, Second University of Naples, ltatidri}lainz
(Familie 7 Dirk Prawitt, Zentrum fur Kinder und Jugendmedizin, Universitatsmedizin
Mainz;, BMBF Netzwerk Inprinting-Erkrankungeh zur Verfigung gestelllinische Daten
sind inTabelle2 zusammengefasst.etaillierte klinische und molekulargenetische Daten sind
in folgenden Veroffentlichungen zu findefRamilie 2 in Sprago et al. 2004 und 2007,
bezeichnet als Family 2 bzw, Eamilie 3in Sparago et al. 2007, bezeichnet als Family C;
Familie 4in Cerrato et al. 2005 und Sparago et al. 2007, bezeichnet als Fankimilje 6

in De Crescenzo et al. 201Hamilie 7 in Pawitt et al. 2008 undb und Familie 8 in Beygo et

al. 2013, aus der auch diBlummerierung der Familieibernommen wurde&Stammbéaume
der einzelnen Familiesowie Details zu den Deletionasimd im Ergebnisteil, KapiteB.3.],

zu finden
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Tabelle 2: Zusammenfassung der klinischen Dateder untersuchtenBWS-Patienten

Familie 2 3 4 6 7 8
Deletionsgrofie 1,8 kb| 1,4 kb 1,8 kb 1,8 kb 2,2kb| 2,2 kb
Bruchpunkte B6/B3 | B5/B3 B6/B3 B5/B2 B5/B1 | B5/B1
Person -3 | 1-1 (-1 | m-2 | n-2 | -1 | -2 | -1
P P M P M P P P
Geburtsgewicht
> 90.Pergentile ) - * * * + + +
Postnataler GrolRwucl  + - - - - - ¥ n
Makroglossie + + + + + + + +
Hemihyperplasie + - - + - - - +
Bauchwanddefekte + + - - - + + -
Ohrkerben - - + - + n ¥
Hypoglykéamie + - - + - + - +
Polyhydramnios + - - - - + - _
Naevus flammeus + + - - - - - -
Viszeranegalie + - - - - I + B
frihkindliche Tumore i ] i N ] ] R ]
(u.a. WilmsTumor)
Urogenlltale ) N ] ] R R ] ]
Anomalien

Tabelle verandert nach Beygo et al. 2813- Patient; M- Mutter. Personebezeichnungen siehe
Stammbé&ume in Kapit&.3.1

2.1.6.4Familie mit Beckwith-Wiedemann-Syndrom aufgrund einer Mutation in einer
OCT-Bindedellein der ICR1

DNA aus peripherem Blut beziehungsweise Mundschleimhaut wurde von
Kooperationspartnern in Norwegeniréh Berland, Ginnar Houge Center for Medical
Genetics and Molecular Medicine, Haukeland University Hospital, BeayehDepartment

of Clinical Medicine, University of BergemNorwegen zugesant] die auch die klinische
Diagnose eines BeckwiWiedenannSyndromsgestellt und die kausaleMutation in der
OCT-Bindestelle identifiziert haben.

Drei Schwestern der Familie {1, 1I-3 und 1I-4) zeigeneinen GrolRwuch®berhalb der
96.Perzentilg(178, 185 bzw. 187 cjnund ein verlangertes pegubertares Grélienwachstum,
was kein typisches Merkmal des BWS i$tl1 und I+4 hattenzudemvergrof3erteZungen und
lagenmit ihrem jeweiligem Geburtsgeaht (-1 5 kg > 97,5. Perzentile; 406SW, 11-4
2350g; 99. Perzentile31. SSW im oberen Normbereich. Bei keiner der drei Schwestern
konnten weitere Merkmale, die zum phéanotypischen Erscheinungsksl@\Wes passen,

beobachtet werden.
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In der dritten Geeration wurden vier Kinder geboren, voangn drei a BWS erkrankt sind
undklassischghanotypischd&lerkmaleaufweisen

Patientinlll-1 wog bei ihrer Geburt in der 38. SSW 4860 g (860 g > 97,5. Perzentile) bei
einer Grof3e von 53 cm (97,5. Perzentile). &eldem Groldwuchs lag eine Makroglossie,
sowie ein WilmsTumorvor. lhre Schwester (HR) wurde in der 40. SSW mit einem Gewicht

von 5280 g (880 g > 97,5. Perzentile) geboren. Auch sie zeigte eine Makroglossie, sowie
vergroRRerte Nieren urehtwickelte sgter einen WilmsTumor.

[I1-3 wurde in der 29. SSW per Kaiserschnitt geboren, verstarb jedoch kurz darauf. Auch bei
ihm lag ein Grof3wuchs vor (2130 g; 330 g > 97,5. Perzentile; 44aing)Viszeromegalie,

wobei besonders die Nieren betroffen wasemwie eine MakroglossieKeiner der Patienten
zeigte eine Kérperasymmetrie oder neonatale Hypoglykadttiiesche Angaben aus Berland

et al. 2013

2.1.6.5Patienten mit einem upd(14)pat-Syndrom

Patient 1 wurdeam Institut fir Humangenetik Llheck, Universitat zu LubeckBMBF
Netzwerk ImprintingErkrankungen)rekrutiert wo auch die klinische Diagnose erstellt
wurde

Die Patienten 2 und 3 wurdeam Institut fir HumangenetikRheinischWestfélische
Technische Hochschule Aach@BMBF Netzwerk ImprintingErkrankungen)diagnastiziert
undrekrutiert. In allen Fallen wurden DNRroben fur weiterfihrende Analysen ans Institut

fur Humangenetik, Universitatsklinikum Essgeschickt.

Patient 1 wurde in der 32+2 SSW mit einer Grol3e voord T+1,6 SD Standardabweichuhg
und einemGewicht von 260@ (+0,5 SD) geboren. Die Schwangerschaft wurde durch einen
Polyhydramnion kompliziertAu3erdemag eine Plazentomegalier. Der Patient hatte einen
kleinen, glockenformigen Thorax miteiderbugelartiggeformten Rippen, dem auffalligsten
phanotypischerMerkmal eines upd(14)p&yndrons. AulRerdem zeigte der Patient eine
ausgepragte Muskelhypotonie und eine Retromikrognaitileische AngaberausBeygo et

al. 2014.

Patient 2 wurde in der 35. SSW mit einer Grol3e von 46-£/@ D) und eiem Gewicht von
31259 (+2,4 SD) per Kaiserschnitt geboren. Die Schwangerschaft wurde durch einen
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Polyhydramnion kompliziertDer Patient war das zweite Kinklbnsanguiner, ttrkischer
Eltern und hat einen gesunden é&lteren Bruder. Eine erste Schwangeradieadt iea der
18. SSW, es liegen jedoch keine klinischen Angaben dazu vor. Der Patient zeigte den
klassischen Phanotyp des upd(14}gandroms mit einem kleinen, glockenférmigen Thorax
mit kleiderbugelartiggeformten Rippen, einem charakterististHazialen Phanotyp mit
Retromikrognathie, vollen Wangeumnd einem vorstehenden Rthum. Es bestanden eine
ausgepragte Muskelhypotonielitterungs und Atmungschwierigkeiten. AuRerdem bestand
eine Leistenhernie, die operatigrsorgt wurde.

Seine ebenfallbetroffene Schwester (PatienB) wurde auch in der 35. SSW geboren. Sie
wog 2800g (+1,1 SD) bei einer GroRe von 45 cni,{ SD). Sie zeigte die gleichen
phanotypischen Merkmale des upd(14#¢ndroms wie ihr Bruder, jedoch meist in etwas
milderer FormEs lagereine Nabelhernie sowie eine Rektusdiastase

Die Mutter zeigte keine ph&notypischen Auffalligkeit&tinische Angaben aus Beygo et al.
2014.

Weiterhin wurdeuns freundlicherweise ein®NA-Probe einebereits publiierten Patienh

mit upd(¥)patSyndromund klassischen phanotypischen Merkmadeiigrund einer 4,3 kb
groRen Deletiorvon Andrew Green (National Centre for Medical Genetics, Our Lady's
Hospital, Crumlin, Dublin, and School of Medicine and Medical Science University College

Dublin, Ireland)fuir Kontrolluntersuchungenur Verfiigung gestellt (Kagami et al. 2010).

2.1.6.6Normalkontrollen

Blutproben von geswden, anonymen Blutspenderrvurden vom stitut  far

Transfusionsmedin, Universitatsklinikum Essen (Dr. Holtmann, Prof. Hdsexogen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Isolierung von DNA

Die Isolierung von DNA aus peripherem Blut erfolgte mitteRexiGeneKit (Qiagen
entsprechend den Angaben des Herstellers. Dazu wurdg@rEBTA-Blut mit 7,5ml FG1-
Puffer durch mehrmaliges (5x) invertierearmischt. Die &lkerne wurden 5min bei 200g
abzentrifugiertund der Uberstand verworfen.aB Pelletwurdein 1,5ml mit Proteinase K
versetztem FGPuffer homogenisierund die Lésung invertiert. Nach einer zehnminutigen
Inkubation bei 65C im Wasserbad wde die DNAdurch Zugabe vorl,5ml 100%igem
Isopropaol gefallt und durch mehrmaligesvertieren prazipitiert. Der Ansatz wurde fir
3min bei 2000g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde imlL,5
70%igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend etéolgine erneute Zentrifugation vonrgn

bei 2000g. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet 5 min an der Luft getrocknet.
Nach Zugabe von 300l FG3-Puffer wurde die DNAzum Ldsenfir 1h bei 65°C im
Thermomixer (850pm) inkubiert und anschlieBendber Nacht bei Rumtemperatuauf

einem TaumeRollermischer gelost.

2.2.2 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA aus peripherem Blut erfolgte mitt€@lBAamp RNA BloodKit
(Qiager) entsprechend den Angaben des Herstel®arsinem Volumen Blut (1,5 ml) wde
das 5fache Volumen Erythrozytehyse Puffer (EEPuffer; 7,5ml) gegebenl0- 15 min auf
Eis inkubiert und wahrenddessen zweimal kurz mittels Vortex geimi Anschliel3end
erfolgte einezehmminttige Zentrifugation bei 40§ und 4°C, um die Lymphozyternzu
pelletieren. Der Uberstand wurde verworfen uwdei Volumen (3ml) EL-Puffer hinzu
gegeben. Die Zellen wurden mittels Vortex geldst und anschlieliend erneutrfiin b@i
4009 und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pell60@ul mit
b-Mercapthoethanol versetztem RIPUffer geldst. Der Ansatz wurde in eine QiaShredder
Saule Uberfuhrt und @in bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugieflie Saule wurde
verworfen und eitvolumen @00ul) RLT-Pufferzu den lysierten Lymphozgh gegeben. Der
Ansatz wurde auf eine QlIAamp RNA Saule Ubertragen und figr & 80009 zentrifugiert
(Wasctlschritt), bevor de Saule in ein neues Auffanggefald Gberfihrt und nach Zugabe von
350ul RW1-Puffer erneut fur 15 bei 8000g zentrifugiertwurde Der Durchflusswurde

verworfen und ein DibselVerdau auf der Saule durchgefihrt, um maoglicherweise
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verbliebene DNA zu entfernen. Dazu wurde B&¢aseFree DNase Sd&Qiager) verwendet.
Zu 70ul RDD-Puffer wurden 1Qul DNasel (3 U)gegeben, mit der Pipetigemischt und auf
die Saule mit der gebunden RNA pipettie@ie Inkubation erfolgte fUrl5min bei
Raumtemperatur Anschlie3endfolgten zwei Waschkchritte mit 350l RW1-Puffer und
500ul RPEPuffer (jeweils Zentrifugation fiirl5 s bei8000g). Danachwurden erneu00 pl
RPEPufferauf die Séaule gegeben ufitt 2 min bei 8000y zentrifugiert. Nach Verwurf des
Durchflusses wurde furlmin bei maximaler Geschwindigkeitzentrifugiert um
moglicherweise verbliebene Spuren von Ethanol zu entfeiienRNA wude in 30- 50 ul
RNasefreiemH,0 eluiert (1min, 8000g) und anschliel3end b&0 °C gelagert.

2.2.3 Konzentrationsbestimmungvon DNA und RNA

Die Konzentration von DNA und RNA wurde photometrisch mit einem Nandbixdp-1000
bzw. ND-2000 UV/Vis-Spektralphotmeter (Thermo Fisher Scientific) bestimnidabei
wurde die optische Dichte (Qbei einer Wellenlange von 26Mhd 280 nm gemessekine
optische Dichte von bei 260 nmentspricht bei DNA einer Konzentration von 50 pg/ml, bei
RNA von 40ug/ml. Als Grad firdie Reinheit wird der Quotient OD260/0D280 bestimmit,
der bei reiner DNA ca. 1,8, bei reiner RNA ca. 1,8 bis 2,1 betragen sollte.

2.2.4 Polymerasdettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation spezifischer Sequenzabschnitte aus genomischer DNA, cDNA und
Bisulfit-behanelter DNA erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) ridalis et al.

1986 Standardmaligvurde fiur die Amplifikation von DNA die AmpliTag Gold DNA
Polymerase (Roche) verwendet. Ein Ansatz vonder Regel25ul Endvolumen enthielt

1 x Polymeraseptiér, 150 uM dNTPs, 3 mMMgCl, (Magnesiumchloriyl jeweils 0,4 uM F

und RPrimerund 1 U Polymerase mit 500l00ng DNA. Bei der PCRReaktion selbst
erfolgten meist35 Zyklen mit einer Denaturierung von 20 s bei 95 °C, einer Annealingphase
von 20s bei eier primerspezifischen Temperatur in Abhangigkeit von der Sowie einer
Elongation von 3@ bei 72°C. Dabei wurde die Dauer der Elongation der Grél3e des PCR
Produktes angepasst. Vor dem ersten Zyklus erfolgte eine PolyrspemBische
Aktivierung bei 95°C, die bei der AmpliTaq Gold 10 min betrug. Nach dem letzten Zyklus
wurde eine finale Elongationsphase von 4 min bei ebenfalls 72 °C durchgéfiinigen
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Fallen wurde dasTouchdowAPCR Programm modifiziert nach Zeschnigk et aR009
verwendet. Dabeverdennach der Aktivierung der Polymerase bei°@zunachst 1&Zyklen

mit 20s bei 95°C, dann 2G mit einer pro Zyklus um 0,5C erniedrigten Annealing
temperatur durchgefihrt, um die Spezifitit des Produktes zu erhgeésigt von der
Elongation mi 30s bei 72°C. Im Anschlussfolgten in der Regel35 Zyklen mit dem
normalen PCRProgramm. Durch die zunachst héhere Annealingtemperatur wird zwar die
Quantitat der Amplifikation reduziert, jedoch die Spezifitdt erhéht, so dass am Ende der
ersten 14 Zyldn spezifische Amplifikate als weiteréemplate (Matrize) fur die PCR
vorliegen(Tabelle AL).

Die Amplifikation von BisulfitkonvertierterDNA wurde in der Regel mit deniHotStarTaq
Master Mix(Qiagen)durchgefuhr(sieheKapitel 2.2.12.1.

Fir longrangePCRsmit Produktgrof3en von mehr als 2,5 wiirde das Expand Long Range
dNTPack (Roche) verwenddfin Ansatz enthieli x Polymerasepuffer mitgCl,, 500 uM
dNTPs, jewds 0,6 mM F und RPrimer, bis zu 500 ng DNA sowie bei Beda#aDMSO in
einem Endvolumen von 50 pDas PCRProgramm wurde wie vom Hersteller beschrieben
ausgefuhrt, wobei die Elongationszeit der Grof3e des -P©Ruktes angepasst wurde
(Tabelle 2 undA3).

2.2.5 Reverse Transkriptionvon RNA

RNA wurde mittels Reverser Transkriptase urahdom hexamerPrimern in cDNA
umgeschrieberin den meisten Fallen, vor allem apeenn fur die Expressionsanalyse keine
intron-tiberspannenden Primer genutzt werden konnten, wurde zunachst ase-\lEidau
mit dem RQ1 Kit (Promega) durchgefiihrt. RNA (16@000ng) wurde in einem 1l
Ansatz mit Ix RQ1 Reaktionspuffer und 1 RQ1 DNase fir 30min bei 37°C in einem
Thermocyclerinkubiert. Anstlieend wurdedie Reaktion durch Zugabe vahul Stop
Solution undinkubationfir 20min bei 65°C terminiert.Fur die reverse Transkription (RT)
wurde das Applied Biosysterfis GeneAmJ RNA PCR Kt (Life Technologies) nach
Anweisungen des Herstellers verwendi&h Ansatz enthielt 1 x PCRuffer, 1 mM dNTPs,
3 mM MgCl,, 2,5uM RandomHexamers, U RNase Inhitor, 2,5U Reverse Transkriptase
und 100- 1000ng RNAin einem Endvolumen von 34. Die Reaktion erfolgte durch 10 min
Annealing bei 2FC, 15min reverser Transkription bei 42 und einer abschliel3enden

Denaturierung bei 99 °C fur 5 min. StandardmaRig wukientrollreaktionenmit RNA aber
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ohne Reverse Transkriptase mitgefihraim eine DNAKontamination der RNAProbe
auszuschlieB3en, sowie Kontrollreaktionen Réverser Transkriptase jedoch ohne RNA, um
auch eine Kontamination der FACRReagenzien auszuschliel3en.

Die so generiertecDNA wurde genutzt, umspezifische Produkte mittels PCRiefse
Kapitel2.2.4 amplifizieren zu konnenwozu jeweils 1Qul des RTFAnsatzes in die
entsprechendePCR Uberfuhrt wurdenUm auch bei diesem Schritt moégliche DNA
Kontaminationen auszuschlieen, wurdasézlich bei jeder PCR eine Region des
housekeepingsens ACTB (b-Aktin) mit IntronrUberspannenden Primern amplifizieRie
Produkte dieser Primer auf DNANnd RNAEbene unters@nden sich um ca. 100 KBuiting

et al.2001).

2.2.6 AgaroseGelelektrophorese

Zur Auftrennung und GréRenbestimmung von DNAragmenten wurde eine Agarese
Gelelektrophorese mit 12%igen Mini-Gelen mit 1x TAE-Puffer durchgefuhrt. Zur
Sichtbarmachung der DNA wurde 0,4 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) zu GatehLaufpuffer
gegeben.Da EtBr mit der DNA interkaliert und unter UV-Licht (Wellenlange302 nm)
angeregtwird, kannso die DNAauf einem Transilluminatosichtbargemacht werdenZur
Bestimmung der GroReler DNA-Fragmentewurden DNAL&angenstandardsnitgefuhrt
(siehe Kapitel 2.13). Die DNA-Proben wurden mit % Ladepuffer Thermo Scientifi}
aufgetragen und diélektrophorese bei ca. 820 V in TAELaufpuffer durchgefihrt.

2.2.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Elution aus Agaros&elen

Zur Isolierung von PCRAmplifikaten aus Agaros&elen wurdefir Fragmentebis zu einer
GrolRe von4d kb das MinElute Gel Etraction Kit (Qiagen) fir grol3ere Fragmente das
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellais leichten
AnderungerverwendetDie PCRProduktewurden nach gelelektrophatischer Auftrennung
mit Hilfe eines Skalpellsinter U\~Licht aus dem Agaros&el ausgeschnitteiie Gelstiicke
wurden gewogen und mit dem dreifachen Volumen@@er versetztbevor sie flir 10 min
bei 50°C und 850pm in einemThermomixer gelést wurden. Nach Zugabe von einem

Volumen 100%igemisopropanol wurde der Ansatz auf eine QIAquick bzw. MinElute Saule
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Uberfuhrt und fur Inin bei 10.000 g zentrifugierDie an die Saule gebundene DNA wurde
dann mit 50Qul QG-Puffer (1min bei 10.000g) gewaschen, um verbliebene Agarose zu
entfernen. AnschlieRend wurd@&50 pl PEPufferauf die Saule gegeben und 2 min inkubiert,
um die Reinheit zu erh6hen ifiin bei 10.00Qy). Da EthancRickstadnde bei nachfolgenden
Reaktionen storen konntewurde die Sdule in ein neues Auffanggefal® Gberfihrt und erneut
zentrifugiert (1 min bei 10.000 g). Danach noch verbliebene EtlRinckstande wurde vom
unteren Rand der Saule abpipettiert und diese fur 15 min dent®Rmperatuoffen stehen
gdassen. DieElution der DNA erfolgte in zwei Schritten bei denen jeweilqulLQ15 pl bei
QIAquick) 50°C warmes H,O auf die Membran der Saule gegeben, fumif bei

Raumtemperatunkubiert und dann fur 1 min bei 10.000 g zentrifugiert wurde.

EXOAP-IT

Far weitere Aalysen von DNA-Fragmentenz.B. mittels SangefSequenzierung s(ehe
Kapitel 2.2.8 muiussen vor allem freie Nukleotide und Primerdimere aus dem
Reaktionsprodukt entfernt werden, da sie die Sexpeektion stéren iwden. Diese
Aufreinigung wurde bei den meisten P@®odukten mittelsUSB® ExoSARIT® PCR
Product Cleanup(Aff ymetrix) durchgefithrtDabei wurden 5 ul des PGRroduktes mit 2 pl
ExoSaplT Reagenz vermischt und der Ansatz im Thermocycler zunachst fur d%eni

37 °C inkubiert, bevor die Reaktion durch 15 min bei 80 °C gestoppt wurde.

2.2.8 Sequenzierungnach Sanger

Die Sequenzierung von DNRragmenten erfolgte mittel®idesoxy-Kettenterminations
Methodenach Sanger et al(1977. Dabei kommt es durch den Einb&on Fluoreszenz
markierten Didesoxynukleotiden zu einem Kettenabbruch wahrend der Sequenzreaktionen.
Da dieser Abbruch an jeder Stelle des zu sequenzierenden Fragments auftritt, entsteht ein
Gemisch vonunterschiedlichlangen Fragmenten. In einem autorselten Sequenzierer
werden diese Fragmente der LAnge nach mittels Elektrophorese aufgetrennt und dabei die
Fluoreszenz detektierEur die Sequenzreaktionavurde dasApplied Biosystems BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologesiwerdet. Ein Ansatz mit einem
Gesamtvolumen von 1@ enthielt 0,5uM F- oder RPrimer, 2-4ul BigDye® mit der
entsprechenden Menge BigDyBuffer sowie ca. 20 ng DNAder 2 pl aufgereinigte DNA

aus einem ExoSaf Ansatz. Fur eine Sequenzreaktionrwurde folgendes Programm
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verwendetDenaturierundir 1 min bei 96°C, gefolgt von 25 Zyklen mit 18 Denaturierung
bei 96°C, 5s bei einemrimerspezifischen Annealingtemperatur undchh Elongation bei
60°C. Um freie Didesoxynukleotide zu entfernen, erfolgte eeiAufreinigung mittels
Sephadex Gelfiltration (GE Healthcare, Minchen) bevor die Produkte mit Formamid versetzt
und mit einem ABI PRISK 3100 Genetic Analyzer (Life Technologiesjsenziert wurden.
Die Datenanalyse wurdait den Programmen Sequencifigalysis (Applied Biosystem) und

Geneious (Biomattejslurchgefihrt

2.2.9 Analysenmit dem GenomeWide Human SNP Array 6.0

Zur Untersuchung von Kopienzahlvariationdoopy number variationsCNVs) wurden
GenomeWide Human SNP Arres/6.0 (Affymetrix) genutzt die im Biochiplabor Institut fur
Zellbiologie, Universitatsklinikum Essenvon Herrn PD Dr. Klein-Hitpald3 durchgefihrt
wurden Der SNP Array 6.0beinhaltet Uber 1,8 Millionen Sonden, von denen jeweils ca. die
Halfte zur Detektion von CNVgDosis) bzw. SNPs(singe nucleotide polymorphism
Genotyp und Dosigjesignt wurden.

Fir dieDurchfiihrungwurdedie zu untersuchend@NA zunachsin zwei Ansatzegeteilt und

mit einer Restriktiongndonuklease(Nsd bzw. Styl) geschnitten Die so entstandenen
Fragmentewvurden aschlieendan Adaptoren ligierund mittels PCR amplifiziert Danach
wurden die beide\nsatze vereint und aufgereinigtevor dieAmplifikate fragmentiert und

mit einem Fluoreszergarbstoff markiert wurden (labeling). AnschlieBend erfolgte die
Hybridisierung aufSNP Array 6.0Chips Die Signale wurdemit einemGeneChif§ Scanner
3000 7G(Affymetrix) detektiert Fur die nachfolgenden Analysen wurden @ienotyping
Consolé" Software(GTC v4.1) sowie deiGTC Browser peideAffymetrix) genutzt.

Die Analyse der PatienteiDatenséatze erfolgtedurch mich unter Verwendung einer
Referenzgruppe bestehend aus 40 Datensétzen von Normalkontrollen, die auf dem gleichen
System untersucht wurden, um mdgliche technische Artefakte zu minimieren. Nach einer
ersten Analyse mder GTC wurden die Datensatze na@halitatsstandardgefiltert, um
falschpositive und falscimegative Ergebnissemotglichst gering zu halteie QC (quality
control) call rate gibt dabei an, wievieProzenteiner bestimmten Gruppe von SNRag(
SNPs)ein Ergebnis erbracht haben. @entrastQC hingegergibt an, wiegut die Genotypen
von SNPs unterscheidbar sirider median of the absolute pairwise differen¢EBAPD) ist

ein Mal3 zur Beurteilung des Hintergrundrauschess CNV-Analysen Dazu wird der
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Median der log ratios aller benachbarter Sonden herangezog&s. wurden die
Standardparameter m@C call rate von tber 80%, einem contrast QC> 0,4 und einer
MAPD von <0,35 gewahlt, sowie zusatzlich einemanuelle Inspektiondurchgefinhrt.
Datensatze, diediese Anforderungen nicht erfillterwurden von weiteren Analysen
ausgeschlossamddie Berechnungen der Daten fur CBldhne diese Proben wiederhdie
Daten zum CNWOverlap basieren auf dem Affymetrix annotation file nadrdffentlicht

Mitte 2011).Die Positionsangaben basieren auf hg19.

2.2.10 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Zur Bestatigung der mittels SNP Array identifizierten Kopienzafihtionen und zur
Untersuchung des parentalen Statusirden quantdtive real-time PCRs (gPCRS)
durchgefuhrtDabeiwerden die generierten PERRodukte wahrend der exponentiellen Phase
der Amplifikation gemessen und geben safschluss Uber die Ausgangsmenge der
Zielsequenz. Basierend auf den Werten von Ndkordfollen wird ein Standard bestimmt, so
dass eine Abweicmg hin zu einem geringeren WegiDeletion) odereinan gréReren Wert
(Duplikation) beolchtet werden kanrDie spezifischen gPCR Assays (Primer und Sonde)
wurden mit demUniversal Probed.ibrary Assay Design Cententworfen(Roche;Tabelle
A4). Es wurden Sadender Universal Probe Library (UPL; Rochegrwendetdiea m -5 06
Ende einen fluoreszierenden Reportar n d  aHnde 8irien Quencheifarbstoff tagen
Solange Reporter und Quencher raumlich eng beieinanderliegen, kann die Fluoreszenz nicht
detektiert weden, da sie im Absorptionsspektrum des Quenchers liegt. Bei der Amplifikation
werden digFarbstoffe von der Sonde gel6st, so daiee Detektion deFluoreszenzrfolgen
kann Das detektierbare FluoreszeBignal steigt iihrend der PCRyklen proportionakum
generierten PCfRrodukt unddas Ergebnigann inreal time(Echtzeit)ermitteltwerden.

Die qPCRs wurderunter meiner Anleitungzon Frau Melanie Heitmannam Institut far
Humangenetik des Universitatsklinikums Essdarchgefuhrt. Ein Ansatz mit einem
Endvolumen von 2%l enthielt 1x LightCyclef® 480 Probes Master MixRochd, jeweils
0,36 UM F- und RPrimer,0,25uM UPL-Sonde und0ng DNA.

PCRReaktion und Fluoreszesizetektion wurden mit dem LightCycfé@80 II ReatTime
PCR System (Rocheayie folgt durchgefiihrt 10 min 95 °C gefolgt von 40 Zyklen mit 55
bei 95°C, 1 min bei 60 °C und 30 s bei 37 °C. Reaktionen wurden jeweils aBuplikate
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bzw. Triplikate durchgefiihrtEs wurden bei jedem Assayindestengwei Normakontrollen
undein weiterelfAssay wie z.B.TRPS (sieheTabelle A) zur Normalisierung mitgefihrt
Die Datenanalyse erfolgte mitdeightCyclef® 480 Softwar€Rochg.

2.2.11 Bisulfit-Konvertierung

Fur Methylierungsanalysewurde DNA zunachst einer Bulfit-Konvertierung unterzogen.
Dabei werden alleinmethyliertenCytosinean ihrer4-Position desaminiert und s$o Uracil
umgewandeltMethylierte Cytosine, die in Mammalisauptsachlichn einem CpGKontext
vorkommen, sind hingegen durch ihre Methyjgwa an ihrer 5-Position (5-Methylcytosin)

vor dieser Konvertierung geschit®&ei einer nachfolgenden Amplifikatioder Bisulfit
konvertierten DNA mittels PCR wird Uracil durch Thymin ersetzt, so dass zwischen
methylierten und unmethylierten CpBinukleoiden unterschieden werden kann.

Fur dieBisulfit-Konvertierungwurden zwei verschiedene Methoden verwendet.
Zuerstwurden 2ug DNA in 50pul H,O geldst.Diese wurde dannuwich Zugabe von 5,6 |

3 M NaOH und einer Inkubation von 1fin bei 37°C, gefolgt van 2min bei 95°C und
anschlieBender sofortiger Lagerung auf Benaturiert. Fir die BisulfitLosung wurden
zunachst 8,9 NatriumBisulfit in 15 ml H,O gelést und nach Zugabe v@9ml 50mM
Hydrochinon und 1 ml 10 N NaOH (pH 5;®%,3) auf einEndvolurren von 20 maufgefillt

Von derBisulfit-Lésung wurda jeweils500 plzu den Proben gegeben und diese tber Nacht
bei 50 °C im Dunkeln inkubierDie Aufreinigungder DNA erfolgte mitdemWizard® DNA
CleanUp System (Promegagemdal den Angaben déterstelers. Zur so aufgereinigten,
Bisulfit-konvertierten DNA wurden 5,5 3 M NaOH gegeben und fur 1in bei 37°C
inkubiert. Danach wurden 58 6 M NH4OAc, 1ul Glycogen (20 mg/ml) und 350
100%iges Ethanol hinzugefiigt und der Ansatz 20 min bei 16.000twifzgiert, um die DNA

zu féallen. Das Pellet wurde mit 3@0 70%igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet
und in 30ul H,O gel6st.Die Lagerung erfolgte beR0 °C.

Des Weitren wurde dasEZ DNA MethylatiorGold™ Kit (Zymo Researchhpach Angaben
des Herstellers genutzDafiur wurden zundchst zum CT Conversion Reagent Konzentrat
900l H20O, 300ul M-Dilution Puffer und 5Qul M-Dissolving Puffer hinzugegeben und
10min auf einemraumelRollermischer gelosiAnschlielend wurden 506y DNA in 20ul

H,0 geldst, mit 13Qul des CT Conversion Reagent vermisahteinemHeizblockfir 10 min

bei 98°C denaturierind anschliel3end fi&,5 h bei 64C inkubiert Auf eine ZymaSpin IC
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Saule wurde zunachs600ul des MBinding Puffers aufgebrachihdanschlie3ed die Probe
daaigegeben und vermischt. Nachs8kiindiger Zentrifugation (1000g) wurde die Saule
mit 100ul M-Wash Puffer gewaschen (8Gbei maximaler Geschwindigkeit). Nach Zugabe
von 200ul M-Desulphonation Puffer und einer 130minitigen Inkubation bei
Raumtemperatufolgte eine erneute Zentrifugation fur 8ei maximaler Geschwindigkeit.
Nach zwei Waschschritten mit jeweils 200 M-Wash Puffer und anschlielender
Zentrifugation (3G bei maximaler Geschwindigkeit) wurde die BistkiiinvertierteDNA in

10 pl M-Elution Puffer eluiert und danach b&0 °C gelagert.

2.2.12 Methylierungsanalysen

Fur Methylierungsanalysen wurdiée hochquantitativélochdurchsatBisulfitsequenzierung

(deep bisulfite sequencipguf dem Roche/454 Genome sequencer BSjoretabliert.

2.2.12.1 Préaparation von Amplicon libraries fiir den Roche/454GS Junior

Fur die Herstellung deAmplicon libraries wurde ein zweistufiges Protokoll etabliehn
ersten Schritt wurde eine PCR mit spezifischen Primern durchgefiihrt, die an ihreng@weil
5 &nde einauniverselletag-Sequenz aufwiesgiTabelle AL, A6 undA7). Im zweiten Schritt
wurden- ebenélls mittels PCR- Probenspezfische Barcodeé&sequenzenMIDs, multiplex
identifiers siehe Tabelle A7), eine 4 bp lange Key-Sequenzsowie A- bzw. B-Primer
angefugt. Diese Primer werden fiur die klonale Amplifikation der Segeenin der
Emulsiors-PCR (emPCIR bendtigt, wahrend id Key-Sequenzspéaterfir Filter-Schritte bei
der Datenanalysgenutztwird.

Fur beide PCRs wurde das HotStarTaqg Master Mix Kit (Qiagen) gerttitztAnsatzder
ersten PCRmit einem Endvolumen von 25 @nthielt 1 x HotStalag Master Mix, jeweils
0,2uM F- bzw. RPrimerund 1pl Bisulfit-konvertierte DNA Nach einer Aktivierungszeit
von 15 min bei 95 °C im Thermocycler folgten meist 40 Zyklen mit B@esaturierungoei
95°C, 45 s bei eingorimerspezifischen Annealingtempéur und 45 s Elongation bei 72 °C
gefolgt von einer finalen Elongation von 10 min bei 72 R@ch einem Qualitatstest mittels
Gelelektrophorese (sieléapitel 2.2.6 folgte die zweite PCRRe-PCR)mit 1 x HotStarTaq
Master Mix jeweils 0,2 uM F bzw. RPrimer und 3 pl PCHProdukt in einem 50 pl Ansatz.
Die Amplifikation erfolgte mittels2-step Protokoll: nach 15 min Aktivierung bei 95 °C

44



Material und Methoden

folgten meist 35 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 95 °C und 1 min Elongation bei 72 °C mit
anschlieBender final&longation von 10 min bei 72 °C.

Auch Produke dieser zweiten PCRvurden mittels Gelelektrophorese z.B. im Hinblick auf
PrimerDimere und Spezifitdiiberprift und gegebenenfalls mittels Gelelution (si€apitel

2.2.7) aufgereinigt.

2.2.12.2Aufreinigung der Ampliconlibraries und SequenzierLauf auf dem Roche/454
GS Junior

Jeweils 22,5 pl PCRrodukt bzw. das Gesamtvolumen einer Gelelution wurdeig@itauf

ein Endvolumen von 45 pl gebracliiie weitere Probenwrbereitungsowie der Sequenzier

Lauf auf dem Roche/454 G3unior wurden von Frau Melanie Heitmann am Institut fur
Humangenetik des Universitatsklinikums Essen durchgefihrt.

Die Ampliconlibraries wurdenmittels Agencourf AMPure® XP System (Beckma@oulter)
entsprechendlen Empfehlungen von Roche (Roche Amplicon Library Preparation Method
Manual) aufgereinigt und im Anschluss mit Hilfe des Nanodrop NIDO0O
Spectrophotometsr(ThermoScientific) quantifiziert (sieh&apitel 2.2.3. Die Amplicon
libraries wurden verdiinnt undepoolt bevor sie ineinerEmulsionsPCR klonal amplifiziert
wurden Dabei bilden die Tropfen der Emulsion einzelne Reaktionsraume. In diesen befindet
sich jeweils ein DNAcapturebead an den Abzw. B-Primasequenzen gebunden sjrsdwie

eine Sequenz aus der gepooltanpliconlibrary. Diese wird innerhalb dieses Tropfens tber
die A- und B-Primer an derbeadgebunden und klonal amplifiziert. Anschliel3end wird die
Emulsion aufgebrochen und dseadsmit den gbundeen Produkten die alssingle strand
vorliegen,aufgereinigt. Didbeadswverden auf ein®icoTiter Platte aufgebrachwobei jeweils

nur ein beadprowella Pl at z findet 6, so dass Kontaminat
anschlieBenden Sequenzierusgf der Roche/454 GSunior Plattform werden sogenannte
flows durchgefuhrt, d.h. Losungen mit den vier fluoreszenzmarkierten Basen werden uber die
wells gespult Wird eine Base eingebaut, kommt es zu einem Signal, das fir jedés
detektiert und dann Ub8owgramszu den entsprechenden Sequenzen umgerechnet wird.

Die emPCR und die anschlieRende Sequenzierung waoedd den Vorgaben des Herstellers
durchgefuhrt (Roche emPCR Amplification Method Manuhib-A und Roche Sequencing
Method Manual).
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2.2.12.3Datenauswertung der Methylierungsanalysen

Da Bisulit-Sequenzen durch die Unterrepeétation de Base Cytosin zuBildung von
(Thymin) Homopolymeren neigen, welche haufiger zu Sequenzfehlern filmedamit die
Qualitatswerte der Einzelsequenzen herabsetwamden die Filterparameter angepasst
(Beygo et al. 20113.

Fur die Auswertung der Daten erfolgte zunachst eine Trennurgedgrenzen nach MID mit
dem ProgramnmGeneious (Biomatters, Auckland, Neuseelaridie Methylierungsanalyse
erfolgte mit dem BiQAnalyer (Lutsik et al. 2011 mit leicht geanderten
Standardeinstellungeminimal conversion rat®,8 und maximal fraction of unrecognised
sites0,L1 Die Einstellungen bewirken, dass Sequenzen mit einer Konvertierungsrate unter 0,8
(<80%) sowie Sequenzen, dene Sequenzidentitdt von weniger als¥®@> 10% Fehler
oder Llucken gap9 aufweisen,ausgefiltert werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu
verbessern.

AulRerdem wurden Methylierungsanalysen mit e Instiut fir Genominformatik (Sven
Rahman, Univergatsklinikum Essenentwickelten AmplikyzeiSoftwareauf Grundlage der
.sff Dateien des Roche/454 @8nios mit Standardeinstellungesturchgefihr{Rahmann et

al. 2a13).

2.2.13 Pseudoprobandenansatz

Der Pseudoprobandeader Permutationsansatz warbderangezam, um zweigen dass sich

die Methylierung im Patienten signifikanbn der Methylierung deiKontrollen unterscheidet

und dass dies unabhéangig ist von den gewahlten Kontrollen. Weiterhin konnte so der Grad der
aberranten Methylierung ermittelt werden.

Da beim Patienten eine Doppelbestimmung der Methylierung auf dem 27k Array (lllumina
Infinium HumanMethylation27 BeadChip; Institut fir Humangenetik, Christilonechts
Universitdt zu Kiel, Universitatsklinikum Schleswitplstein, Campus Kiel; BMBF
Netzwek Imprinting-Erkrankungen) vorgenommen wurde, um technische Storfaktoren zu
minimieren, wurden diese Daten zunachst gemitéaischlielend wurdéir jedes auf dem

27k Array untersuchten CpBinukleotid die beim Patienten ermittelte Methylierungt der
durchschnittlichen Methylierungron 18 nicht verwandtenNormalkontrollen verglichen.
CpGs die einen Untersci e d v o +Wertén abfwi@senpwurden als aberrant methyliert
eingestuft.Dieser Schwellenwert wurde nach manueller Inspektion der Methylierungswerte
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geimprinteter Gene bei den Normalkontrollen gewahlt und mdglichst strikt gefasst, um die
Zahl falschpositiver Ergebnisse gering zu halten.

Danach wurde der Patient als Teil des Normalkontrollenkollektivs betrachtet und an seiner
Stelle eine Normalkontrolle als Patient eingestuft und den Normalkontrollen
gegenubergestellt((Permutation) Dafir wurde der Drchschnitt des nun definierten
Normalkontrollenkollektivs (Patient und 17 Normalkontrollen) neu berechnet und dann fur
alle CpGs der Vergleich der Methylierung durchgefihiies wurde fur alle 18
Normalkontrollen wiederholt.

Zusatzlich wurde der Pseudopemdenansatz unter Hinzunahme der Eltern des Patienten
wiederholt, um auch bei ihnen eine Methylierungsstérung auszuschlieBen. Dabei wurden
zunachst ebenfalls die Werte der Doppelbestimmudge27k Arraysgemittelt.

Die Ergebnisse sind imabelle A11 aujelistet Fur eine Ubersichtlichere Darstellung wurden

die Daten nach Abschlul3 der Berechnung aufsteigend nach dem Methylierungsgrad des

Patienten sortiert.

Weiterhin wurde der empirische-Wert fur Monte-CarloProzeduren berechnet, um
auszuschlie3en, daglie Anzahl der beim Patienten aberrant methylierten CpGs zuféllig
entstanden sein konn(Bavisonund Hinkley 1997 North et al. 200 Dabei entspricht der
empirische pNVert ener Beobachtung {mp der Anzahl der Permutationedie einen Wert
groRer o@r gleich dem tatsédchlich beobachteten Wertdnidiert durch die Anzahl der
durchgefiihrten Permutationen (rgufweisen (pnp=1r/n). Unter Bericksichtigung einer
Korrektur fir kleine Werte fur rwird der empirische fWert wie folgt berechnet:
Pemp= (r+1)/ (n+1). Da keine der untersuchten Normalkontrollen mehr CpGs mit aberranter
Methylierung zeigte als die 8ZpGsbeim Patienten folgt daraussyp= (0+1) / (19+1)= 0,05
(Beygo et al. 2013b)

Das obere Limit des 95%onfidenzintervalls wurde wie beClopper und Pearson
beschrieben berechnetlppper und Pearson 193gerstnliche Kommunikation Dr. André
Scheragy

Durchschnittswerte und Standardabweichungen (SD) wurden nach Standardverfahren

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Genomweite Suche nackis- und trans-agierenden Faktorenmittels SNP-Arrays in
PWS- und AS-Patienten mit einem Imprintingdefekt

Zu den molekularen Ursachedes PradeWilli- (PWS) bzw. AngelmanSyndroms(AS)
zahlen unter anderemmprintingdefekte (IDs) der Region 15911g13. Bésverden in prinére

IDs, bei denen Methylierungsveranderungen ohne zugrunde liegende Sequenzverénderung
auftreten und sekundéare IDs, bei denen die Methylierungsveranderungen sekundér z.B. durch
Deletionen des Imprintingcenters (IC) hervorgerufen werdamterschiedenBeim AS
aufgrund eines primaren IDsagt das maternale Allel den unmethylierten paternalen Imprint,
wahrend bei PWS das paternale Allel den methylierten maternalen Imprint tragt.
Interessanterweise liedte Methylierungsstorungei ASrecht haufigm Mosaik vor, was auf
einen Fehler in der postzygoten Aufrechterhaltung der Methylierung hinweist, wabeend
PWS nur sehwenigeFélle im Mosaik beschrieben sindegt der Methylierungsfehler nicht

im Mosaik vor, weist dies auf einen Fehler in dearsléschug oder derEtablierungdes
Imprints in der Keimbahihin. WodurchsolcheFehlerentstehen konnte bislang nicht geklart
werden. Um mdoglicheis- und/odertrans-agierende Faktoremu identifizieren die beider
Atiologie vonIDs eine Rolle spielen kénnten, wen46 PWSPatienten mitD und 62 AS-
Patientermit ID - davon27 mit ID im Mosaik - mittels Affymetrix GenomeWide Human

SNP Array 6.0untersucht(siehe Tabelle 3). Dieser Array ermdglicht didetektion von
Kopienzahlvariationen basierend difer1,8 MillionenSondendie Uber das gesamte Genom

verteilt vorliegen

Tabelle 3: Ubersicht der mittels Affymetrix GenomeWide Human SNP Array 6.0
analysierten Proben

AS-ID PWS-ID Interne Kontrollen

Gesamt 62 46 40
davon ID im Mosaik 27 1 -

weiblich 29 21 20
Geschlecht annlich | 33 25 20
@ QC call rate 95,& 96,4 96,15
@ contrast QC 1,92 1,94 2,11
@ MAPD 0,21 0,22 0,20

QC call rate, contrastQC und MAPDsind Qualitatsparameter (seeKapitel2.2.9.
ID - Imprintingdefekt QC- Quality controj MAPD - median of the absolute pairwise differesice
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Innerhalb der PWS/ASritischen Region auf Chromosom 15q11gl13 wurde nach
Kopienzahlverandergen (CNVs) mit einer Gré3e von mindesténd und einer minimalen
Anzahl von 10 Markern gesuchtAuRerdem wurden alle CNVs berucksichtidte bis zu
50% mit bereits bekanntenCNVs liberlappen Der hohe Grad an Uberlappung wurde in
diesem Fall gewahlym auchsolche Varianteretektieren zu konnen, die neben Regionen
mit bekannten CNVs auch benachbarieregulatorische Elemente betreffen konntBei
keinem der untersuchten Patienten konnten Deletionen oder Duplikationen beobachtet
werden die das ICoder GenezwischenMKRN3 und ATP10Abetreffen Eine Ausdehnung
der Analyse auf das gesamte Chromosomvifde fir CNVs grél3er 20 kb jedoch ebenfalls
mit mindestens 10 Markern uraner Uberlappung mit bekannten CNW®n bis zu 10
durchgefuhrt da hier die Wahrscheinlichkeit von unmittelbacis-agierenden Faktoren
geringerist. Bei dieser Analys&onntenl7 CNVs beobachtewerden. Nur zwei dieser CNVs
warengrol3er a8 100 kbund wurdenspéter naher untersucfitabelle A8. Die Grol3e von
100kb wurde dabei al Grenze herangezogen, slaals Standardparameter in der Diagnostik
gilt (Buysse et al. 2009Gijsbers et al. 2001 Zwei der 17 CNVs entfallen auf zwei
verschiedene A®atienten, wahrend die anderen 15 CNVs bei nur funf fPatnten
beobachtet werdenoknten. Letztere sind daher vermutlich mehrheitkdter auf falsch
positive CNVs als auf echte Variationen zurlickzufiihren. Gestitzt wird diese Vermutung
dadurch, das®ualitatsunterschiedezw. -defizite bei so geringen GréRen der Varianten mehr
ins Gewidt fallen Zwei CNVs auf 150915.1 mit der minimal erforderlichen Grof3e von 20 kb
Uberlappen komplett, zwei CNVs auf 159221 zum Teil. Letzterdetreffen kein Gemnd
werden somit als nicht relevant erachkir die CNVs auf 15g15.1 sindittlerweile mehrere
Variantenbekannt(database of genomic varian8GV; http://projects.tcag.cal/variation) und

werden somit ebenfalls als nicht relevant erachtet.

Um trans-agierende Faktoren zu identifizieren, wurden die Analysen au€Chlemosomeii

mit Ausnahme dr GonosometiiX- und Y-Chromosom) ausgedehnt. Dabei wurden CBIV

mit einer Grole vormehr als 100 klund mehr als 10 Markerbericksichtigt, die mit
bekannten CNVs zu 1% oder weniger Uberlapgn. Diese Analyserbrachte33 CNVSs,

davon 20 bei AS und 13 bei PWSPatienten Tabelle4 und Tabelle ). Die 33 CNVs
wurden manuell zunachst auf die in diesen Regionen vorhandenen Gene Uberpriuft. CNVs in
sogenannten Genwistealso Regionen ohne in d&eferenszequenzDatenbank RefSeq

verzeichnete Geneyurden von weiteren Analysen ausgeschlos¥éaiterhin wurderCNVs
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ausgeschlossefiir die mittlerweile gréfl3tenteils tUberlappende Varianten indd¢abase of
genomic variantsveréffentlicht wurden(Stand: Novemter/Dezember2011, Tabelle4 und
Tabelle A9. Auch hier waren, mit Ausnahme einer Duplikation auf Chromosom 12924, keine

rekurrenten CNVs zu beobachten.

Tabelle 4: Ubersicht der CNVs > 100 kb

CNVs | Genwisten | neue Varianten| gPCR bestatigt
Gesamt 33 7 I 14 11
AS 20 2 4 11 9
davon Deletionen 7 2 1 2 2*
davon Duplikationen| 13 0 3 9 7
PWS 13 5 3 3 2
davon Deletionen 5 2 1 1 1
davon Duplikationen, 8 3 2 2 1

Die Tabelle gibt die CNVs mitieer GroRe tiber 100 kb und einer Uberlappung mit bekannten
CNVs von weniger als 1% wieder.
* Beide Deletionemle novam gleichen Patienten

Insgesamt wurden 14 CNVs mittels quantitativer PCR (QPCR) untersucht, von denen elf (drei
Deletionen und acht Quikationen) verifiziert und auf ihren Erbgang hin untersucht werden
konnten Tabelle A1Q. Eine der Deletionen und alle acht Duplikationen waren entweder
paternal oder maternal erenotd wurden daher als nicht pathogen erachtiet Duplikation

auf Chronosom 12924 konnte bei einem der beiden Patienten bestatigt werden und ist
maternal ererbtMittlerweile ist sie als bekannte Variante in der DGV verzeichdetei
Deletionen warerbei den Eltern nicht nachzuweisen und dabetm Patienten algle novo
arzusehen auch wenn ein Keimbahnmosaik bei den Eltern nicht auszuschliel3en ist.
Interessanterweise traten beike novoCNVs im gleichen ASPatienten aufBei keinem der

33 CNVs konnten jedocksene identifiziert werden, die mit Imprinting, Methylierung oder
anderen Modifikationen der DNA in Verbindung gebracht werden konritebg]le A4.
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3.2 Suche nach neuen geimprinteten Genen

Methylierungsveranderungen an mehreren geimprinteten Loci woftlen Zusammenhang

mit Mutationen in sogenargr maternal effectGenenbei den Mittern beschrieben (siehe
Kapitel 1.1.3. Eines dieser Gene s RP7 bei dem Mutationen in der Mehrheit der Félle zu
rekurrenten biparentalen Molschwangerschaften fihren. Dabei kommt es zuwur
Entwicklung einesTrophoblastenjedoch keines bzw. kaum embryonalen Gewebes.in

sehr seltenen Fallen werden Kinder lebend geboren. Wir hatten die Gelegenheit das einzig
lebend geborene Kind einer Mutter mit einer heterozygoten MutatibiLRP7 (p.A719V)

im Hinblick auf Methylierungsveranderungen zu untersuchen. Dieser Patient zeigte an allen
getesteten geimprinteten Loci eine Methylierungsauffalligkgdaliebe et al. 2014).
Weiterfihrende Methylierungsuntersuchungen an DNA aus Blut des Patsaviés seiner
Eltern und 18 Normalkontrollen wurden mitteldumina Infinium HumanMethylation27
BeadChip (27k Aray) am Institut fur Humangenetik in Kiel durchgefulGEO accession
number GSE47879) Die Ergebnisse bestétigten die Methylierungsauffalligkei im
Patienten an geimprinteten Loci und zeigten weitere Abweichungen an Loci die, soweit

bislang bekannt, nicht dem Imprinting unterliegen. Diese Daten fuhrten zur Identifizierung
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Abbildung 7: Pseudoprobandenansatz

Das Diagramm zeigt die Anzahl dépG-Dinukleotide, die bei den Normalktrollen (a- c, e- q,
s-t), den Eltern des Patiet ¢€vh yMutter; V qVater) und beim Patienten selbst im Zuge ¢
Pseudoprobandei®er mut ati onsansatzes ei ne ONbWdrtgnl
zeigten. Die durchschnittliche Anzahl der CpGs mit Methylierungsveranderung betbugGpGs
mit einer SD von 4,84 (bei Exklusion des Patienten). Der Patient selbst wich 14,92 S
diesem Durchschnitt aMerandert nach Beygo et al. 20113
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eines neuen geimprinteten Gen&B1 (Kanber et al. 2009)Um weitere bisher unbekannte
Gene die dem Imprinting unterliegenzu identifizieren wurde zunachst der Grad der
Methylierungsstorung im Patienten anhand der Daten des 27k Arrays ermittelt, wozu ein
Pseudoprobandefffermutationgnsatz verwendet wurde. Im Anschluss daran wurde die
Methylierung von ausgewéhlten Kandidatengenen mittels hochquantitbinatrdurchsatz
Bisulfitsequenzierung analysiert und im Hinblick aufallelspezifische Methylierung

untersucht.

Der lllumina Infinium HumanMethylation27 BeadChimntersucht die Methylieng an Uber
27.000 einzelnen Cp®Ginukleotiden, die Uber das gesamte Genom verteilt liegen. Die
Ermittlung des Grads der Methylierung erfolgt dabei Uber die Hybridisierung von Sonden fir
methylierte odeunmethylierte CpGs, was durch unterschiedlich fluoreszierende Lichtsignale
detektiert wird. Der Grad der Methylierung wird &ldVert dargestellt, deals Quotientvon
methyliertem Signal zum Gesamtsignal, welches sich aus methyliertem und unmethyliertem
Signal zusammensetzt, wiedergegeben wird (Bibikova et al. 2009). Die Skala reicht von 0,0
fur komplett unmethyliert bis 1,0 fur komplett methyliert.

Beim PseudoprobandéRermutationsansatz wurden, basierend auf den Rohdaten des 27k
Arrays, zunachst die #thylierungsraten des Patienten (Durchschnittswerte zweier
technischer Replikate) mit den durchschnittichen Methylierungsraten der 18 Normal
kontrollen verglichen. CpGs, die einen Unterschied @n 0 ;Warter aufwiesen, wurden

als aberrant methyliert betrachtet. Um mdgliche Storfaktoren der Methylierung aufgrund von
Assoziationen mit Xnaktivierung zu vermeiden, wurden alle auf den Gonosomen
lokalisierten Gene von der weiteren Analyse ausgessb@ib Beim Patienten zeigten
131CpGs eine Methylierung ¢ber 0deWefdnevst ges et
diesen CpGs wared4 mit bekannten geimprinteten Genassoziiert (basierend auf den
Daten von http://www.geneimprint.com und http://igc.otagmz; Stand Februar 2011). Die
anderen 87 CpGs waren mit 85 Gemasoziiert von denerbislangnicht bekannt ist, ob sie

dem Imprinting unterliegefAbbildung 7 und Tabelle A1). Im Gegensatz zu den 87 CpGs
beim Patienten zeigte sich bdien Normalkontrollen im Durchschnitt nur bea.15CpGs

eine abweichende Methylierung mit einer Standardabweichung (SD) von 4,84. Die Eltern des
Patienten lagen mit 15 (Mutter) bzw. 11 CpGs (Vater) mit abweichender Methylierung i
Normalbereich. Die 87 CpGs mit aberranter Methylierung im Patienten entsprechen einer

Abweichung vom Durchschnitt um 14,92 SD, was dawhandensein einer Multilocus
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Methylierungsstérung im Patienten bestatiDer empirische {Wert betégt 0,05 und das

obere Limit des 95%onfidenzintervals 0,176s{eheKapitel 2.2.13.

Nach einer Literaturrecherche (Stand Februar 2011) wurden insgesamt elf der 85 Gene mit
einer Methylierungsauffalligkeit im Patienten zur genaueren Unteragchmittels
HochdurchsatBisulfitsequenzierunguf dem Roche/454 GS Junior System ausgewahlt. Bei
zehn dieser Gene zeigte der Patient im Vergleich zu den Normalkontrollen eine
Hypomethylierung, bei einem eine Hypermethylierungm die Methylierung auf
Allelspezifitat hin untersuchen zu kdénnewmjrden nur Gene ausgewahlt, bei denen sowonhl
das auf dem 27k Array untersuchte CpG als auch ein in Normalkontrollen informativer SNP
im Amplicon enthalten warerBei sieben der elf hier untersuchten Kandidatengenelilg
durchschnittliche Methylierung der Normalkontrollen zwischeh ~4  u n\Wertéh, was b
den Erwartungen fur einen geimprinteten Locus entspricht. Da je nach Lage der auf dem 27k
Array untersuchten CpGs im Bezug zu bekannten DMRs auch eine hoherdidvigtiy bei

den Normalkontrollen beobachtet werden konnte, wurden auch drei @énesiner

Met hyl i er unAWerten omterSUchfACTIN3, ECEL1und GAL3ST1 Tabelle 3).
Weitere acht Kandidatengene wurden von Frau Daniela Gritzan im Zuge ihrer meldernisc
Dissertationam Institut fir HumangenetidesUniversitatsklinikung Essenuntersucht. Dige

Daten werden in ihrer medizinischen Dissertatiobzw. sind in Beygo et al. 2013

beschrieben

Im Folgenden werden die Ergebnisse der naher untersuchten Kandelze bei
ausgewahlten Beispielemrgestellt. DieDatensindin Tabelle 6 und Bowie inBeygo et al.
2013 zusammengefassillgemein wurde bei den Normalkontrollen und dem Patienten der
Methylierungsstatus in peripherem Blut untersucht. Die Methylgswerte der
HochdurchsatBisulfitsequenzierung geben immer den Durchschnvtisrt Uber alle
analysierten Cp&inukleotide und Einzelsequenzeneder. Die Methylierungswerte der
einzelnen CpGs kdnnen dabei variieren.

Um maogliche geschlechterspezifische Wmschiede in der Methylierung detektieren zu
kénnen, wurden die Normalkontrollen so ausgewahlt, dassweit moglichi bei jedem
Kandidatengen jeweils eine weibliche und eine mannliche Normalkontrolle untersucht

werden konnte.
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Tabelle 5: Liste der mittels HochdurchsatzBisulfitsequenzierunguntersuchten Gene

Untersuchte Gene CpG (27k array ID) CpG Island Patient zeigt
ACTN3 cg08012287 nein Hypomethylierung
CCDC19 €g02849695 CpGs4-27 | Hypomethylierung
CHP2(LOC63928 92174964 nein Hypomethylierung
ECELT €g25431974ind cg02932167 ja Hypomethylierung
FAM50B cg01570885 ja Hypomethylierung
GAL3ST1 cg09022808 nein Hypomethylierung
HOXB6 €g16848873 nein Hypomethylierung
POU3F1 €gl7791651 ja Hypomethylierung
TRPC3 €cgl847434 ja Hypomethylierung
TSPO(BZRB cg00343092 ja Hypermethylierung
ZNF710 cg01185080 ja Hypomethylierung

Die Tabelle fasst die Daten der auf dem 27k Array untersuchten CpGs zusammen und gibt die ID
der CpGs sowie die Methylierung des Patienten im Vadgleu den Normalkontrollen an.
Weiterhin ist angegeben in wieweit die untersuchten Amplicons innerhalb eines vorhandenen
CpG Islands liegen (UCSC Browsegl8).

#Zwei CpGs zeigten eine auffillige MethylieryngFAM50B wurde als dem Imprinting
unterliegend beschrieben (Zhang et al. 2@1Nakabayashi et al. 2011)

Weitere acht Gene wurden von Frau Daniela Gritzan im Zuge ihrer mediziniBtssertation

am Institut fir Humangenetikles Universitatsklinikuns Essenuntersucht giehe Beygo et al.
2013d).

FAM50B

Eines der elf ausgewahlten Kandidatenge®@M50B (family with sequence similarity 50,
member B ¢ wurde aufgrund einercomputergestitzten Analyse als dem Imprinting
unterliegend vorhergesagt (Luedi et 2007). Wahrend meiner Arbeikonnten Zang et al.

und Nakabayashi et.a@eigen, dasBAM50Bin mehreren Geweben auf dem maternalen Allel
methyliert und damit inaktiviert ist und nur vom unmethylierten paternalen Allel exprimiert
wird und somit dem Imprinting unterlie§fhang et al. 2014 Nakabayashi et al. 2011)n

der vorliegenden Arbeit wurde der MethylierungsstatusRARMS50B in peripherem Blut von
zwei Normalkontrollen und dem Patienten mittéfochdurchsatBisulfitsequenzierung
untersucht. Das generierte Amplicon lag innerhalb einpg& Glands (CGI 143, UCSC
Browser hgl8 im Promotorbereich des Gens. Die durchschnittliche Methylierung der beiden
Normalkontrollen betrug 52,7 bzw. 494, was den Erwartungen fir einen dem Imprinting
unterliegenden Locus entsprictbpildung 8A, Tabelle §. Diese Werte stimmen auch mit
den Ergebnissen des 27k Arrays Uberein, der eine durchschnittliche Methylierung der 18 dort

untersuchten Normalkontrollen von 0,9%Werten gezeigt hatte (Bereich 0,48,55;
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Tabelle §. Beim Patienten konnte im Vergleich dazu eine starke Hypomethylierung mit
ei neAlVert bvon 0,19 beobachtet werden. Das Ergebnis d#irchdurchsatz
Bisulfitsequenzierung bestatigte diesen Trendund zeigte eine noch deutlichere
Hypomethylierung mit einem Methylierungslevel von %4 Bei den beiden untersuchten
Normalkontrollen konnte aufgrund des vorliegenden informativen SNPs (rs223Ralddlle

A12) eine Trennung der Allele durchgefihrt werden. Dabei konnten jeweils nur einem Allel
nahezu komplett unmethylierte Sequenzen und dem anderen Allel nur nahezu komplett
methylierte Sequenzen zugeordnet werden, so dass hiedlelspezifische Methylierung
vorliegt (Abbildung 8A, Tabelle Al2). Da keine DNA der Eltern der Normalkontrollen
vorhanden war, konnte die parentale Herkunft der Allele hier nicht bestimmt werden. Der
Patient war fur diesen SNP nicht informativ.

Weiterhin wurden Expressionsanalysen in Blut von vier Normalkontrollen durchgefihrt. Bei
allen zeigte sich eine monoallelische Expression (rs6597007), die unabhangig vom Genotyp
des exprimierten Allels war (A oder; @bbildung 8B; Tabelle AL2). Die monoallelische
Expressionin Zusammenhang mder dlelspezifischen Methylierungveist darauf hin, dass
FAM50B in Blut dem Imprinting untdiegt und bestéatigt damit vorherig8erichte
(Nakabayashet al. 2011 Zhang et al2011q).
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A NC 4 NC 15 Patient

Methylierung [%]
# Einzelsequenzen

Allel
Methylierung [%] 8,5
# Einzelsequenzen 254

DNA - ETTGSTTGG GTTGSTTGG GTTGSTTGG GTTGSTTGG

RNA - ETTGCTTGG GTTGGTTGG GTTGGTTGG GTTGCTTGG

NC6 NC11 NC 12 NC 22

Abbildung 8: Ergebnisse derFAM50B Methylierungs- (A) und ExpressionsanalyseriB)

(A) Ergebnisse der Methylierungsanalyse ¥@#M50B in Blut von zwei Normalkontrollen (NC
und demPatienten.Die Ergebnisse sind vor (oben) und nach Trennung der Allele (
rs2239713) dargestellRer Patient war fur diesen SNP nicht informativ.

Unter jedem Plot sindiel durchschnittliche Methidrung per Amplicon (in %lber 17 CpGsunc
die Anzahl der analysierten Einzelsequenzen angegdbenn diesem Falldie Anzahl de
Sequenzen pro Allel ungleichmafig war, wudle Gesamtmethylierung aus den Einzeld
berechnetDer * kennzeichnet daauf dem 27k Array untersuchepG €g01570885CpG17).
Jede Linie entspricht einer Einzelsequejede Spalte einem CpBinukleotid. Blau symbolisie
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fehlende Sequenzinformation.

(B) zeigt die Ergebnigs der Expressi@analysen an DNA und RNA aus Blut von
Normalkontrollen (rs659700T/G). In allen Féllen ist eine klare monoallelische Expressic
sehen, die unabhangig vom SRel ist. Veréndert nach Beygo et al. 2@13
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TRPC3

Bei TRPCS3 (transient receptor potential channel subfamily C, membgrz8igten die
Ergebnisse des 27k Arrays beim Pagene i n e Hy p o me tWery 10,24 imu n g
Vergleich zu den Normalkontrollen (8Wert0,62; BereictD,41- 0,78). Die Methylierungs
analyse erfolgte im @G Island 55, welches in der Promotorregion von Transkript 2/Isoform b
liegt (UCSC Browser hgl8 uc003ief.1; NM_003305)Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrteHochdurchsatBisulfitsequenzierungeigte eine 8,5%ige Methylierung beim
PatientenDamit konnte an diesem Locus das Ergebnis des 27k Aebgsfallsverifiziert
werden auchwenndie detektierte Hypomethylierung starker ausgepnégt Da sich bei der
Untersuchung der Normalkontrollen deutliche interindividuelle Unterschiede zeigten, wurden
in diesem Fall Proben von insgesamt acht Individuen untersucht. Die durchschnittliche
Methylierung variierte zwischen 47,2 und 721 (siehe Abbildung 9A), was sich mit den
Daten des 27k Arrays deckt (Bereich von10,4 b i s -Wertery, §ehéabelle §. Nach der
Trennung der Allelébei funf der acht Normalkontrollen mit Hilfe eines informativen SNPs
(rs13121031Tabelle AL2) zeigte sich eine zuféllige Verteilung der Methylieg Uber beide
parentalen Allele (siehébbildung 9A und A1l). Interessanterweise konntesibeiner der
Normalkontrollen sogar eine faatelspezifische Methlyerung beobachtet werdewobei fir

die Allele eine Methylierung vori6,1% bzw. 92,2% vorlag (NC 12). Die anderen drei
Normalkontrollen waren homozygot fiir den im Amplicon vorhandenen SNP. Sie zeigten mit
55 und 5% (CAllel) bzw. 69% (GAllel) &hnliche Methylierungslevel wie die
heterozygoten Normalkontrollen. Somit war kein Einfluss des Genotyps des vorliegenden
SNPs (rs13121031) auf den Grad der Methylierung dieverteilungder Methylierungauf

die Allele zu erkennerierneragauch keinellelspezifische Methylierung vor.

Zusatzlich wurden Expressionsanalysen an RNA aus peripherem Blut von sechs
Normalkontrollen durchgefiihrt. Der dafur genutzte SNP deckt beide IsoformenR®G3

ab (rs11732666 in Exon 8 von Transkript 2/Isoform b (UE6Gwser hgl8 uc003ief.1;
NM_003305) bzw. in Exon 9 von Transkript 1/Isoform a, (UGB6Gwser hgl8 uc003ieg.1;
NM_001130698 Tabelle AL2). Die Ergebnisse variierten stark und zeigten sowohl
biallelische als auch starik Richtung eines Allels verschobene Expressionsmysitewing,

was mit der zufalligen Methylierunder Allelein Einklang stehtAbbildung9B).
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NC 10

A |

NC 11

N W e .

Methylierung [%] 54,8 58,8 68,5 T2
# Einzelsequenzen 2508 1808 2367 3858
Genotyp c/cC e e G/G c/G
Methylierung [%] 72,9 71,7
# Einzelsequenzen 1812 1913
B

A A
DNA GAAGGCTTC GAAGGCTTC GAAGGCTTC

GAAGNCTTC GAAGGCTTC GAAGACTTC

NC 8 NC 1 NC9

52,3
1578
C/G

42,2 63,6

819 755

72,4
3348
c/G

52,1 89,7

1605 1409

Abbildung 9: Ergebnisse der Methylerungs (A) und Expressionsanalysen (B) vomfRPC3

(A) Ergebnisse der Methylierungsanalyse V&P C3fur acht Normalkontrollen (NC; DNA aus Blut) und dem Patienten. Der durchschnittlich
der Methylierung fur das gesamte Amplicon (in %), diez&nl derEinzelsequenzen, sowie der Genotyp fur einen SNP (rs13121031) sin
jedem Methylierungsplot dargestellt. Bei den heterozygoten NCs sind die Angaben fir beidgeitlatat angegebesi¢he auctbbildung Al).
Der * kennzeichnet das auf dem 27k Array untersuchte CpG (cg184749321¢auer SNP rs1312103flihrt zum Verlust des Cp®inukleotid:
an CpG6, so dass die Verteilung der Methylierung Uber die beiden parentalen Allele hier abgelesen werddededinie entspricht eine
Einzekequenz, jede Spalte einem GCGp@ukleotid. Blau symbolisiert unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fel

Sequenzinformation.

46,4
3158
c/G

92,2
1254

16,1
1892

Patient

60,5 8,5
1629 834
ci/ G G/G
50,5 68,3
711 918

(B) Exemplarische Ergebnisse der Expressionsanalysen in Blut von drei Normalkar(rs11732666). Verandert nach Beygo et al. B013
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ACTN3

Ein weiteres untersuchtes Kandidatengeswr ACTN3 (actinin alpha 3 auf Chromosom
11913.2. Hier zeigte der Patient mit einem b-Wert von 0,32 (27k Array) eine
Hypomethylierung im Vergleich zu demNormalkontrollen die eine durchschnittliche
Methylierung von 0,72 b-Werten aufwiesen (Bereich von 0,650,81; Tabelle §. Die
Methylierungsanalysen mitteldochdurchsatBisulfitsequenzierundpestétigten diese Werte
und zeigten eine durchschnittliche Mgierung von 3%6 im Patienten, sowie 70 bzw. 74
Methylierung bei der Untersuchung von DNA aus Blut von zwei Normalkontrollen.
Interessanterweise zeigten die Methylierungsplots hier ein recht auffalliges, jedoch
einheitliches Muster, bei dem jeweils eirCpG-Dinukleotid (CpGl, 3 und 5) hohe
Methylierungsverte zwischen 8090% erreichte, wahrend das jeweils direkt benachbarte
CpG (CpG2 und 4) eine viel geringere Methylierung von nur ca- 80% zeigte.Dieses
AMVlustefi und der Grad der Methylierungiében auch nach der Trennung der Allele bei
beiden Normalkontrollen gleichApbildung 10, Tabelle 3, womit bei ACTN3 keine

alelspezifische Methylierung vorliegt.

ECEL1

Bei ECEL1 (endothelin converting enzyrike 1; Chromosom 2q37.1) zeigtenwei ad dem
27k Array untersuchte CpOinukleotide eine abweichende Methylierumiperhalb des
Grenzvertes von O0,3b-Werten {Tabelle 5). Die Normakontrollen zeigten eine durch
schnittliche Methylierung von 0,76-Werten (Bereich 0,560,86; Tabelle §, wahrend der
Patient im Vergleich dazu mit 0,28Werten eine starkélypomethylierung aufwiesDie
Methylierungsanalysen mittelSHochdurchsatBisulfitsequenzierung zeigten Uber den
gesamten untersuchten Bereich Werte von 15,5 bzw. 148 in Blut von zwei
Normalkontrollen, sowie 5,8 beim Patienten. Die Diskrepanzer Were vom 27k Array
und der Hochdurchsa@equenzierungrklart sich durch eine unterschiedliche Verteilung der
Methylierung Uber die untersuehRegion. Die ersteatwazehnCpG-Dinukleotide weisen
vor allem bei den Normalkontrollerine viel hohere Methyrung auf als die nachfolgenden
CpGs(Abbildung 11). Daserste untersuchte CpBinukleotid entspricht dabei dem ersten
CpG innerhalb eines CpG Islands (CpG Island 256, UB&Wser hgl8). Solch ein Bereich
wird oft auch als CGkhorebezeichnet. Der Methylierungsgrath den Grenzen von CGls

kann, wie in diesem FaNon demweiter mittigvorliegenderLevel abweichen. Dabei kdnnen
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die Ubergange der verschiedenen Methylierungslevel recht abrupt widgerhier, eher
flieRend erfolgen

Nach Trennung der Allele bei den beiden Notkoatrollenmit Hilfe eines vorhanden SNPs
(rs2742073Tabelle AL2) zeigten sich keine Unterschiede im Grad der Methytigris liegt
daher beECEL1keineall elspezifische Methylierung vor.

NC 5
Methylierung [%] 70,3 73,9 39,4
# Einzelsequenzen 2036 2956 1455
NC 6
Allel C C G
Methylierung [%] 70,0 70 5 74,3 73,6
# Einzelsequenzen 1060 964 1428 1504

Abbildung 10: Ergebnisse der Methylierungsanalysen voACTN3

Im oberen Teil der Abbildung sind die Methylierungsplots mit jeweils funf untersuchten ¢
Dinukleotiden fur zwei Normalkontrollen (NGQ)nd den Rtienten dargestellt. Der untere T¢
zeigt die Plots der NCs nach Trennung der Allele (rs17496586). Die durchschni
Methylierung tber alle CpGs und die Anzahl der analysierten Einzelsequenzen sind un
jeder Teilabbildung angegeben. Das auf d@rk Array untersuchte CpG Dinuklid
(cg08012287; Cp@) ist mit einem * gekennzeichnet.

Jede Linie entspricht einer Einzelsequenz, jede Spalte einerD@p&leotid. Blau symbolisiert
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fehlende Seaquenmiation. Verandert nacl

Beygo et al. 2013b.
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NC3 NC 14 Patient

58

*

Methylierung [%] 15,5 14,8
# Einzelsequenzen 2324 1939 1523
NC3 NC 14
Allel G
Methylierung [%] 16,3 14,8 12,7
# Einzelsequenzen 1123 1185 920

Abbildung 11: Ergebnisse der Methylierungsanalyse vokCEL1

Die Abbildung zeigt die Methylierungsplots der beiden untersuchten Normalkontrollen (NC
des Patienten. Im unteren Teil sind die Ergebnisse nach Trennung der Allele mit Hilfe
vorhandenen SNPs (rs2742073) zu sehen. Die durchschnittliche Methylierung der Am
(in %), sowie die Anzahl der analysierten Einzelsequenzen ist unter lb¢rangegeben. Da
auf dem 27k Array untersuchte Cg@nukleotid ist mit einem * gekennzeichnet (CpG

€g25431974). Das zweite CpG mit auffalliger Methylierung (cg029321éBelle5) entspricht
dem dritten CpGm Methylierungsplot.

Jede Linie entspricht einer Einzelsequenz, jede Spalte einenD@p&leotid. Blau symbolisiert
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fehlende Sequenzinformation. Veréande
Beygo et al. 2013b.
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TSPOundCHP2

Die Ergebnisse des 27k Arrays zeigten, dass der Patient an vielen Loci
Methylierungsveranderungen aufwies. Im Vergleich zu den Né&ongabllen konnte beim
Patienten sowohl Hypoals auch Hypermethylierung beobachtet werden. Als Beispiel fur
einen Locus mit Hypenethylierung wurdd SPO(translocator proteinf18kDa); aliasBZRP

in der vorliegenden Arbeimittels HochdurchsatBisulfitsequenzierunguntersucht. Die
Normalkontrollen zeigten dabei einen sehr geringen Methylierungslevel von durchschnittlich
0,05b-Werten (Bereich 0,020,12; Tabelle §, wahrend die Methylierung beim Patienbei

0, 3-Werten lag. Die hier gewonnenen Ergebnisse zeigten fur beide Normalkoninilen

1,5 bzw. 0,6 Methylierungslevel,die mit denDaten des27k Arrays Ubereinstimren
(Abbildung 12, Tabelle §. Beim Patienten konnte eine Hypermethylierung mit einem
Methylierungsgrad von 18% beobachtet werdemieser fiel im Vergleichzu den Array
Datennicht ganz so ausgepragt aue erwartet Nach Trennung der Allele mit Hilfe eines
informativen SNPs (rs138908Tabelle Al2) konnten bei den Normalkontrollen keine
Unterschieden der Methylierung der beiden Alleleeobachtet werden. Bd&iSPOkonnte

auch beim Patienten eine Alleltrennung vorgenommen werden. Hier zeigte sich, dass sowohl
auf dem maternalen als auch auf dem paternalen Allel eine Hypermethylierung vorhanden

war und somit beide parentalen Allele vom Methylierungsdefekt betroffen sind.

Auch bei CHP2 (calcineurin B homologous protein) 2konnte beim Patienten eine
Alleltrennung durchgefiihrt werden. Bei diesem Lozegten die Daten d&k Arrays beim
Patienten eine Methylierung vod , 3 -Wertén, wahrend fir die Normalkontrollen ein
durchschnittlicheb-Wert von 0,63 (Bereich 0,560,74; Tabelle § detektiert werden konnte.
Die beiden hier untersuchten Normalkontrollen zeigten mit 73,0 und%sethylierung
sehr ahnliche Werte. Ba Patienten konnte eine Hypomethylierung von 49, 8eobachtet
werden Abbildung 13). Nach der Trennung der Allele (rs15204Bbelle AL2) zeigte sich
sowohl bei den beidge untersuchten Normalkontrollen als auch beim Patienten eine
gleichmafige Verteilung der Methylierung Uber beide Allele. Es lag somit keine
alelspezifische Methylierung vorBeim Patienten waren auch hier beide Allele von der

Methylierungsveranderung beffen.
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Patient

*
Methylierung [%] 1,5
#Einzelsequenzen 2681 1416 1993

NC 18

Patient

Allel G T G T
Methylierung [%] 1,0 2,0 22,4 13,5
# Einzelsequenzen 1415 1252 645 769 1066 922

Abbildung 12: Ergebnisse der Methylierungsanalyse voifSPO

Die Abbildung zeigt die Methylierungsplots fur zwei Normalkontrollen (NCs) und den Patit
jeweils vor (oben) und nach Trennung der Allele (unten). Diezahh der analysierter
Einzelsequenzen sowie die durchschnittliche Methylierung Uber die analysierte Region (
CpGs) sind unterhalbder Plots angegeben. Die Trennung der Allele wurde mittels eines ¢
(rs138908) vorgenommen. Das mit einem * gekenmzete CpGLO entspricht dem auf dem 27
Array untersuchte@pG-Dinukleotid (cg00343092).

Jede Linie entspricht einer Eirlgequenz, jede Spalte einem Gp@ukleotid. Blau symbolisiert
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fehlende Sequenmiion.Verandert nach
Beygo et al. 2013
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Patient

Methylierung [%]
# Einzelsequenzen

567

NC9 Patient
Allel G G C
Methylierung [%] 71,3 74,6 54,9 45,3
# Einzelsequenzen 148 149 252 302

Abbildung 13: Ergebnisse der Methylierungsanalysen fuCHP2

Die Abbildung fasst die Methylierungsplots der Normalkontrollen (NC) und des Patiente
(oben) und nach der Trernmgy der Allele mittels eines vorhandenen SNPs (rs152041; ui
zusammen. Zu jedem Plot sind die Anzahl der analysierten Einzelsequenzen ul
durchschnittliche Methylierung Ubeéie untersuchte Region (mit 9 CpGs) angegeben. Bei Ty
fuhrt der SNP rs13M1 zu einem Verlust des CpBinukleotids, so dass die Verteilung d
Methylierung tGber die beiden parentalen Allele hier abgelesen werden kan®. Epéntspricht
dem auf dem 27k Array untersucht€pG-Dinukleotid (cg21745164).

Jede Linie entspricht eer Einzésequenz, jede Spalte einem Gp@ukleotid. Blau symbolisiert
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Soweit nicht anders angegeben, steht weil3 flr fe
Sequenzinformation/erandert nach Beygo et al. 203
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Insgesamtkonnten die Methylierungkten des 27k Arrays sowohl in den Rahmen der
vorliegenden Arbeizusatzlich untersuchten Normalkontrollen als auch im Patienten mittels
HochdurchsatBisulfitsequenzierundpestatigt werden. Baiiebender naher untersuchten elf
Kandidatengene lag die ucthschnittiche Methylierung der 18 auf dem 27k Array
analysierten Normé&bntrollenz wi s ¢ h e n  OWedten,uvasdden(Erwérturigen an einen
geimprinteten Locus entsprichTdbelle §. Nur bei FAM50B konnte eineallelspezifische
Methylierung sowie einenonoallelische Expression ermittelt werden. Dieses Gen wurde
wahrend meiner Arbeials dem Imprinting unterliegend beschrieben (Nakabayestal.
2011, Zhanget al. 2014). Bei den zehn anderen Genen konnteler jeweils untersuchten
Region eine variabé und zufallige Methylierung beobachtet werderelche auch nach
Trennung der Allele Bestand hatt@apelle 6 und Tabelle j. Weiterhin war bei den
analysierten Fallen kein Zusammenhang zwischen dem Grad der Methylierung einzelner
Allele und dem vorliegereh Genotyp der zur Analyse verwendeten SNPs oder dem
Geschlecht der untersuchten Norkaadtrollenzu erkennen

Bei insgesamtacht Generlag die analysierte Region innerhalb eines vorhandenen CGls
(UCSC Browser, hgl8). Jedoch konnter rbei TSPOdie bei CGs in Promotorregionen

vorherrsclende sehr geringe Methylierubgobachtet werden
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Tabelle 6: Ergebnisse der Methylierungsuntersuchungen der Kandiatengene mittels HochdurchsatBisulfit sequenzierung

Anzahl : : @ Methylierungslevel pro Amplicon [%] |27k Array Methylierungs-
Gen CpGs/ Anzahl der Einzelsequenzemro Amplicon (Roche/454 GSJunior) dat ewertplb

Amplicon|Normalkontrolle [Normalkontrolle | Patient|Normalkontrolle [Normalkontrolle | Patient| NCs (&; Bereich) | Patient
ACTN3 5 2036 | NC5 | 2956 | NC6 | 1455 | 70,3 | NC5 | 73,9 | NC6 | 394 | 0,72;0,650,81 | 0,32
CCDC19 27 446 | NC8 | 358 | NC9 | 188 28,1 | NC8 | 39,1 | NC9 | 19,9 | 0,46;0,360,63 | 0,16

CHP2 9 301 | NC9 | 579 | NC13| 567 73,0 | NC9 | 694 | NC13| 49,9 | 0,63;0,560,74 | 0,31
ECEL1" 31 2324 | NC3 | 1930 |NC14| 1523 | 155 | NC3 | 148 | NC14| 5,8 0,76, 0,560,86 | 0,28
FAM50B’ 17 669 | NC4 | 423 | NC15| 656 52,7 | NC4 | 49,4 |NC15| 1,4 0,51, 0,460,55 | 0,19

GAL3ST1 5 2324 | NC 17| 3512 | NC18| 1926 | 79,8 | NC17| 75,8 | NC18| 43,7 | 0,75;0,660,83 | 0,42
HOXB6 11 620 | NC11| 662 | NC13| 393 53,3 | NC11| 39,3 | NC 13| 22,2 | 0,57;0,340,78 | 0,20
POU3F1 32 2278 | NC4 | 2020 | NC5 | 2084 | 30,5 | NC4 | 325 | NC5 | 88 0,61; 0,510,72 | 0,11
TRPC3 24 8 NCs vgl.Abbildung9 834 8 NCs vgl.Abbildung9 85 | 0,62;0,410,78 | 0,24
TSPO 21 2681 | NC 18| 1416 | NC 19| 1993 15 |NC18| 0,7 |NC19| 18,3 | 0,05;0,020,12 | 0,38
ZNF710 40 441 | NC10| 339 | NC12| 468 63,6 | NC10| 46,3 | NC12| 29,2 | 0,64;0,490,76 | 0,29
Die Tabelle fasst die Daten der untersuchten Kandidatengene in Bezutieafizahl der utersuchten Cp&®inukleotide, de Anzahl der
Einzelsequenzen und der Methylierung [%] zusammen. Zigétsind die mittels 27k Array gewonnéviethylierungsdaten jeweils fur die
Normalkontrollen (NCs) und den Patienten aufgelistétVerte].
# Zwei CpGs zeigten eine auffallige Methylierundie Daten des 27Arrays in dieser Tabelle beziehen sich auf cg2543197AM50Bwurde als

dem Imprinting unterliegend beschriebé&takabayashi et al. 2Q; Zhang et al. 20H); 3 Aufgrund derungleichen Verteilung der Einzelsequenze
der beiden Allele wurde die Gesamtmethylierungsrate aus den Einzeldaten berachBetygo et al. 2018

n
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Tabelle 7: Ergebnisse der Methylierungsanalysen mittel$lochdurchsatzBisulfitsequenzierungnach Alleltrennung

Gen Allel @ Methylierungslevel pro Amplicon [%]. Anzahl der Einzelsequenzen pro Ampligon
Normalkontrolle | Normalkontrolle | Patient | Normalkontrolle | Normalkontrolle | Patient
ACTN3 g ;8:2 NC 5 ;gg NC 6 - 1906640 NC 5 igé’i NC 6 -
CCDC19 g gég NC 8 ig:g NC 9 - g;g NC 8 1;3 NC 9 -
owpe|S 7 nes |28 | nots | S5 oo | 28 o | 22
ECELL |—g——og—| NC3 —o7—| NC14 — 2851 NC3 [— 0| NC14 —
FAM50B f 78?’5? NC 4 ié NC 15 [—— géj NC 4 fg; NC 15 ——
GAL3ST1 'é 38:‘11 NC 17 ;gg NC 18 —— 15‘;‘11 NC 17 1822 NC 18 |——
HOXB6 'é ggzg NC 11 f’ég NC 13 —— 3‘7‘; NC 11 ggg’ NC 13 ——
POU3F1 g gcl)g NC 4 - NC 5 - f;?g NC 4 - NC 5 -
TRPC3 C 8 Normalkontrollen - 8 Nor_malkontrollen -
G vgl. Abbildung9 und Al - vgl. Abbildung9 undA1 -
rspo [-S 29 ncas[-98 Tncae [ 224 [ 18 [ o[ B45 Tycyq | 1068
ZNF710 g:f 28:2 NC 10 Zgg NC 12 - ;gé NC 10 ;ig NC 12 -

Die Tabelle fasst die Ergebnisse der MethylierungsanalysedidiiNormalkontrollen (NC) undlen Patienen nach der Trennung der Allele
zusammen und exgt die Methylierung pro Allel und Amplicon in %sowie die dazugehérige Anzahl der Eingefjuenzen. Didlr die
Alleltrennung verwendete8NPs sind inTabelle ALl2 zusammen gefasst. Djeweiligen Allele sind fiir den analsierten Strang als genomische
Sequenz angegebeBei ZNF710bezieht sichG/C auf NC 10, G/A auf NC12a richt immereine eindeutige Zuordnurgjler Sequenzerzu
einem der beiden Allelendglich war, kann eszu Diskrepanzen zwischen der Anzahl &nzelsequenzen fur ein Amplicon vor und nach de
Alleltrennung kommerAus Beygo et al. 2018

=
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3.3 Molekulargenetische Untersuchungen von BW&atienten mit Veranderungen in
der ICR1

Die Imprintingkontrollregion 1 (ICR1) ist in der differentiell methyliertRegion (DMR)
upstreamvon H19 auf Chromosom 11pl15I6kalisiertund reguliert das Imprinting vorH19
undIGF2. Die ICRL1 ist auf dem paternalen Allel methyliert und damit inaktiv, wahrend das
maternale Allel unmethyliert und aktiv isRie Organisation detCR1 ist durch mehrere
repeas gekennzeichnetDies sindsich wiederholend&equenzabschnitte, die untereinander
eine hohesequenazientitat(-homologig aufweisenAbbildung 14). Weiterhinsind in diesem
Bereich Bndestellen fur daginkfinger-Protein CTCF lokalisiert,dessen Bindundpei der

Aufrechterhaltung des unmethylierten Status des maternalen éilelsvichtige Rolle spielt

> CTCF1 CTCF2 CTCF3 CTCF4 CTCF5 CTCF6 CTCF7
o /- Bl BRI A ]/ 92 w

Abbildung 14: Organisation der ICR1

Die Abbildung =igt die Organisation der ICR1 mit degpeatsAl, A2 und B1 bis B7 im Kontex
mit den beiden benachbarten Gern@&¥2 und H19 sowie den CTCHBindestellen bis7 in
Centromer zu Telomer Orientierung. E1 und f2nhancer.

Ohne Malistab. Verandert nach Beygo et al. 2013a.

3.3.1 ICR1-Mikrodeletionen

Im Bereich der ICR1 wurden bislang erst wenige Familie 8 A2,2 kb (B5/B1)
Mikrodeletionen als Ursache fir BWS

beschrieben (siehe Kapitel2.2.9. Die in dieser ! 7 >

Arbeit untersuchte Patientin (ill, Familie 8; 1

Abbildung 15 mit BeckwithWiedemann ]2 3

Syndrom zeigte klassische phéanotypische il

Merkmale wie u.a. Makroglossie, Makrosomie

und eine leichte KdrperasymmetrieAbbildung 15: Stammbaum Familie 8
(Hemihyperplasie). Die vorFrau Sabine Kaya Aus Beygo etal. 2013a.

(Institut fur Humangenetik, Universitatsklinikum Essen) in der Routinediagnostik
durchgefuhrtdntersuchung mittels MMLPA (MRC Holland, KitMEO30-B2) zeigte eine

normale Methylierung fur die ICR2. Fir die ICR1 hingegen konetee leichte
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Hypermethylierung beobachtet werden, diglie klinische Dagnose eines Beckwith
WiedemanrSyndroms bestétigtéVeiterhin zeigten zwei innerhalb der ICR1 lokadrte
Sonden eine Dogieduktion um ca50%, was auf eineheterozygoteDeletion hinweist
(Abbildung 16).

1,57

1,0 = B HH T 7

0,5 HHHHHHH

1 rrro !

Abbildung 16: Ergebnis der MS-MLPA Untersuchung der Patientin 11l -1 aus Famiie 8

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Gendosrsd Methylierungsuntersuchung mittels M.
MLPA (MRC Holland, Kit MEO30B2) der Patientin IHl. Rote Balken stehen fi
Methylierungsergebnisse, gelbe und blaue Balken zeigen die Gendosis auf Chroripdérb
(gelb) bzw. Kontrollregionen auf verschiedermmderenChromosomen (blau) an. Die norme
Gendosis liegt bei 1,0. Die beiden mit einem roten Pfeil gekennzeichneten Sonden
innerhalb der ICR1 und zeigen eine Dosisreduktion um cd&o,50as aufeine heterozygote
Deletion hinweist. Die mit schwarzen Pfeilen gekennzeichneten Sonden zeigen eine
Hypermethylierung an (normal: 1,0).

Zur Bestatigung der Deletion undur Charakterisieung der Bruchpunktewurde eine
longrangePCR etabliert, welck die ICR1 abdeckBei der Patientirkonnte neben eine
Produkt flr das WildtygAllel (ca.6,7 kb ein weiteres Produkt von ca. 4,4 &mplifiziert
werden Die Sequenzierung diesedBCRProdukteszeigte eine 245 bp gro3e Deletion
innerhalb der ICRXAbbildung 17). Die Bruchpunktdiegenin denrepeatsB5 und B1 die
dadurch fusioniert werden (GenBank Accession No. AF125183: 573120/795579695.
Insgesamtiihrt die Deletionzum Verlust vordrei CTCFBindestellenDie repeatsA2 sowie
B4, B3 und B2 sind vollstandig deletiert, zusammen mit den enthalten@TCF
Bindestellerd (in B3) und 5(in B2; Abbildung 19). Ob CTCF3 (in B5) deletierist oder mit
CTCF6 (in B1) fusioniert kann aufgrund der hohen Sequenzhomologie der Region nicht
genau bestimmt werdelCTCF6 ist zumindestteilweise vorhanden was durch einen SNP
anzeigtwird (rs10732516 Abbildung 17). Daherwird diese Bindestellem Weiterenals
CTCF6 bezeichnet.
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Untersuclingenvon weiteren Familienmitgédern mittels MSMLPA und longrangePCR
zeigten dassdie Deletion aule in der gesunden Mutter der PatientinZllAbbildung15) und
ihrer ebenfalls gesunden Schwester3{llvorhanden ist. Des Weiteren konnte die Deletion
auch im phanotypisch unauffélligen GroRvater der Patiehtl) achgewiesen werden, der
wie seine beiden Toéchter {2 und I+3) eine normale Methierung in der MSMLPA zeigte

Die Sonden im Bereich vohGF2 zeigten bei allen Familienmitgliedern eine normale
GendosisDie Patientin (11t1) hat dieDeletion von hrer Mutter (1+2) ererbtund tragt sie
somit auf dem normalerweise unmethylierten maternalen.Ale¢ Mutter (IF2) und ihre
Tante (11-3) haben ¢ Deletion beidevon ihrem Vater Grol3vater der Patientiri;1) ererbt
und tragen sie auf ihremmethylieren paternalen Allelund zeigen daher keinen Phanotyp
Beim GroRvater konnte zu diesem Zeitpunkt nur aufgrund der normalen Methylierdag
MS-MLPA die Hypothese aufgestellt werden, nach der die Deletion auf dem methylierten
paternalen Allel liegt.

repeat repeat
CTCF-Bindestelle 3 CTCF-Bindestelle 6
B5 || B1

ATCRGTTOTAAGTGTCGACTCAARAGTGRCCGCO0C6CRGCAG TCCAGGCTCACACATCACAGCCCA - TAGTTGTGGAR TCGRAAGTGRCCACO0GRCAGCAGTCCAGGCTCACACATCACAGCCC

ACACATCACAGCCCG

Abbildung 17: Ergebnisse der SangefSequenzierung der Bruchpunktregion zwischen
B5und B1

Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Sequenzierung der Bruchpunktregion exemplarisch
Familienmtglied. Der unterstrichene Bereich kann aufgrund der hohen Sequenzidentitat s
zumrepeatB5 als auch zumepeatB1 gehoren.

Der blau unterlegteepeat Bereich kennzeichnet eine Sequenzfolge, die bei mehreren ir
Literatur beschriebenen Deletiomgignten in der Bruchpunktregion liegt (Demars et al. 20:
Ein in B1 vorhandener SNP (rs10732516 C/T) ist mit einem gelben Quadrat markiert.

Zur genaueren Untersuchung der Methylierung wurde die hochquantitddeledurchsatz
Bisulfitsequenzierundiir die CTCFBindestellen 1 bis @unéchsetabliertund als Referenz
fur jede Bindestelle sechs Normalkontrollen unters(tabelle AL3). Alle Normalkontrollen
zeigten eine Methylierung von ¢20 %, was den Erwartungen an eirggimprinteterLocus
entspricht. Die durchschnittiche Methylierung der insgesamt 36 untersuchten

Normalkontrollen Uber alle sechs CT®ndestellen betrug 52,9 mit einer
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Standardabweichung von 3,98 und einer durchschnittlichen Konvertierungsrate vof96,75
Im Mittel wurden 1646 Einzelsequenzen analysiert, mindestens jedoch 740.

Bei den Mitgliedern vorramilie 8wurden dienicht deleterten CTCFBindestellenl, 2 und 6
naher untersuchAbbildung 24, 25 und A2; Tabelle8). Bei der Patientin IIF1 konnte mit
72,0% Methylierung an CTCF1 und 78% an CTCF2eine leichte Hypermethylierung
beobachtet werden, was mit den Ergebnissen derMUBA korreliert Die CTCF
Bindestelle6 bot die Mdglichkeit das WTF und das deletionstragenel Allel getrennt
voneinander zu amplifizierenFur das paternale Allel konnte wie erwartet ein
Methylierungslevel von 93% beobachtet werden, waéahrend das normalerweise
unmethylierte maternale Allehit 33,9% eine Hypermethylierungufwies.

Die gesund Mutter (IF2) undihre Schweste(ll-3), die die Deletion auf ihrem jeweiligen
methylierten paternalen Allel tragen, zemgtan den drei untersuchten CT8kdestellen
einen normalen Methylierungslevel um %0 Auch bei ihnen wurden die Aliebei CTCF6
getrennt untersucht. Die maternalen Allele zeigten keine Methylierung (jeweil%)0,4
wohingegen das paternale Allel eifest vollstandigeMethylierung von 88,7 bzw. 87%
aufwies.

Beim Grol3vater war die Methylierung mit 63®an CTCF1 im oberen, b&TCF2 mit
53,6% im Normbereich. Die getrennte Analyse der Allele bei CT@&fbrachte94,7%
Methylierung auf dem paternalen und @8auf dem maternaleAllel. Durch die getrennte
Amplifikation der Allele konnte jedoch gezeigt werden, dass die Deldb@nhm auf dem
unmethylierten maternalen Allel liegt und nicivie zun&chst vermuteauf dem methylierten
paternalerAllel. Das heil3t, dasssbeim GrolR3vater-I, im Gegensatz zur Patientin-ill und
denmeistenbisher beschriebenen Fall@rotz Deletionauf dem maternalen Alleu keing
Hypermethylierungder verbliebenen CTGBindestellenkam Damit liegt fur den Erbgang

dieser Deletiorine verminderte Penetranar.

In der Literatur ist eine weitere Famil{&amilie 7)mit einer 2,2kb grol3en Deletio in der
ICR1 beschriebeworden(Prawitt et al. 2008). Ein Vergleichder Bruchpunkte dieser beiden
Familien ergab, dass sie auf Nukleotidebadentisch sindund dass auch der SNP
rs10732516sorhandenst. Bei Familie 7sind nicht alle Mitglieder, die & Deletion auf dem
maternalen Allel tragen, an BWSrkrankt (Abbildung 18). Dies wurde auf das
Vorhandensein einer Duplikation votGF2, die mittels FISH fluorescence in situ

hybridisatior) bei einem erkrankten Banten beobachtetorden way zurtickgefuhrt
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Durch eine Kooperation mit Kollegen aus Mainz Familie 7 A 2,2 kb (B5/B1)
(Dirk  Prawitt, Zentrum fur Kinder und

Jugendmedizin,  Universitatsmedizin aM2) 4

wurden uns zwei DNAProben vonMitgliedern d).|_|j

von Familie 7 (1I+2 und IF5) fur Methylierungs > 6
untersichungen zur Verfligung gestelltDer I ‘ Ijtl
BWS-Patient 111-2 tragt eine 2,2kb grol3e

|_\

wu

Deletionauf seinem maternalen Alledlie er von Abbildung 18 Stammbaum Familie 7

seiner phanotypisch untlligen Mutter (IF5) Aus Beygo etal. 2013a.

ererbthat Sie hat dieDeletionwiederum von ihrer Mutter {2) ererbt,womit die Deletion
ebenfallsauf ihrem maternalen Alldiegt. Untersuchungen mittels MBILPA (durchgefihrt

von Frau Sabire Kaya) konntenkeine IGF2-Duplikation beim Patienten KR feststellen
Auch in dieser Familie wden die drei verbliebenen CTdBindestellen 1, 2 und 6
untersucht Abbildung 24, 25 und A2; Tabelle8). An CTCF1 und auch an CTCF2 zeigten
sowohl die gesunde Mutter-8 als auch der Patient 4 eine leicht erhéhte Methylierung
von 71,4 bzw. 68,06 (CTCF1) und 68,8 bzw. 77% (CTCR2). Da bei diesen Amplicons
kein informativer SNP vorhanden war, konmidie Allele hier nicht getrennt werden. Bei
CTCF6 hingegenwar aufgrund der Deletioreine getrenné Amplifizierung der Allele
mdglich Die gesunde Mutter 45 zeigte hieraufihremmaternalen Allel mit der Deletion eine
Methylierung von 4,06 und auf ihrem paternalenWT-Allel, wie erwartet eine fast
vollstdndige Methylierung von 95%. Der Patient IH2 zeigte aufseinempaternalenWT-

Allel ebenfalls 95,36 Methylierung, auf seinem rreanalen Allel mit der Deletion dagegen
eine 17,060ige Hypernethylierung, wasausreichend scheinum zu einem vollen BWS
Phanotyp zu fihren.

Auch wenn weitere Familienmitglieder nicht untersucht werden konnten, zeigt der
Stammbaum in der dritten Generatipwei Kinder (lll-4 und II}6), die die 2,Xb grolie
Mikrodeletion maternal ererbt haben, jedoch gesund sind. Dies ist ein weiterer Hinweis auf
unvollstdndige Penetranz in einer Familie mit einek®,grol3en Deletion.

Durch eine weitere Kooperation mitoKegen aus Neapel, (dlreaRiccio, Department of
Structur al and Functional Bi ol ogy, Uni ver si
Environmental Science, Secordhiversity of Naples,ltalien) konnten Proben von vier
weiteren Familien mit verschiedem Mikrodeletion in der ICR1 untersucht werden. Bei drei

Familien (2, 4 und 6) lag jeweils eine k8 grol3e Deletion vor. Diese Deletionen wiesen
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unterschiedliche Bruchpunkte auf, fihrten aber in allen Fallen zu einem Verlust von jeweils
zwei CTCFBindestllen. Bei Familie 3 lag eine 1kb grol3e Deletion vor, die eine CTCF

Bindestelle betraf.

CTCF1 CTCF2 CTCF3 CTCF4 CTCF5 CTCF6 CTCF7

e T

CTCF1 CTCF4 CTCF5 CTCF6 CTCF7

[ h1o WT

Familie 2 A 1,8 kb
(B6/B3)

]

CTCF1 CTCF2 CTCF3 CTCF4 CTCF5 CTCF8 CTCF7

Familie 3 A 1,4 kb
(B5/B3)

i
]

CTCF1 CTCF4 CTCF5 CTCF6 CTCF7

Familie 4 A 1,8 kb
(B6/B3)

%

CTCF1 CTCF2 CTCF5 CTCF6 CTCF7
Familie6 A 1,8 kb
(B5/B2)

:

CTCF1 CTCF2 CTCF3 CTCF6 CTCF7

Familie 7 +8 A2,2 kb
m (B5/B1)

Abbildung 19: Uberblick der verschiedenen Mikrodeletionen in der ICR1

Der erste Teil des Schemas zeigt die Anordnungrepeatsinnerhalb der ICR1 auf einem
Wildtyp-Allel (WT). Darunter sind die Mikrodeletionen der verschiedenen Familien darge
Bei den Familier8, 7 und 8 sind jeweils 2 CTCBindestellen zu einer fusioniert, bzw. kann nit
genau bestimmt werden, welche der Ristllen noch vorhanden sind. Dies wurde mit dinn
Strichen, die zum Namen der jeweiligen CTFBiRdestellen hinfihrerangedeutet

Grau unterlegte CTGBindestellen wurden mittelsHochdurchsatBisulfitsequenzierung
untersuchtVerandert nach Beygo et 2013

i

In Familie 2 wurda der BWS-Patient (lIF3; Abbildung 20), dereine 1,8 kbgrof3eDeletion
(B6/B3) auf seinem maternalen Allgkgt sowie seine nicht erkrankte Mutter-8), die die
Deletion aufihrem paernalen Allel tragtuntersucht. Die Bruchpunkte der Deletion liegen in
denrepeatsB6 und B3 was den Verlust der beiden CT®lhdestellen 2 und 3 bedingt.
Insgesamt konnten in dieser Famiieei CTCFBindestellen untersuckterden, wobeesbei
CTCF4 aufgrund der Nahe zur Deletion mdglicwar, die beiden Allele getrennt zu

amplifizieren. Bei Patient und Mutter konnte fir das normalerweise methylierte paternale
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Allel eine Methylierung von 96,36 (l11-3) bzw. Familie2 A 1,8 kb (B6/B3)
92,1% (I1-5) naclyewiesen werden (Abbildung

A2 und Tabelle8). Das unmethyliertenaternale ' E—I-O

Allel zeigte bei dergesunden Mutter mit einer : ’
durchschnittlichen Methylierung von 24 nur : |;| - . y -

ganz vereinzelt methyliertS8equazen was im
Normbereich lagBeim Patienten (#B) hingegen T 2 3

zeigte das maternale Allel eine starke
Abbildung 20: Stammbaum Familie 2

_ Aus Beygo et al. 203
beobachteterMethylierungsgrad des paternalen

Hypermethylierung, die mit 95% dem

Allels entspricht.

Des Weiteren wurden CTCF1 u@ITCF untersucht, bei denen beide Allele zusammen in
einem Amplicon amplifiziert wurderfAbbildung 24 und 25). Die gesundeMutter (II-5)
zeigte wie erwartetan beiden Loci eine normale Methylierung von 55,4 bzw. %6,®er
BWS-Patient (11+3) zeigte auch an diesen Positionen eine starke Hypermethylierung mit
93,8% bei CTCF1 und 86,% bei CTCF6(Abbildung24 und25).

In Familie 4 tragen sowohl die Patientin {8 Familie4 A 1,8 kb (B6/B3)
Abbildung 21), als auch ihreebenfalls an BWS
erkrankteMutter (II-1) eine 1,8 kb grof3e Deletion l

(B6/B3) auf ihrem jeweiligen maternalen Allel. 1 2

Die Bruchpunkte liegemuch hierin denrepeats .

B6 und B3, jedoch an ander@wsitionen als bei 1 i
Familie 2. Die Deletion fihrt zum Verlust der 1 (5%
beiden CTCRBindestellen 2 und 3In diese 123

Familie war es moglich, bei CTCF1 die AlleleAbbildung 21: Stammbaum Familie 4
getrennt zu amplifizieren. Fir die methylierted*US Beygo et al. 2013a.

paternalen Allelekonnten Methylierungslevel von 93%8 (IlI-2) bzw. 93,6 (lI-1)
beobachtet werdenAbbildung 24 und Tabelle 8). Die normalerweise unmethylierten
maternalen Allele wiesen hiewie auch schon bei deBWS-Patienten aus Famili2 (111 -3),
eine starke Hypermethylierung auf. Dabei zegtd bei der Patientin (H2) mit 93,4% ein
Methylierungsgrad, der auf dem Nivedes paternala Allels liegt. Bei ihrerebenfalls an

BWS erkranktenMutter (1-1) war mit 70,76 gleichfalls eine Hypernethylierung zu
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beobachten, die jedoch etwas weniger stark ausgepréagt war alsrdveilochter (1142).
Dieser Trend zeigte sichuch bei den jeweils in einem Amplicon untersuchten CTCF
Bindestellen 4, 5 und 6Apbildung 25 und A2), wenn auch unterschiedlich stark ausgepragt.
Bei CTCF4 zeigte die Patientin {B) eine Gesamtmethylierung Uber beide Allele von
96,5%, wahrend bei ihrer Mutter ¢1) 85,6% beobachtet werdekonnten. Bei CTCF5 (I

2: 95,4%; I1-1: 91,6%) und CTCF6 (I42: 89,7%; Il-1: 84,7%) sind die Unterschiede im

Methylierungsgrad nicht so stark ausgepragt.

Bei eirer weiteren FamiligFamilie 6) mit einer 1,8 kb grof3en Deletion 382) konnten
ebenalls zwei erkrankte Mitglieddr der Patient IH1 undseineMutter 11-27 im Hinblick auf

Methylierungsveranderungen untersucht werden

(Abbildung 22). Die Lage der Deletionmit Familie 6 A 1,8 kb (B5/B2)
Bruchpunkten in derepeatsB5 und B2, die zum | O
Verlust von CTCF3 und CTCH fihrte, r 3

ermoglichte die getrennte Amplifikation der (53
Allele sowohl bei CTCF2 als audiei CTCFA In : -~ - =

beiden Fallenzeigten die patealen Allele des i—l
1

Patienten(lll-1) und seiner Mutter(ll-2) eine

2
Methylierung zwischen 94,8 und 938

(Abbildung A2, Tabelle8). Auf dem maternalen Abbildung 22: Stammbaum Familie 6
Allel zeigte der Patient(lll-1) eine starke Aus Beygo etal. 2018

Hypermethylierung von 89% bei CTCF2 und 94,% bei CTCF5. Bei seiner Mutter {)
konnte bei diesen CTCBindestelleneine Hypermethylierung von 819 (CTCF2 bzw.
80,4% (CTCF5H beobachtet werden. Wie schon bei Familiesdauch hier der Grad der
Hypermethylierung der verbliebenen CTGBindestellen des maternalen Allelsbeim
Patienter(lll-1) z.T. deutlichh6her als bei seinebenfalls an BWS erkranktévutter (11-2).
Dies lasst sich auch aus den Ergebnissen fir CTCF1 und €ableei denen jeweils ein
Amplicon fir beide Allele amplifiziert wurdéAbbildung 24 und 25). Bei CTCF1 lag die
Methylierung bei 95,26 beim Patienten (HL) und bei 89,66 be seiner Mutter (H2;
Abbildung 24). Bei CTCF6 zeigte sich ein ahnlich deutlicher Unterschied wie bei CTCF5,
wobei der Grad der Hypermethylierung mit 8%2beim Patienten (HL) und 68,46 bei
seiner Mutter (H2; Abbildung 25) etwasniedriger ausfielals bei den anderen untersuchten
CTCFBindestellen.
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In Familie 3trug der Patient (F1) eine 1,4 kbde novoDeletion (B5/B3) aufseinem
maternalen Allel Die Bruchpunkte befanden sich in despeatsB5 und B3 so dassine
CTCFBindestelle eliminiert wurde(Abbildung

23). Aufgrund der hohen Sequedentitdt kann Familie 3 A 1,4 kb (B5/B3)
nicht genau festgestellt werden, ob CTCF:

vollstandig oder CTCF3 undCTCH jeweils 1 >

teilweise  deletiert sind. Die  getrennte [l
Amplifizierung der Allele bei CTCF4 zeigte auf

dem paternalen Alleleine Methylierung von Abbildung 23: Stammbaum Familie 3
92,5% und eire starke Hypermethylieung des Aus Beygo etal. 203

maternala Allels mit 85,1% (Abbildung A2; Tabelle8). Auch in diesem Fall wurden fir die
beiden CTCFBindestellen 1 und 6 jeweils beide Allele in einémplicon untersucht. Die

Resultate zeigten bei CTCF1 954l Methylierung und bei CTCF6 eine im Vergleich dazu

etwas niedrigere Hypermethylierung von 824{Abbildung24 und25).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die 1,4 ukd ¢r8Ren Deletionen in den hier
untersuchten Familien in allen Fallen zu einer starken Hypermethylielemgerbliebenen
CTCFBindestellen des normalerweise unmethylierten maternalen Allels élihBRies

wiederum geht mit einer vollstindigen Penetranz des BW&hotyps einher. Bei den

Familien 7 und 8 hingegen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die vorliegende

2,2kb grolRe Deletion zu einstochastischerlypermethylierung fuhren kann umdit einer

unvollstandigen Penetranz einhergeht.
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Normalkontrollel Familie 2 Familie 4 Familie 6 Familie 3
ma
pat
1I-5 -3 11-1 111-2 1I-2 1I-1
Normalkontrolle Familie 7 Familie 8
ma
pat
1I-5 11I-2 I-1 1I-2 1I-3 -1
CTCF1

Abbildung 24: Ergebnisse derHochdurchsatzBisulfitsequenzierungfir CTCF1

Die Abbildungen zeigndie Methylierungsergebnisse fur CTCFL1 fir alle untersuchten Indivic
sowie zweier Normalkontrollen (NC) zum Vergleich. Die Bezeichnungen der einzelnen Pel
sind den jeweiligen Stammb&aumen entnommen.

Bei Familie 4 konnten die Allele getrennt amplifiziert werden.

Jede Linie entspricht einer Einzelsequenz, jede Spalte ein@¥D@ukleotid. Blau symbolisiert
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fehlende Sequenzinformation.

NC qNormalkontrolle; mat ymaternales Allel; pagpaternales Allel; dekAllel mit Deletion;
WT qWildtyp. Verandert nach Beyget al. 201a.
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Normalkontrolle Familie 2

NC 1

Familie 4

Familie 6

Familie 3

Normalkontrollg|

Familie 7

ma

pat

I1-5

-2

Familie 8

mat del

pat WT

I-1 -2

I1-3 -1

CTCF6

Abbildung 25: Ergebnisse derHochdurchsatzBisulfitsequenzierungfir CTCF6

Die Abbildungen zeigndie Methylierungsergebnisse fiir CTCF6 fir alle untersuchten Indivic
sowie zweier Normalkontrollen (NC) zumeXgleich. Die Bezeichnungen der einzelnen Persc
sind den jeweiligen Stammb&umen entnommen.
Bei den Familien 7 und 8 konnten die Allele getrennt amplifiziert wer@as vollstandig
unmethylierte Cp@® bei einigen Individuen basiert auf einem C/T S§§1073251, der die
erstePositiondes CpGDinukleotids betrifft
Jede Linie entspricht einer Eilgequenz, jede Spalte einem Gp@ukleotid. Blau symbolisiert
unmethylierte CpGs, rot methylierte. Weil3 steht fur fehlende Sequenzinformation.

NC qNormalkontrolle; mat ymaternales Allel; pagpaternales Allel; dekAllel mit Deletion;
WT qWildtyp. Verandert nach Beygo et al. 2@13
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Tabelle 8: Ergebnisse der Methylierungsanalysen defCR1-Mikrodeletionsfamilien

Individuum Phanotyp CTCF # CpGs Allel stcliljr(]azneztan QMet[k(l)/yoalerung
i gesunde :

[1-5 Mutter Tragerin CTCF1 14 beide 2222 55,4
Famili - I1-3 Patient erkrankt 14  beide 2417 93,8
A e & Mutter 9€Sunde 16 matWT 1275 2,4
Tragerin CTCE4 21 patDel 5609 92,1
g kb 1l1-3 Patient erkrankt ié m;tvli\)/_e}l ggg ggg
(B6/B3) gesunde " ’
[I-5 Mutter Tragerin CTCF6 14 beide 2068 56,8
I11-3 Patient erkrankt 14 beide 1784 86,5
Familie 3 II-1 Patient erkrankt CTCF1 14 beide 2144 95,1
) 21 mat Del 3545 85,1
1Kb [I-1 Patient erkrankt CTCF4 16 patWT 2318 925
(B5/B3) 11-1 Patient erkrankt CTCF6 14 beide 3139 82,7
[1-1 Mutter erkrankt ig m;tvli\)/_e}l iéég ;g;
CTCF1 b ’
. L 16 matDel 3006 93,4
Familie 4 111 -2 Patientir erkrankt 16 patWT 1218 939
[1-1 Mutter erkrankt CTCE4 16 beide 1444 85,6
o kb Il -2 Patientir erkrankt 16 beide 1454 96,5
(B6/B3) [1-1 Mutter erkrankt CTCES 14 beide 2159 91,6
Il -2 Patientir erkrankt 14 beide 219 95,4
[1-1 Mutter erkrankt CTCE6 14 beide 3235 84,7
Il -2 Patientir erkrankt 14 beide 3170 89,7
[1-2 Mutter erkrankt CTCE1 14 beide 1919 89,6
I11-1 Patient erkrankt 14 beide 1726 95,7
[I-2 Mutter erkrankt ;g ?;tvl:\)/?rl gg; gig
. CTCF2 :
Famllleelll-l Patient erkrankt ;g ?;tvl:\)/?rl 1912067 ggé
P kb 15 matDel 3423 80,4
(B5/B2) !I-2 Mutter erkrankt crors 14 patWT 1112 951
. 15 matDel 1576 94,5
[lI-1 Patient erkrankt 14 pat WT 929 9.8
[1-2 Mutter erkrankt CTCE6 14 beide 1916 68,7
[I1-1 Patient erkrankt 14 beide 1816 84,2
[I-5 Mutter gesund CTCE1 14 beide 3293 71,4
I11-2 Patient erkrankt 14 beide 2433 68,0
Familie 7 II-5 Mutter gesund CTCE2 20 beide 810 68,8
I11-2 Patient erkrankt 20 beide 719 77,1
P Xxb 19 matDel 4922 4,0
(8s5/B1) '-> Mutter gesund crore 14 patWwi 1697 953
. 19 matDel 1226 17,0
-2 Patient erkrankt 14 palWT 3718 953
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Individuum Phanotyp CTCF # CpGs Allel # Einzel @ Methylierung
sequenzen [%0]
g Cro gesunde 14  beide 2387 63,9
vater Trager
-2 Mutter %f;“é‘r?rf 14  beide 3766 52,8
es%nde CTCHL
-3 Tante 3€3UNC 14 beide 3747 50,5
Tragerin
[11-1 Patientir erkrankt 14 beide 2345 72,0
g Cro gesunde 20 beide 905 53,6
vater Trager
Familie 8 5 mutter 952UNIe 20 beide 854 49,6
P Xb ges?mdeCTCF2
(B5/B1) [1-3 Tante Tragerin 20 beide 810 52,1
[I1-1 Patientir erkrankt 20 beide 1690 78,1
-1 Grols gesunde 19 matDel 2537 0,8
vater Trager 14 pat WT 1561 94,7
-2 Mutter gesunde 19 matWT 2894 0,4
Tragerin CTCES 14 pat Del 3044 88,7
-3 Tante gesunde 19 matWT 1346 0,4
Trégerin 14  pat Del 676 87,8
L 19 matDel 1003 33,9
[I1-1 Patientir erkrankt 14 pat WT 5002 936

Die Tabelle gibt die Resul@atder mittels HochdurchsatBisulfitsequenzierunggewonnenen
Methylierungsuntersuchunginterteilt in Familien wider. Fir die einzelnen Personen sind die
Bezeichnungen aus den jeweiligen Stammbaumen sowistalers der Personem Hinblick auf

die Mutaton bzw. den PhanotypangegebenWeiterhin ist de Anzahl de pro Amplicon
untersuchten Cp®inukleotiden angegeben. Die Schwankundeser Zahlekommen aufgrund

von unterschiedlichen Primerkonstellationen zustande, die der jeweiligen Deletion angagasst s
(Tabelle A6). Verandert nach Beygo et al. 2013a.
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3.3.2 OCT-Bindestellen in der ICR1

Die ICR1-Region beinhaltet dreiiBdestellen fur OCIProteire, die in denrepeatsAl und
A2 sowieupstreamvon B7 lokalisiert sind Abbildung 26). Bisher wurden in zwekFamilien
mit jeweils mehrerenan BWS erkrankten FamilienmitgliederNutationen in diesen
Bindestellen beschrieberPgole et al. 201;2Demars et al. 2030 Ahnlich wie die zuvor

> CTCF1 CTCF2 CTCF3 CTCF4 CTCF5 CTCF6 CTTFT 3
] 1 1

Abbildung 26: Ubersicht der ICR1 mit OCT -Bindestellen

Die Abbildung zeigt die Organisation der ICRWischenIGF2 und H19 mit Einordnung de
OCT-Bindestellen (Pfeile) wie sie im Wildtyp (WT) vorzufinden ist Centromer zu Telom
Orientierung.

CTCF1 bis 7 CTCFBindestellen 1 bis;7E1 und E2qEnhancerOhne Maf3stabverandert nac
Beygo et al. 2013

charakterisiertenMikrodeletionen, fuhren die Mutation in OdBindestellen zu einer
Hypermethylierung der ICR1, wenn sie auf daormalerweise unmethyliertematernalen
Allel auftreten. Kooperationspartner aus Norwegenu(@ar Houge Center for Medical
Genetics and Molecular Meine, Haukeland University Hospital, Bergamd Department of
Clinical Medicine, University of Bergen, BergeNorwegen konnten eine weitere Familie

identifizieren, in der Personen aus

drei Generationen Trager einer | @

Punktnutation ! 2
(hg19:chr11:9.2023019>C) in der I é gb
OCT-Bindestelleim repeat A2 sind y > 3 4 5
(Abbildung 26). Diese Mutation

wurde bereitsvon Demars et alals Il ;; ‘b
ursachlich fir BWS beschrieben 1 2 3 4
(Demars et al. 2010) Abbildung 27: Stammbaum der Familie mit

Punktmutation in einer der
OCT-Bindestellen

ist gesunde Tragerin der Mutation in schwarzer Punktgesunde Trageri der Mutation;

der OCTBindestelle,welche bei ihr ~ 9rau yGroBwuchs (> 8. Perzentile);
schwarzBWS. Aus Berland et al. 2013.

auf dem methylierten paternalen Allel

Die GroBmutter €l; Abbildung 27)

liegt. Diese Mutation hat sie an ihdeei Tochter (H1, 11-3 und IF4) vererbt, die sie somit auf
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ihrem maternale Allel tragen.Phanotypisctzeigen die drei Schwestern-1, 11-3 und IH4
einen Grofwuchs oberhalb d#8. Perzentilg178, 185 bzw. 18¢m). Abgesehen vominer
leichten Makroglossiebei 1I-1 und I zeigt keine der drei Schwestern weitere zum
phanotypschen Erscheumgsbild des BeckwithViedemanrSyndroms passele Merkmale
Die beiden Kinder von 18 (llI-1 und 11+2), sowie eines der Kinder von-4l (111 -3), haben
BWS miteinigen klassische Merkmalen wie GroRwuchsMakroglossie undVilms-Tumote.
Bei der gesunden dizygoten Zwillingsschwester -@)l lagen alle Werte im Normbereich.
Keines der Kinder zeigte eine Kérperasymmetrie oder neonatale Hypoglylsiehie Kapitel
2.1.6.4und Berland et al. 2013)

Erste Untersuchungeanittels MSMLPA, die in Norwegen durchgefihrt wurden, zergéne
unterschiedlich stark ausgepradigpermethylierung in allen Mutationstragern der zweiten
und dritten Generation. Zur genaueren Bestimmung der Methyliemumgrhalb der ICR1
wurden die biglen CTCFBindestellen 1 und 6m Zuge dieser Dissertatiomittels
hochquantitative HochdurchsatBisulfitsequenzierunguntersucht Die Ergebnisse sind in
Abbildung28 (CTCF1) undAbbildung29 (CTCF6) dargestellt.

Sowohl bei CTCF1 als auch bei CTCF6 teigdie gesunderol3elternl-1 und -2, die
gesunden Vaterll-2 und IF5 sowie die gesundedizygote Zwillingstochter IIH4
Methylierungslevel von ca. 3%, wie bei einengeimprintetenLocus erwartetDie normale
Methylierung der Grol3mutterll zeigt, dass die Mutation auf dem methylierten paternalen
Allel keine Auswirkung auf die Methylierung des maternalen Allels hat.

Die drei Schwestern4l, II-3 und IF4 wiesenbei CTCH. eine starke Hypermethylierung mit
95,1, 93,3 bzw. 94,% auf. lhre Kinder IIF1, 1lI-2 und 113 zeigen ebenfalls eine starke
Hypermethylierung mit ahnlichen Methylierungswerten (94,6, 90,5 bzw.%88,8ei CTCF6
war der Grad der Hypermethylierung iem zuvor genannten Individuen nicht ganzsch
Bei dendrei Schwesterrkonnten hier Methylierungswerte von 80,9, 62,7 bzw. 7%6
detektiert werdenlIn der dritten Generatiowar die Hypermethylierung im Vergleich zur
jeweiligen Mutterstarker ausgepréglll-1 und IIF2 zeigen 83,9 bzw. 72,% Methylierung
an CTCF6, was einem Unterschied von ca.- B Prozentpunkten im Vergleich zu ihrer
Mutter (II-3, 62,7%) enspricht. Bei 11}3 (85,0%) betrig der Unterschied ebenfalls ca. 10
Prozentpunkte (Muttel-4: 73,6%), so dass hier eine Zunahme der Methylierung Uber die
Generatbnen hinweg vorzuliegen scheint. Dies korrespondiadh mit eine Zunahme des

Schweregradles Phanotyps von GrofRwuchs in den Mattern zu BWS in den Kindern.

82



Ergebnisse

- I l
584%  2279M54,7% 2431
951% | 2412 941% 2452
94,6% 1058 88,9%  2075M54,5% 4902

11-1 -2 -3 -4

-1

Abbildung 28: Ergebnisse derMethylierungsanalysefir die CTCF-Bindestelle 1

Die Abbildungenzeigen die Methylierung der verschiedenen Individuen der Geeeratione
umfassenden Familiésiehe Stammbaum oben rechisit einer Punktmutation inieer OCT
Bindestelle Die Individuen +1 und 2 (GroRReltern), H2 und I+5 (Vater der Kinder) sowie H4
sind gesund und zeigen eine Methylierung um%§0vas den Erwartungen an einen (
Imprinting unterliegenden Locus entspricht. Die Schwestefin lll-3 und k4 sowie die drei ¢
BWS erkrankten Kinder (1L, 111-2 und 11F3) zeigen hingegen eine starkgpermethylierun
um 90%.

Die Zahlen in der linken unteren Ecke zeigen die durchschnittliche Methylierung an, die
unten rechts die Anzahl danalysierten Einzelsequenzen.

Blau unmethyliert; rotymethyliert; weil3 ffehlende Sequenzinformation;Spalte 1CpG
Dinukleotid; Reihe qEinzelsequenzBeim Stammbaum steht grau fur GroRwuchs, schwal
BWS. Verandert nach Berland et al. 2013.
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mat

CTCF6

pat

52, 7% 2453 53,6% 1602
-2
80,9% 1967 51,8% 2633 62, 7% 2596

73,6% 1466 | 51,5% 2308
11-1 11-2 11-4 11-5

83,9% 3119 72,7% 3880 85,0% 1495 52,2% 31156
-1 -2 -3 -4

Abbildung 29: Ergebnisse derMethylierungsanalysefur die CTCF-Bindestelle 6

Die Abbildungenzeigen die Methylierung der verschiedenen Individuen der drei Generat
umfassenden Familiésiehe Stammbaum oben rechisit einer Punktmutation in einer O€T
Bindestelle. Die Individueh-1 und 2 (GroR3eltern), H2 und IF5 (Vater der Kinder) sowie H4

sind gesund und zeigen eine Methylierung um%§0wvas den Erwartungen an einen de
Imprinting unterliegenden Locus entspricht. Die Schwesterh, -3 und II-4 zeigeneine
unterschiedlich stark ausgepragte Hypermethylierungé@iit, 73,6 bzw. 80,%. Im Vergleich
mit ihren Muttern zeigen die drei an BWS erkrankten Kinder1(llllI-2 und 113) eine starkere
Hypermethylierung mit 83,9 bzw. 72% sowie 85) %.

Die Zahlen in der linken unteren Ecke zeigen die durchschnittliche Methylierumtieadiahen

unten rechts die Anzahl der analysierten Einzelsequenzen.

Blau unmethyliert; rotymethyliert; weil’ ffehlende Sequenzinformation;Spalte 1CpG

Dinukleotid; Reihe qEinzesequenzBeim Stammbaum steht grau fur GroRwuchs, schwarz

BWS. Verandert nach Berland et al. 2013.
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3.4 Mikrodeletionen in der geimprinteten Region auf Chomosom14q32

Die geimprintete Region auf Chromosom 1432 beinhdl®tpaternal exprimierten Gene
DLK1 undRTLY, die maternal exprimierteeneMEG3 (aliasGTL2), RTL1as MEG8sowie

ein snoRNA und ein miRNACIuster. Das Imprinting wirddurchzwei DMRsreguliert die
beide als ICRs der Region agiergibbildung 34). Die sogenannte IKBMR (intergenic
DMR) liegt zwischenDLK1 und MEGS3 die MEG3DMR im Promotorbeeich desMEGS-
Gens.Beide DMRs sindauf dem maternalen Allel unmethyliert und auf dem paternalen Allel
methyliert. Der Imprint der IGDMR wird primérin der Keimbahn gesetzbei derMEG3
DMR hingegererfolgt dieserstsekundar ach der Fertilisation

Im Folgenden wurderPatienten mit upd@)patSyndromund deren Elterruntersucht und

molekulargenetisch charakterisiert.

Patient 1

Patient 1zeige die klassischen phanotypischen Merkmale eunqe(14)pat mitu.a. einem
kleinen, glockenformigen Thorax mideiderbigelartiggeformten RippenAm Institut fur
Humangenetikn Libeck wurde zunachst eine MECR fir dieMEG3DMR durchgefinhrt,
die nurein Produkt fir das methyliermternale Allel zeigteEine Mikrosatellitenanalysauf
Familienebenezeigte eine biparentale Vererbung, so dasisn Patienen eine uniparentale
Disomie ausgeschlossen werden konnBer Phanotypmusstedaher entwedeauf eine
Deletion odereine Epimutation zurtickzufiihresein Die weiteren Analysen wurdeam
Institut fir Humangenetik in Essafurchgefihrt Hier wurde vonFrau Christina Lich eine
MS-MLPA durchgefuihrt, die mehrere Sondendar geimprinteten Region auf Chromosom
14932 beinhaltet (SALSA MLPA KiME032-X1, MRC Holland). DieMS-MLPA bestatigte
die Ergebnisseder MSPCR fir dieMEG3-DMR und zeigte aul3erdefmei insgesamt neun
Sondeneine Dosisreduktion von 50 %, wasindikativ fir eine heterozygote Deletion ist.
Dieseneun Sondertagenim Bereich @& GeneMEG3 RTL1und einen Teil des miRNA
Clusters Zusammengenommen mit dem Ergeluhes methylierungsspezifiscineSonden der
MS-MLPA im Bereich derMEG3DMR ergab sich darausdass die Deletion auf dem
unmethyliertermaternalen Allel liegn mussDies konntem Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit durch die Analyse mehrerer innerhalb der Delelikalisierter SNP$estatigt werden
(Abbildung 30).
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Bei der gesunden Mutter
zeigte die MSMLPA ein

normales Ergebnis ohne

1 2
rs1053900  C/T T/T Hinweis auf  das
rs7158663  A/G G/G Vorhandensein einer
: Deletion so dasslieseim
21 Patientenentwederdurch
rs1053300 c/- ein de novo Ereignis
rs7158663 AJ-

entstanden ist oder auf

/\(\/\/\/M\M\/\A einem Keimbahnmosaik
Vater

GCACTCTGCTTTG TAAAACNTCCTTC der Mutterberuht
AN WA Do\ om e erose e
Mutter ;
GCACTCTGCTTTG TAAAACGTCCTTC  Deletion genauer zu
charakterisieren wurde
Patient 1 eine Affymetrix Genome
GCACTCCGCTTTG TAAAACATCCTTC
Wide Human SNP Array
rs1053900 C/T rs7158663 A/G

6.0 Analyse im Biochip

Abbildung 30: Stammbaum Patient 1 mit denErgebnissen Labor vonPD Dr. Ludger
der Sequenzieung ausgewdahier SNPs zur o , .
Bestimmung desdeletionstragenden Allels Klein-Hitpal3 (Institut fir
Die Abbildungzeigt im oberen Teil den Stammbaum der FamiliZellbiologie,  Universk
von Patient 1 mit den Angaben der sequenzierten SNBSe  i5tskinikum Essen
zeigen, dassdim Patienten nur das maternale Allel vorhanidéen
Die Ergebnisse der SangBequenzierung der beiden SNPs
rs1053900 und rs71586681@ im unteren Teil der Abbildung zu Zuge der hier
sehen.

durchgefiihrt Die im

vorliegenden Arbeit
durchgefuhrteDatenanalyseeigte eine cal65 kb grof3e Deletion im Bereich valEG3 bis
zum 5 &nde des miRNAClusters an(Abbildung 31A). Zur exaktenCharakteisierungder
Bruchpunkte wurde eintbongrangePCR etabliert und das Produkt ddsletionstragenden
Allels sequenziert Abbildung 31B). Die Deletion hat eine Grol3e von 165,188
(chr14:10128591301451066, hgl9)nd zeigte im Vergleich zur Referenzsequenz eibp 6
grol3e Insertion (TTCCCC) zwischen den Bruchpunkiesgesamt umfasstie Deletion die
MEG3DMR, die GeneMEGS3 RTL1, MEGS8 das gesarstsnoRNA sowie den Grol3teil des
miRNA-Clusters(Ubersicht inAbbildung 34). Im Gegensatz zu den meisten in der Literatur

beschriebenen Deletienin der Region 1432 ist bei Patient 1 dieD®R nicht betroffen
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(Buiting et al. 2008; Kagami et al. 2008; Bena et al. 201Bine detdlierte
Methylierungsanalyse deMEG3 und der IGDMR erfolgte mittels Hochdurchsatz
Bisulfitsequenzierunguf dem Roche/454 GRunior(sieheKapitel 3.4.1).

A gqpynumberrstater(O—ﬂ,’)r

§32.2 3231
10.000 100.300.000 100.350.000 100.400.000 100.450.000 100.500.000

B 165 kb Deletion
Referenz GTACAGCACACATTTTTCCCCART TT| ------ AATCAACAAATGAGGCAGAATTAAAT

Patient 1 /\{\ /\.N\ [\ Y\ N\N\’\f\/\/\/\ M\y\/\/\/\ﬁmﬂﬂ

CACATTTTTCCCCAATTTITTCCCCRZA

Insertion
6 bp

Abbildung 31: Auswertung der SNP Array Daten wund Ergebnisse de
Charakterisierung der Bruchpunkte mittels SangerSequenzierung

Die Abbildung zeigt ifA) die mittels Affymetrix 6.0 SNP Array ermittelte Deletion. Der obe
Teil zeigt den sogenanntetopy number ste an was der Anzahl der detektierten Kop
entspricht. Dies setzt sich aus den Daten der einzelnen Sonden des Arrays zusamme
Punkte dargestellt sind. Punkte auf der mit 2 gekennzeichneten Linie zeigen zwei Kop
damit den Normalzustandif einen autosomalen Bereich an. Im Bereich der Deletion, die |
mit einem roten Balken gekennzeichnet ist, zeigen die Sonden das Vorhandensein nur eir
an. Im unteren Teil der Abbildung sind die in diesem Bereich lokalisierten Gene (nach
hgl8) verzeichnet. Darunter befinden sich die entsprechenden Angaben fir Positi
chromosomal®ande.

Teil (B) zeigt die Bruchpunkte der Deletiodie mittels SangeSequenzierung desngrange
PCRProduktes ermittelt wurden. Im Vergleich mit der &ehzsequenz zeigte sich einég
grol3e Insertion. Die Deletion selbst hatte eine Gréf3e von 16k5H153

Teil (B) verandertaus Beygo et al. 2014.
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Patienten 2 und 3

Patient 2(I1-3, Abbildung 32) zeigte, O
I ®

genau wie seine spater geborene
Schwester (Patiemt 3, 1l-4), die

phanotypischen Merkmale ires

upd(19patSyndroms inkl. der

18. SSW

charakteristischen Thoraxdeformation |

(kleiner, glockenférmige Thorax mit 1 2 3 4
kleiderblgelartig geformten Rippen) . . _

Abbildung 32. Stammbaum der Familie mit
Auch bei diesen Patientereigte eine Deletion in 1432

zunéchst durchgefiihrignalyse mittels Der Stammbaum zeigt die Mitgli_eder der Familie.
_ ) _ Die Mutter (F2) ist gesunde Ubertragerin der
MS-PCR (Institut fiir Humangerték Deletion, die sie im Mosaik auf ihrem

Aachen nur eine Bande fiur das methylierten, paternalen Allel tragt. Zu-1I sind
keine Daten verfugbar.Patient 2 (H3) und

methylierte paternale Allel. Eine  patienin 3 (II-4) haben dasipd(14)patSyndrom

aufgrund der maternal ererbten Deletion.

uniparentale Disomi&onnte durch die
P Aus Beygo et al. 2014.

Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse,

die eine biparentale Vererbung zeigte, ausgeschlossen wdddenAnfangsverdacht war
damit, wie schon beimuvor beschriebenen PatientenZlinachstebenfalls ein upd(14)pat
Syndrom aufgrund einer Epimutation oder Deletibnfgrund des familiaren Auftretens wére
eine Epimutation ohne zugrunde liegende Sequenzveranderung jedoch recht
unwahrscheinlichUm zu tGberprign, ob eine Deletion vorliegt, wurdeindchsieine gPCR
durchgefuhrt, diem Bereichupstreamdes MEG3-Pronotors lag und eine normale Dosis
zeigte Die (spater nach Einfuhrung deMIS-MLPA Kits) von Frau Christina Lich (Institut

fur Humangenetik, Esseb denPatienen2 und 3durchgefuhrtéMethylierungsanalyséir
Chromosom 14(SALSA MLPA KitMEO32-X1, MRC Holland) zeigte ebenfalls,das
ausschliel3lichdas methylierte Allel derMEG3DMR vorhanden warWeiterhin zeigte die
Gendosisaalyse peMLPA bei dreiSonden eine um 50 % reduzierte Dosis, was auf eine
heterozygotvorliegende Deletion hindeutet. Die Methylierung weist darauf hin, dass diese
Deletion auf dem maternalen Allel liegemuss Aufgrund der MLPA-Daten wurdeim
Rahmen dieser Arbeéinelongrange PCR etabliertum die Deletion zu verifizieren und die
Bruchpunkte zu bestimmeBie Sequenzierung dekeletionstragenden Allels ergathass die
Deletion eineGrolRevon 5,8 kb (5823 kb; chr14:10129132P01297145, hgl9%at und die
kompletteMEG3DMR sowie die Exons 1 bis 8esMEG3Gensumfasst nicht jedoch die
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Ergebnisse

IG-DMR (Abbildung 33, Ubersichtin Abbildung 34). Die Deletion konnte mittels Genome

Wide Human SNP Array 6.QAffymetrix), der am Institut fir Humangenetik in Aachen
durchgefuhrt wurde, mit Standardanalyseparametern nicht detektiertien Eine
retrospektive Analyse der Daten zeigte, dass nur zwei Sonden innerhalb der Deletion lagen
und damit eine Detektion dB®eletion nicht moglich war.

Abbildung 33: Ergebnis der Bruchpunktcharakterisierung bei den Patienten 2und 3
sowie ihrer Mutter

Die Abbildung zeigt das Resultat der San§equenzierung der longrange PCR. Oben ist :
Vergleich die Referenzsequenz abgebildet. Darunter folgen die Elektropherogramme fiir Pe
Patienin 3 und deren Mutter. Der Bruchpunkt ist durch die gestrichelte vertikale |
gekennzeichnet. Die GroéR3e der Deletion betragt 5,823 kb. Die drei aufeiiodégeieien Cytosin
Basen (unterstrichen) kénnen sowohl amd$ auch am dBruchpunkt der Deletion stehel
Veréandert nach Beygo et al. 2014.

Bei der phanotypisch unaufféalligen Mutt@r2) wurde sowohl mittels MSALPA als auch
durchlongrangePCR das Vdrandensein der gleichen Deletion naahigsen. Bei der MLPA
konnte dabei eine Dosisreduktion der drei Sonden von jew80</6-beobachtet werdemas
darauf schlieBen lasstdass die Deletion hier im Mosaik vorliegt Da die
Methylierungsanalyse der MELPA fur die MEG3-DMR eine Methylierungvon insgesamt
~ 36 % zeigte, deutete dies darauf himass die Deletiotei ihr die paternale Kopie des
Chromosoms 14 betriffiTabelle9).
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