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|. Fragestellung und Arbeitshypothese

|. Fragestellung und Arbeitshypothese

Das Noonan-Syndrom (OMIM 163950) ist eine autosedaahinant vererbte Erkrankung mit
einer Pravalenz von 1:1000-1:2500 (Noonan 1994 tivaLet al. 2010). Die Patienten zeigen
typischerweise die Trias bestehend aus charaksehsin fazialen Dysmorphien, kongenitalen
Herzfehlern und Kleinwuchs (Mautner et al. 2010).

Bislang wurden Mutationen in den GerlehiPN11 SOS]1RAF1, KRAS NRASuUndRIT1 mit
dem Noonan-Syndrom assoziiert (Tartaglia et al.12@boberts et al. 2007, Tartaglia et al.
2007, Razzaque et al. 2007, Pandit et al. 2004lsxt et al. 2006, Cirstea et al. 2009, Aoki
et al. 2013). Des Weiteren werden MutationerSHOC2und CBL mit Noonan-Syndrom-
ahnlichen Phéanotypen assoziiert (Cordeddu et al0920Martinelli et al. 2010).
Bemerkenswerterweise kodieren alle acht Gene fiotelre aus dem RAS-MAPK-
Signalweg. Die grofe Mehrheit der bisher gefundemM&monan-Syndrom-assoziierten
Mutationen in diesen Genen flhrt zu einer verséri&ignaltransduktion, vor allem der RAS-
MAPK-Kaskade (Mautner et al. 2010), durch die ez¢tlulare Signale von der Zellmembran
in den Zellkern Gbermittelt werden. Zusammengefisget man bei 75% der Patienten mit
Noonan-Syndrom eines der 0. g. Gene mutiert vort§gha et al. 2011). Dementsprechend
sind etwa 25% der klinisch diagnostizierten Paéamhit Noonan-Syndrom mutationsnegativ
in diesen Genen. In der vorliegenden Arbeit sotlaher weitere fir das Noonan-Syndrom
ursachliche Krankheitsgene aufgedeckt werden.

Uber drei unterschiedliche Anséatze werden fir disseit Kandidatengene, die bei Mutation
das Auftreten des Noonan-Syndroms erklaren kénaigsgewahlt: Da Patienten mit Noonan-
Syndrom ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung vbaukamien, vor allem juveniler
myelomonozytarer Leukdmie (JMML), haben (Tartagitaal. 2003, Mautner et al. 2010),
werden Leukamie-assoziierte Gene als gute Kandidatee angesehen. AuRerdem werden
Kandidatengene, deren Genprodukte regulatorischdien RAS-abhangigen Signalwege
eingreifen, ausgewahlt, da die noch unbekanntemifitsgene des Noonan-Syndroms
wahrscheinlich mit den RAS-abh&ngigen Signalwegertun haben werden (Zenker und
Wieczorek 2007). Aufgrund phanotypischer Uberlagmmzwischen Tiermodellen und dem
Noonan-Syndrom werden wiederum weitere aussiclbtsgeKandidatengene ausgewahlt. In
einem Kollektiv von 35 mutationsnegativen Patienteit Noonan-Syndrom sollen die so

ausgewahlten Kandidatengene auf Mutationen untetsuerden.
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ll. Einleitung

1. Das Noonan-Syndrom

1.1 Klinik

Die erste Beschreibung eines Patienten mit Nooryach®m fand im 19. Jahrhundert statt
(Koblinsky 1883), wenn auch die Erkrankung erstJiamr 1963 nach der Kinderarztin und
Kinderkardiologin Dr. Jacqueline Noonan benanntdeurnteressiert an der Frage, warum
einige Kinder angeborene Herzfehler und verschiedermdere Abnormalitaten aufwiesen,
untersuchte sie 833 Patienten. 1963 veroffentlistgeine wissenschaftliche Arbeit mit dem
Titel ,Associated non-cardiac malformations in childrerthamcongenital heart disease
Beschrieben wurden neun Kinder, die zusatzlich zngeborenen Herzfehlern
charakteristische faziale Dysmorphien, Thoraxde&diomen und eine kleine Statur
aufwiesen (Noonan und Ehmke 1963). In einer waitevisssenschaftlichen Arbeit Gber 19
Patienten mit ahnlichen Phanotypen wie die Patiemtes 0. g. Arbeit stellte Frau Dr.
Noonan 1968 fest, dass neben Jungen auch haufighdédetroffen waren. Zudem wiesen
ihre Chromosomen weder strukturelle noch numerigdtesrationen auf (Noonan 1968). Es
dauerte jedoch noch Uber 30 Jahre bis man das N&®yradrom und seine typische Trias
bestehend aus charakteristischen fazialen Dysnemphkongenitalen Herzfehlern und
Kleinwuchs mit genetischen MutationenTPN11 SOS1 RAF]1, KRAS NRASundRIT1
verknUpfen konnte (Tartaglia et al. 2001, Roberts.€2007, Tartaglia et al. 2007, Razzaque
et al. 2007, Pandit et al. 2007, Schubbert etGfl62Cirstea et al. 2009, Aoki et al. 2013).
Die charakteristischen fazialen Dysmorphien beinomMm-Syndrom sind Hypertelorismus,
eine Ptosis, nach lateral abfallende LidachsenEgikanthus, ein flacher Nasenrticken und

niedrig ansetzende und nach dorsal rotierte Ol#kbh.(1).

Abb. 1: Fotos zweier Kinder mit
Noonan-Syndrom.

Die typischen fazialen Dysmorphien
sind deutlich zu erkennen. Beide
Kinder weisen einen vergréRerten
Augenabstand, nach lateral abfallende
Lidachsen, niedrig ansetzende und
nach dorsal rotierte Ohren und einen
flachen Nasenriicken auf. Der Junge
auf dem rechten Foto weist zudem
einen Epikanthus und eine Ptosis auf
(Foto links aus Mautner et al. 2010,
Foto rechts aus Allanson et al. 2010).
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Bei mehr als 80% der Patienten mit Noonan-Syndrarden kardiovaskulare Erkrankungen
(Romano et al. 2010) und bei 67 % kongenitale teater diagnostiziert (Allanson 1987).
Im  Vordergrund  stehen  Pulmonalklappenstenosen, rirgpdie  (obstruktive)
Kardiomyopathie [H(O)CM], Atriumseptumdefekte (ASDyentrikelseptumdefekte (VSD)
und ein persistierender Ductus arteriosus (Allark®8i7, van der Burgt 2007, Romano et al.
2010). Zudem weisen 58-60% der Noonan-Syndrom-ftatie ein charakteristisches
Elektrokardiogramm (EKG) auf (Bertola et al. 20Baijmakers et al. 2008), das keinem
spezifischen Herzfehler zuzuordnen ist (Raaijmakeed. 2008).

Die verminderte Korpergrof3e ist ein weiteres Hawgokmal fir das Noonan-Syndrom (van
der Burgt 2007), wobei die Ursache nicht vollendkl@rt ist. Bei den meisten Noonan-
Syndrom-Patienten werden Werte fir das WachstumsthioiSomatotropin im Normbereich
festgestellt (Kelnar 2000). Regelméali3ig wird abarhawon abnormalen Somatotropin-Werten
bei Noonan-Syndrom-Patienten berichtet (Noordaal.e2003.

Postnatal zeigen Noonan-Syndrom-Sauglinge ein feigsproblem (Sharland et al. 1992,
Romano et al. 2010), was sich meist von selbst (et der Burgt. 2007, Romano et al.
2010). Es kann allerdings sein, dass bis zu eindainkindalter von 18 Monaten nur
schwache Gewichtszunahmen erfolgen (Romano e0a0)2In der Folge wachsen Noonan-
Syndrom-Patienten stetig und erreichen im Erwadsater eine Korpergrof3e im untersten
Durchschnittsbereich. Die Pubertat setzt ungefainei zJahre verspatet ein, wahrend der
pubertare Wachstumsspurt reduziert oder ganz abehlkann. Auch das skelettale Alter
Betroffener ist um zwei Jahre reduziert. Mannliéhkrankte werden im Durchschnitt

162,5 cm grol3, wahrend weibliche Noonan-SyndroneRt&n eine durchschnittliche GrolRe
von 152,7 cm erreichen (Ranke et al. 1988). Waitelfaben Noonan-Syndrom-Patienten
haufig eine Deformation des Brustkorbs in Form efectus excavatum (Trichterbrust) oder
einer Pectus carinatum (Kielbrust) (Allanson 19&harland et al. 1992). Je nach
Auspragungsgrad kénnen bei einer Pectus excavatunktibnen des Herzens und der Lunge
eingeschrénkt sein (Jaroszewski et al. 2010). @e&tU’ carinatum fuhrt normalerweise zu
keinen Funktionseinschrankungen der Lunge odeHéezsens (Moreno et al. 2011).

Neben den erwahnten Hauptcharakteristika kommenPagienten mit Noonan-Syndrom
Blutgerinnungsstorungen variabler Auspragung vorit\Wet al. 1988), die durch
Thrombozytenfunktionsstorungen (Thrombozytopeniahero Thrombozytopathien), Von-
Willebrand-Syndrom oder Mangel an plasmatischenim@angsfaktoren (VII, IX, XI, XII)
verursacht werden konnen (de Hastnal 1988, Mautner et al. 2010). Weiterhin werden

Augenanomalien, wie Strabismus, Brechungsfehler Nystagmus beobachtet. Ein Teil der

3
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Betroffenen zeigt eine milde kognitive Entwicklumgszdgerung, die sich im Schulalter
durch Lernschwierigkeiten und Teilleistungsstorungeanifestiert (Lee et al. 2005). In
Tabelle 1 sind alle klinischen Charakteristika t\E®nan-Syndroms zusammengefasst (van
der Burgt 2007).

Organsystem [Klinisches Merkmal Anteil in %
Herz Pulmonalklappenstenose 50 - 62
Hypertrophe (obstruktive) Kardiomyopathie [H(O)CM| 20
Vorhofseptumdefekt (ASD) 6-10
Ventrikelseptumdefekt (VSD) 5
offener Ductus arteriosus (Botalli) 3
auffalliges EKG: breiter QRS-Komplex 62
grof3e Q-Wellen
Uberdrehter Linkstyp
Entwicklung postnatale Fitterungsprobleme und Gedeihstérung 63
Skelettanomalien | Pectus carinatum/excavatum 70-95
thorakale Skoliose 15
Cubitus valgus 50
radioulndre Synostose 2
Klino- oder Brachydaktylie 30
Gelenkhyperextensibilitéat 50
Talipes equinovarus 10-15
Geschlechtsorgang¢Kryptorchismus 77
Harntrakt m;edrreonnbeepcr:(r%r;HarnIeiterstenose und/oder 10
Hamorrhagie leichte Blutgerinnungsstorung 55
starke Blutgerinnungsstdrung 3
LymphgefaRe |dysplastisch, hypoplastisch oder aplastisch 20
Pigmentierung | pigmentierte Naevi 25
Café-au-lait-Flecken 10
Lentigines 3
Ulerythema Ophryogenes 14

Tab. 1: Die klinischen Charakteristika des Noonan-$ndroms (van der Burgt 2007).In der Tabelle sind
die klinischen Merkmale des Noonan-Syndroms nachafsystem sortiert und ihre prozentuale
Haufigkeit bei Erkrankung des jeweiligen Organeyss bei Noonan-Syndrom-Patienten angegeben.
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Organsystem |Klinisches Merkmal Anteil in %
Behaarung dickes, lockiges Haar 30
dinnes, spéarliches Haar 10
Augen Strabismus 48 - 63
Brechungsfehler 61
Amblyopie 33
Veranderungen im anterioren Segment 63
Nystagmus 10
Ohren Horverlust aufgrund einer Otitis media 15-40
sensorineurale Schwerhdrigkeit niedrige Frequenzen 10
sensorineurale Schwerhdrigkeit hohe Frequenzen 25
Andere mentale Retardierung (oftmals mild) 15-35
Artikulationsprobleme 72
Hepatosplenomegalie (meist als Saugling) 26 - 51
akute Leukamie und myoproliferative Stérung (MPD)

Fortsetzung Tab. 1: Die klinischen Charakteristikades Noonan-Syndroms (van der Burgt 2007)n der
Tabelle sind die klinischen Merkmale démonan-Syndroms nach Organsystem sortiert
und ihre prozentuale Haufigkeit bei Erikung des jeweiligen Organsystems bei
Noonan-Syndrom-Patienten angegeben.

Um die klinische Diagnose fiir das Noonan-Syndromveteinheitlichen, wurden diverse
Scoring-Systeme beschrieben (Duncan et al. 198&sPet al. 1984, Sharland et al. 1992),

unter anderem von van der Burgt (2007):

Lokalisation | A = Hauptmerkmal

B = Nebenmerkmal

Gesicht typische faziale Dysmorphien angedeutetalaDysmorphig
Herz Pulmonalklappenstenose, HOCM und/opewnstige Herzfehler

typisches EKG
GroRRe <P3 <P10
Brustkorb Pectus excavatum / carinatum breit aggeter horax
Familien- Verwandter 1. Grades mit Noonan- Verwandt Grades mit nich
anamnese Syndrom eindeutigem Noonan-Syndrrom

Sonstige mentale Retardierung, Kryptorchismus uynmdentale Retardierung, Krygt-
orchismus oder lymphatische

lymphatische Dysplasie

Dysplasie

Tab. 2: Scoring-System fiir das Noonan-Syndrom (van der Butg2007). Beim Vorliegen von mindestens
zwei Hauptmerkmalen, einem Hauptmerkmal in Komtidmamit zwei Nebenmerkmalen oder vier
Nebenmerkmalen gilt die Diagnose Noonan-Syndramgasichert. Die Abkirzungen P3 (3. Perzentile)
und P10 (10. Perzentile) stehen fir die entspratde Perzentilkurven der KérpergréRen von Mannern

und Frauen.
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So eindeutig der Phéanotyp des Noonan-Syndromseauétsten Blick erscheint, es darf nicht
aul3er Acht gelassen werden, dass andere Erkranmkumgfe &hnlichem Kklinischen Bild

existieren, die eine Diagnose erschweren.

1.2 Die Gruppe der ,RASopathien®

Das Noonan-Syndrom gehort zur Gruppe der sog. ,Ragven” (auch bekannt als Neuro-
kardio-fazio-kutane Syndrome, NCFC-Syndrome) undgtzeeilweise phéanotypische
Uberschneiden mit den Erkrankungen aus dieser @rupfe dem kardio-fazio-kutanen
Syndrom ¢ardio-facio-cutaneous syndrom€FC-Syndrom), dem Costello-Syndrom (CS),
dem LEOPARD-Syndrom, der Neurofibromatose Typ 1 XNEnd dem Legius-Syndrom
(Mautner et al. 2010). Die begriffiche Zusammentasy oben genannter Erkrankungen als
RASopathien ist der Tatsache geschuldet, dassahiangten Erkrankungen mit Mutationen
in Genen assoziiert sind, die fur Proteine des RMIPK-Signalwegs Rat sarcoma-
Mitogen-activated protein kinas&odieren (Mautner et al. 2010) (Abb. 3, folgendegpitel).

(b) (c) (d)
Abb. 2: Fazies von Patienten mit Erkrankungen auslem Spektrum der NCFC-Syndrome.
Patient mit Noonan-Syndrom (a), Patientin mit Cést8yndrom (b), Patientin mit

Neurofibromatose Typ 1 (c), Patient mit CFC-Syndi@h Fotos (a), (b), (c) und (d) aus Mautner et al
2010.

Die phéanotypischen Uberschneidungen zwischen der@-&fdrom und dem Noonan-
Syndrom liegen in den fazialen Dysmorphien, wiBzeinem flachen Nasenriicken, niedrig
ansetzenden und nach dorsal rotierten Ohren, Hlpasmus und Ptosis (Roberts et al.
2006). Weitere Gemeinsamkeiten sind Kleinwuchs w@amjeborene Herzdefekte (v. a.
Pulmonalklappenstenosen und Atriumseptumdefektdinig€h abgrenzbar ist das CFC-
Syndrom durch das Auftreten einer Makrozephaliegreausgepragten mentalen Retardierung

und das haufige Vorkommen ektodermaler Anomalieie, z2v B. hyperkeratinisierter Haut,

6
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dinnem, lockigem und sprédem Haupthaar sowie feelerAugenbrauen und Wimpern
(Roberts et al. 2006, Jorge et al. 2009) (siehe 2hb

Das Costello-Syndrom und das Noonan-Syndrom ubeestén sich phanotypisch in den
charakteristischen fazialen Dysmorphien, wie einfathen Nasenricken und niedrig
ansetzenden, nach dorsal rotierten Ohren, und irschiedenen muskuloskelettalen
Anomalien wie Kleinwuchs, einer Trichterbrust (Golst 1996, Davies und Hughes 1994,
lzumikawaet al 1993) und einer Skoliose (Stevenson et al. 204/gjterhin treten bei beiden
kongenitale Herzfehler, vor allem Pulmonalklappenssen (Lin et al. 2002, Pratesi et al.
1998) und Ventrikelseptumdefekte (Teebi und Shaal283, Di Rocco et al. 1993, Kondo et
al. 1993, Siwik et al. 1998), und Kryptorchismusi leannlichen Erkrankten auf. Im
Gegensatz zu Patienten mit Noonan-Syndrom zeigeenBan mit Costello-Syndrom weiche,
redundante und stark gefaltete Haut an Handen uf@r- (Hennekam 2003, Rauen 2013,
Patton und Baraitser 1993, Teebi und Shaabani 1888) ausgepragte mentale Retardierung
(Hennekam 2003, Jorge et al. 2009), faziale Papdla, sparliches, lockiges Haupthaar und
ein erhdhtes Risiko fur eine maligne Krebserkramkununter anderem dem
Rhabdomyosarkom (Pratesi et al. 1998, Gripp @2, Jorge et al. 2009). Obwohl sich die
fazialen Dysmorphien bei beiden Erkrankungen ahneéisen grobe Gesichtsziige und ein
Makrozephalus auf das Costello-Syndrom hin (Tealdi 8haabani 1993) (siehe Abb. 2).

Der Begriff LEOPARD-Syndrom st ein Akronym fir multiple lentigines,
electrocardiographic conduction abnormalities, aaulhypertelorism,_pulmonic stenosis,
abnormal genitalia,_retardation of growth and senseural deafness Kleinkinder mit
LEOPARD-Syndrom sind auf Grund der kongenitalenzdefekte und fazialen Dysmorphien
fast ununterscheidbar von Gleichaltrigen mit demomm-Syndrom, da die LEOPARD-
Syndrom-charakteristischen Lentigines und die glpessensorineurale Schwerhdérigkeit erst
spater auftreten. Weitere Gemeinsamkeiten sind nifiechs, Thoraxdeformationen und
Kryptorchismus bei mannlichen Erkrankten (Tonglef@01, Digilio et al. 2006, Sarkozy et
al. 2008, Tartaglia et al. 2011).

Auch Patienten mit Neurofioromatose Typ 1 weisenomm-Syndrom-ahnliche faziale
Dysmorphien, eine relative Kleinwiichsigkeit und #Hehler aus dem Spektrum des Noonan-
Syndroms auf. Die charakteristischen, differeniedostisch relevanten Kklinischen
Merkmale der Neurofibromatose Typ 1 sind sog. ,Gafdait“-Flecken und das Auftreten
gutartiger Hauttumoren, den Neurofiboromen (Friedn2802, von Deimling et al. 1995)
(siehe Abb. 2).
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Das Krankheitsbild beim Legius-Syndrom (frihdF1-likeeSyndrom) ist durch multiple
Café-au-lait-Flecken, axillares Freckling, Makrozalee und eine an das Noonan-Syndrom
erinnernde Fazies gekennzeichnet. Einige Patient@isen Lernschwierigkeiten auf
(Messiaen et al. 2009, Tartaglia et al. 2011).

2. Genetik des Noonan-Syndroms

Das Noonan-Syndrom ist eine genetisch heterogetkeartkung mit einem autosomal-
dominanten Erbgang, wobei in Gber 50% der FallenrNgationen auftreten (Mautner et al.
2010). Derzeit kbnnen in etwa 75% der Falle mit NwoSyndrom krankheitsverursachende
Mutationen in den GendATPN11 SOS1RAF1 KRAS NRASundRIT1 identifiziert werden
(Tartaglia et al. 2001, Roberts et al. 2007, Tddagt al. 2007, Razzaque et al. 2007, Pandit
et al. 2007, Schubbert et al. 2006, Cirstea 2G09, Tartaglia et al. 2011, Aoki et al. 2013).
Zudem werden Mutationen BHOC2und CBL mit Noonan-Syndrom-ahnlichen Phanotypen
assoziiert (Cordeddu et al. 2009, Matrtinelli et2110). Alle acht Gene kodieren fir Proteine
der RAS-MAPK-Signalwege, die eine Vielzahl zell@&Prozesse, wie Zellwachstum und
-differenzierung, sowie Mitose, Organogenese umeSeenz regulieren (Tidyman und Rauen
2009, Tartaglia et al. 2011). Dysregulationen dieSgnalwege sind seit Langem aus
Krebserkrankungen, im Besonderen Leukdmien, bekdhiemeyer und Kratz 2003,
Tartaglia et al. 2005). Seit der Aufklarung der gfgsthen Ursachen der RASopathien weifl3
man, dass Dysregulierungen in diesen Signalkaska@eich zu grundlegenden
Entwicklungsstoérungen fihren konnen. Die grof3e Meitr der Noonan-Syndrom-
assoziierten Mutationen fuhrt zu einer Verstarkudey Signaltransduktion in den RAS-
MAPK-Kaskaden (Mautner et al. 2010) (Abb. 3).

Abb. 3 zeigt den Zusammenhang zwischen dem RAS-MA&R}alweg und den

RASopathien (Abbildung aus Mautner et al. 2010).
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Abb. 3: RASopathien (NCFC-Syndrome) und ihre Assoziation nidem RAS-MAPK-Signalweg.
Mutationen inPTPN11(kodiert fir SHP-2)SOS]1 RAF1 NRASoderSHOC2(rote Symbole) sind mit
Noonan-Syndrom assoziiert, wahrend spezifischeatiien inPTPN11bzw. RAF1das LEOPARD-
Syndrom verursachen. KeimbahnmutationeBRAF, MAP2K1(MEK1), MAP2K2(MEK?2) oderKRAS
(blaue Symbole) fiihren zum CFC-Syndrom und MutaimimHRASGen (griine Symbole) fihren
zum Costello-Syndrom. SchlieRlichdskunktionsverlustmutationen iNF1-Gen fur
Neurofibromatose Typ 1 (gelbes Symketantwortlich undSPREDMutationen (orangefarbenes
Symbol) wurden bei Patienten mit lLesgByndrom beschrieben (Mautner et al. 2010).

50% der Noonan-Syndrom-Patienten weisen eine Mutath PTPN11Gen auf(Tartaglia et
al. 2001).PTPN11 kodiert fur SHP-2, einé&src-homology 2enthaltende Protein-Tyrosin-
Phosphatase (PTP). PTPs steuern eine Vielzahl l&eltu Prozesse einschlief3lich
Zellwachstum und -differenzierung sowie Mitose wnkogene Transformationen. Darlber
hinaus sind Mutationen dé3TPN11Gens die Ursache fur 34% der JMML-Falle, die nicht
mit einem Syndrom assoziiert sind (Tartaglia e2@D3).

Bei 10% der Noonan-Syndrom-Patienten wird eine Rkataim SOS1Gen identifiziert
(Roberts et al. 2007, Tartaglia et al. 2007, Tdidagt al. 2011). Das kodierte Protein ist ein
RAS-spezifischer Guanin-Nukleotid-AustauschfaktB'AS-GEF), der die Konversion von
inaktivem RAS-GDP zu aktivem RAS-GTP katalysierie INoonan-Syndrom-assoziierten
Mutationen desSOS1Gens verstarken die RAS- und ERK-Aktivierung (Riodet al. 2007,
Tartaglia et al. 2007).
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Ein mutiertesRAFX:Gen wird mit 5-15% der Noonan-Syndrom-Falle in Biedung gebracht
(Razzaque et al. 2007, Pandit et al. 2007, Tadagli al. 2011)RAF1 ist das zellulare
Homolog zum viralen Gew-raf. Das kodierte Protein ist eine Kinase, welche gasbhaltet
zu den RAS-Proteinen, an die es direkt bindet, reiRatz in der RAS-MAPK-Kaskade
einnimmt. Im aktiven Zustand phosphoryliert undinaktt das RAF1-Protein die dual-
spezifischen Proteinkinasen MEK1 und MEK2, die rnbed#s die Serin-/Threonin-
spezifischen Kinasen ERK1 und ERK2 phosphorylienemd aktivieren. Diese sind
pleiotropische Regulatoren der Zellphysiologie wplelen eine wichtige Rolle bei der
Genexpression bezuglich der Zellteilung, der Apsetoder Zelldifferenzierung, der
Zellmigration (Wellbrock et al. 2004) etc.

Etwa 2% der Patienten mit Noonan-Syndrom tragea Blaotation imKRASGen (Schubbert
et al. 2006) und nur sehr wenige Falle sind bekaninMutationen inNRASGen (Cirstea et
al. 2009).KRAS st das Akronym flrKirsten rat sarcoma viral oncogenend NRASfur
Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogeMutationen inKRASund NRASwerden dartber
hinaus mit JIMML assoziiert (Lachenaud et al. 208ktho et al. 1999). Die RAS-Proteine
sind monomere GTPasen, die je hach gebundenem digkie GDP (Guanosin-Diphosphat)
oder GTP (Guanosin-Triphosphat) — in inaktiver bzaktiver Form vorliegen. Durch
Abspaltung des gamma-Phosphats von gebundenem Gfightkes zur Inaktivierung von
RAS (Goldfinger 2008, Kratz et al. 2007). Die Gusinelriphosphatase-Aktivitat (GTPase-
Aktivitat) von RAS ist bei Noonan-Syndrom-Patientenit Mutationen in einenRASGen
erheblich herabgesetzt (Kratz et al. 2007, Cirstes. 2009).

Erst kirzlich wurden bei Patienten mit dem NoongneBom Mutationen imRIT1-Gen
identifiziert (Aoki et al. 2013). RIT1 tragt zur Akierung von ELK1 Utber die RAS-MAPK-
Signalwege bei (Shi und Andreas 2005, Aoki et @L3).

Neben dem klassischen Noonan-Syndrom existiereih neen Noonan-Syndrom &hnliche
Erkrankungen, beispielsweise ein Noonan-Syndrontigiter Phanotyp mit lockerem
Anagenhaar (NS/LAH,Noonan-like syndrome with loose anagen hader durch eine
bestimmtemissenséMutation im SHOC2Gen verursacht wird. Bei den NS/LAH-Patienten
findet man den Basenaustausch 4A>GESHRH0OC2Gen (p.S2G) (Cordeddu et al. 2009). Schon
lange ist bekannt, dass auch SHOC2 die RAS-MAPK@itansduktion positiv moduliert
(Sieburth et al. 1998, Selfors et al. 1998).

Ein weiterer Noonan-Syndrom-ahnlicher Ph&notyp wilgrch heterozygote Keimbahn-
mutationen imCBL-Gen verursacht (Martinelli et al. 2010). CBL ragul den Vesikel-

basierten Transport von Wachstumsfaktorrezeptonengueift so in Wachstumsfaktor-ab-
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hangiges RAS-MAPKSignalingein.

3. Strategien zur Auswahl der Kandidatengene

Ein groRRer Teilbereich der Humangenetik umfasst Identifizierung von menschlichen
Krankheitsgenen. Fir etwa 4174 Mendel sche Erknagém konnte bereits die genetische
Ursache entschlisselt werden. Dagegen wurde deurmgjiegende molekulare Defekt von
ca. 1693 Erkrankungen mit Mendel 'schem Erbgang micift identifiziert, ebenso wie von
ca. 1851 Erkrankungen mit putativer Mendel scherextaing OMIM, Stand 12. August
2014).

Es existieren verschiedene Herangehensweisen, umneiles Krankheitsgen fur eine
gegebene Erkrankung zu identifizieren. Beim sogeteamKandidatengen-Ansatz wahlt man
solche Kandidatengene, die bei Mutation das Audtreter vorliegenden Erkrankung erklaren
konnten. Man kann sich z. B. die Tatsache zu Nutmanhen, dass Mutationen in ein und
demselben Gen =zu verschiedenen Erkrankungen miochedeinigen klinischen
Gemeinsamkeiten fuhren kénnen. Das heil3t also,ndikekulargenetische Analyse eines
bereits bekannten Krankheitsgens kann zur Idergifing dieses Gens als Krankheitsgen fir
eine noch ungeklarte genetische Erkrankung flhPatienten mit Noonan-Syndrom haben
ein erhohtes Risiko an Leukamie, vor allem JMML, emkiranken (Tartaglia et al. 2003,
Mautner et al. 2010). Konstitutionelle Mutationenden GenePTPN11 KRASund NRAS
verursachen etwa 52% der Falle von Noonan-Syndiamtgglia et al. 2001, Cirstea et al.
2009, Schubbert et al. 2006), jedoch findet manationen in diesen drei Genen auch bei
etwa 51% der Félle von JIMML (Flotho et al. 1999«taglia et al. 2003). Dies brachte uns zur
Annahme, dass Mutationen weiterer Leukadmie-asstaiieGene ebenfalls das Noonan-
Syndrom verursachen konnten. Daher wahlten wir rhiiife einer Datenbank
[(wwwsanger.ac.uk/genetics/CGBgsmic/ (COSMIC)] geeignete Kandidatengene aus. In der
COSMIC-Datenbank sind detaillierte Informationen =zomatischen Mutationen bei
Krebserkrankungen gespeichert. Wir haben in diBs¢enbank nach den am héaufigsten mit
Leukamie assoziierten Genen gesucht und so die @esie KIT, FLT3 und JAK2 als
Kandidatengene fir das Noonan-Syndrom postuliert.

DasKIT-Gen (-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogidnomoloy kodiert fur
ein Transmembranglykoprotein, ein Mitglied der Ti{jpRezeptor-Tyrosinkinasen (Typ-llI
RTK), dessen Ligand der Stammzellfaktstefn cell factgr SCF) ist. Bindet SCF an KIT,

fuhrt dies zur Dimerisierung und Transphosphorvigy von KIT, was wiederum zur
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Aktivierung der nachgeschalteten RAS-abhangigemabigege flihrt, die dann vor allem die
Proliferation, Differenzierung, Migration und dadéileben von Blutstammzellen regulieren
(Renneville et al. 2008, Liang et al. 2013). Bei3@% der Patienten mit akuter myeloischer
Leukamie (AML) wird ein mutierteKIT-Gen entdeckt (Frohling et al. 2005, Rennevillalet
2008).

DasFLT3-Gen EMS-like tyrosine kinase)Xodiert ebenfalls fir eine Typ-lll RTK, die nach
Aktivierung mehrere zytoplasmatische Effektoren d®AS-abhangigen Signalwege fur
Apoptose, Proliferation und Differenzierung hamaiischer Zellen beeinflusst.
Mutationen, die eine UbermaRige Aktivierung diedeezeptors bewirken, fluhren zu
hamatopoetischen Malignitaten (Birg et al. 1994 akuter myeloischer Leukamie (AML)
und akuter lymphatischer Leukdmie (ALL). Bei undgefa5-45% der Patienten mit AML ist
eine Mutation imFLT3-Gen zu finden (Mattison et al. 2007, Rennevill@ket2008, Sanz et
al. 2009).

DasJAK2Gen kodiert fur die JAK2-Nichtrezeptor-Tyrosinkgga welche den RAS-MAPK-
Signalweg aktiviert und u. a. das Zellwachstum legu(Rane und Reddy 2000). Im Jahr
2005 wurde die p.V617F-Mutation idAK2 beschrieben, die zu einer konstitutiven JAK2-
Aktivierung und damit einer verstarkten Zellprotdéon fihrt. Daten von flnf
Arbeitsgruppen zeigten, dass es auf Grund diesd¢atddn zu folgenden myeloproliferativen
Erkrankungen kommt: 77% (335/434) der Félle vony&®ghaemia vera, 35% (96/280) der
Falle von essentieller Thrombozythamie und 43% 920/der Falle der idiopathischen
Myelofibrose (Baxter et al. 2005, Zhao et al. 20RElovics et al. 2005, Levine et al. 2005,
James et al. 2005b).

Mehrere wissenschaftliche Arbeiten haben in derztdat Jahren auf den konstitutiv
aktivierten PIBK/AKT-Signalweg bei der AML aufmegks gemacht (Min et al. 2003, Xu et
al. 2003, Kubota et al. 2004, Zhao et al. 2004, nGage et al. 2005). Die PI3K
(Phosphoinositid-3-kina3e gehort zu den Lipidkinasen und reguliert  zellalar
Schlusselfunktionen, wie Zellwachstum, -prolifepati -migration, -differenzierung und
-adhasion. Da das fur eine katalytische Einheit BE&-Kinase kodierend®IK3CAGen
(Phosphoinositid-3-kinase, catalytic, alpha polypegt mit erhdhter Frequenz in diversen
menschlichen Malignitaten mutiert ist (Samuels Medculescu 2004, Saal et al. 2005), dient
es dieser Arbeit auch als Kandidatengen.

Eine weitere Moglichkeit der Auswahl von Kandidagenen flr eine erbliche Erkrankung
liegt im Vergleich mit Tiermodellen mit einem zunrhanen Erkrankung analogen Phanotyp.

So kann man Gene, die bei Mutation in z. B. der Mainen bestimmten Phéanotyp

12
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verursachen, als Kandidatengene beim Menschen méme entsprechenden Phanotyp
postulieren (Strachan und Read 2005). Mittels di€deategie wurde daBPTPN11Gen,
welches bereits friher mit Herzdefekten bei Mausssoziiert wurde (Chen et al. 2000), als
Krankheitsgen fur das Noonan-Syndrom identifiz{€ertaglia et al. 2001).

Auch in dieser Arbeit wurden unter Verwendung deiolpen Strategie die Ger@@AV1und
CAV2 als Kandidatengene fir das Noonan-Syndrom ermifbe¢ Genprodukte CAV1 und
CAV2 sind Negativregulatoren der RAS-MAPK-SignaleedWilliams et al. 2004,
Burgermeister et al. 2011, Treff et al. 2004, Wanal. 2004) und Caveoline spielen eine
Rolle bei der kardiovaskularen Funktion (Panneeaselet al. 2012). Bei Mausen flhrt die
Deletion desCavlGens zu Herzfehlern, u. a. einer Herzhypertropltier einer dilatativen
Kardiomyopathie (Hnasko und Lisanti 2003, Zhaole@03, Cohen et al. 2003). In vielen
Geweben, in denen d&AV1exprimiert wird, findet man auch das paral@ysV2(Razani et
al. 2002). CAV1 und CAV2 sind zellphysiologisch @er Regulation von Lipidstoffwechsel,
Zellwachstum und Apoptose beteiligt (Sowa 2011, lidfs und Lisanti 2004, Boscher und
Nabi 2012, Razani et al. 2002, Le Lay et al. 2Q@® et al. 2011, Ikezu et al. 1998).
Schliellich besteht die Mdglichkeit sogenannte fiomielle Kandidatengene auszuwéhlen,
indem man die zellulare Funktion der kodierten &ra berlcksichtigt: Liegt ein Protein in
einem Signalweg, in welchem sich Proteine befindelie von bereits bekannten
Krankheitsgenen fiur eine vorliegende Erkrankungi&wdverden, so kann dies ein Hinweis
auf ein gutes Kandidatengen sein (Strachan und R688). Diese Strategie wurde unter
anderem erfolgreich zur Identifizierung vd®OS1 als Krankheitsgen fur das Noonan-
Syndrom angewandt (Roberts et al. 2007). Mitteéseli Strategie postulieren wir in dieser
Arbeit SPREDals funktionelles Kandidatengen fir das Noonan-&ymd Das vorSPRED1
kodierte Protein gehért zu einer Familie Membraseaserter Proteine, welche nach
Stimulation mit verschiedenen Wachstumsfaktorensphoryliert werden und Uber eine
Interaktion mit RAF-Kinasen die RAS-MAPK-Signalwegegativ regulieren kdbnnen (Brems
und Legius 2013). Somit spielt SPRED1 eine wichti@le in einer Vielfalt zellularer
Mechanismen. Ein Funktionsverlust von SPRED1 kommtekonstitutiven Aktivierung des
RAS-MAPK-Signalwegs fihren. Tatsachlich flhretoss-of-functioAaMutationen im
SPRED1Gen zum Legius-SyndronNE1-like syndromg einem Vertreter der RASopathien
(Brems et al. 2007). Als zwei weitere funktiondflandidatengene fiir das Noonan-Syndrom
gelten fir undRS2und FRS3(fibroblast growth factor receptor substrateudd 3). Diese

kodieren fur Substrate von Wachstumsfaktor-Rezeptordie nach Aktivierung und
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Phosphorylierung an SHP-2PTPN1) und GRB2 binden und die RAS-MAPK-
Signalkaskade stimulieren (Hadari et al. 1998, éngj. 2000).

Zusammengefasst stellen die in diesem Kapitel bedmnen Gene vielversprechende
Kandidatengene fur das Noonan-Syndrom dar undrsaléshalb in einem Kollektiv aus

mutationsnegativen Patienten mit Noonan-Syndronysieat werden.
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l1l. Material und Methoden

1. Material

1.1 Patientenbeschreibung

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollekbestent aus 35 Patienten mit
phanotypischen Charakteristika des Noonan-Syndrolfiser Kontakte zu Kklinischen

Genetikern in der ganzen Welt konnten Patienten-Bld8serviert werden. Allein Prof. Dr.
Martin Zenker stellte fir diese Arbeit 13 Patieni@NAs zur Verfigung. Alle Patienten bzw.
deren Eltern wurden Uber Art und Ziel der Studiégekiart und nahmen freiwillig an der

Untersuchung teil. Die verwendete genomische DNAdewus lymphoblastoiden Zelllinien
und/oder EDTA-Blut der Patienten gewonnen.

Lediglich 27 der 35 Patienten waren klinisch bestien und sind daher in der
nachfolgenden ,Tab. 3: Ubersicht der klinischen ktesle von 27 Patienten mit Noonan-

Syndrom* aufgefihrt.

Klinische Charakteristika \ Patient| 2 3] 4 5 6 7 8 |9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15
Kryptorchismus + |n.d.[n.d.| x [nd.]| - X | -|nd | + + X - +
Brustkorbanomalien n.d.|n.d.|n.d.|n.d| + |nd|nd]|-|] + |[nd.|nd - |n.d.
Andere Herzdefekte n.d.|n.d| + |[nd.|nd| + -+ + + |n.d.|n.d.
Pulmonalklappenstenose ndlndlndl + Indl - £ 4+ . . + |n.d.
Flache/r Nasenwurzel/-riicken nd! + Indlnd!| + |Ind| + |+]| + " " " " +
Tief ansetzende, dorsal rotierte Ohren + + ndlndl + - nd !+l + B + + + |n.d.
Ptosis nd| + |nd|nd| + | + +| + |+ |+ | + | + [nd
Hypertelorismus ndl + Indlndl + B £ 4+ + " + " "
Epikanthus nd.| + |nd|nd.| + + +| o+ + |n.d.|n.d.| - [n.d.
Lidachse von medial nach lateral abfallgnd, + Ind| + + + R P . + + + +
Mentale Retardierung nd| + | + |nd|nd| + |nd|+] + | + - | + |nd.
Kleinwuchs n.d.|n.d.|nd|nd| + |nd|nd|+]| + |[nd|nd| + + |n.d.
Sprachentwicklung verzogert n.d.[nd| + |[nd|nd|nd|nd]|+]|n.d. - - + |n.d.
Postnatale Gedeihstérung nd.|n.d|nd.|nd.| + + |n.d.|+|n.d. nd|nd.| + +
Geburtsgrof3e Normbereich + ndlndlndl - + + | +] - ndIndl -

Tab. 3: Ubersicht der klinischen Merkmale von 27 Btienten mit Noonan-Syndrom.Die Patientenziffern in
der obersten Zeile dienen der Zuordnung der Ratierum aus 35 Patienten bestehenden Kollektiv,
wobei die Zahlen willkirlich verteilt wurden. Fagde Zeichen und Abkirzungen werden verwendet:
+, entsprechendes Merkmal ist beim Patienten vahb@; -, entsprechendes Merkmal ist beim
Patienten nicht vorhanden; x, Geschlecht lasst et#asprechende Merkmal nicht zu; n. d., nicht
dokumentiert.
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Klinische Charakteristika \ Patient|16| 20 | 21 | 22 | 23 |24 | 25| 26 | 27 | 28 | 29 | 30
Kryptorchismus | - + Ind!| x . + |+ | x| x| x
Brustkorbanomalien + - Indl - " - " - -
Andere Herzdefekte + | 4+ + Ind!| - + . + - . .
Pulmonalklappenstenose . + + + + + + + - . .
Flache/r Nasenwurzel/-riicken + | + + + Indlndlndlnd!ndlndlndlnd
Tief ansetzende, dorsal rotierte Ohren | + | &+ + + + + + + . - +
Ptosis + | + + + . . - - - .
Hypertelorismus - + " + . + + . . +
Epikanthus -| + | + | + |nd|nd.]|nd[nd|nd|nd.|nd|nd
Lidachse von medial nach lateral abfallgnd | 4 + T . + - - -
Mentale Retardierung +ndl + |nd - In.d +
Kleinwuchs - Indl + Indl| + i, . i, .
Sprachentwicklung verzogert + |n.d.|n.d.|nd|nd |nd|nd|nd|nd|nd|nd.|nd.
Postnatale Gedeihstdrung + nd | + + + - - + + + +
Geburtsgrof3e Normbereich + | + |nd| + |nd|nd|nd|nd|nd|n.d|n.d|nd.

Fortsetzung Tab. 3: Ubersicht der klinischen Merkmde von 27 Patienten mit Noonan-SyndronDie
Patientenziffern in der obersten Zeile dienen deordnung der Patienten zum aus 35
Patienten bestehenden Kollektiv, wobei die Zahldlikivlich verteilt wurden. Folgende
Zeichen und Abkirzungen werden verwendet: +, eetsamdes Merkmal ist beim
Patienten vorhanden; entsprechendes Merkmal ist beim Patienten niohbhanden; x,
Geschlecht lasst das entsprechende Merkmal night zL, nicht dokumentiert.

1.2  Chemikalien und Lésungsmittel

Agarose (Ultra Pure Agarose) Invitrogen, Karlsruhe
Acrylamid 30% (mit 0,8% Bisacrylamid) Roth, Karlbe:

Ammoniumacetat Merck, Darmstadt

Essigsaure 100% Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt

Natriumacetat Merck, Darmstadt

Orange-G Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Wasser fur Chromatographie (HPLC) Merck, Darmstadt

1.3 Kits

Ex0SAIIT® USB Corporation (Cleveland, Ol
GenomiPhi™ DNA Amplification Kit Amersham Biosciences (Fretiig)
Fail SaféM PCR PreMix Selection Kit Epicenter (Madison, WBA)

14 Enzyme

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Bystems, Weiterstadt
TagDNA-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
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1.5 Langenstandards

DNA-Standard (1000, 100 und 50 bp-Leiter) Irogeen (Karlsruhe)

1.6 Nukleinséduren

| Nukleotidmix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (je 10 mM) vimogen (Karlsruhe)

1.7  Puffer, Medien, Losungen und Zusatze

1.7.1 PCR-Puffer

10x PCR-Pufferl 15 mM
Qiagen (Hilden)

(NH4)2SQs ~ | angegeben
pH 8,7

MgCl.
Tris-Cl [genauere Konzentration
KCI werden vom Hersteller nic

Fail Safe PCR PreMix100 mM
A-L 100 mM
Epicenter (Madison400 uM

je nach Puffer 0-8x

Tris-HCI (pH 8,3)
KCI
eines jeden dNTPs

WI, USA) je nach Puffer 3-7 mMMgCl»

Fail Safe PCRenhancer
(Trimethylglycin)

mit

Betai

1.7.2 Puffer und Lésungen fur die Agarosegelelekbiphorese

10x Ladepuffer fuir DNA | 25 ml Glycerin (100%)
25 ml 1x TBE
20 mg Orange-G
10x TBE 890 mM Tris
890 mM Borsaure
20 mM EDTA pH 8.C
Ethidiumbromid 0,05% (in Aqua dest.)

1.7.3 Allgemeine Puffer

10x TE Puffer 100 mM
10 mM

Tris
EDTA pH 8,0 HCI
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1.8 Geratschaften

ABI Prism 377 DNA Sequenziergeréat PE Applied Bidsyss, Weiterstadt
Digitalkamera OLYMPUS, Hamburg

Drucker ,Digital Graphic Printer" SONY, Japan
Gelelektrophoresekammer BioRad, Miinchen

Heizblock (Typ: 52526101) Liebisch, Bielefeld

Kuhlzentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg
Kunststoff-Tubes (Falcon) Becton Dickinson GmbHjdééberg
Magnetrihrer RET basic IKA Labortechnik, StaufeBr.
PCR-Cycler “MJ Research PTC 200" MJ Research, Watertown, USA
PCR-Tubes (0,5 ml) Biozym Diagnostik GmbH, Olderpu
Pipetten ,Finnpipetten” Thermo Labsystems, Helsifknnland
Spannungsgeber ,Power Pac 300" BioRad, Miinchen

Spannungsgeber ,Electrophoresis power sudpfe Technologies, Karlsruhe
PS3002“

Spannungsgeber “Standard Power Pack P25*  Biont@titiingen

Tischzentrifuge ,Biofuge Pico*® Heraeus, Hannover

UV-Transilluminator ,UVT-28M" Herolab, Wiesloch

Vortex-Gerat ,Vortex Genie 2 Scientific IndustrjdblC., Bohemia,
New York, USA

Waage “Sartorius 1ISO 9001” Sartorius, Gottingen

1.9 Oligonukleotide

In der vorliegenden Arbeit wurden die Oligonukléeti(Primer) manuell oder mit Hilfe des
Computerprogramms ,Primer 3* designt. Es wurde wehg einen GC-Gehalt von ca. 50%
zu erhalten, ein Guanin bzw. Cytosin am 3"-EndeRtenersequenz auszuwahlen und keinen
bekannten SNPs{ngle nucleotide polymorphigrm der Primersequenz zu haben, damit eine
allelspezifische Amplifikation vermieden wird. Di&pezifitdt der Primer wurde mit
.BLAST“-Analysen der Primersequenz gegen das hum&wenom undin-silico-PCR-
Analysen Uberprift. Uber die Internetseite von Sightdrich wurden die Oligonukleotid-
eigenschaften, wie Schmelztemperatur und die Ngigum Bildung von Sekundéarstrukturen
und Primer-Dimeren, Uberprift und optimiert. Vorrwendung wurde jeder Primer in 1 x TE
gelést, um eine Konzentration von 100 pmol/ul zthaden. AnschlieBend wurden die
Aliquots der Stammldsungen mit HPLG®l auf 10 pmol/ul verdiinnt und dann fir die PCR-
Amplifikation verwendet. Die fur diese Arbeit eirgggzten Oligonukleotide wurden von der

Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.
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1.9.1 Oligonukleotide fur die Mutationsanalyse derKandidatengene CAV1, CAV2,
KIT, FLT3, PIK3CA, JAK2, SPRED1, FRS2 und FRS3

Name Oligonukleotidsequenz 5> 3" | Name Oligonukleotidsequenz 5> 3°
CAV1_1F GAAACGTTCTCACTCGCTCTCTGC CAV1 1R CAGGGCAGTGA CGGGATATTTGG
CAV1_2F TCCTGCGGGTCCTGCGTGCTGAGCC CAV1 2R GGCAATGEAAGAAGGATGCAC
CAV1_3F ATGTCTATGGATACTGAATAGTGG CAV1_3R TAGCAACTTGAACTTGAAATTGG
CAV2_2F GCACGTCCTTCCCTCCTGCTTCC CAV2_2R CTTGGGAACAGGCGCGTTCCTC
CAV2_3F CTCTCAACCAAATTTAAGTAAATGG | CAV2_3R AGTTTTCTRATTAGAACAGCTAGG
KIT_10/11F CAGTTTGGGACTGAGTGGCTGTGG KIT_10/11R ACAGGAAGCCACTGGAGTTCC
KIT_12/13F TGAAACTGCACAAATGGTCCTTC KIT_12/13R GCAGITATAATCTAGCATTGCC
KIT_17F AGCAGTCCTGAGAAGAAAACAGC KIT_17R AATGTGTGATA CCCTAGACAGG

FLT3_13/14F
FLT3_14/15F

GTGAGAGATTATAATGAGTTGTCCAC
TTCATTATTCTTTCCTCTATCTGC

FLT3_13/14R
FLT3_14/15H

CAAAGACAAATGGTGAGTACGTGC
@AAGAGAAGAAGGCATGGGTGG

FLT3_16F ATGCAGATTGACTCTGAGCTGAG FLT3_16R CAAACATCICTTTGTCATCAAGC
FLT3_20F CCTACTGAAGTTGAGTCTAGAAG FLT3_20R GATGGAAGRETCCCTGAAGCTGC
PIK3CA_9F1 | GTCTTAGATTGGTTCTTTCCTGTC PIK3CA 9R1 CCAAGGTATGGTAAAAACATGC
PIK3CA_20F1| TAGCTTTGTCTACGAAAGCCTCTC PIK3CA_20R1GCTGTTCATGGATTGTGCAATTCC
JAK2_14F CATGCTGAAAGTAGGAGAAAGTGC | JAK2_14R TACACTGBACCTAGCTGTGATCC
SPRED1_1F | GAGGGACTACTTCGCCTCCT SPRED1_1R AGGCAAAQOEGTTCC
SPRED1_2F | GGTACCGTTCTGGGTGAGG SPRED1_2R AAGTTTCG&EGTCTG
SPRED1_3F | AAACACCTTAGTCACCACATGTTA SPRED1_3R| TGCCTAACACAGAAACAGC
SPRED1_4F | AGCGTTGTATCACCTCAGTTTG SPRED1_4R TGAGGTIWAAGCCTGGTC
SPRED1_5F | TTAATTGCCAGGCAGTCCAG SPRED1_5R ATGAGGGATGCAACCTGT
SPRED1_6F | CATTTGAGTTTTGGGAATTGCT SPRED1_6R GGGCAGBRGTTTTAACGTC
SPRED1_7F | GGGGGAAATGATTCTATTTTTATTC | SPRED1_7R  CAGTGIAAGCACATAGGC
SPRED1_8F1| TGCTTTCCTCATAGTCCACC SPRED1_8R1 GGAGCATGACATTTTCC
SPRED1_8F2| AGACGCAGCCTTTCCTCATTA SPRED1_8R2 AGTTAGSIGGCGTGAAAC
FRS2_7F CTGAGTAAAATCAACTAGCTAGTTG | FRS2_7R GAAAGGTTAGTGATAAAAGCCAG
FRS2_8F CACACATTGGTTGATGAATGAAC FRS2_8R CTATATCTTGITAACAATCTG
FRS2_9F GATTTCTGACTCGGTGCGTAGAATG | FRS2 9R CTTCTGTIBCAGTGGTGATTTC
FRS3_3F CACAGTCTCTTGGACAGAGTAGGTG| FRS3_3R GAGCCATBAACAGCAGTGGTCTG
FRS3_4F CATTCAGTAGAGTCTGTGATAGTC FRS3_4R CACACTCTAGCCCACAGGTGATG
FRS3_5F CTGGGACTGGAGTTGAGGGACATTTCFRS3 5R GAAGGTTGCCTCACCCAGCCTTCTQ

2. Molekularbiologische Methoden

2.1  Amplifikation von genomischer DNA

Da von einigen Patienten nur noch geringe MengelDA-Proben vorhanden waren, wurde

in diesen Fallen die DNA-Menge mitteihole genome amplificatiofWWGA)-Reaktion und
dem eigens dafiir gedacht®enomiPhi DNA Amplification Kiterhéht. Die WGA-Reaktion

wurde nach den Angaben des HerstellersRiC-200 Thermocycledurchgefiihrt. Zuerst

wurde 1 pl (>1 ng/pl) der zu vervielfaltigenden DNo&i 95C fir 3 min in 9 pl eines

speziellen Puffers (exakte Zusammensetzung voméliersnicht angegeben) denaturiert, um

einzelstrangige DNA zu erzeugen. Im Anschluss fehmals eine Minute auf Eis inkubiert,
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danach 1 pl derPhi29DNA-Polymerase und 9 pl eines Reaktionspuffersnége
Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeberuageben und das Ganze fur 90 min
bei 30C amplifiziert. Zuletzt musste die Polymerase nwcm bei 65°C fur 10 min
inaktiviert werden. DiePhi29DNA-Polymerase bietet zwei Vorteile: Erstens ise d
Prozessivitat sehr hoch und zweitens estrand displacemerhktivitat, die es ermdglicht,
dass im Verlauf der Reaktion neusynthetisierte &sizinge als Matrize verwendet werden
konnen. Daraus resultiert eine potenzierte Ammiitn der Ausgangs-DNA (Deast al.
2001, Hosono et al. 2003) und es ist so moglicth.emer Menge von 10 ng an DNA 4-7 ug

DNA zu erzeugen.

2.1.1 Reaktionsschritte und -bedingungen fur didmplifikation von genomischer DNA

1. Hitzedenattuerunc - 1 ul Ausganc-DNA mischen mit 9 pl ,Sample Puffe
- 3 min Inkubation bei 95°C

- sofort abkihlen auf Eis

2. Vorbereitung der - auf Eis 9 pl Reaktions-Puffer mit 1 ghi29-DNA-
Amplifikationsreaktion | Polymerase mischen

- das Gemisch zur gekihlten Probe geben

- 90 min Inkubation bei 30°C

3. Hitzeinaktivierung - 10 min Inkubation bei &8&ind Lagerung bei 4°C

2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktiopolymerase chain reactipnPCR) werden DNA-
Fragmente selektiv amplifiziert. Die PCR stellt emvitro-Verfahren dar, fur das man
hitzestabile DNA-Polymerasen sowie zwei Primer bignddie zu je einem Abschnitt der
DNA revers komplementér sind (Mullis und Faloon&871)9

Ublicherweise kamen fiir einen PCR-Ansatz 100 ng D(NAatrize), je 5 pmol der beiden
Primer, 0,5 pl Desoxynukleotide (2,5 mM je Nukleptund 0,1 pl (5 U/plTagPolymerase,
die ausThermus aquaticussoliert wurde, zur Verwendung. Zudem wurden 2,3@x PCR-
Puffer und 19,9 ul HPLC-#D beigemischt, so dass ein Reaktionsvolumen voeféahg 25
ul entstand.
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221 Standard-PCR-Ansatz

10p DNA (100 ng/ul

2,5 ul 10xPCR-Puffer (15 mM Mgl

0,5 ul Primer For (10 pM)

0,5 ul Primer Rev (10 uM)

0,5 ul dNTPs (10 mM)

0,1 pul DNA-Polymerase (5 U/ul)
19,9 ul HPLC-EO
25,0 ul Gesamtvolumen

In der Folge wurden alle Amplifikationsreaktionen PTC-200 Thermocycledurchgefuhrt.
Grundsatzlich unterteilt man die PCR-Kettenreaktiom finf Schritte, wobei die
Reaktionsschritte 2.-4. repetitive Reaktionszylder.

2.2.2 Reaktionsschritte und -bedingungeder PCR

1. Initiale 95°C 5 min

2. Denaturierung 95°C 15s

3. Annealing 50 — 62°C 10s } 30-35 Zyklen
4. Elongation 72°C 30-40s

5. Finale Elongation | 72°C 5 min

Bei der Denaturierung wird die DNA im Reaktionsgschi in ihre Einzelstrdnge aufgetrennt.
Anschlie3end erfolgt die komplementére Hybridisigyaer eingesetzten Oligonukleotide im
dritten Reaktionsschritt, dem Annealing, wobei @ehmelztemperatur der Primer die
Anlagerungstemperatur bedingt. In der Elongatiormkx es zur Polymerisation von

Desoxynukleotiden komplementér zu der Ausgangs-DMAerhalb einer Minute kdnnen

wahrend der Elongationsphase 500-1000 Bp polyneeeisj weswegen die Elongationszeit
von der Lange der zu synthetisierenden Amplikortsiabt. Wie bereits erwahnt, wiederholt
sich die Kette Denaturierung, Annealing und ElommgaB80-35 Mal. Dadurch, dass bei jedem
neuen Zyklus die neusynthetisierten DNA-Stradngl sun der Matrize 16sen und selbst als
Matrize zu Verfugung stehen, erzielt man am EndeR{eR eine exponentielle Menge des
Ausgangsmaterials. Die finale Elongation schliel& Holymerisationsreaktion des DNA-

Materials ab.

Um die Spezifitdt der PCR-Produkte zu erhOohen, wudie sog. TouchdowAPCR

durchgefiuhrt, bei der die Anlagerungstemperatudfé@rPrimer schrittweise zweimal um 2°C
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reduziert wird. Ein Beispiel: Wurden die erstenr@gklen mit einer Anlagerungstemperatur
von 58°C durchgefihrt, folgten die nachsten viekl&y mit einer Anlagerungstemperatur
von 56°C und die restlichen 27 Zyklen mit einer penatur von 54°C.
Fall, PCR-Ansatz
Amplifikationsbedingungen kein PCR-Produkt zustakdm, wurde die PCR erneut mit den
FailSafe PreMixe#\ — L desFailSafe™ PCR PreMix Selection Kitirchgefuhrt.

Neben den vier Desoxynukleotiden in gepuffertezl®aling enthalten diereMix-Puffer des
FailSafe™ PCR PreMix Selection Kitsnterschiedliche Konzentrationen an MgQhd

Fir den dass mit angegebenem unakersghiedlichen

diverse VerstarkerHnhancey fur die PCR. Betain ist solch ein PCR-Verstarkdgs die
Ausbeute und Spezifitat des PCR-Produktes erhddhtzudem die Polymerase vor zu grol3er
Hitzeeinwirkung schutzt.

2.2.3. gibt Auskunft Uber die PCR-Bedingungen der Priraarp flr die jeweiligen
Amplikons. Aus2.2.3wird auch deutlich, dass die PCR-Bedingungen seterschiedlich

sein kénnen.
2.2.3 PCR-Bedingungen der verwendeten Primegare unter Angabe der Amplikon-
grol3en
Exon , TD- Fail-Safe-| Amplikongrofie
€0 (Amplikon) AU Programm| Puffer i (bp)g
CAV1 1 CAV1 1F+1R TD 58 394
2 CAV1_2F+2R D 591
3 CAV1 3F+3R TD58 504
CAV2 2 CAV2 2F+2R TD 62 411
3 CAV2_3F+3R TD 62 375
KIT 10 (1) KIT_10/11F+10/11R TD 58 485
11 (1) KIT _10/11F+10/11R TD 58 485
12 (2) KIT 12/13F+12/13R TD 58 466
13 (2) KIT_12/13F+12/13R| TD58 466
17 (3) KIT 17F+17R TD 56 490
FLT3 13 (1) FLT3 13/14F+13/14R TD 56 496
14 (1) | FLT3_13/14F+13/14R TD 56 496
14 (2) FLT3 14/15F+14/15R TD 62 474
15 (2) FLT3 14/15F+14/15R TD 62 474
16 (3) FLT3_16F+16R TD 58 274
20 (4) FLT3_20F+20R TD 56 258
PIK3CA 9(1) PIK3CA 9F+9R TD 60 417
20 (2) PIK3CA_20F+20R TD 56 486
JAK2 14 (1) JAK2 14F+14R TD 62 295
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2.2.3 PCR-Bedingungen der verwendeten Primegare unter Angabe der Amplikon-

grol3en
Gen Exc_)n Primerpaar TD- Fail-Safe- | Amplikongré3e
(Amplikon) Programm Puffer (bp)
SPRED1 1 SPRED1_1F+1R H 274
2 SPRED1_2F+2R TD 56 269
3 SPRED1_3F+3R TD 58 431
4 SPRED1_4F+4R TD 56 398
5 SPRED1_5F+5R TD 56 340
6 SPRED1_6F+6R TD 56 398
7 SPRED1_7F+7R TD 56 397
8 1.Teil (8) | SPRED1_8F+8K TD 58 552
8 2.Teil (9) | SPRED1_8F2+8R2 TD 58 567
FRS2 7 (1) FRS2 7F+7R TD 62 369
8(2) FRS2 8F+8R TD 60 424
9 (3) FRS2 9F+9R TD 62 387
FRS3 3(1) FRS3 3F+3R TD 58 402
4 (2) FRS3_4F+4R TD 58 453
5(3) FRS3 5F+5R TD 58 387

2.3  Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese im Agarosegel ist ein ubliche#té¥ zur Uberprifung von PCR-
Produkten. In der vorliegenden Arbeit wurde ein @éleiner 2%-igen Agarosekonzentration
verwendet. Die Agarose wurde in 1x Tris-Borat-EDTPBE)-Puffer aufgekocht, dann auf
ca. 50°C heruntergekihlt und in einen entsprecheneltrager mit eingesetzten
Probenkdmmen gegossen, wo sie dann aushartetee DNA-Proben wurde etwa ein 1/4
Volumen DNA-Ladepuffer (Orange G) hinzugegeben amdchlieRend in die Geltaschen
pipettiert. Als GroRRenstandard wurde ein DNA-Stadedarker in jede Reihe mit DNA-
Proben pipettiert. Daraufhin wurde eine Spannung1@0 V angelegt und eine Laufzeit von
min. 25 min abgewartet. DNA wandert im elektriscHegld von der Kathode zur Anode
wegen der negativen Gesamtladung der DNA, die dulah Phosphatgruppen im
Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA entstehgingre Fragmente wandern schneller
durch die Poren des Agarosegels als groRere, dhaditstrecke der Fragmente umgekehrt
proportional dem Logarithmus ihres Molekulargewscigt. Nachdem die Wanderung der
Fragmente abgeschlossen war, wurde das Gel in @i@&¥0igen Ethidiumbromid-Lésung fur
mindestens 15 min inkubiert. Auf einem Transilluator-Tisch konnte anschliel3end die

ungefahre Grol3e der DNA-Fragmente mit Hilfe desgetnfigenen Langenstandards
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abgeschatzt werden, da der fluoreszierende Faflstioidiumbromid die DNA interkaliert
und so die DNA mit UV-Licht (254 nm) zur Fluoreszegebracht wird.

2.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

Da Primer nachfolgende Arbeitsschritte stéren kanmweurden die PCR-Produkte vor der
DNA-Sequenzierung mit Hilfe des EnzymniExoSAP-IT der Firma USB aufgereinigt. Der
Enzymmix ExoSAP-I? setzt sich aus der Exonuklease | und der ShrinkaliAPhosphatase,

die ausPandalus borealissoliert wurde, zusammen.

2.4.1 ExoSAP-Ansatz

2 ul PCF-Produk

0,6 pl EX0SAP-IT

4,4 ul HPLC-HO

7 ul Gesamtvolumen

Die Aufreinigung der PCR-Produkte fand T C-200 Thermocycleder Firma MJ Research
statt. Erst fir 15 min bei 37°C und danach wurde BgoSAP-1? bei 80°C fir 15 min

aktiviert.

2.5 DNA-Sequenzierung

Die angewendete DNA-Sequenzierung beruht auf deimziprder Kettenabbruchmethode
nach Sanger (Sanger et al. 1977) und wurde mit ABmPrism BigDy& Terminator v1.1
Cycle Sequencing KPE Applied Biosystems, Darmstadt) und dem Sedammzgsgerat
ABI Prism 377 DNA SequencegiPE Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefihrt.
Hauptsachlich besteht die zyklische Sequenzienmakteines PCR-Produkts aus
Wiederholungen von Denaturierung, Annealing undng&tion. Neben 2’-Desoxyribo-
nukleotiden (dNTPs) werden auch fluoreszenzmaskie®',3-Didesoxyribonukleotide
(ddNTPs) verwendet bzw. eingebaut. Die ddNTPs diendem Abbruch der
Amplifizierungsreaktion. lhnen fehlt die 3-OH-Grpe, die fir die Ausbildung einer
Phosphodiesterbriicke mit der Phosphatgruppe einegeran dNTPs bzw. ddNTPs
notwendig ist. Didesoxynukleotide werden zufélligjpgebaut und lassen DNA-Strange
unterschiedlicher Lange, die sich jeweils um eirsseé unterscheiden, entstehen. Die vier
ddNTPs sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzfaffest mit verschiedenen
Fluoreszenzmaxima markiert. Bei der Polyacrylankd\A)-Gelelektrophorese werden die
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ddNTPs dann von einem Laser zur Fluoreszenz angé&redplgt eine elektronische Messung
und eine computergesttitzte Auswertung der Signadeaufhin ein Chromatogramm erstellt
werden kann.

Fur die DNA-Sequenzierung wurde nur ein Primer \eeet, um nur einen DNA-Strang als
Matrize zu nutzen. Das Ergebnis ist eine lineareplfikation des zu sequenzierenden
Produktes.

2.5.1 Sequenzierungsansatz

25u ExoSAF-Produk

0,5 ul Primer Fwd oder Rev (10 pmol/ul)
0,5 ul BigDye Terminator

2 ul BigDye Terminatorpuffer (5x)

4.5 ul HPLC-HO

10 u Gesamtvolume

Die DNA-Sequenzierreaktion wurde mit folgendem Paogm im PTC-200 Thermocycler
durchgefuhrt:

2.5.2 Sequenzierungsbedingungen

96°C 5 mir
96°C 50s
50°C 30s } 30 Zyklen
60°C 4 min

Damit Verunreinigungen des Sequenzierprodukts mtitreingebauten dNTPs und ddNTPs
entfernt werden, wurde das entstandene Sequermiletdr mittels Natriumacetat (NaAc)-

Fallung aufgereinigt.

2.5.3 Aufreinigungsansatz des Sequenzierprodukts

10 pl Sequenzierprodukt
5 ul NaAc (3M, pH 5,2)
125 ul Ethanol (abs.)

40 pul - x ddHO

180 pl Gesamtvolumen

Nachdem dieser Fallungsansatz kurz auf dem Voreex4.000 rpm gehalten wurde, wurde
er fur 20 min zentrifugiert und anschlieRend wudee Uberstand abpipettiert und verworfen.

Das DNA-Pellet wurde in 250 pl 70% Ethanol (v/v)wgschen und ein zweites Mal
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zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Schi@flwurde das DNA-Pellet bei 37°C fiir

ca. 15 min getrocknet und beR0°C gelagert bis es ilABI Prism 377 DNA Sequencer

elektrophoretisch aufgetrennt werden konnte.

3. Genbank-Eintrage, Computerprogramme und Datenbaken

3.1  Genbank-Eintrage der analysierten Gene
Gen Exons Genbank Accession No.
CAV] 3 NM_00175:
CAV2 3 NM_001233
KIT 21 NM_000222
FLT3 24 NM_004119
JAK2 25 NM_004972
PIK3CA 20 NM_006218
SPRED1 8 NM_152594
FRS2 5 NM_006654
FRS3 5 NM_006653

3.2  Datenbanken (zuletzt zugegriffen im Dezemsb 2012)

Name / Web Adresse

Daten

NCBI
(National _Center for_Biotechnolog
Information)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Genom-Sequenzen,

Datenbank.

BAC-Klonsequenzen,
jlische Darstellung der Organisation des Genoms,-SNP

physika-

UCsC
(University of California, _Sant

Genom-Sequenzen, BAC-

und
asequenzen, graphische Darstellung der Organis

Fosmid-Klpn-

Institute and Genome Research)

http://www.ensembl.org/index.htm

I

Cruz UCSC) des Genoms.

http://genome.ucsc.edu/

Ensembl GenomSequenzen, physikalische Darstellung
(The European Bioinformati¢©rganisation des Genoms, SNP-Datenbank.
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3.3 Computerprogramme

Name

Funktion (Hersteller)

ABI Prism™ 377 XL Collection

Steuerung sowie Gelnd Sequenzauswertung (
ABI 377 Sequenzierers.
(Applied Biosystems)

Sequence Pilot 2.3

Auswertung von DNA-Sequenzelpkigrogramt

men.
(JSI GmbH, Medical Systems)

EditSeq Editieren von DNA-Sequenzen.
(Dnastar)

SegMan Homologievergleiche multipler Sequenzen.
(Dnastar)

Chromas 2.3 Editieren von DNA-Sequenzchromatogramme

DIGI CAM Digital Camera Control

Dokumentation vorgérosegelen

3.4  ,Online“-Computerprogramme (zuletzt zugegriffen Dezember 2011)
Name / Web Adresse Funktion
Primer3 Ableiten von Oligonukleotiden.

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3

In-silico PCR (UCSC)
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr

Computeranalyse der Spezifitat ei
Primer-Paars.

Oligo Calculator
https://www.sigmaaldrich.com

Berechnung der Oligonukleoti
Eigenschaften wie GGehalt,
Schmelzpunkt, Negung zur Bildung

von Sekundarstrukturen und Dimeren

BasicL ocal Alignment Search Tool (BLAST)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/hum

Homologievergleich von DNA-bzw.

minosauresequenzen.

a'%‘/

Basic Local Alignment Tool (BLAT)
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Ermittlung der Exon-Introrgtruktur in
der genomischen DN/&equenz eine
Gens durch Einspeisung der cDN
Sequenz.

A-

COSMIC
www sanger.ac.uk/genetics/CGBdsmic/

Ermittlung somatischer Mutationen |
neoplastischen Erkrankungen
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Name / Web Adresse Funktion

Splice Site Prediction by Neural Network Erkennen und  Voraussage
(Berkeley Drosophila Genome Project) Splei3stellen.
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.

html

SpliceView - Splice Prediction using Consenstskennen und Voraussage huma
Sequences Splei3stellen.

zeus2.itb.cnr.it/.../.wwwspliceview_ex.html
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I\VV. Ergebnisse

1. Mutationsanalyse von neun Kandidatengenen b85 Patienten mit
Noonan-Syndrom

1.1 PCR-Amplifikation der Kodierregion der GenePIK3CA, JAK2, FLT3,KIT,
SPRED1, CAV1, CAV2, FRS2 und FRS3 und direkte DNA-Sequenzanalyse

Zur Durchfihrung einer Mutationsanalyse der neundi@atengendlK3CA, JAK3, FLTS3,
KIT, SPRED1, CAV1, CAV2, FR8Ad FRS3bei 35 Patienten mit dem Noonan-Syndrom
wurde zunachst die Exon-Intron-Struktur der Gemeitéglt. Da fur das Mutationsscreening
die kodierenden Bereiche und Exon/Intron-Grenzealyarert werden sollten, wurden die
Primer fur die PCR-Amplifikation so abgeleitet, dagdie Exons von mindestens 40 bp
intronischer Sequenz flankiert werden. Die Etallgy optimaler PCR-Bedingungen erfolgte
fur jedes Amplikon an genomischen Kontroll-DNAs. s&hlieRend wurden die Exons aus
genomischer DNA amplifiziert und nach qualitativend quantitativer Uberpriifung der
Produkte in einem Agarosegel direkt sequenziert.

In der nachfolgenden Abb. 4 ist exemplarisch eimrdgegel mit PCR-Produkten von Exon 7
desFRS2Gens dargestellt.

Abb. 4: Exemplarische Darstellung eines mit Ethidimmbromid gefarbten Agarosegels mit PCR-

Produkten, die Exon 7 deSRS2-Gens umfassenDas Bild zeigt die 369 bp grof3en PCR-Produkte,
die Exon 7 de§RS2Gens umfassen. Die PCR-Produkte stammen von €elrenaler 35 untersuchten
Patienten mit Noonan-Syndrom sowie von einer Kdipeoson (mit + bezeichnet). Als
Negativkontrolle (HO) diente ein Ansatz ohne DNA. Ein 100 bp-DNA-Markeurde rechts als
GroRenstandard aufgetragen (M); die 600 bp- un@® bpeBanden erscheinen kraftig.
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Nachfolgend werden die Ergebnisse der PCR-basief@&guenzierung der neun
Kandidatengene besprochen:

DasCAV1Gen besitzt lediglich drei kodierende Exons. Zurtdlionsanalyse der drei Exons
wurden drei Amplikons mit einer PCR-Produktgrof3en @04 bp, 591 bp bzw. 504 bp
generiert und dann sequenziert. Nach der EDV-gastiitAuswertung der DNA-Sequenzen
(zugegriffen im Dezember 2012) konnten zwei unbakanVerdnderungen festgestellt
werden (Die Patienten 13 und 18 zeigen eine hetgode ¢.30+16G>A-Substitution im
Intron 1 (Abb. 5), die in den Datenbanken bishehnhverzeichnet ist. Es handelt sich dabei
um eine synonyme Mutation, es kommt demnach aukPwbene nicht zu einem Austausch
einer Aminosaure.

Bei Patient 11 wurde die heterozygote Deletion -@.C% im Intron 1 entdeckt (Abb. 6), die

in den Datenbanken nicht verzeichnet ist.

A Mutation B Wildtyp

G G GRIG G G G G GlGele G G

Abb. 5: Sequenzchromatogrammausschnitte aus dem Imn 1 des CAV1-Gens. Darstellung der hetero-
zygoten Mutation ¢.30+16G>A bei Patient(2 im Vergleich zur Wildtypsequenz bei einer gesunden
KontrollpersonB). Die Sequenzvariante sowie die entsprechendei¢tositder Wildtypsequenz sind

rot eingerahmt und entsprechend,khittation“ bzw. ,Wildtyp* beschriftet. Unterschieithe Farben
entsprechen verschiedenen Nukleot{de grin; G, schwarz). Jeder Peak représentiefiakleotid
der Sequenz.
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A Mutation Exon 2 —»

G ¢ G|y ¢ G G RN G H W E &G N H H C H

B Wildtyp Exon2 —»

G G G} G G G G A G C A G5 G C G C G

i ﬂ

|
! L
JI--_-E--“‘L-L_____ i s A1 f

4,
== = ) S ———

Abb. 6: Sequenzchromatogrammausschnitte aus dem Irtn-Exon-Ubergang des Exons 2 deSAV1-Gens.
Darstellung der heterozygoten Mutation c.75-7Ci-Regient 11(A) im Vergleich zur Wildtypsequenz
bei einer gesunden Kontrollpers(®). Die Sequenzvariante sowie die entsprechenddidtosn der
Wildtypsequenz sind rot eingerahmt und entsprechmeingMutation” bzw. ,Wildtyp“ beschriftet. Die
griine Linie zeigt den Beginn des Exons 2 an. Uohéeslliche Farben entsprechen verschiedenen
Nukleotiden. (A, griin; C, blau; G, schwarz). Jeeak reprasentiert ein Nukleotid der Sequenz.

DasKIT-Gen besteht aus 21 kodierenden Exons. In deratitewvurden bereits die Exons 11,
13 (Debiec-Rychter et al. 2001) und 17 (Rennewlleal. 2008, Lee et al. 2013) als die
Regionen beschrieben, deren Mutationen zu einemktiBmsgewinn und tumordsen
Entartungen flihren. Zusatzlich zu den drei ExdnslB und 17 wurden die Exons 10 und 12
untersucht, da aufgrund von kleinen Introns die géienung von PCR-Amplikons mit zwei
Exons mdglich war: Ein Amplikon (Grol3e: 485 bp) ridwiltet die Exons 10 und 11, das
zweite Amplikon (Gro3e: 466 bp) beinhaltet die Exdr?2 und 13 und das dritte Amplikon
(GroRe: 490 bp) umfasst das Exon 17. Nach Sequengieund datenbankgestitzter

Auswertung der DNA-Sequenzen (zugegriffen im Dezemlt2012) konnten vier
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Veranderungen inKIT-Gen identifiziert werden, wobei alle vier die Kediegion betreffen
(Tab. 4). Drei der Sequenzvarianten waren in Datekén bereits als SNP registriert.
Beim Patienten 17 zeigte sich die heterozygote38CS T-Substitution in Exon 13 (Abb. 7),

die bislang in den Datenbanken nicht vermerktkst.handelt sich dabei um eine synonyme

Mutation.

A Mutation B Wildtyp

290 290

T T a2[vlc T T o T T alclc T T G &

Abb. 7: Sequenzchromatogrammausschnitte aus dem End 3 desKl T-Gens.Darstellung der hetero-
zygoten Mutation ¢.1938C>T bei Patient(®j im Vergleich zur Wildtypsequenz bei einer gesunden
KontrollpersonB). Die Sequenzvariante sowie die entsprechendeiétositder Wildtypsequenz sind

rot eingerahmt und mit ,Mutation* bzywildtyp“ beschriftet. Unterschiedliche Farbentggrechen
unterschiedlichen Nukleotiden (A, grii, rot; C, blau; G, schwarz). Jeder Peak repitést ein
Nukleotid der Sequenz.

DasFLT3-Gen besteht aus 24 Exons. Die Mutationsanalysdevauf die Exons 13, 14, 15,
16 und 20 beschrankt, da diese HatspotRegionen de&LT3-Gens darstellen: Mutationen
in den Exons 14 und 15 findet man bei 20-25% dé&ef&n mit AML und Veranderungen in

Exon 20 bei 7% der Patienten mit AML (Reilly 2008Yegen kleiner Introns war auch hier
die Generierung von Amplikons mit zwei Exons mdgli€in Amplikon (Gro3e: 496 bp)

beinhaltet das Exon 13 und 14, ein anderes (GrdB4:bp) beinhaltet Exon 14 und 15,
wiederum ein anderes (GrolRe: 274 bp) beinhaltenEk®d und das letzte (GroRRe: 258 bp)
beinhaltet Exon 20. Nach Sequenzierung der Ampskagrgab die EDV-gestitzte
Auswertung der DNA-Sequenzen eine VarianteHbT3-Gen bei finf Patienten, die in den
einschlagigen Datenbanken bereits als SNP beserigbrde (Tab. 4).

DasCAV2Gen enthalt drei kodierende Exons. Auf Mutationetersucht wurden die beiden
hinteren Exons, woflr zwei Amplikons mit PCR-Protiwkl3en von 411 bp und 375 bp

generiert wurden. Nach Sequenzierung und EDV-gdstifuswertung der DNA-Sequenzen
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konnten drei Veranderungen im kodierenden BereehQAV2Gens gefunden werden, die
jedoch in Online-Datenbanken als SNPs verzeichndt(3ab. 4).

DasPIK3CA-Genbesteht aus 20 kodierenden Exons. In die Mutatimalgae dePIK3CA-
Gens wurden nur die Exons 9 und 20 miteinbezodandiese aldHotspotRegionen flr
Veranderungen bei diversen Tumoren beschriebenemufdelho et al. 2005, Velasco et al.
2006, Fenic et al. 2007, Lai et al. 2008). Die P@Rduktgrofen der zwei generierten
Amplikons waren 417 bp und 486 bp grof3. Nach Seqjammg der Amplikons und EDV-
gestutzter Auswertung der DNA-Sequenzen konnte eumiante im PIK3CAGen
identifiziert werden, die in Datenbanken bereitss@NP beschrieben wurde (Tab. 4).
DasJAK2-Gen besteht aus 25 kodierenden Exons. Der Amimeaéstausch (V617F) in der
autoinhibitorischen JH2-Domane des JAK2-Proteing 1sit malignen, myeloischen
Erkrankungen assoziiert (James et al. 2005a), mtaprechende Codon befindet sich im Exon
14. Es wurde ein Amplikon, das Exon 14 umfassteé,emier PCR-Produktgréf3e von 295 bp
generiert und anschlieBend sequenziert. Im untetsncPatientenkollektiv wurde jedoch
keine Mutation imIAK2-Gen gefunden.

Ein weiteres interessantes Kandidatengen fiur digattunsanalyse, daSPRED1Gen,
besteht aus acht kodierenden Exons. Fur die Musditalyse wurden neun Amplikons mit
PCR-Produktgrof3en von 274 bp, 269 bp, 431 bp, 9840 bp, 398 bp, 397 bp, 552 bp und
567 bp generiert, da aufgrund seiner GroR3e furkcas 8 zwei Amplikons generiert werden
mussten. Nach Sequenzierung der Amplikons und EB&tigzter Auswertung der DNA-
Sequenzen konnten vier Varianten identifiziert vearddie in den Datenbanken bereits als
SNP verzeichnet waren (Tab. 4).

Schlie3lich wurden in dieser Arbeit zwei weitere née namlichFRS2 und FRS3 der
Mutationsanalyse unterzogen. Beide Gene besitadrkfidierende Exons, von denen jeweils
die ersten drei auf Mutationen analysiert wurdererfidr wurden je drei Amplikons mit den
Groél3en von 369 bp, 424 bp und 387 bp fir die Exomd=RS2und 402 bp, 453 bp und

387 bp fur die Exons voRRS3generiert und dann sequenziert. Jedoch konnteh derc
EDV-gestitzten Auswertung der DNA-Sequenzen keinariaviten oder Mutationen

identifiziert werden.

1.2 Identifizierte Sequenzvarianten

Alle identifizierten Sequenzvarianten sind in ,Tab.ldentifizierte Sequenzvarianten in den
GenerKIT, CAV] CAV2 FLT3, SPREDIundPIK3CA* zusammengefasst.
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Nukleotid- L Haufigkeit des
Gen austausch Aminosaureaustausch | (S S0 0 dbSNP

KIT c.1621A>C p.M541L 7/70 rs3822214

c.1638A>G p.K546 1/70 rs55986963

c.1938C>T p.Y646 1/70

C.2394C>T p.1798 3/70 rs55789615
CAV1 c.30+16G>A 2/70

c.75-7C/- 1/70

c.144C>T p.M48I 2/70 rs56014347
CAV?2 c.341+11G/- 3/70 rs3214317

C.341+23G>T 16/70 () rs2270188

c.388C>G p.Q130E 7/70 rs8940
FLT3 Cc.1650A>G p.L550 5/70 rs34374211
SPRED1 | c.288G>A p.K96 67/70 (32) rs7182445

C.452-8 C>A 67/70 (32) | rs7180446

c.452-18 G>A 17/70 () rs7179118

C.1041 T>C p.V347 61/70 (29) | rs3751526
PIK3CA | c.3075C>T p.T1025 1/70 rs17849079

Tab. 4: Identifizierte Sequenzvarianten in den GeenKIT, CAV1, CAV2, FLT3, SPRED1 und PIK3CA.
b In der Klammer ist die Anzahl der homozygot voréeden Fille angegeben; dbSNP: Datenbank
single nucleotide polymorphisms: Referenznummer fir den SNP in der dbSNP-atelk
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V. Diskussion

1. Keine pathogene Mutation in den vier Leukamie-ssoziierten Genen
KIT, FLT3, JAK2 und PIK3CA, in den drei funktionellen Kandidatengenen
des RAS-MAPK-SignalwegsSPRED1, FRS2 und FRS3 sowie in den zweli
nach Tiermodellen ausgewahlten Kandidatengene@AV1 und CAV2 bei 35

Patienten mit Noonan-Syndrom

1.1 Rekapitulation

Aufgrund des haufigen Auftretens myeloproliferatitekrankungen, vor allem JMML und
CMML, beim Noonan-Syndrom (Kratz et al. 2005) wurddie vier Leukamie-assoziierten
GeneKIT, FLT3, JAK2 und PIK3CA bei 35 Patienten mit Noonan-Syndrom auf Mutationen
analysiert. Durch die Sequenzanalyse HoispotRegionen konnte in dieser Arbeit in den
0. g. Genen keine pathogene Mutation entdeckt werdderdings konnten irKIT vier
Veranderungen ermittelt werden, von denen eine ém d@atenbanken von Ensembl,
NCBI und UCSC nicht registriert ist. Auch IinPIK3CA konnte eine
Veranderung ermittelt werden, die jedoch bereitss alSNP bekannt ist.
Eine gemeinsame Konsequenz der derzeit bekanntesdichliichen Genmutationen
fur das Noonan-Syndrom ist die Dysregulation delSRMAPK-Signalkaskade (Roberts et al.
2013). Deswegen wurden in dieser Arbeit die dren&8PRED]1 FRS2 und FRS3
deren Proteinprodukte regulatorisch in die RAS-MA®ignalwege eingreifen, als
funktionelle Kandidatengene auf Mutationen analysieJedoch wurden weder eine
krankheitsassoziierende Mutation noch ein unbesbhlrier Polymorphismus in den drei
funktionellen Kandidatengenen gefunden. Bei Patmenmit Noonan-Syndrom werden
uberdurchschnittlich haufig Herzdefekte diagnostiziwobei Pulmonalklappenanomalien am
haufigsten diagnostiziert werden (van der Burgt 7200Roberts et al. 2013).
Pulmonalklappenanomalien wurden u. a. auch Ripnltdefizienten Mausen beobachtet
(Chen et al. 2000). Dem Maus-Modell entsprechemiddgaPTPN11Gen als Kandidatengen
fur Pulmonalklappenanomalien beim Menschen und rs¢twwz darauf wurde bei Patienten
mit Noonan-Syndrom PTPN11 als erstes Krankheitsgen fur das Noonan-Syndrom
beschrieben (Tartaglia et al. 2001). Man folgt® aler Strategie, Tiermodelle mit einem zur
humanen Erkrankung analogen Phanotyp zur Genidexitfnh zu nutzen. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde diese Strategie angeweri®le Mausen fihrt die Deletion des
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CavlGens zu diversen Herzfehlern (Hnasko und Lisa®®i32 Zhao et al. 2002, Cohen et al.
2003). Caveoline spielen eine Rolle in der kardskudéren Funktion (Panneerselvam et al.
2012) und CAV1 und CAV2 sind zudem Negativregulatoder RAS-MAPK-Signalwege
(Williams et al. 2004, Burgermeister et al. 201ieffet al. 2004). Die Mutationsanalyse der
Kandidatengen€AV1und CAV2 mittels DNA-Sequenzierung bei 35 Patienten mit oo
Syndrom deckte jedoch keine krankheitsursachlichéalbn auf.

1.2 Limitierungen

Zusammengenommen stellt sich die Frage, warum lemeutig pathogene Mutation in den

neun Kandidatengenen bei den 35 Patienten mit Ne8yadrom gefunden wurde.

1.2.1 Technische Limitierung

Es wére moglich, dass ein technisches Problem éePER-basierten Sequenzanalyse die
Ursache war. Wenn sich in einer PrimerbindesequenzSNP oder ein DIP (Deletions-
Insertions-Polymorphismus) befindet, kann es sdiiss ein Allel selektiv amplifiziert wird.
Mittels Datenbanken wie Ensembl Genome Browseund NCBI-dbSNP wurden
Primersequenzen sorgfaltig ausgewéhlt, um diesesblétn moglichst zu vermeiden.
Dennoch wére es denkbar, dass auf einem Allel édaenten ein noch den Datenbanken
unbekannter SNP/DIP in der Primerbindesequenzegirlworaufhin die Hybridisierung des
Primers an dieses Allel ausbleiben und dieses gerimder Uberhaupt nicht amplifiziert
wurde. Beim Vorliegen einer pathogenen Mutation dietem Allel konnte diese, durch die
selektive Amplifikation des gesunden Allels, derafiyse entgehen (Ward et al. 2006). Fur
PCR-Produkte, die in der Sequenzanalyse eine Hsigotie aufweisen, kann dieser
sogenanntallelic drop outallerdings ausgeschlossen werden (Zajickova &08l3, Heinrich

et al. 2004).

1.2.2 Methodische Limitierung

Die rein methodisch bedingte Limitierung der Mutasanalyse mittels direkter DNA-
Sequenzierung kann dazu fuhren, dass eine kraskihsiichliche Mutation unentdeckt bleibt:

So wurden in dieser Arbeit keine Promotoren, 5w.b2 -untranslatierte Bereiche (UTRS)
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und nur die den Exons angrenzenden intronischeei@er auf mogliche Mutationen hin
untersucht. Dartber hinaus kdnnten sich pathogegeehzvarianten auch in regulatorischen
Einheiten, z. B.cisregulatorischen Elementen, befinden. Prinzipiglhkte eine regula-
torische Mutation zu einer verstarkten Transkriptibzw. Translation, damit zu mehr
Signalmolekilen und so durchaus zu einer stark8rgmalweiterleitung in der RAS-MAPK-
Kaskade fuhren. Weil aber alle pathogenen Mutatidre2 Patienten mit Noonan-Syndrom in
kodierenden Bereichen oder Exon/Intron-Ubergangggyeh (Tartaglia et al. 2001, Roberts et
al. 2007, Tartaglia et al. 2007, Razzaque et &72Bandit et al. 2007, Schubbert et al. 2006,
Cirstea et al. 2009, Aoki et al. 2013), wurden iar drorliegenden Arbeit nur diese
Genabschnitte der Kandidatengene auf Mutationemhiersucht. Auch Rearrangements wie
etwa Deletionen oder Duplikationen missen als Kmaitkursache in Betracht gezogen
werden. Wenige Basenpaare involvierende, exoniRd@rangements wirden zwar mittels
der PCR-basierten DNA-Sequenzanalyse entdeckt wergigloch Exon uberspannende
Deletionen oder Duplikationen, Inversionen sowopy number variation§CNVs) wirden
mit diesem Analyseverfahren nicht aufgedeckt werdeNVs entstehen auf Grund von
submikroskopischen Deletionen oder Duplikationed umfassen zwischen 1 Kb und 3 Mb
DNA-Material (Feuk et al. 2006). CNVs kbnnen garene beinhalten, Teile von Genen

oder auch genleere, chromosomale Regionen (Hastrajs2009).

1.2.3 Limitierung durch das Patientenkollektiv

Das aus 35 Patienten bestehende Patientenkollgittigut ausgewahlt. Fur 27 dieser
Patienten sind Klinisch detaillierte Beschreibungerhanden, die auf das Noonan-Syndrom
schlieBen lassen. Besonders die charakteristiseageed; die ein sehr wichtiges klinisches
Kennzeichen darstellt, ist bei diesen Patienterr selsgepragt. Fur die restlichen acht
Patienten waren entweder Bilder vorhanden, wurdenAiztbriefen in jingerem Alter

Noonan-Syndrom-typische Merkmale beschrieben odeww@de nur die Diagnose gestellt
ohne Kklinische Merkmale anzugeben. Eine richtigagbDose ist allerdings sehr von der
Erfahrung und dem Wissen des jeweiligen Arztes adpiga Insbesondere kann es zu
Verwechslungen mit Syndromen aus dem Kreis der Ragien, wie z. B. dem Costello-
Syndrom, dem CFC-Syndrom, dem Legius-Syndrom odem dLEOPARD-Syndrom

kommen. Daher wurden zur Erleichterung der Diagsteieng Scoring-Systeme erstellt,
unter anderem das bedeutende Scoring-System voderadBurgt aus dem Jahr 2007 (Tab. 2:

Scoring-System fir das Noonan-Syndrom).
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Wie in der Einleitung erwahnt, ist das Noonan-Sgmireine autosomal-dominant vererbte
Erkrankung. Bei autosomal-dominanten Erkrankungamnk eine variable Expressivitat
auftreten, sodass klinische Merkmale nicht immasgielhaft ausgepragt sein missen. Die
variable Expressivitat kann nicht nur inter-, samdauch intrafamiliar sehr hoch sein. Man
geht davon aus, dass die phanotypischen Konsequenee jeweils vorliegenden
Genveranderung durch Umweltfaktoren und/oder weitgenetische Faktoren beeinflusst
wird/werden und es dadurch zu dieser variablen giygischen Auspragung kommt.
Selbst bei den 27, hinsichtlich der Klinik genaeast beschriebenen Patienten, wurden
gewisse, fur das Noonan-Syndrom typische klinig€¢aanzeichen nicht dokumentiert. Dies
heil3t aber nicht zwangslaufig, dass sie nicht vwdba waren; sie konnten auch einfach
unerkannt geblieben sein, z. B. wegen nur sehr acher Auspragung, oder sie fanden keine
Beachtung, weil sie als unwichtig erachtet wurdeas(wiederum sehr an die Erfahrung und

das Wissen des jeweils betreuenden Arztes gebusijen

1.2.4 Limitierung — unpassende Kandidatengene
1.2.4.1 Onkogene

In dieser Arbeit wurden Leukamie-assoziierte Gelse kandidatengene fur das Noonan-
Syndrom angesehen. Die KandidatengKhg, FLT3, JAK2 und PIK3CA waren bereits als
myeloproliferative Onkogene aus zahlreichen Studiekannt (Birg et al. 1994, Frohling et
al. 2005, Baxter et al. 2005, Zhao et al. 2005]d<ias et al. 2005, Levine et al. 2005, James
et al. 2005a, James et al. 2005b, Min et al. 2B8@3et al. 2003, Kubota et al. 2004, Zhao et
al. 2004, Brandts et al. 2005, Grandage et al. 2005

Das KIT-Gen kodiert fir ein Transmembranglykoprotein, wagr Aktivierung der
nachgeschalteten RAS-abhangigen Signalwege beitriegen. Ein mutierte&IT-Gen wird
bei 20-30% der Patienten mit akuter myeloischerkbeuie (AML) entdeckt (Frohling et al.
2005). Die Uberlebensrate der Menschen mit AML aivém mutierterKIT-Gen ist gering,
was die AML in diesen Fallen zu einer aggressivemfder Leuk&dmie macht (Won et al.
2013).

FLT3 kodiert flir eine Typ-lll Rezeptortyrosinkinase,edinach Aktivierung mehrere
zytoplasmatische Effektoren innerhalb der RAS-afglgen Signalwege beeinflusst.
Mutationen imFLT3-Gen fuhren zu hamatopoetischen Malignitaten, Wwigex myeloischer
Leukdmie (AML) und akuter lymphatischer Leukamid_(A (Birg et al. 1994, Chillon et al.
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2012). Bei ungefahr 25-30% der Patienten mit AML esne Mutation imFLT3-Gen zu
finden (Mattison et al. 2007, Sanz et al. 2009).td#flanen INnFLT3 sind also fur einen
betrachtlichen Teil der AML-Erkrankungen verantviott. Die Uberlebensrate der Menschen
mit AML oder ALL und einem mutierteRLT3-Gen ist wiederum gering (Chillon et al. 2012,
Li et al. 2013). Somit sind mELT3-Mutationen assoziierte myeloproliferative Erkrangan
als aggressiv einzustufen.

Das JAK2Gen kodiert fur die JAK2-Tyrosinkinase, welche dRAS-MAPK-Signalweg
beeinflussen kann (Rane und Reddy 2000). Die hstefigAK2-Mutation (p.V617F) wird mit
verschiedenen myeloproliferativen Erkrankungen asst: Polycythaemia vera (77% mit
dieser Mutation), essentielle Thrombozythamie (35&ppathische Myelofibrose (43%) und
CMML (Baxter et al. 2005, Zhao et al. 2005, Krals/et al. 2005, Levine et al. 2005, James
et al. 2005b, Pich et al. 2009). Zusammengenomrmehdas alles aggressive Formen der
Leukamie.

Der konstitutiv aktivierte PIK3/AKT-Signalweg spiddei der AML eine entscheidende Rolle
(Min et al. 2003, Xu et al. 2003, Kubota et al. 20@hao et al. 2004, Brandts et al. 2005,
Grandage et al. 2005). Das fur die katalytische h&in kodierende PIK3CA-Gen
(Phosphoinositid-3-Kinase, catalytic, alpha polype@t ist mit erhdhter Frequenz in
menschlichen Tumoren mutiert (Samuels und Velculs#i04, Saal et al. 2005). Allerdings
werden Mutationen inPIK3CAGen nur sehr selten bei hamatopoetischen Erkraygtun
gefunden, welche jedoch dann meist einen aggres$siedauf zeigen (Khwaja 2010).
Zusammengefasst sirieL T3, JAK2, PIK3CA undKIT gute Kandidatengene, da Mutationen
in diesen Genen sehr wohl mit Leukamie assoziied; @llerdings muss eingerdumt werden,
dass es sich dabei vor allem um aggressive Fornilegemnger Uberlebensrate handelt. Die
myeloproliferativen Entartungen bei Patienten mioNan-Syndrom sind hingegen eher
milde Formen der JMML, die zumeist Kinder betrefiamd bis zum Erwachsenenalter auch
ohne Behandlung spontan remittieren (Bastida e2@l1). Die Zahl erwachsener Patienten
mit Noonan-Syndrom mit einer schwerwiegenden maligmyeloproliferativen Erkrankung,
wie AML, ist Studien zu folge gering (Hasle et aD09). Der Ansatz JMML-assoziierte
Kandidatengene auf Mutationen bei Patienten mit fdneSyndrom zu untersuchen war
dennoch vielversprechend, wie auch die Identifdatvon CBL, einem bekannten Onkogen
far JMML, als Krankheitsgen fir eimNoonan-likeSyndrom bewies (Loh et al. 2009,
Martinelli et al. 2010, Niemeyer et al. 2010, Pezeal. 2010).
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1.2.4.2 Kandidatengene aufgrund von Tiermodellen

Bei einem Groldteil der Patienten mit Noonan-Syndromerden Herzdefekte, oft
Pulmonalklappenstenosen (van der Burgt 2007), dstgriert. Mittels der Strategie Uber
Tiermodelle mit einem zur humanen Erkrankung arextoghanotyp wurden die GeGAV1
und CAV2 ausgewahlt. Das CAV1-Protein ist essentiell fig Bardiopulmonale Funktion
(Zhao et al. 2002). Beatavl-defizienten Mausen finden sich eine Herzhypertiopimd eine
dilatative Kardiomyopathie (DCM). Interessanteneeisitt bei diesen Mausen auch eine
verstarkte Signalweiterleitung der RAS-MAPK-Kaskaéd (Zhao et al. 2002, Cohen et al.
2003). DasCAVILhomologeCAV2Gen wurde ebenfalls als Kandidatengen angeselen, d
beide als Interaktionspartner mit gemeinsamer Ronkbeschrieben wurden (Razani und
Lisanti 2001, Razani et al. 2002). In den KandidgemenCAV1 und CAV2konnte jedoch
keine pathogene Mutation bei den 35 Patienten gefunwerden. Die Strategie,
Kandidatengene nach Tiermodellen mit einem zur mam&rkrankung analogen Phanotyp
auszuwahlen, ist nicht allgemein zulassig, denmmisdange weil3 man, dass Menschen und
Mause bei orthologem Gendefekt nicht dieselben giy@rschen Merkmale aufweisen
missen (Erickson 1996). Einige Merkmale sind haufigerschiedlich ausgepragt bzw. bei
Mausen nicht vorhanden, wie z. B. fir einen mit émtington-Krankheit assoziierten
Gendefekt beschrieben wurde: Wahrend bei MenschamkReitstypische Dyskinesien
beobachtet werden, ist dies bei Mausen mit Hurdmgticht der Fall (Simmons 2008). Ein
anderer Grund fur das Nichtauffinden von pathogeéviatationen in derCAV-Genen konnte
daran liegen, dass Herzdefekte aul3erst heterogeh Blerzeit werden allein mit der
hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) Mutationen inuneGenen und mit der dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) Mutationen in 13 Genen assoziJacoby und McKenna 2012).
Die Herzentwicklung ist sehr komplex und von viel@enen abhangig (Blue et al. 2012,
Yuan et al. 2013) und eine Auswahl von einzelnemébeals Kandidatengene fiur eine

herzspezifische Erkrankung [gr semehr oder minder willktrlich.

1.2.4.3 Gene fur Signaltransduktionsproteine

Die Dysregulation der RAS-MAPK-Signalwege fihrt gwndlegenden Stérungen in der
menschlichen Entwicklung und wird mit den NCFC-Spak-Erkrankungen assoziiert
(Mautner et al. 2010). Die KandidatengdfieS2und FRS3kodieren fiir Adaptorproteine, die

nach Stimulation von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren F@F (ibroblast growthfactoy oder
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NGF (nerve growthfactor intrazellular eine Signalweiterleitung férdern dursomit zur
Aktivierung der RAS-MAKP-Signalkaskade beitragen n¢O et al. 2000). Die
Phosphorylierung von zwei Tyrosinresten des SPRERieins dagegen fuhrt zur
Inhibierung des RAS-MAPK-Signalwegs: SPRED1 binget RAF und kann so die
RAS/RAF-Interaktion negativ beeinflussen (QuintaAadelo et al. 2011). Im
Umkehrschluss wirde ein SPRED1-Funktionsverlush anit einem Verlust der Inhibierung
des RAS-MAPK-Signalwegs einhergehen, was zu eirnstéirkten Signalweiterleitung
fuhren kdnnte. Tats&chlich wurden berdatss-of-functionKeimbahnmutationen iSPRED1
mit dem Legius-Syndrom, einer Erkrankung aus demmEakreis der NCFC-Syndrome,
assoziiert (Brems et al. 2007, Denayer et al. 20IdJtz dieser vielversprechenden Fakten
konnten in unserem Patientenkollektiv keine Mutaio in FRS2 FRS3 und SPRED1
gefunden werden. Diese negativen Befunde konntedexium einer gewissen Willkirlichkeit
bei der Auswahl dieser genannten Kandidatengenehgkket sein: Da die Anzahl
regulatorischer Proteine in den RAS-MAPK SignalwegelRerst grol3 ist (Abb. 8), kann die
Wahrscheinlichkeit eine Mutation in einem der ergspenden Gene in einem begrenzten
Patientenkollektiv aufzudecken als eher gering esobatzt werden. Dennoch kann diese
Strategie als zielfiihrend betrachtet werden, dena. wurde sie bei der Identifikation von
SHOC2 als Krankheitsgen fiir ein dem Noonan-Syndrom #&heB Syndrom angewendet
(Cordeddu et al. 2009)SHOC2 kodiert fur ein Leucin-reiches Gerlstprotein, die
Signaltransmission in der RAS-MAPK-Kaskade posmnoduliert (Sieburth et al. 1998,
Selfors et al. 1998) (Abb. 8).

1.2.4.4 Zusammenschau

Derzeit nimmt man an, dass die noch nicht ideméiften Noonan-Syndrom-assoziierten
Krankheitsgene fir Proteine aus RAS-abhangigen aBigrgen kodieren (Zenker und
Wieczorek 2007). Auch alle neun in der vorliegendebeit analysierten Kandidatengene
kodieren fur Proteine, die funktionell in die RABkéngigen Signalwege involviert sind
(s. Abb. 8). Dennoch konnte in keinem dieser Gene pathogene Mutation in unserem
Patientenkollektiv aufgedeckt werden. Aus der Adiloilg 8 wird jedoch deutlich, dass es
viele weitere Proteine gibt, welche in die RAS-alige Signalweiterleitung eingreifen. Die
entsprechenden Gene konnen demnboha fide als Kandidatengene fur das Noonan-

Syndrom angesehen werden.
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RTks RTHs

' — stimulierend
ﬂe]geng — inhibierend

Abb. 8: Schematische Darstellung der RAS-abhangige®ignalwege.Dargestellt sind die funktionellen
Zusammenhange von kodierten Proteinen (I) dem,n@u der vorliegenden Arbeit sequenzierten
Kandidatengene (orange), (II) der bekannten NoeéByndrom-assoziierten Krankheitsgene (blau),
(111 von zwei Krankheitsgenen, die mit einem Mao-Syndrom-ahnlichen Phanotyp assoziiert
werden (rosa), (IV) weiteren putativen Kandidgienen fir das Noonan-Syndrom (gelb) und (V)
sonstigen Genen (griin). RTK, Rezeptor-Tyrosinséma

2. Ungeklarte Varianten in den untersuchten Kandidéengenen

In den KandidatengendflT und CAV1wurden ungeklarte Sequenzvarianten gefunéén:
€.1938C>T;CAV1c.30+16G>A undCAV1c75-7C/-. Da keine elterlichen DNA-Proben zur
Verfigung standen, konnten keime® noveNachweise durchgefiuihrt werden. Intronische
Sequenzverdnderungen (wie etwa @AV1 c.30+16G>A undCAV1 c75-7C/- Varianten)
aber auch stille Mutationen (wie di@dT ¢.1938C>T Variante) kdnnen unter Umstanden das
SpleiRen der pra-mRNA verandern und so zu Kran&heitihren. Beispielsweise wurde
berichtet, dass 50% der Patienten mit Neurofibros&tTypl, welche zu den NCFC-
Syndromen gehort, Mutationen in Spleil3stellen aidere (Baralle und Baralle 2005, Ars et
al. 1999). Schatzungsweise sind bis zu 33% alleretigch bedingten Krankheiten auf
Veranderungen von Splei3stellen zurliickzufiihren @dawet al. 2013). Beim Spleil3vorgang
werden Intronabschnitte aus der pr&-mRNA heraubgésen und die Exons miteinander zur
MRNA verbunden. Die dazu nétigen Erkennungssequesing hoch konserviert und werden

als Splei3stellen, im Detail als Spleiddonorst€ieSpleil3stelle) und Splei3akzeptorstelle
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(3"-Spleil3stelle), bezeichnet. Mutationen kénnes 8pleilen auf unterschiedliche Arten
verandern (Lewandowska 2013, Desmet und Beroud)2@&E2spielsweise kann der Verlust
einer SpleiRakzeptorstelle dazu fuhren, dass dohsté 3'-liegende, intakte Spleil3stelle
verwendet wird, dadurch ein Exon als Intron geleset daher beim Spleil3en entfernt wird,
sodass eine aberrante mRNA entsteht (Lewandowskd)2H8s kann auch sein, dass anstatt
der ,zerstorten” Splei3stelle eine sogenannte ksgpe“ Spleil3stelle verwendet wird, die in
der Wildtyp-Sequenz zwar vorhanden, jedoch nicimveadet werden wiirde (Lewandowska
2013, Desmet und Beroud 2012). Auch dies hatteFnlge, dass eine aberrante mRNA
gebildet wird. Durch eine Mutation kdnnte aber aeate neue starke Spleil3stelle entstehen,
welche bei Verwendung ebenfalls die Bildung einkereanten mRNA verursachen kann
(Vasu et al. 2012). Prinzipiell kbnnen SpleiBmuata¢in auch danach unterschieden werden,
ob es zu einem Verlust des offenen Leserahmens kaaen nicht. Eine haufige Konsequenz
im Fall des Verlustes des offenen LeserahmenseistAdbbau der entstehenden aberranten
MRNA aufgrund eines vorzeitigen Stoppcodons Ubar deechanismus desionsense-
mediated MRNA deca{dMD) (Popp und Maquat 2013, Fang et al. 2013);Ryiotein wirde
von diesem Transkript nicht mehr entstehen (Fangl.e2013). Im zweiten Fall kann es
hingegen zur Expression eines aberranten Proteiosimen. SchlieRlich kénnten
Sequenzverdnderungen, wie die obenKI und CAV1 beschriebenen, regulatorische
Elemente inmitten von ExongXonic splicing enhancetsw. silencej oder Introns ifitron
splicing enhancebzw. silencej betreffen. Die Dysregulation solcher Elementedeupereits
haufiger als Ursache genetisch bedingter Erkrandirgeschrieben (Blencowe 2000), wie
z. B. fur dieBecker Muskel Dystrophi@BMD) (Shiga et al. 1997) oder digontotemporal
dementia with parkinsonism linked to chromosome(HIDP-17) (D"Souza et al. 1999).
In den Féllen der ungeklarten o. g. Sequenzvamaktnten mit Hilfe von speziellen
SpleilRvorhersageprogrammen silico zwar keine negativen Auswirkungen festgestellt
werden, dennoch kdnnen endgultige Aussagen nuhdungtro (z. B. Minigene-Assaybzw.

in vivo (Patienten-RNA-Analysen) Untersuchungen gemacindere

3. Optionen zur ldentifizierung weiterer Krankheitsgene — Ausblick

3.1 Verwendung alternativer Locus-spezifischer Scening-Methoden

In den in dieser Arbeit untersuchten Kandidatenge®K2 FRS2 FRS3 SPRED] KIT,
CAV] CAV2 FLT3 und PIK3CA konnten mittels PCR und Sequenzierung keine patiey
43



V. Diskussion

Mutationen im Patientenkollektiv gefunden werderesheildt aber nicht zwangslaufig, dass
in diesen Genen keine pathogenen Mutationen vodrasthd, denn - wie bereits erértert -
konnen gewisse Genveranderungen (z. B. bestimmteaganische Deletionen und
Duplikationen) mittels Sequenzierung nicht aufgéteeverden. Zur Identifizierung
intragenischer Deletionen und Duplikationen eigesh u. a. die sogenanntaultiplex
ligation-dependent probe amplificatigMLPA) (Rusu et al. 2007). Eine MLPA-Analyse fur
die oben genannten Kandidatengene kdnnte demnachdentifikation von pathogenen
Varianten fuhren. Es muss allerdings eingerdumtderer dass bei 44 mutationsnegativen
Patienten mit einer Erkrankung aus dem NCFC-Syndfommenkreis mittels MLPA keine
Mutation in den bereits bekannten KrankheitsgeR&®N11l SOS]1 RAF1 KRAS BRAFR
MEK1 und MEK2 identifiziert wurde (Nystrom et al. 2010). Deradidviutationen waren

demnach eher selten zu erwarten.

3.2 Rekrutierung eines groReren Patientenkollektivs

Derzeit ist bei ca. 25% der Patienten mit Noonand8ym die Atiologie unbekannt (Tartaglia
et al. 2011). Grundsatzlich ist es gerade bei eigenmgen Prozentsatz mutationsnegativer
Patienten wichtig, ein grof3es Patientenkollektivwzihlen, um die Wahrscheinlichkeit der
Entdeckung einer pathogenen Mutation zu erhéherar Zavscheint das hier beschriebene
Patientenkollektiv von 35 Individuen bei einer hinz von 1:2500 fiir das Noonan-Syndrom
relativ grof3, dennoch konnte die Rekrutierung wertéatienten mit Noonan-Syndrom und
die Sequenzierung der in dieser Arbeit untersuchtandidatengene bei diesen weiteren
Patienten schlie3lich doch noch zur Identifizierugiges neuen Krankheitsgens flur das
Noonan-Syndrom fiihren. Darlber hinaus sollte aufgraer klinischen Uberlappungen
zwischen den einzelnen RASopathien (Denayer unduke?207) das Patientenkollektiv um
nicht eindeutig einzelnen RASopathien zuzuordneR@ddienten erweitert werden. Dies

konnte schliel3lich zum Aufdecken neuer RASopatkssaiierter Krankheitsgene fihren.

3.3 Genomweite Analysen: Array CGH und NGS

Angenommen, die analysierten Kandidatengene siimk Kerankheitsgene fur das Noonan-
Syndrom. Um dennoch bei mutationsnegativen Patiedts ursachliche Krankheitsgen zu
finden, bieten sich heutzutage in erster Linie geweite Analysen an. Mittels derray
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comparative genomic hybridizatiqarray CGH) kdnnen submikroskopische Deletioned un
Duplikationen, sogenanntopy number variation§CNVs) genomweit aufgedeckt werden,
so dass Limitierungen von Locus-spezifischen Tdami(z. B. MLPA) keine Rolle mehr
spielen (Sireteanu et al. 2012). Diext generation sequencing technolgyS) erdffnet die
Mdoglichkeit, zeitsparend und kosteneffektiv das zganGenom (gesamtgenomische
Sequenzierung) oder die kodierenden Bereiche (E®equenzierung) zu sequenzieren und in
allen sequenzierten Regionen Uber den EDV-gestitAfergleich mit vorhandenen
Datenbanken nach der einen pathogenen Sequenzearr@an suchen (Mardis 2008).
Zahlreiche Krankheitsgene konnten mit Hilfe der NG&Zhnologie schon identifiziert
werden (Veltman und Brunner 2012, Meyerson et @L02. Auch fur die hier untersuchte
Fragestellung erscheint dieser Ansatz mittels N@&hmologie als der mit der grof3ten

Erfolgsaussicht.
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VI. Zusammenfassung

Das Noonan-Syndrom ist ein vergleichsweise haufigesgenitales Fehlbildungssyndrom
(Pravalenz: 1:1000 — 1:2500), das autosomal-dormivarerbt wird und zumeist sporadisch
aufgrund von Neumutationen auftritt. Gekennzeichmatd diese Erkrankung durch
Kleinwuchs, typische faziale Dysmorphiezeichen, zkar Nacken, charakteristische
Herzanomalien und eine Pradisposition fir bestimh@matologische Tumorerkrankungen
(z. B. JMML). Das Noonan-Syndrom zeigt klinische ddchneidungen mit dem kardio-
fazio-kutanen-Syndrom, dem Costello-Syndrom, dergiueSyndrom, der Neurofibroma-
tose Typ 1, dem LEOPARD-Syndrom und mit dem Noog@lanlichen SyndromNoonan
syndromewith loose anagen hajirund wird deshalb mit diesen Erkrankungen unter de
Begriffen RASopathien und Neuro-kardio-fazio-kutaBgndrome zusammengefasst. Beli
ungefahr 75% der Patienten mit Noonan-Syndrom étletichem klinischen Bild kann der
urséchliche Gendefekt in einem der acht GemPN11 SOS1KRAS NRAS RAF1, SHOC2,
CBL und RIT1 aufgedeckt werden Diese kodieren alle fur wichtige
Signaltransduktionsproteine, welche RAS-abhangiggneébvege regulieren und so eine
Vielzahl an zellularen Prozessen, wie z. B. Zelifgmtion, Zellwachstum,
Zelldifferenzierung oder Zelliberleben steuern.li2aetwa 25% der Patienten mit Noonan-
Syndrom keine Mutation in einem der o. g. Gene mgdm wird, werden weitere
Krankheitsgene fiir dieses Syndrom vermutet. Im Rahiher vorliegenden Arbeit wurden
DNA-Proben von 35 mutationsnegativen Patienten nhNbonan-Syndrom einer
Mutationsanalyse mittels DNA-Sequenzierung nachg®amnterzogen. Im Detail wurden
neun Kandidatengene fur das Noonan-Syndrom andty¢le Da beim Noonan-Syndrom
hamatologische Tumorerkrankungen auftreten, wuxienLeukamie-assoziierte GenglT,
FLT3, JAK2und PIK3CA) sequenziert, (Il) drei funktionelle Kandidatenge®RS2 FRS3
und SPREDJ) wurden aufgrund ihrer Beteiligung an der Reguolatder RAS-abhangigen
Signalwege analysiert und (lll) zw&andidatengeneQAV1 und CAV2 wurden aufgrund
von zum Noonan-Syndrom phéanotypischen Uberlappubgeiermodellen ausgewahlt. In
sechs dieser Kandidatengene wurden insgesamt 1(hiseke und 6 intronische
Sequenzvarianten gefunden, von denen 13 durch Betkrecherchen als Einzel-Nukleotid-
Polymorphismen identifiziert und somit als humahpgen ausgeschlossen werden konnten.
Fur die drei ungeklarten Sequenzvarianten, von memweei intronische ICAV1 und eine
exonische inKIT aufgedeckt wurden, konntem silico mit Hilfe von EDV-gestitzten

Vorhersageprogrammen zu moéglichen mutationsbedingegédnderungen beim Spleil3en der

46



VI. Zusammenfassung

pra&-mRNA keine negativen Auswirkungen postulierrdes. Endgultige Aussagen zu einer
Pathogenitat dieser Varianten kdnnen jedoch nuchduarvitro bzw. in vivo Untersuchungen
gemacht werden.

Zusammengefasst fihrte die Mutationsanalyse deg. meun Kandidatengene nicht zur
Beschreibung eines weiteren Krankheitsgens firM@snan-Syndrom; mégliche Ursachen
fur dieses Ergebnis werden in der Arbeit diskutidds Krankheitsgene fur das Noonan-
Syndrom ausgeschlossen werden kdnnen die hiersieidbn Gene jedoch nicht, da gewisse
Sequenzveranderungen, wie z. B. Exon-uUbergreifdddglikationen, durch die gewéhlte
Analysemethode nicht feststellbar sind. Schlie3heind ein Ausblick gegeben, welche
modernen humangenetischen Analysen (z. B. Exomsegprang) vielversprechend sind, um
im vorhandenen Patientenkollektiv neue Krankheitsgélir das Noonan-Syndrom und

ahnliche Erkrankungen zu identifizieren.
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