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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Balancierte chromosomale Translokationen als Hilfsmittel

zur Identifizierung neuer Krankheitsgene

Die Identifizierung neuer Krankheitsgene und die Aufklarung der zu Grunde liegenden
Pathomechanismen ist eines der groffiten Forschungsfelder in der Humangenetik unserer
Zeit. Derzeit sind 4311 Krankheitsgene fiir Mendel’sche Erbgénge bekannt. Bei weiteren
1681 Mendel’schen Krankheiten ist das krankheitsverursachende Gen noch unbekannt und
bei 1845 Krankheiten wird ein Mendel’scher Erbgang vermutet (NCBI (OMIM), Stand
Oktober 2014). Dies zeigt, dass erst ca. die Hélfte aller Krankheitsgene mit Mendel’scher
Vererbung tiberhaupt identifiziert wurde.

Eine mogliche Methode zur Identifizierung neuer Krankheitsgene ist die molekulare Cha-
rakterisierung chromosomaler Aberrationen (Tommerup 1993). Die Inzidenz reziproker de
novo Translokationen liegt in der Normalbevolkerung bei etwa 1:2000, ca. 6% dieser Fal-
le gehen mit phanotypischen Auffalligkeiten einher (Warburton 1991). Diese balancierten
chromosomalen Aberrationen wie Translokationen und Inversionen kénnen in Verbindung
mit klinischen Auffilligkeiten hilfreich zur Identifizierung neuer Krankheitsgene sein. So
konnen grundsétzlich drei Moglichkeiten in Betracht gezogen werden (Strachan u. Read
1999):

1. Der Zusammenfall von chromosomaler Aberration und klinischem Phéanotyp ist rein

zufallig.

2. Es bestehen submikroskopische Deletionen oder Duplikationen; das Rearrangement er-

scheint zytogenetisch nur balanciert.

3. Die Unterbrechung eines Gens oder eines regulatorischen Sequenzelementes stehen in

direktem Zusammenhang mit der Erkrankung.

Im zweiten und dritten Fall lassen sich durch eine genaue Analyse der Bruchpunktregion
und der dort ansassigen Gene wichtige Informationen iiber neue mégliche Krankheitsge-
ne ableiten. Hierfiir kann die Familienanamnese weitere wichtige Hinweise liefern: Liegt
dieses Rearrangement nicht bei den Eltern des Patienten, also de novo vor, und zeigt nur
der Indexpatient klinische Auffilligkeiten, steigt die Wahrscheinlichkeit einer kausalen
Assoziation des chromosomalen Befundes mit der Erkrankung. Sollte das Rearrangement
innerhalb der Familie mit dem Krankheitsphanotyp segregieren, erscheint ein Zusammen-

hang zwischen Chromosomenaberration und Krankeitsphanotyp als sehr wahrscheinlich.

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 1



EINLEITUNG

1.1.1 Identifizierung von Kandidatengenen Mendel’scher Erkrankungen mit

Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Liegt das chromosomale Rearrangement de novo vor oder segregiert mit dem Krank-
heitsphéanotyp, erscheint ein Zusammenhang zwischen Translokation und Krankheitsbild
wahrscheinlich. Um zu untersuchen, ob keine submikroskopischen Imbalancen, z.B. im Be-
reich der Bruchpunkte, den Krankheitsphénotyp verursacht haben kénnten, wird zunachst
eine Array-basierte komparative Genomhybridisierung (Array-CGH) durchgefiithrt. Nach
Ausschluss von krankheitsrelevanten Kopienzahlverdnderungen werden die Translokati-
onsbruchpunkte weiter eingegrenzt, wozu die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
angewandt wird. Dabei wird durch fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden ein so genanntes
split signal gesucht, also eine Sonde, die sowohl auf dem Wildtyp- als auch auf dem deri-
vativen Chromosom hybridisiert und somit ein bruchpunktiiberspannendes Signal liefert
(sieche Abbildung 1.1). Dies erlaubt eine Eingrenzung der Bruchpunktregionen auf wenige
Kilobasen (Liehr 2009).

Abbildung 1.1: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Metaphasechromosomen eines
Patienten mit einer 1;5-Translokation

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 5 und auf
den derivativen Chromosomen 1 [der(1)] und 5 [der(5)]. Die Signale sind mit ensprechenden weilen
Pfeilen markiert (Foto aus Chilian 2012).

Das Ergebnis einer Bruchpunkteingrenzung kann sein, dass das Rearrangement ein Gen
direkt oder eine regulatorische Einheit des Gens unterbricht bzw. vom Gen entfernt und
dies der Grund fiir die Krankheit ist (Strachan u. Read, 1999). Mittels Datenbankrecher-
che wird daher anschliefend in den Bruchpunktregionen nach moglichen Kandidatengenen

gesucht, die fiir den entsprechenden Phénotyp wahrscheinlich erscheinen.

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 2



EINLEITUNG

1.1.2 Bestatigung der moglichen Krankheitsgene durch Aufdecken weiterer

Mutationen

Nachdem ein entsprechendes Kandidatengen identifiziert wurde, ist eine Mutationsanaly-
se des Gens bei Patienten mit einem dhnlichen Phanotyp notwendig, um dieses Gen als
Krankheitsgen bestitigen zu konnen (Strachan u. Read 1999). Dafiir erfolgt die Rekrutie-
rung einer Kohorte von Patienten mit einem dhnlichen Phénotyp und unauffalligem Ka-
ryotyp. Nach DNA-Isolierung und anschlieSender Sequenzierung des Kandidatengens wird
nach weiteren Mutationen in diesem Gen gesucht. Dabei kénnen nun auf DNA-Ebene bei-
spielsweise Punktmutationen, wie Nonsense- oder Missense-Mutationen, detektiert wer-
den. Ein de novo-Nachweis stellt meistens einen wichtigen Hinweis fiir die Pathogenitét
der entsprechenden Mutation dar (Robinson et al. 2011). Sollten in dem Gen mehrere Mu-
tationen bei nicht-verwandten Patienten gefunden werden, so ist es sehr wahrscheinlich,
dass dieses Gen auch tatséchlich mit dem klinischen Bild zusammenhéngt. So fiihrte die-
ses Vorgehen in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Kerstin Kutsche beispielsweise zur
Identifizierung von GRIN2A und GRIN2B als Krankheitsgene fiir Intelligenzminderung
und/oder Epilepsie (Endele et al. 2010).

1.2 Intelligenzminderung
1.2.1 Klinisches Spektrum der Intelligenzminderung

Intelligenzminderung ist nach der Einteilung der Weltgesundheitsorganisation (World
Health Organization, WHO) ein Zustand verzogerter oder unvollstandiger Entwicklung
der geistigen Fahigkeiten, insbesondere der Wahrnehmung, Sprache, motorischen und so-
zialen Fertigkeiten. Verbunden ist dies mit einer verminderten Fahigkeit, den gew6hnlichen
Anforderungen des Alltags gewachsen zu sein. Dies kann zusétzlich mit weiteren physi-
schen oder geistigen Einschrankungen einhergehen (World Health Organization 2001).
Nach der 10. Version der ebenfalls von der Weltgesundheitsorganisation erarbeiteten In-
ternationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheits-
probleme (International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems,
ICD-10) kann Intelligenzminderung wie folgt eingeteilt werden (Dilling u. World Health
Organization 2011):

F70.- Leichte Intelligenzminderung
[Q-Bereiche von 50-69. Lernschwierigkeiten, Erwachsenen ist es oft moglich, zu arbeiten

und soziale Beziehungen zu unterhalten.

F71.- Mittelgradige Intelligenzminderung

IQ-Bereiche von 35-49. Deutliche Entwicklungsverzogerung, den meisten Personen ist es

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 3



EINLEITUNG

aber moglich, ein gewisses Mafl an Unabhangigkeit und eine ausreichende Kommunikati-

onsfahigkeit zu erlangen.

F72.- Schwere Intelligenzminderung

IQ-Bereiche von 20-34. Eine andauernde Unterstiitzung ist notwendig.

F73.- Schwerste Intelligenzminderung
IQ von unter 20. Die eigene Versorgung, Beweglichkeit und Kommunikation ist hochgra-

dig beeintrachtigt.

F74.- Dissoziierte Intelligenz
Es besteht eine deutliche Diskrepanz (mindestens 15 IQ-Punkte) zwischen verschiedenen

Teilbereichen.

Eine Einteilung nach den Ziffern F78.- (Andere Intelligenzminderung) und F79.- (Nicht
néher bezeichnete Intelligenzminderung) ist moglich, wenn eine weitere Einteilung mit
Hilfe der iiblichen Verfahren auf Grund von begleitenden sensorischen oder korperlichen
Beeintriachtigungen nicht moglich ist oder die Informationen tiber das Ausmafl der Intel-

ligenzminderung nicht ausreichend gegeben sind.

1.2.2 Ursachen der Intelligenzminderung

Die Préavalenz der Intelligenzminderung wird insgesamt auf ca. 1-3% geschéatzt (Roeleveld
et al. 1997, World Health Organization 2001); die Angaben variieren stark, je nach Studie.
Im Bereich der leichten Intelligenzminderung kann dies damit zusammenhangen, dass
nicht jeder Fall diagnostiziert wird, insbesondere dann nicht, wenn die Kinder in der
Schule in der Lage sind, zu folgen (Roeleveld et al. 1997). Flachendeckende Studien mit
Intelligenztests erbrachten dagegen meist hohere Werte von knapp tber 3% (Stein et al.
1976), dies mag jedoch auch mit Overreporting begriindet sein (Roeleveld et al. 1997).
Schwere Intelligenzminderung wird wahrenddessen relativ konstant mit einer Prévalenz
von ca. 0,3% angegeben (Roeleveld et al. 1997, World Health Organization 2001), was
auch darauf hinweist, dass schwere Intelligenzminderung weniger von exogenen Faktoren
abhangt (Roeleveld et al. 1997). Die Ursachen fir Intelligenzminderung sind vielfaltig
(siche Abbildung 1.2), insgesamt sind ca. 20% mehr méannliche Individuen betroffen, was

sich durch X-chromosomale Vererbung erklaren lasst (Roeleveld et al. 1997).

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 4
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Chremosomale
Auffalligkeiten
129

Subtelomerische
Auffalligkeiten
6%

Fragiles-X-
Syndrom 1%

Andere bekannte
Syndrome 3%

Stoffwechszel-
erkrankungen 3%

Abbildung 1.2: Ubersicht zu Ursachen der Intelligenzminderung
Mogliche Ursachen der Intelligenzminderung und ihre Verteilung in der Gesellschaft sind dargestellt.
(Abbildung modifiziert nach Winnepinckx et al. 2003)

Es kann zwischen genetisch bedingter und nicht-genetisch bedingter Intelligenzminderung
unterschieden werden. Die haufigste verhinderbare nicht-genetische Ursache fiir Intelli-
genzminderung ist lodmangel (Delange 2000). Weitere mégliche nicht-genetische Ursachen
sind beispielsweise der Einfluss toxischer Substanzen, wie z.B. Alkohol, in der Schwanger-
schaft, Asphyxie, Frithgeburtlichkeit, Neugeboreneninfektionen oder auch schwere Trau-
mata wie Hirnblutungen (Chelly et al. 2006). Genetische Ursachen sind auf chromosoma-

ler, monogener, polygener und mitochondrialer Ebene moglich (siche Tabelle 1.1).

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 5
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Chromosomale Auffalligkeiten
Nummerische Chromosomenaberrationen
Strukturelle Chromosomenaberrationen
Submikroskopische Aberrationen
Interstitielle Duplikationen und Deletionen
Subtelomerische Duplikationen und Deletionen
Monogene Ursachen
Autosomal-dominant
Autosomal-rezessiv
X-chromosomal
Polygene Ursachen
Mitochondriale Ursachen
Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die verschiedenen genetischen Ursachen der Intelligenzmin-
derung

Dargestellt sind die mdglichen genetischen Ursachen der Intelligenzminderung und ihre Einteilungen
(Tabelle nach Winnepinckx et al. 2003)

Die héufigste genetische Ursache fiir Intelligenzminderung ist die Trisomie 21 mit ei-
ner Prévalenz von 1/700 und einem breiten klinischen Erscheinungsbild (Rehder u. Fritz
2005). Die meisten monogenen Defekte sind zur Zeit auf dem X-Chromosom bekannt, die
Anzahl der bekannten autosomal-rezessiven Krankheitsgene steigt allerdings zunehmend
(Chelly et al. 2006). Derzeit sind ca. 450 Gene bekannt, in denen Mutationen Intelli-
genzminderung verursachen kénnen (van Bokhoven 2011). Allerdings wird geschétzt, dass
bis zu 1400 Gene krankheitsassoziiert sein konnten (Raymond 2010). Neuere Untersu-
chungen mittels Exomsequenzierung deuten zusatzlich darauf hin, dass der Grofteil der
mit Intelligenzminderung assoziierten Erkrankungen durch autosomal-dominante de novo

Mutationen in bisher nicht bekannten Krankheitsgenen bedingt ist (Vissers et al. 2010).

1.3 Bindegewebserkrankungen aus dem Formenkreis des

Marfan-Syndroms
1.3.1 Marfan-Syndrom

Das Marfan-Syndrom wurde erstmals 1896 von dem franzosischen Kinderarzt Antoine
Marfan in einer Abhandlung iiber ein 5-jahriges Méadchen mit Arachnodaktylie beschrie-
ben (Gott 1998). Es hat eine geschitzte Préavalenz von 1/10.000 und zeigt eine hohe
Penetranz und klinische Variabilitat, sowohl interfamilidr als auch zwischen verschiede-
nen Familienmitgliedern. Sogar neonatale Formen des Marfan-Syndroms sind beschrieben
(Milewicz 1994). Ca. ein Viertel der Falle ist durch eine Neumutation bedingt (Milewicz

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 6
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1994). Das klinische Bild des Marfan-Syndroms ist gekennzeichnet durch eine Bindege-
websschwache und Fehlbildungen des kardiovaskuldren und des skelettalen Systems, der
Augen und der Haut (Dietz 2011, Faivre et al. 2009). Am Herzen zeigen sich regelmafig
Mitral- oder Aortenklappeninsuffizienzen und frithe Aortenaneurysmen und -dissektionen,
die eine Operation unumgénglich machen (Dietz 2011). Unbehandelt liegt, insbesondere
durch akute Aortendissektionen (ca. 80%) bedingt, das mittlere Todesalter bei 32 Jahren;
durch eine frithe operative Intervention konnte dies allerdings in den letzten 30 Jahren
signifikant bis auf 61 Jahre gesteigert werden (Finkbohner et al. 1995, Mommertz et al.
2008). Skelettale Fehlbildungen zeigen sich oft an der Wirbelsdule, dem Sternum, den
Hénden und den Fiilen. So entwickeln bis zu 2/3 aller Patienten mit Marfan-Syndrom
ein Pectus excavatum oder carinatum, sowie bis zu 60% aller Patienten eine Skoliose
(Dieckmann et al. 2003). Zu Diagnosezwecken zeigt sich ebenfalls oft ein reduzierter Quo-
tient von oberer zu unterer Koérperhalfte bzw. ein positives Verhaltnis von Armspann zu
KorpergroBe sowie ein positives Daumen- und Handgelenkzeichen (sieche Abbildung 1.3)
(Dieckmann et al. 2003). Arachnodaktylie, iiberstreckbare Gelenke, Plattfife und ein ho-
her gotischer Gaumen kommen ebenfalls vor (Faivre et al. 2009). Die schwerwiegendste
Komplikation des Auges ist die Subluxation der Linse an einem oder beiden Augen bei
bis zu 80% der Patienten (Zheng et al. 2012); Myopie kommt ebenfalls regelméfig vor
(Dietz 2011). Weiterhin kann als schwerwiegende Komplikation ein Spontanpneumotho-
rax auftreten (Dietz 2011). Die Bindegewebsschwéche der Haut zeigt sich in Striae dis-
tensae und rezidivierenden Hernien (Dietz 2011, Faivre et al. 2009). Eine Schwangerschaft
bei betroffenen Frauen gestaltet sich oft komplikationsreich und erhoht das Risiko einer
Aortendissektion weiter (Dietz 2011). Eine Duraektasie kommt ebenfalls haufig vor, hat
jedoch keinen Krankheitswert. Sie stellt daher nur ein weiteres diagnostisches Kriterium
fir das Marfan-Syndrom dar (Dieckmann et al. 2003). Faziale Dysmorphien mit einem
langlichen Gesicht und Enophthalmus, nach lateral absteigenden Lidachsen, flachen Wan-
genknochen und Retrognathie sind typisch (Dietz 2011). Beispielhafte klinische Merkmale
des Marfan-Syndroms sind in Abbildung 1.3 gezeigt.

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 7
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Abbildung 1.3: Typische klinische Auffilligkeiten des Marfan-Syndroms

Links oben: Positives Handgelenkszeichen; der Daumen und der kleine Finger {iberschneiden sich
beim Umfassen des Handgelenks der anderen Hand. Mitte oben: Positives Daumenzeichen; der kom-
plette Nagel des Daumens ist sichtbar, wenn locker eine Faust geschlossen wird. Links unten: Striae
atrophicae der rechten Schulter eines ménnlichen Patienten mit Marfan-Syndrom. Mitte unten: Un-
ter der Spaltlampe zeigt sich die typische Dislokation der Linse nach oben temporal. Rechts: Ein
12-jahriger Junge mit Marfan-Syndrom und Hochwuchs, Arachnodaktylie und Pes planus (Fotos aus
Dean 2007, Sheikhzadeh et al. 2012).

Das Marfan-Syndrom wird autosomal-dominant vererbt; heterozygote Mutationen in dem
FBNI1-Gen sind fiir das Krankheitsbild urséachlich (Dietz et al. 1991). Bei 70 bis 93% der
Patienten mit Marfan-Syndrom wird eine Mutation in diesem Gen gefunden (Dietz 2011).
Haploinsuffizienz und /oder dominant-negative Effekte scheinen dabei die zu Grunde lie-
genden Krankheitsmechanismen zu sein (Dietz 2011, Jondeau 2011, Matyas et al. 2007).
FBNT1 kodiert fiir Fibrillin-1, ein 350 kDa schweres Glykoprotein der extrazelluldren Ma-
trix, welches ein molekulares Riickgrat der extrazellularen Mikrofibrillen bildet und in
vielen Geweben und Organen des Korpers vertreten ist, insbesondere in den Arterienwén-
den (Booms et al. 2000). Fibrillin-1 bindet den transforming growth factor-beta (TGF-8)
(Jondeau et al. 2011). Wird TGF-8 vom Fibrillin-1 gelost, kann dies iiber die TGF-8
Rezeptoren 1 und 2 intrazellular als Transkriptionsfaktor fiir verschiedene Gene (unter
anderem fur den connective tissue growth factor (CTGF) und TGF-8 selbst, siche Ab-
bildung 1.5 und Abschnitt 1.3.2) wirken (Jondeau et al. 2011). Im Mausmodell fir das
Marfan-Syndrom konnten unter anderem erhohte Werte von TGF-8 in glatten Muskelzel-

len gemessen werden (Nataatmadja et al. 2006).

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 8
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1.3.2 Loeys-Dietz-Syndrom und familidre thorakale Aortenaneurysmen und
-dissektionen (TAAD)

Das Loeys-Dietz-Syndrom wurde 2005 erstmals von Loeys und Dietz beschrieben (Loeys
et al. 2005). Es gehort ebenfalls zum Formenkreis der Bindegewebserkrankungen und ist
ein zum Marfan-Syndrom dhnliches Krankheitsbild. Es zeigen sich faziale Auffalligkeiten
(sieche Abbildung 1.4), wie Hypertelorismus, Strabismus, Gaumenspalte bzw. gespaltene

Uvula, Kraniosynostose, Retrognathie und Malarhypoplasie (Kalra et al. 2011).

Typisch ist die Trias aus Hypertelorismus, Gaumenspal-
te bzw. gespaltener Uvula und Aneurysmen der Arterien
(Van Hemelrijk et al. 2010). Aneurysmen und Dissek-
tionen zeigen sich hier deutlich aggressiver und friither
(mittleres Todesalter 26 Jahre) und sind nicht auf die
Aorta beschrankt (Loeys et al. 2006). Zusétzlich zeigen
die Arterien bei einem Grofiteil der Patienten eine Tor-
tuositat, die beim Marfan-Syndrom nicht beschrieben ist
(Loeys et al. 2006). Andere Auffélligkeiten wie hyperfle-

xible Gelenke, Thoraxdeformitaten, Skoliose, Klumpfiifle

oder Arachnodaktylie kommen ebenfalls regelméBig vor,

Abbildung

1.4: Kind mit

eine Augenbeteiligung zeigt sich allerdings nicht (Loeys
et al. 2006, Stheneur et al. 2008, Van Hemelrijk et al.

Loeys-Dietz-Syndrom
Maédchen mit Loeys-Dietz-Syndrom

201()), und  typischen fazialen  Auf-

falligkeiten,  insbesondere  dem
Urséchlich fiir das Syndrom sind Mutationen in einem Hypertelorismus. (Foto aus Erkula
der beiden Gene TGFBRI und TGFBR2; die Vererbung ¢t al- 2010)

erfolgt autosomal-dominant (Loeys et al. 2006). Diese Gene kodieren fiir transmembra-
ne Serin/Threoninkinasen (TGF-8-Rezeptoren 1 und 2), die TGF-8 binden und somit
den weiteren TGF-B-Signalweg aktivieren kénnen (siche Abbildung 1.5) (Okadome et al.
1994).

TGF-8 ist normalerweise iiber latent TGF-f binding proteins (LTBP) an die extrazelluldre
Matrix, insbesondere Fibrillin (siehe 1.3.1), gebunden (Hayashi u. Sakai 2012). Wird TGF-
3 beispielsweise durch Proteolyse oder eine verminderte Bindungsfiahigkeit des Fibrillins
aus der Matrix gelost, bindet es an den TGF-B-Rezeptor 2. Dieser kann nun zusammen
mit dem TGF-B-Rezeptor 1 einen heteromeren Komplex bilden. Der TGF-8-Komplex ak-
tiviert intrazellular Smad 2 und 3 {iber Phosphorylierung, welche dann zusammen mit
Smad 4 in den Zellkern gelangen und dort als Transkriptionsfaktoren wirken koénnen.
Dies fiihrt unter anderem zur vermehrten Expression des connective tissue growth factors
(CTGF) und TGF-8 selbst (Jondeau et al. 2011). Mutationen in SMAD3 sind ebenfalls

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 9
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beschrieben und fithren zu dem Aneurysmen-Osteoarthritis-Syndrom (van de Laar et al.
2011). Dies geht neben frithen Aortendissektionen mit einer starken Gewundenheit der

Arterien und frith auftretender Osteoarthritis einher (van de Laar et al. 2011).

_ Fibrillin microfibrils

| 1 1 —

\t}?_ﬂ-.lmm“-i'!‘ ORI L L A Nl 2y i ! I l’-f‘_-.{m;f;;m
L@@%&t&%@ (L il @ ﬂm""m’mﬂffwﬁ;ﬁg’g’@f m
@%@ Cytosol Hi{""iﬂ"

a1 Target gene expression

Abbildung 1.5: TGF-f3 Signalweg

Das latent TGF-f8 binding protein (LTBP) ist an die Extrazellularmatrix (u. a. Fibrillin) gebun-
den. Als Antwort auf Gewebeverletzungen 16st sich aktives TGF-8 aus dem TGF-8-Komplex (mit
dem latency associated peptide, LAP) vom LTBP und kann an den TGF-8-Rezeptor 2 binden.
Dies fiihrt iiber Phosphorylierung des TGF-8-Rezeptors 1 zur Bildung eines heteromeren TGF-
B-Rezeptorkomplexes aus TGF-B-Rezeptor 1 und 2. Dieser kann durch die Serin/Threoninkinase-
Aktivitat iber das Smad anchor for receptor activation-Protein (SARA) Smad 2 und 3 phospho-
rylieren, was wiederherum zur Bindung von Smad4 fithrt. Dieser trimere Komplex wandert in den
Zellkern, um dort die Gentranskription am Smad-binding element (SBE) von beispielsweise TGF-81
zusammen mit weiteren Transkriptionsfaktoren (TF) zu aktivieren (Abbildung aus Hayashi u. Sakai
2012).

Mutationen in anderen Genen konnen urséchlich fiir familidre Aortenaneurysmen und
-dissektionen sein, teils sind dabei vaskuldre Manifestationen die einzigen Auffalligkeiten.
So haben bis zu 20% aller Patienten mit einem Aortenaneurysma oder einer -dissektion

einen erstgradigen Verwandten mit TAAD (Milewicz u. Regalado 2012). Diagnostiziert

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 10
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wird TAAD nach Ausschluss eines Marfan-Syndroms, Loeys-Dietz-Syndroms oder dem
vaskuldren Typ des Ehlers-Danlos-Syndroms [eine Bindegewebserkrankung mit nicht nur
erhohtem Risiko fiir Aortenaneurysmen, sondern auch fiir die Ruptur anderer Organe, wie
z. B. der Intestinalorgane oder des Uterus; ursichlich ist eine Mutation im Gen COL3A1
(Beridze u. Frishman 2012)], aber einer positiven Familienanamnese fiir Aortenaneurys-
men und/oder -dissektionen (Milewicz u. Regalado 2012). Als kausale Gene wurden bisher
TGFBRI1, TGFBR2, MYH11, ACTA2, FBN1, MYLK, SMAD3, TGFB2 und PRKG1 be-
schrieben (Boileau et al. 2012, Guo et al. 2013, Lindsay et al. 2012, Milewicz u. Regalado
2012). Meist werden diese Formen der familidren TAAD autosomal-dominant, allerdings
mit unvollstandiger Penetranz vererbt (von Kodolitsch et al. 2010). Eine weitere Form der
nicht-syndromalen TAAD ist mit dem Auftreten einer bikuspiden Aortenklappe (BAV)
assoziiert, welche unter anderem durch Mutationen im NOTCHI1-Gen verursacht wird
(Garg et al. 2005).

1.3.3 TFGB2 als neues Krankheitsgen fiir eine Erkrankung aus dem

Formenkreis des Marfan-Syndroms

In zwei 2012 erschienenen Publikationen von Boileau et al. und Lindsay et al. wird TGFB2
als ein neues Krankheitsgen fiir familidre Aortenaneurysmen mit Marfan-ahnlichem
Phénotyp beschrieben. Zehn heterozygote Mutationen (drei Missense- [p.Arg327Trp,
p.Arg330Cys und p.Pro366His| und drei Nonsense-Mutationen [p.Tyr99*, p.Glul02* und
p.Cys229*|, zwei Frameshift-Mutationen [p.Tyr341Cysfs*25 und p.Tyr369Cysfs*26], ei-
ne Deletion in frame [p.Alal00_Tyr104del] sowie eine Duplikation [c.873 888dup fiihrt
zu p.Asn297*]) und zwei Patienten mit einer 6,5 Mb bzw. einer 3,5 Mb groflen de novo
Mikrodeletion, die jeweils das komplette TGFB2-Gen umfassten, wurden bisher beschrie-
ben (Boileau et al. 2012, Lindsay et al. 2012). Diese Patienten wiesen insgesamt ein
phénotypisches Spektrum auf, das Uberschneidungen sowohl zum Marfan- als auch zum
Loeys-Dietz-Syndrom hat. Das mittlere Erkrankungsalter fiir ein Aortenaneurysma be-
trug 35 Jahre, dies lag meist auf Héhe der Sinus valsalvae. Eine Tortuositét der Arterien
wurde bei 60% der Patienten beschrieben (Boileau et al. 2012). Es zeigten sich ebenfalls
skelettale Auffélligkeiten, wie Hochwuchs, Brustdeformititen, Arachnodaktylie, Plattfii-
Be, iberbewegliche Gelenke, ein hoher gotischer Gaumen und seltener Skoliosen (Boileau
et al. 2012, Lindsay et al. 2012). Striae atrophicae wurden bei ca. 50% der Patienten und
Leistenhernien bei 35% beschrieben (Boileau et al. 2012). Duraektasien kamen ebenfalls
regelméflig vor (Boileau et al. 2012, Lindsay et al. 2012). Eine Augenbeteiligung fand sich
nicht. Faziale Dysmorphien zeigten sich nur bei einem kleinen Teil der Patienten. Sie um-
fassten eine gespaltene Uvula, einen Hypertelorismus, Malarhypoplasie und Retrognathie
(siehe Abbildung 1.6, Lindsay et al. 2012). Die beiden Patienten mit den Mikrodeletionen

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 11



EINLEITUNG

wiesen zusétzlich zu dem Marfan-Syndrom dhnlichen Phanotyp eine milde Entwicklungs-
verzogerung auf (Lindsay et al. 2012). Als Pathomechanismus wird hier auf Grund der
Funktionsverlustmutationen Haploinsuffizienz angenommen (Boileau et al. 2012, Lind-
say et al. 2012). Untersuchungen an Tgfb2+/--Miusen bestitigten diese Annahme. Die
heterozygoten Tiere hatten ebenfalls Aortenwurzelaneurysmen und zeigten biochemisch
paradoxerweise eine erhéhte Aktivitat des TGF-B-Signalwegs (Lindsay et al. 2012). Dies
fithrte zu der Vermutung, dass kompensatorische autokrine oder parakrine Mechanismen

zur Pathogenese dieser Vaskulopathie beitragen (Lindsay et al. 2012).

Abbildung 1.6: Phinotypische Merkmale einzelner Patienten mit TGFB2-Mutation
Die Auffilligkeiten beinhalteten Hypertelorismus (1-II:1, 3-III:1 und 7-III:1), Malarhypoplasie (1-11:1,
2-11:1, 3-IIL:1, 4-1I:1 und 7-IIL:1), Retrognathie (1-II:1, 3-III:1, 4-II:1 und 7-1II:1), Arachnodaktylie
(1-IL:1 und 4-1I:1), Pectus excavatum (7-III:1), Pes planus (1-II:1 und 3-III:1) und Hammerzehen
(1-11:1) (Abbildung aus Lindsay et al. 2012).

1.4 Ziel der Arbeit

Sowohl fiir Intelligenzminderung als auch fiir Bindegewebserkrankungen aus dem Formen-
kreis des Marfan-Syndroms konnten bisher nur bei einem Teil der Patienten ursichliche

Mutationen in Genen gefunden werden bzw. existieren fiir das neu entdeckte Krankheits-
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gen TGFB2 erst sehr wenige Daten.

In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Kerstin Kutsche wurden 2012 von Frau Dr. Betti-
na Chilian durch serielle FISH-Analysen CATSPER3 und SALL3 als Kandidatengene fiir
Intelligenzminderung identifiziert (Chilian 2012). CATSPER3 kodiert fiir ein Calciumka-
nalprotein und war bei einem Translokationspatienten mit Entwicklungsverzogerung und
Autismus mit dem Karyotyp 46,XY,t(1;5)(q41-q42;q31) direkt unterbrochen. Bei einem
weiteren Translokationspatienten mit dem Karyotyp 46,XY,t(8;18)(q11.23-q12.1;q22.3-
q23) befand sich der Bruchpunkt auf Chromosom 18 in der 5-Region des SALL3-Gens
oder kurz davor. Dieser Patient zeigte eine psychomotorische Entwicklungsverzogerung,
hypotone Muskulatur, Wachstumsretardierung und eine Epilepsie. Um diese beiden mog-
lichen Kandidatengene fiir Intelligenzminderung zu bestatigen, sollten im Rahmen dieser
Arbeit CATSPER3 und SALL3 bei 150 Patienten mit Intelligenzminderung mittels Se-
quenzanalyse untersucht werden und neue Varianten hinsichtlich ihrer Krankheitsrelevanz
analysiert werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten 88 Patienten mit einer Bindegewebserkrankung aus
dem Formenkreis des Marfan-Syndroms mittels Sequenzanalyse und quantitativer Real-
Time PCR hinsichtlich genetischer Veranderungen im TGFB2-Gen untersucht werden.
TGFB2 wurde erst kiirzlich als ein neues Krankheitsgen fiir syndromale Aortenaneurys-
men identifiziert (Boileau et al. 2012, Lindsay et al. 2012). Die Patienten mit den bisher
identizierten Mutationen zeigten ein variables klinisches Spektrum mit frithen Aortenaneu-
rysmen, Skelettauffalligkeiten wie Hochwuchs, Skoliose oder iiberbeweglichen Gelenken
und fazialen Dysmorphien. Das Auffinden von neuen Mutationen sollte dazu beitragen,
das phénotypische Spektrum, das mit TGFB2-Mutationen einhergeht, ndher zu charakte-
risieren und in das klinische Bild des Marfan- und/oder Loeys-Dietz-Syndroms einordnen

zu konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 DNA- und Blutproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 150 DNA-Proben von Patienten mit unterschiedlich
stark ausgepragter Intelligenzminderung untersucht, wobei einige der Patienten noch zu-
satzlich eine Epilepsie unterschiedlichen Schweregrades aufweisen. Zur Verfiigung gestellt
wurden diese DNA-Proben aus den Instituten fiir Humangenetik der Universitétskliniken
aus Litbeck (Patienten Nr. 1-29, 31-37, 39, 42-68, 70-72, 74-77, 80-105, 189-194, Ansprech-
partnerin Dr. med. Irina Hiining) und Kiel (Patienten Nr. 142-188, Ansprechpartnerin Dr.
med. Almuth Caliebe).

Ebenfalls untersucht wurden 88 aus EDTA-Blutproben isolierte DNA-Proben von Pati-
enten (MARF-Nr. 7, 10, 14, 21, 23, 26, 29, 30, 34, 40, 42, 43, 45, 46, 53, 54, 57, 64, 67, 74,
90, 97, 99, 120, 121, 145, 147, 151, 153, 156, 157, 159, 161, 162, 166, 167, 168, 169, 170,
172, 173, 174, 176, 177, 180, 181, 183, 193, 194, 196, 198, 199, 201, 206, 210, 215, 218,
231, 234, 240, 244, 248, 250, 253, 255, 266, 270, 272, 273, 281, 286, 290, 294, 305, 313, 314,
315, 326, 328, 329, 332, 341, 350, 363, 366, 413, 414, 415) aus der Marfan-Sprechstunde
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf mit Bindegewebserkrankungen aus dem
Formenkreis des Marfan-Syndroms. Dabei wiesen diese Patienten entweder ein entspre-
chend der Ghent-Nosologie (De Paepe et al. 1996) klinisch gesichertes Marfan-Syndrom,
ein frithes Aortenaneurysma oder einzelne beim Marfan-Syndrom vorkommende Aufféllig-
keiten, wie beispielsweise skelettale Anomalien, auf. Mutationen in den bisher bekannten
Krankheitsgenen FBN1, TGFBR1 und TGFBR2 lagen nicht vor.

Die Patienten selbst, oder im Falle von Minderjahrigkeit die Eltern der Patienten, waren

iiber die Art und das Ziel der Arbeit aufgeklért, ihre Teilnahme erfolgte freiwillig.

2.1.2 Kits, Enzyme und Nukleinsduren

illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit GE Healthcare (Freiburg)
Exonuclease I (Exo I) (20 U/nl) Thermo Scientific (Karlsruhe)
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Thermo Scientific (Karlsruhe)
(1 U/nl)

Tag DNA Polymerase Thermo Scientific (Karlsruhe)
Taq PCRx® DNA Polymerase Invitrogen (Darmstadt)
GC-RICH PCR System Roche Applied Science (Mannheim)
SYBR® Green Jump Start™ Taq ReadyMix™ Sigma-Aldrich (Miinchen)
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QIAamp DNA Blood Mini Kit

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

DNA-Standard (100 Bp u. 1 kb Leiter)
Nukleotidmix (ANTPs) (je 10 mM)

2.1.3 Chemikalien und Losungsmittel

Agarose

Borsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigsiaure,
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)
Glycerin

Hi-Di™ Formamide
HPLC-Wasser

Natriumacetat

Orange-G
Tris-(Hydroxymethyl-)aminomethan (Tris)

2.1.4 Puffer und Losungen

10x TE Puffer

10x TBE

10x Ladepuffer

Ethidiumbromid

Qiagen (Hilden)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Invitrogen (Darmstadt)

Invitrogen (Darmstadt)

Invitrogen (Darmstadt
Merck (Darmstadt

Merck (Darmstadt

)
)
J.T. Baker (Deventer, Niederlande)
)
)

Merck (Darmstadt

Roth (Karlsruhe

Applied Biosystems (Darmstadt

Merck (Darmstadt
Sigma-Aldrich (Miinchen
Sigma-Aldrich (Miinchen

100 mM
10 mM

890 mM
890 mM
20 mM
pH

25 ml
25 ml
20 mg

0,05%

)

( )

Merck (Darmstadt)
)

)

)

Tris
EDTA
7,5

Tris
Borséaure
EDTA
8,0

Glycerin (100%)
1x TBE

Orange-G

(in Aqua dest.)
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2.1.5 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) fir die PCR wurden so entworfen, dass sie bei
einer Lange von 18-24 bp einen G/C-Gehalt von ca. 50% aufweisen und moglichst keine
Sekundérstrukturen oder Primer-Dimere bilden. Ein Primerpaar deckte dabei moglichst
ein gesamtes Exon inklusive der flankierenden Intronsequenzen ab. Sollte das Exon zu
grofl gewesen sein, wurde es in mehrere Fragmente aufgeteilt. Zusatzlich wurden an die
Primer fir CATSPER3 und TGFB2 noch M13-Sequenzen angehingt, die es erlaubten,
fir die Sequenzierungsreaktion aller Exons nur diesen einen M13 Vorwérts- oder Riick-
wartsprimer zu verwenden.

Die Oligonukleotide fiir die PCR wurden mit Hilfe des ¢PCR Primer € Probe Design-
Programms der Firma FEurofins MWG Operon entworfen. Dabei deckten sie meist nicht
das gesamte Exon ab, sondern nur einen Teil der Sequenz.

Alle Oligonukleotide wurden iiber die Firma Sigma-Aldrich (Miinchen) bezogen, die Oli-
gonukleotide fiir die qPCR dabei zusatzlich noch HPLC-aufgereinigt. Sie wurden zuerst
so in 10x TE gelost, dass eine 100 pmol/ul Losung entstand. Aliquots fiir die PCR wurden
anschliefend mit HPLC-H2O auf 10 pmol/ul verdinnt.

Die nachstehenden Oligonukleotide wurden fiir die PCR und die Sequenzierung der drei
Gene verwendet. Intronische Sequenzen sind in Kleinbuchstaben, exonische Sequenzen in

Grofibuchstaben dargestellt. Die Sequenz der M13-Primer ist kursiv.

Tabelle 2.4: Verwendete M13-Primer

Name 5’—3’ Sequenz

MI13F tgtaaaacgacggccagt
MI13R caggaaacagctatgacc

Tabelle 2.5: Verwendete Primer fir CATSPER3

Name 5'—=3’ Sequenz Exon

CATSPER3 Ex1F  tgtaaaacgacggccagtacacactggtaatgcaacagaatg
CATSPER3_Ex1R  caggaaacagctatgacctggtaagcagacgagtatctgagg
CATSPER3_Ex2F  tgtaaaacgacggccagtgagaaagcagagecttgteectac
CATSPER3 Ex2R  caggaaacagctatgaccatgtttccagaaataaagcatg
CATSPER3 Ex3F2 tgtaaaacgacggccagtctcatgtgggtgacttaggageac
CATSPER3 Ex3R2 caggaaacagctatgaccatggtagtagagtcattatttee
CATSPERS3 Ex4F2 tgtaaaacgacggccagtctgggcacagttctgattcactte

N NS EGV I VN VR

CATSPER3_Ex4R2 caggaaacagctatgaccatcacaggectagagacagegatg
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Tabelle 2.5: Verwendete Primer fiir CATSPER3 — Fortsetzung

Name 5’—3’ Sequenz Exon
CATSPERS3 ExbF  tgtaaaacgacggccagtgectggeactectetageataggt 5
CATSPER3_ExbR  tccacttcattgggaagacacage 5
CATSPER3_ Ex6F  aagtgctectgetgagggectgag 6
CATSPER3_Ex6R  caggaaacagctatgaccgaggcecacctgetetetacacagg 6
CATSPER3_ExT7F  tgtaaaacgacggccagtaaggctgaagettectteccaggac 7
CATSPER3_ExTR  caggaaacagctatgaccctgeccatcageacttcagtecate 7
CATSPER3 Ex8F  tgtaaaacgacggccagtctacacctgtgeaggtgeaaac 8
CATSPER3 Ex8R  caggaaacagctatgaccggaatcacacttcatgagcacctg 8

Fir Exon 5 und 6 des CATSPER3-Gens konnte ein gemeinsames PCR-Produkt generiert

werden; die Sequenzierung erfolgte allerdings getrennt. Daher fehlen dort die M13-Primer.

Tabelle 2.6: Verwendete Primer fir SALL3

Name 5’—3’ Sequenz Exon

SALL3 el F cagcctaattgetcageee 1

SALL3 el R gaagcagggaactttctece 1

SALL3 e2fl F  tcatagaatacgcacgctgg 2 (Fragment 1)
SALL3 e2fl R CTCGGCCTCCTTCTCCAC 2 (Fragment 1)
SALL3 e2f2b F CTGCGCCGAGTTCTTCAAGT 2 (Fragment 2)
SALL3 e2f2c R AGGGCCATGAGCTGTTCCAG 2 (Fragment 2)
SALL3 e2f3b F AGCACCAACGTGACCCTGGA 2 (Fragment 3/4)
SALL3 e2f4 R GCTCGAACACCGACACATT 2 (Fragment 3/4)
SALL3 e2f5 F CCGCTTCTACCTCAGACTTCC 2 (Fragment 5)
SALL3 e2f5, R TTGCTGTCCAGCCAGGTG 2 (Fragment 5)
SALL3 e2f6 F CCGAGTACCTGGACAACGTG 2 (Fragment 6)
SALL3 e2f6. R ACGGGCTCGGCTTTAGTG 2 (Fragment 6)
SALL3 e2f7 F  GAGTGCGCCTCCTTGTCC 2 (Fragment 7)
SALL3 e2f7 R CGAAGTGCGTCTTGAGGTTG 2 (Fragment 7)
SALL3_e2f8 F  AGAACATCGACAAGAAGATGACG 2 (Fragment 8)
SALL3 e2f8 R CGTTCTCCACGGACTTGAG 2 (Fragment 8)
SALL3 e2f9 F TGAGCAGCTACGATGACGAC 2 (Fragment 9)
SALL3_e2f9 R CTCTCACCATTGCTGGGG 2 (Fragment 9)
SALL3_e2f10_ F GAGAGTGACCGCCTGAGC 2 (Fragment 10)
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Tabelle 2.6: Verwendete Primer fiir SALL3 — Fortsetzung

Name

5’—3’ Sequenz

Exon

SALL3 e2f10_R
SALL3 e2f11 F
SALL3 e2f11 R
SALL3 e2f12 F
SALL3 e2f12 R
SALL3 e3fl F
SALL3 e3fl R
SALL3_e3f2 F

SALL3 e3f2 R

AAAAGGCTTGCCACAGACAC 2 (Fragment 10)
AGGAAATCCCGCTCAAGACC 2 (Fragment 11)
GGCCCATCACTGTCTGAGG 2 (Fragment 11)
AGTTATTTGACCCCAACTTTGC 2 (Fragment 12)
ctggecaggataggageag 2 (Fragment 12)
acctgtgttttgttgtccgtaag 3 (Fragment 1)
CAGTGCGTGCTTTGTCCATC 3 (Fragment 1)
AAATGTTCCAGAAGGACCTGG 3 (Fragment 2)
CATGCAGCGCTTACAAGACC 3 (Fragment 2)

Tabelle 2.7: Verwendete Primer fur TGFB2

Name 5'—3’ Sequenz Exon
TGFB2_Ex1F  tgtaaaacgacggccagt TCTTCTTACTCGCCAAAGTCAGGG 1
TGFB2 Ex1R  caggaaacagctatgaccagcatacaactgaaaaggaggteg 1
TGFB2 Ex2F  tgtaaaacgacggccagtcaggtagcagggaccttatttetg 2
TGFB2_Ex2R  caggaaacagctatgaccctcaggtacaaggctgeatttcag 2
TGFB2_ Ex3F2 caccagtctgtcagecttea 3
TGFB2_ Ex3R2 aaggttgcagtgagctgtga 3
TGFB2_Ex4F  tgtaaaacgacggccagttgeatggetatactacagtagage 4/5
TGFB2 ExbR  caggaaacagctatgacccactgtccaaatgaatgaaactee 4/5
TGFB2 Ex6F  tgtaaaacgacggccagtgttgtgecatatctatttecatgg 6
TGFB2 Ex6R  caggaaacagctatgacctctggecttageagtgagttecac 6
TGFB2 Ex7F  tgtaaaacgacggccagtgtcagggtatagaactcataagg 7
TGFB2_ Ex7F4 AATTGCTGCCTACGTCCAC 7
TGFB2 ExTR  caggaaacagctatgacccatgtgtgatggtaagacageacg 7
TGFB2_Ex8F  tgtaaaacgacggccagttattgectactcagtgctgtgactg 8
TGFB2_Ex8R  caggaaacagctatgaccTAACACTGATGAACCAAGGCTCTC 8

Die Sequenzierung von Exon 3 des TGFB2-Gens wurde ohne den M13-Primer durchge-

fithrt, daher fehlt dort die entsprechende Sequenz. Fiir Exon 7 existiert fiir die exaktere

Analyse der Mutationsregion ein weiterer Vorwarts-Primer.
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Tabelle 2.8: Verwendete qPCR-Primer

Name 5'—3" Sequenz Exon
qTGFB2_Ex2F ccaggtagcagggaccttattte 2
qTGFB2_ Ex2R TGTAACAACTGGGCAGACAGc 2
qTGFB2_ Ex3F ttttttacagATGCCATCCCGCC 3
qTGFB2_Ex3R AAAGACTCTGAACTCTGCTTTCACC 3
qTGFB2_ExTF GGAAATGGATACACGAACCCAAAG 7
qTGFB2_ Ex7R ccaagaacagaggcaacaggtaag 7
qTGFB2 Ex8F cgttcattttcegtetttecctatg 8
qTGFB2_Ex8R TCTAAATCTTGGGACACGCAGC 8
gFBN1_35F agaaagcccctaaccgaggaag 35
qFBN1_35R AGCCCATGTCGCATTCACAG 35
qFBN1_ 63F CCAGAACATCATTGGGGGCTAC 63
gFBN1_63R ttcataggacctgatagccatge 63

qCFTR_4F agtcaccaaagcagtacagc
qCFTR_4R gctattcteatctgeattee

2.1.6 Geratschaften

3500 Genetic Analyzer

96 Well Multiply®-PCR-Platte
Autoklav

CELLSTAR® Kunststoff-Tubes
(Falcon)

Digitalkamera FOculus IEEE139)
Drucker Digital Graphic Printer
Gelelektrophoresekammer
Heizblock (Typ: 51326101)
Heizblock (Typ: 50126101)
Kiihlzentrifuge 5417R
Magnetrithrer MR, 3000
Magnetrithrer RC'T basic
NanoDrop Spectrophotometer
ND1000

PCR-Cycler MJ Research PTC 200

PCR-FlexCycler

Applied Biosystems (Darmstadt)
Sarstedt (Niimbrecht)
Tecnomara (Fernwald)

)

Greiner Bio-One (Frickenhausen

PHASE (Liibeck)

SONY (Japan)

BioRad (Miinchen)

Liebisch (Bielefeld)

Liebisch (Bielefeld)

Eppendorf AG (Hamburg)
Heidolph Instruments (Schwabach)
IKA®-Werke (Staufen)

Peglab Biotechnologie (Erlangen)

MJ Research, Inc. (Watertown, USA)

Analytik Jena (Jena)
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PCR-Tubes (0,5 ml)
PCR-Tubes (0,5 ml)

Pipetten Finnpipetten

Rotor Gene RG3000
Spannungsgeber Power Pac 300
Spannungsgeber Electrophoresis
power supply ST305

Strip Tubes fiir Rotor-Gene
Tischzentrifuge Biofuge Pico
UV-Transilluminator IL-200M
Vortex-Gerat Vortex Genie 2
Waage Sartorius ISO 9001

2.1.7 Computerprogramme

Biozym Diagnostik GmbH (Oldenburg)
Sarstedt (Niimbrecht)

Thermo Labsystems (Mannheim)
Corbett Research/Qiagen (Hilden)
BioRad (Miinchen)

Life Technologies (Darmstadt)

LTF Labortechnik (Wasserburg

Heraeus (Hannover

Scientific Industries, INC. (Bohemia, NY, USA

)
)
Bachofer (Reutlingen)
)
)

Sartorius (Gottingen

Folgende Computerprogramme wurden fiir diese Arbeit verwendet:

Tabelle 2.10: Verwendete Computerprogramme

Computerprogramm

Anwendung

FireCamControl (PHASE)
Chromas Lite 2.01 (Technelysium)
SeqPilot 3.5.2 (JSI medical systems)

EditSeq (Dnastar)
RotorGene 6.0 (Corbett Research)

BLAT

(Basic Local Alignment Tool)
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/
hgBlat?command=start

Repeat Masker
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/
WEBRepeatMasker

Dokumentation von Agarosegelen
Auswertung von Elektropherogrammen
Auswertung von Elektropherogrammen
und Auffinden von Mutationen
Editieren von DNA-Sequenzen
Steuerung und Auswertung von
quantitativen Real-Time PCRs
Erstellung der Exon/Intron-Struktur

von Genen

Auffinden von repetitiven Elementen

qPCR Primer & Probe Design
Eurofins MWG Operon

https://ecom.mwgdna.com /register/
index.tcl?return_ url=%2fservices%
2fwebgist%2fdual__probe_ design

Design der gPCR Primer

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2

20



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.10: Verwendete Computerprogramme — Fortsetzung

Computerprogramm Anwendung

MutationTaster Pathogenitatsvorhersage
http://www.mutationtaster.org/

PolyPhen-2
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Panther
http://www.pantherdb.org/

SIFT
http://sift.jevi.org/

SNAP
http://rostlab.org/services/snap/help

BDGP Spleifistellenvorhersage
http://www.fruitfly.org/seq_ tools/splice.html

NetGene 2.0
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

HSF 2.4.1
http://www.umd.be/HSF/

Eine Pathogenitéatsvorhersage fiir Missense-Mutationen wurde mit den Programmen Mu-
tationTaster, PolyPhen-2, Panther, SIFT und SNAP durchgefiihrt. Hohe Werte beim
MutationTaster, PolyPhen-2 und Panther (jeweils ein Maximalwert von 1) ergeben eine
hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine krankheitsverursachende Mutation. Ein Score < 0.05 bei
SIF'T indiziert ebenfalls eine wahrscheinlich krankheitsverursachende Veranderung.

Die drei Programme BDGP (The Berkeley Drosophila Genome Project), NetGene 2.0 und
der Human Splicing Finder (HSF) 2.4.1 dienten zur Spleifistellenanalyse. Sie geben fiir sehr
wahrscheinliche Spleifistellen hohe Werte (mit einem Maximalwert von 1 fiir BDGP und
NetGene 2.0 und von 100 fir den HSF 2.4.1) und entsprechend niedrige Werte (minimal
von 0) fiir unsichere Spleifistellen aus. Da beim HSF 2.4.1 nur wenige aktive Spleifistellen
Werte zwischen bzw. unter 70 und 65 besitzen, wurde 65 als Cut-off-Wert gesetzt (Des-
met et al. 2009). Werte tiber 80 werden als starke SpleiBistellen gewertet. Von einer neuen
Spleiistelle wird also ausgegangen, wenn bei der Wildtyp-Variante ein Wert unter 65, bei
der neuen Sequenzvariante dagegen ein Wert von tiber 65 gegeben ist. Die Grofle der Ab-
weichung wird in dem Fall mitbeurteilt. Eine Spleifistelle gilt als verloren im umgekehrten
Fall, wenn also in der Wildtyp-Variante ein Wert tiber 65, bei der neuen Variante nur
noch unter 65 gegeben ist. Auch hier gilt es, die Grofle der Abweichung mitzubeurteilen.
Bei den Programmen BDGP und NetGene 2.0 liegen die Cut-off-Werte dementsprechend
bei 0.4 bzw. 0.65, um nicht mehr als 5% falsch-positive Ergebnisse zu erhalten.
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2.1.8 Datenbanken

Folgende Datenbanken fanden in dieser Arbeit Verwendung:

Tabelle 2.11: Verwendete Datenbanken

Datenbank Anwendung

NCBI Darstellung von Genomsequenzen

(National Center for Biotechnology Physikalische Darstellung der Organisation

Information) des humanen Genoms

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

Ensembl Darstellung von Genomsequenzen

(The European Bioinformatics Auffinden von bekannten Sequenz-

Institute and Genome Research) varianten

http://www.ensembl.org/index.html
1000 Genomes
http://www.1000genomes.org/

EVS

(Exome Variant Server)
http://evs.gs.washington.edu/EVS/

UCSC Genome Browser Darstellung von physikalischen Karten von
(University of California, humanen Genomsequenzen

Santa Cruz)

http://genome.ucsc.edu/

HPRD Bestimmung von Proteindoménen
(Human Protein Reference Database)

http://www.hprd.org/

SMART

(Simple Modular Architecture

Research Tool)

http://smart.embl-heidelberg.de/
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus Leukozyten

Die Isolierung von DNA aus Leukozyten erfolgte mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers. Dabei wurden die Zellen zunéchst
mittels Proteinase K bzw. Protease-Losung in Lysepuffer lysiert und 15 Minuten bei 56
°C inkubiert. Nach Zugabe von Ethanol wurden die Proben auf Zentrifugationssaulen
transferiert und zentrifugiert. Diese enthalten eine Silica-Gel-Membran, an die spezifisch
DNA binden kann. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Waschpuffern wurde die DNA
von Proteinen, Salzen und anderen Kontaminationen gereinigt und konnte anschlieSend

in einem Elutionspuffer gelost werden.

2.2.2 Qualitatskontrolle der isolierten genomischen DNA

Um die Qualitdt der isolierten DNA untersuchen zu konnen, wurden jeweils 5 pl der
DNA zusammen mit 5 ul Ladepuffer auf ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetragen und einer
Gelelektrophorese unterzogen (siehe 2.2.5). Nach Einfarbung mit Ethidiumbromid lief
sich anhand der Stiarke der DNA-Banden eine erste Einschétzung dartiber treffen, wie

viel DNA isoliert wurde bzw. ob die Isolierung funktioniert hatte.

M 215 218 231 234 240 244 250 253 266 272 273 281 290 313 326 328 M

Abbildung 2.1: Qualitiatskontrolle von isolierter DNA aus Leukozyten
Die Abbildung zeigt ein 0,8%-iges Agarosegel, auf welches die isolierte DNA von 16 Patienten (weifle
Zahlen) aufgetragen wurde. Links und rechts davon befindet sich jeweils eine 1 kb Leiter (M).

2.2.3 Amplifikation genomischer DNA

Da fiir einige Proben nur sehr wenig DNA in unterschiedlichen Konzentrationen zur Ver-
fiigung stand, wurde in diesen Féllen die genomische DNA mittels des illustra GenomiPhi
V2 DNA Amplification Kits (GE Healthcare, Freiburg) nach Angaben des Herstellers
vervielfaltigt. Dafiir wurde zuerst 1 ul der zu vervielfiltigenden DNA mit einem Proben-
puffer bei 95 °C denaturiert und anschlieend tiber 1,5 Std. bei 30 °C mit Hilfe der Phi29
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DNA-Polymerase amplifiziert. Die Phi29-DNA Polymerase besitzt neben einem Korrek-
turlesemechanismus auch eine strand displacement-Aktivitit, die es erlaubt, dass die neu
synthetisierten Strange gleich als neue Matrize zur Verfiigung stehen und so keine Tempe-
raturzyklen notwendig sind. Insgesamt konnte so aus 1 nl Ausgangsmaterial 4-7 ng DNA

in 20 pl Reaktionsansatz gewonnen werden.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR — polymerase chain reaction) ist eine in vitro Me-
thode, um spezifische DNA-Fragmente vervielfiltigen zu kénnen. Hierfir werden zwei
flankierende Oligonukleotide (Primer) benétigt, die jeweils zu dem Abschnitt der DNA,
der den zu amplifizierenden Bereich umspannt, komplementéar sind. Mit Hilfe einer hitze-
stabilen Tag-Polymerase ist es nun moglich, genau diesen Bereich in mehreren auf einan-
der folgenden Reaktionszyklen zu vervielfaltigen. Die neu synthetisierten DNA-Abschnitte
stehen dabei in jedem darauffolgenden Zyklus ebenfalls als Matrize zur Verfiigung, was
zu einer exponentiellen Amplifikation der DNA fiihrt.

Die PCR lasst sich in fiinf Schritte unterteilen, wobei die mittlereren drei beliebig oft

(meist 30-40 mal) wiederholt werden:

1. Initiale Denaturierung 95 °C 2 (3) Min.

2. Denaturierung 95 °C 20 (30) Sek.

3. Annealing 54 - 64 °C 10 (30) Sek. 30-40 Zyklen
4. Elongation 72 °C 1 Min.

5. Finale Elongation 72 °C 5 (7) Min.

Die verwendeten Temperaturen variieren dabei je nachdem, welche Polymerase zum Ein-
satz kam oder welche Primer verwendet wurden. Die Zeiten in Klammern repréasentieren
die Bedingungen fiir das GC-Rich PCR System. Hier mussten die PCR-Zeiten aufgrund
der GC-reichen Regionen in den beiden Amplikons 1 und 2.3/4 von SALL3 (78% bzw.
76% GC) verldngert werden.

Zuerst wurde die DNA {iber einen lingeren Zeitraum bei 95 °C denaturiert, was zu einer
Trennung der doppelstrangigen DNA-Abschnitte fithrte. In den einzelnen Zyklen konnten
diese Zeiten dann verkiirzt werden. Anschliefend folgte die Hybridisierung (Annealing)
der Primer bei einer jeweils der spezifischen Schmelztemperatur angepassten Temperatur.
Im Allgemeinen wurde dabei ein so genanntes touch down (TD)-Programm verwendet,
bei dem zuerst mit einer héheren Temperatur begonnen wurde, diese aber im Verlauf

(jeweils nach drei Zyklen) zwei mal um 2 °C gesenkt wurde. Die eigentliche Elongation
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erfolgte bei einer fiir die jeweils verwendete Polymerase spezifischen Temperatur. Durch
die Abfolge der verschiedenen Zyklen wurde die DNA exponentiell amplifiziert, da die neu
synthetisierten Striange im nachsten Zyklus als neue Matrizen zur Verfligung standen.

Folgende Anséitze wurden dabei verwendet:

Standard PCR-~Ansatz mit der Tag-Polymerase von Thermo Scientific,
Elongationstemperatur 72 °C

199 pl  HPLC-H,0

2,5 ul  10x PCR-Puffer

0,5 nl  dNTPs (10 mM)

0,5 ul  Primer for (10 pmol/pl)
0,5 nl  Primer rev (10 pmol/pl)
0,1 pl ~ Tag-Polymerase (5 U/nl)
1,0 pl DNA (~100 ng/pul)

25,0 pl - Gesamtvolumen

PCR,-Ansatz mit der Tag-PCRx DNA-Polymerase von Invitrogen,
Elongationstemperatur 68 °C

15,65 nI  HPLC-H,O
2,5 pl  10x Amplifikationspuffer
0,5 ul  dNTPs (10 mM)
0,75 ul - MgSO4 (50 mM)
2,5 ul  10x PCR, Enhancer Solution
1 ul  Primer for (10 pmol/nl)
1 ul  Primer rev (10 pmol/pul)
0,1 nl  Tag-PCR, DNA Polymerase (5 U/pl)
1,0 I DNA (~100 ng/qul)

25 ul - Gesamtvolumen

GC-RICH PCR System von Roche,
Elongationstemperatur 72 °C

14,5/12 ul
5l

0,5 nul
2,5/5 ul
0,5 ul

0,5 pl

0,5 ul

1,0 pl

HPLC-H,0O

5x Reaktionspuffer
dNTPs (10 mM)
Resolution Solution (5 M)
Primer for (10 pmol/pl)
Primer rev (10 pmol/pl)
Enzyme Mix (2 U/pl)
DNA (~100 ng/qul)

25 nl

Gesamtvolumen
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Fir Exon 1 von SALL3 wurde 5 pl Resolution Solution verwendet, fiir das Amplikon
2.3/4 dagegen 2,5 pl.
Die nachfolgenden Tabellen geben einen Uberblick, welche PCR-Bedingungen fiir welches

Amplikon verwendet wurden.

Tabelle 2.15: PCR-Bedingugen fiir CATSPER3

Exon Primer fwd Primer rev PCR- PCR-
Ansatz Programm

1 CATSPER3_Ex1F  CATSPER3_Ex1R  Standard PCR TD64 °C

2 CATSPER3_Ex2F  CATSPER3 Ex2R  Standard PCR TD64 °C

3 CATSPER3_Ex3F2 CATSPER3_Ex3R2 Standard PCR TD64 °C

4 CATSPER3_Ex4F2 CATSPER3 Ex4R2 PCRx TD64 °C

5/6 ~ CATSPER3 ExbF  CATSPER3 Ex6R  Standard PCR TD64 °C
7 CATSPER3_Ex7F  CATSPER3 Ex7R  Standard PCR TD64 °C
8 CATSPER3_Ex8F  CATSPER3 Ex8R  Standard PCR TD64 °C

Tabelle 2.16: PCR-Bedingugen fiir SALL3
Amplikon Primer fwd Primer rev PCR- PCR-

Ansatz Programm

1 SALL3 el F SALL3 el R GC-Rich TD58 °C
2.1 SALL3 e2fl F  SALL3 e2fl R PCRx TD58 °C
2.2 SALL3 e2f2b F SALL3 e2f2c R PCRx TD58 °C
2.3/4 SALL3_e2f3b_F SALL3 e2f4 R  GC-Rich TD58 °C
2.5 SALL3 e2f5 F  SALL3 e2f5, R PCRx TD58 °C
2.6 SALL3 e2f6_ F  SALL3 e2f6 R PCRx TD58 °C
2.7 SALL3 e2f7 F  SALL3 e2f7 R PCRx TD58 °C
2.8 SALL3 e2f8 F  SALL3 e2f8§ R PCRx TD58 °C
2.9 SALL3 e2f9 F  SALL3 e2f9 R PCRx TD58 °C
2.10 SALL3 e2f10_F SALL3 e2f10_ R PCRx TD60 °C
2.11 SALL3 e2f11 F SALL3 e2f11 R PCRx TD58 °C
2.12 SALL3 e2f12 F SALL3 e2f12 R PCRx TD58 °C
3.1 SALL3 e3fl F  SALL3 e3fl R PCRx TD58 °C
3.2 SALL3 e3f2 F  SALL3 e3f2 R PCRx TD58 °C
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Tabelle 2.17: PCR-Bedingugen fir TGFB2

Exon Primer fwd Primer rev PCR- PCR-
Ansatz Programm

1 TGFB2 Ex1F TGFB2 Ex1R  PCRx TD62 °C
TGFB2 Ex2F TGFB2 Ex2R  Standard PCR TD64 °C

3 TGFB2_Ex3F2 TGFB2 Ex3R2 Standard PCR TD64 °C

4/5  TGFB2_Ex4F TGFB2_Ex5R  Standard PCR TD64 °C
TGFB2 Ex6F TGFB2 Ex6R  Standard PCR TD64 °C
TGFB2 Ex7F TGFB2 Ex7R  Standard PCR TD64 °C
TGFB2 Ex8F TGFB2 Ex8R  Standard PCR TD64 °C

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von PCR-Produkten hinsichtlich Qualitit und Quantitit, wurde eine
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Da die DNA insgesamt negativ geladen ist, wan-
dert sie im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode, ihre Wandergeschwindigkeit ist
dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts. Dies wird bei der
Gelelektrophorese dahingehend ausgenutzt, dass kleinere Fragmente schneller wandern
und sich so verschieden grofie Fragmente voneinander trennen lassen. Verwendet wurden
dafiir 2%-ige Agarosegele [bzw. 0,8%-ige Gele fir die Qualitatskontrolle der DNA (siehe
2.2.3)], diese hatten eine optimale Dichte, um die eher kleinen PCR-Produkte nach ihrer
Grofle zu trennen.

Hergestellt wurden die Gele, indem die entsprechende Menge Agarose in 1x TBE aufge-
kocht und anschlieend auf ca. 60 °C abgekiihlt wurde. Das noch fliissige Gel konnte so in
Gelschlitten mit entsprechend positionierten Kémmen gegossen werden und dort weiter
abkiihlen, um schliefSlich auszupolymerisieren. War das Gel nach ca. 30 Min. ausgehértet,
wurden der Schlitten in eine Gelkammer transferiert und die Kémme entfernt. Die ent-
standenen Geltaschen wurden mit 1x TBE soweit begossen, dass das gesamte Gel bedeckt
war. Die PCR-Produkte wurden jeweils mit 5 nl Ladepuffer (Orange G) versetzt und dann
die Taschen mit jeweils 10 pl beladen. Nach einer Laufzeit von ca. 30 Minuten bei einer
Spannung von ca. 160 V wurde das Gel in einer 0,05%-ige Ethidiumbromidlésung fir ca.
15 Min. gefarbt. Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA und
fluoresziert unter UV-Licht (254 nm), sodass die DNA-Banden sichtbar gemacht werden.
Ein ebenfalls auf das Gel aufgetragener 100 bp Marker mit Fragmenten bekannter Grofie
erlaubte eine Abschatzung der Grofle der PCR-Fragmente. Zur Dokumentation der Gele

wurden Fotos angefertigt.
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2.2.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um die iiberschiissigen Primer und dN'TPs aus den PCR-Reaktionen zu entfernen, wurden
die PCR-Produkte mit Hilfe der beiden Enzyme Exonuklease I und der thermosensitiven
Alkaline Phosphatase aufgereinigt, wobei die beiden Enzyme fiir den ExoSAP-Enzymmix
vorher in einem Verhéltnis von 1:2 gemischt wurden. Die Exonuklase I ist durch ihre
Exonuklase-Aktivitéit in der Lage einzelstrangige DNA | also Primer, abzubauen, wihrend
die Alkaline Phosphatase dNTPs hydrolysiert.

Folgender Ansatz wurde dabei verwendet:

4 ul HPLC-H,O
1 pl  ExoSAP-Enzymmix
2 nl  PCR-Produkt

7nul  Gesamtvolumen

Der Ansatz wurde bei 37 °C fur 15 Min. inkubiert und anschlieffend bei 80 °C tuber 15

Min. inaktiviert.

2.2.7 Zyklische DNA-Sequenzierung

Die zyklische DNA-Sequenzierung wurde nach der Kettenabbruchmethode von Sanger
(Sanger et al. 1977) durchgefiihrt. Als Bausteine werden neben 2’-Desoxyribo-nukleotiden
(ANTPs) auch 2’,3’-Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) verwendet. Diese sind je nach Base
mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert, der so eine genaue Zuordnung erlaubt.
Die Sequenzierung selbst besteht aus den drei Schritten Denaturierung, Annealing und
Elongation. Wird zufallig an Stelle eines dANTPs ein dANTP eingebaut, kommt es durch
das Fehlen der 3’-Hydroxygruppe zum Kettenabbruch, da keine neue Phosphodiester-
briicke zum néchsten Nukleotid gekniipft werden kann. Dadurch entstehen Fragmente
unterschiedlicher Langer, die ein fluoreszierendes Nukleotid an ihrem Ende tragen. Dar-
aus kann computergestiitzt eine Sequenz ermittelt und in ein Chromatogramm tiberfiihrt
werden.

Der auf der nédchsten Seite folgende Ansatz wurde fir die Sequenz-Reaktion verwendet:

3,5 nl aufgereinigtes PCR-Produkt
9,511 HPLC-H,O

2 nl  BigDye Mix

4 ul  BigDye Sequenzpuffer (5x)

1 pl  Primer fwd oder rev (10 pmol/ul)

20 pl  Gesamtvolumen
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Die zyklische Sequenzreaktion lief dabei unter folgenden Bedingungen ab:

96 °C 5 Min.
96 °C 30 Sek.
55°C 15 Sek. 330 Zyklen
60 °C 4 Min.

Dabei wurden fiir die verschiedenen Gene folgende Primer verwendet:

Tabelle 2.18: Verwendete Sequenzierprimer fiir CATSPER3

Exon Primer M13-Primer Richtung
1 CATSPER3 Ex1R MI13R rev
2 CATSPER3_Ex2R MI13R rev
3 CATSPER3 Ex3F2 MI13F fwd
4 CATSPER3 Ex4R2 M13R rev
5 CATSPER3 ExbR - rev
6 CATSPER3 Ex6F - fwd
7 CATSPER3 Ex7R  MI13R rev
8 CATSPER3_Ex8F  MI13F fwd

Tabelle 2.19: Verwendete Sequenzierprimer fir SALL3

Amplikon Primer M13-Primer Richtung
1 SALL3 el R - rev
2.1 SALL3 e2f1 F - fwd
2.2 SALL3 e2f2b F - fwd
2.3 SALL3 e2f3b F - fwd
2.4 SALL3 e2f4 R - rev
2.5 SALL3 e2f5 F - fwd
2.6 SALL3 e2f6 F - fwd
2.7 SALL3 e2f7 F - fwd
2.8 SALL3 e2f8 F - fwd
2.9 SALL3 e2f9 F - fwd
2.10 SALL3 e2f10 F - fwd
2.11 SALL3 e2f11 F - fwd
2.12 SALL3 e2f12 F - fwd
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Tabelle 2.19: Verwendete Sequenzierprimer fiir SALL3 — Fortsetzung

Amplikon Primer M13-Primer Richtung
3.1 SALL3 e3fl F - fwd
3.2 SALL3 e3f2 F - fwd

Tabelle 2.20: Verwendete Sequenzierprimer fiir TGFB2

Exon Primer M13-Primer Richtung
1 TGFB2_Ex1R M13R rev
2 TGFB2_Ex2F M13F fwd
3 TGFB2_ Ex3F3 - fwd
4 TGFB2_Ex4F M13F fwd
5 TGFB2_Ex5R M13R rev
6 TGFB2 Ex6R M13R rev
7 TGFB2_ ExT7R M13R rev
7 gef. TGFB2_ExTF4 - fwd
8 TGFB2_ Ex8F M13F fwd

2.2.8 Aufreinigung von Sequenzierungsansitzen

Um einen Sequenzieransatz von iiberschiissigen dNTPs und ddNTPs zu reinigen, wurde

eine Natriumacetat (NaAc)-Fallung durchgefiihrt:

20 nl  Sequenzieransatz
30 pl HPLC-H,O
5nul NaAc (3 M; pH 5,2)
125 ul  Ethanol (abs.)

180 nl  Gesamtvolumen

Dieser Ansatz wurde kurz gevortext und bei 14.000 rpm iiber 20 Min. zentrifugiert. An-
schlieBend wurde der Uberstand abgenommen und erneut 300 pl Ethanol (70%) hinzuge-
figt. Dies wurde ebenfalls noch einmal kurz gevortext und tber 5 Min. bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun erneut verworfen und das Pellet anschlieffend bei

37 °C ca. 15 Min. getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung wurde es bei -20 °C gelagert.
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2.2.9 Elektrophoretische Auftrennung der Sequenzprodukte

Vor der elektrophoretischen Auftrennung der Sequenzprodukte wurden die aufgereinigten
Ansétze in 20 pl Hi-Di™ Formamide gelost, gevortext und fiir ca. 2 Min. auf 95 °C erhitzt,
um die DNA vollstandig zu denaturieren. Anschliefend wurde der komplette Ansatz in
eine Mikrotiterplatte pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung des Sequenzprodukte
erfolgte mit dem Kapillarsequenziergerit 3500 Genetic Analyzer von Applied Biosystems.
Die Fragmente werden mittels eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt und kénnen so vom
Detektor erkannt werden. Das Elektropherogramm gibt direkt die Sequenz der Basen des
sequenzierten DNA-Stranges wieder und wird mit Hilfe des Programms SeqPilot 3.5.2

(JSI medical systems) ausgewertet.

2.2.10 Quantifizierung von DNA mittels photometrischer Analyse

Der Berechnung der DNA-Konzentration liegt die Tatsache zu Grunde, dass die Absorp-
tionsmaxima der aromatischen Ringe der Purin- und Pyrimidinbasen bei 260 nm liegt.
Eine Losung, die 50 pl/ml doppelstrangige DNA enthélt, hat eine optische Dichte (OD)
von 1. Mit Hilfe des gemessenen OD-Wertes bei 260 nm jeder DNA lésst sich bei einem
proportionalen Verhéltnis von OD und DNA-Konzentration die Konzentration der DNA
in jeder Probe bestimmen. Die Messung der Absorptionswerte und die Berechnung der

Konzentration der DNA erfolgte mit einem NanoDrop ND1000 Spectrophotometer.

2.2.11 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) ist ein hochsensitives Verfahren, mit dem neben
Untersuchungen zur Expression von Genen auch Kopienzahlanalysen (von sog. copy num-
ber variations - CNVs) durchgefithrt werden. Die Methode basiert auf der Quantifizierung
der im Verlaufe der Reaktion entstehenden DNA-Molekiile. Dies geschieht mit Hilfe des
SYBR Green-Fluoreszenzfarbstoffes, der zwischen die Basenpaare der DNA interkaliert
und bei Anregung von blauem Licht (A = 498 nm) griines Licht (A = 522 nm) emittiert.
Der Vorgang wird kontinuierlich (Real-Time) dokumentiert und mit Hilfe des Programms
RotorGene 6.0 (Corbett Research) ausgewertet (siche Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Beispiel einer quantitativen Verlaufsdokumentation einer qPCR

10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Die Fluoreszenz (Ordinate) ist gegen die Zyklen (Abszisse) aufgetragen. Jede Probe ist einer anderen

Farbe zugeordnet.

In diese Kurven wurde innerhalb der exponentiellen Phase ein Schwellenwert gelegt. Der

Zyklus, an dem dieser Schwellenwert zum ersten mal tiberschritten wurde, markiert den
cycle threshold (Ct)-Wert. Anhand dieses Wertes lieflen sich Riickschliisse darauf zichen,

wie viele Kopien von einer bestimmten DNA-Sequenz vorhanden waren. Zur Berechnung

miissen immer gleiche Mengen DNA eingesetzt werden.

Folgender Ansatz wurde fiir die Reaktion verwendet:

3,4 ul
10 nl
0,8 ul
0,8 ul

5l

HPLC-H,0 (autoklaviert)
SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™
Primer fwd (10 pmol/pl)

Primer rev (10 pmol/pl)
DNA (5 ng/nl)

20 pul

Gesamtvolumen

Die qPCR lief unter folgenden Bedingungen:

95 °C 5 Min.
95 °C 30 Sek.
58 °C 30 Sek. 40 Zyklen
72 °C 45 Sek.

72—95°C in 1 °C Schritten von jeweils 5 Sek.
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Um die Kopienzahlen bestimmen zu kénnen, wurden die Primer so gewahlt (siehe 2.1.5),
dass sie eine Produktgrofie von 250 bp nicht iberschreiten, aber dennoch einen moéglichst
groflen Teil des Exons abdecken.

Die folgenden Primer wurden dafiir verwendet:

Tabelle 2.21: Verwendete Primer fiir die Kopienzahlanalyse

Exon Primer fwd Primer rev

TGFB2 Exon 2 qTGFB2 Ex2F qTGFB2 Ex2R
TGFB2 Exon 3 qTGFB2_ Ex3F TGFB2 Ex3R
TGFB2 Exon 7 TGFB2_ Ex7F TGFB2 Ex7R
TGFB2 Exon 8 (TGFB2 Ex8F qTGFB2 Ex8R
FBNI1 Exon 35 qFBN1_35F gFBN1 35F
FBN1 Exon 63 qFBN1_63F gFBN1_63F
CFTR Exon 4 qCFTR_4F qCFTR_4F

Mit Hilfe der ermittelten Ct-Werte lie8 sich eine Quantifizierung nach der comparative
AACt methode (Livak u. Schmittgen, 2001) durchfithren. Diese Methode basiert auf ei-
nem Vergleich der ausgewahlten DNA-Sequenz mit einem Referenzgen, dessen Kopienzahl
bekannt und unter den Patienten unverandert ist. In diesem Fall wurde das CFTR-Gen
als Referenzgen ausgesucht. CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regu-
lator) kodiert fiir ein Chloridkanalprotein auf Chromosom 7. Mutationen in diesem Gen
sind ursichlich fiir die Zystische Fibrose (Riordan et al. 1989).

Zur Berechnung der relativen Kopienzahl wurde zuerst zum Ausgleich quantitativer und
qualitativer Unterschiede der DNA-Proben der gemittelte Ct-Wert des Referenzgens vom

gemittelten Ct-Wert des Zielgens (je zwei Bestimmungen) abgezogen.
ACt = C1tZie1gen - C’tl:{eferenzgen (1)

Durch Subtraktion eines Kalibrator Ct-Wertes lief sich die Abweichung relativ zu einer
Kontroll-DNA-Probe berechnen. Als Kontroll-DNA wurde eine Probe gewéhlt, von der

sicher ist, dass sie an der interessierenden Stelle keine Kopienzahlabweichung aufweist.
AACt = ACt — ACtkaiibrator (2)

Dies wurde in einen absoluten Wert umgerechnet.

Q—AACt (3)

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 33



MATERIAL UND METHODEN

Die so berechneten Werte geben die relative Kopienzahl im Verhéltnis zu dem vorher
ausgewahlten Kalibratorgen CFTR an. Liegt das Gen mit gleicher Anzahl vor, so ergeben
sich Werte von 0,8 bis 1,2. Niedrigere Werte (~ 0,5) deuten auf eine Deletion in diesem
Gen hin, hohere Werte (~ 1,5) auf eine Duplikation. Ergaben sich Werte in einem Zwi-

schenbereich, wurde die Kopienzahlbestimmung wiederholt und das Ergebnis gemittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Mutationsanalyse des CATSPERJ3-Gens bei 150 Patienten

mit Intelligenzminderung

3.1.1 Vorarbeiten: Eingrenzung der Bruchpunktregion in 5q31.1 bei einem

Patienten mit einer 1;5-Translokation und Intelligenzminderung

In Vorarbeiten von Frau Dr. med. Bettina Chilian (Chilian 2012) wurden die Bruchpunk-
te einer miitterlicherseits vererbten 1;5-Translokation bei einem Patienten (im Folgen-
den Translokationspatient 1) feinkartiert. Eine Chromosomenanalyse ergab den Karyo-
typ 46,XY,t(1;5)(q41-q42;q31). Der damals 4-jahrige Patient zeigte klinisch eine Entwick-
lungsverzogerung und Autismus. Weitere Daten liegen nicht vor. Seine Mutter ist dagegen
normal intelligent. Auffillig zeigten sich bei ihr jedoch eine Brachydaktylie und invertier-
te Brustwarzen. Da fiir bereits bekannte Gene fiir Autismus unvollstandige Penetranz
beschrieben wurde (Toro et al. 2010), kann dieses Rearrangement durchaus urséchlich
fiir den Phéanotyp des Patienten sein. Durch serielle FISH-Analysen erfolgte eine Fein-
kartierung der Bruchpunktregion des Chromosoms 5 (sieche Abbildung 3.1). Ein Fosmid
(G248P86998H1) lieferte ein split signal, also ein bruchpunktiiberspannendes Signal. Mit
Hilfe der beiden angrenzenden Fosmide lief§ sich die Bruchpunktregion auf 10 bis 15 kb

eingrenzen.

134,25 Mb 134,30 Mb 134,35 Mb 134,40 Mb

cen 5¢g31.1 tel
I G248P87860C6
1 G248P86298H1
[ G248P8548F6

PCBD2 PITX1
> <«
CATSPER3
[ 1 g 2 4 g 5 3 6 3 7 38

Abbildung 3.1: 5g31.1-Bruchpunktregion der 1;5-Translokation

Der graue Balken markiert einen Ausschnitt der Region 5q31.1. Eine Gréfieneinteilung in Mb ist {iber
der Abbildung gegeben. Links liegt die Zentromerregion (cen), rechts das Telomer (tel). Das bruch-
punktiiberspannende Fosmid G248P86998H1 ist durch einen gelben Balken représentiert, die beiden
angrenzenden Fosmide durch griine Balken. Die hellrot hinterlegte Flache markiert die Bruchpunkt-
region. Die schwarzen Pfeile symbolisieren Gene in der Region in 5’—3’-Transkriptionsrichtung, die
darunterliegenden roten Késten die acht Exons von CATSPERS3 in Vergrofierung. Die waagerech-
te schwarze Linie stellt intronische Regionen dar. Das Gen CATSPER3 wird direkt unterbrochen,
der Bruchpunkt liegt zwischen Intron 2 und 3. Die physikalische Karte wurde nach GRCh37/hgl9
erstellt.
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Durch die Translokation kommt es zu einer direkten Unterbrechung des CATSPER3-
Gens. Der Bruchpunkt liegt wahrscheinlich innerhalb einer Region zwischen den beiden
Introns 2 und 3. CATSPERS3 steht fiir cation channel of sperm und kodiert fiir einen
spannungsgesteuerten Calciumkanal, der sowohl im Hoden als auch im Gehirn von Mau-
sen exprimiert wird (Kim et al. 2010). Besonders stark ist die Expression im Cortex,
Hippocampus, Hypothalamus und Cerebellum. Der Kanal selbst besteht aus sechs mem-
brandurchspannenden Doménen und einer Coiled-Coil-Region, mit der es moglich wére,
mit anderen Proteinen aus der CATSPER-Familie zu interagieren (Lobley et al. 2003).
Zusatzlich ist bekannt, dass Mutationen in Genen fiir Calciumkanalproteine, wie bei-
spielsweise SCN5A, mit Autismus assoziiert sind (Splawski et al. 2004). Dies und die
direkte Disruption des Gens machen CATSPERS3 zu einem interessanten Kandidatengen

fir Intelligenzminderung und/oder Autismus.

3.1.2 PCR-Amplifikation und Sequenzanalyse von CATSPER3 bei 150

Patienten mit Intelligenzminderung

Um die Mutationsanalyse von CATSPER3 bei 150 Patienten mit Intelligenzminderung
durchfithren zu kénnen, wurde zuerst die Exon/Intron-Struktur mit Hilfe des BLAT-
Programmes abgeleitet und Primerpaare fiir jedes der acht kodierenden Exons bestimmt.
Da die Exons 5 und 6 sehr nah beieinander liegen, wurden diese fiir eine PCR-Amplifikation
zusammengefasst, allerdings spater getrennt sequenziert. Bei der Auswahl der Primer wur-
de zusitzlich darauf geachtet, dass auch die Exon/Intron-Uberginge ausreichend (bis zu
40 bp) mitsequenziert werden, um auch dort etwaige Verdnderungen, wie z.B. mutierte
Spleifistellen, identifizieren zu konnen. Um auszuschlieen, dass die Primer in repetiti-
ven Elementen liegen oder SNPs (engl. single nucleotide polymorphism, Einzelnukleotid-
Polymorphismen) beinhalten, wurde die Sequenz mit dem Repeat Masker bzw. den ver-
zeichneten SNPs in Ensembl abgeglichen. Die Etablierung der optimalen PCR-Bedingungen
fiir jedes Primerpaar wurde mit DNA-Proben von Kontrollpersonen durchgefithrt. An-
schlieend wurde die genomische DNA von 150 Patienten mit Intelligenzminderung fiir
jedes Exon amplifiziert und die Amplikons zur Qualitiats- und Quantitédtskontrolle auf ein

2%-iges Agarosegel aufgetragen (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Exemplarisches, mit Ethidiumbromid gefarbtes 2%-iges Agarosegel mit
PCR-Produkten des Exons 3 des CATSPER3-Gens
Die Abbildung zeigt die 443 bp grofien PCR-Produkte des Exons 3 von CATSPERS3 von 11 Patienten
(158 - 168). Der Leerwert (LW) ist die Kontrolle ohne DNA. Eine 100 bp Leiter (M) wurde zusétzlich
zur Orientierung und Uberpriifung der ProduktgréBe aufgetragen. Die 300 bp- und 600 bp-Banden
sind mit einem Pfeil markiert.

Nach anschliefender Sequenzierung aller PCR-Produkte wurden 15 verschiedene Sequenz-

varianten in den 150 Patienten-DNAs gefunden (siehe Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Gefundene Sequenzvarianten in CATSPER3

Nukleotidaustausch ~Aminosdureaustausch Héaufigkeit des dbSNP
seltenen Allels
c.252+17G>A 1/300 rs149202644
c.433G>A p.A145T 10/300 rs114447625
c.b07C>T p.(=) 110/300 (25)  rs10044000
c.b08G>A p.-V170M 2/300 rs139800400
c.581T>G p.L194W 1/300 rs149130443
c.612T>G p.N204K 2/300 rs3896260
c.645A>G p.(=) 87/300 (15) rs177252
c.676-34T>C 265/300 (117) 15299376
c.8164+35C>A 1/300 rs112278352
c.818A>G p.D273G 3/300 rs72800379
c.881A>G p.-K294R 2/300 15142494932
c.1047C>T p.(=) 1/300 rs140770176
c.1056C>T p.(=) 1/300 rs17167765
¢.1095-40T>C 1/300 rs7719733
c.1125T>C p.(=) 1/300 rs7719874

Die Tabelle fasst alle gefundenen Sequenzvarianten in CATSPER3 im untersuchten Patientenkol-
lektiv zusammen. Zuséatzlich sind die SNP-Referenznummern (rs) aus Ensembl und die Haufigkeit
der Allele verzeichnet. Die Zahlen in Klammern représentieren die Anzahl an Patienten mit einer

homozygoten Sequenzvariante.
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Von diesen 15 Sequenzvarianten sind vier in intronischen Regionen und elf in Exons loka-
lisiert. Darunter waren fiinf stille Mutationen und sechs Missense-Mutationen. Der SNP
c.581T>G (p.L194W) (siehe Abbildung 3.3) wurde nur einmal bei Patient 176 gefunden
und ist in Ensembl mit einer Haufigkeit von 3/17553 (< 0,01%) gelistet.

Ala | lle |LeuwTrp| Gly | Phe

GC TATCTTGGGCTTOC

Abbildung 3.3: Ausschnitt aus einem Sequenzelektropherogramm des Exons 4 von Pa-
tient 176 mit der Sequenzvariante c.581T>G (p.L194W)

Die Buchstabenfolge am oberen Rand des Bildes gibt die Basenabfolge wieder und wird durch Peaks
in unterschiedlichen Farben représentiert. Der untere Buchstabe G markiert den Austausch. Dariiber
sind die Aminoséduren im Drei-Buchstaben-Code gegeben. Die vertikalen Striche markieren die Tri-
plettgrenzen. An der Stelle des Basenaustausches steht die Wildtyp-Aminoséure links, die mutierte
Aminoséure rechts.

Im Vergleich mit sechs anderen Spezies zeigte sich eine hohe Konservierung der Amino-
saure Leucin (siehe Abbildung 3.4) innerhalb der membrandurchspannenden Region 5 von
CATSPER3 (Lobley et al. 2003).

141  TM4 160 177 ™S 199
M. musculus 136 QSLRILKLISYSRGIRTLIIAVGETVYTVASVLTLLFLLMFVFAILGFCL 185
R. norvegicus 129  QSLRVLKLISYSRGIRTLIIAVGETVYTVASVLTLLFLLMFVFAILGFCL 178
M. mulatta 76 QSLRILKLIGYSRGIRTLIIAVGQTVYTVASVLLLLFLLMYIFAILGFCL 125
H. sapiens 149  QOSLRILKLIGYSQGIRTLITAVGQTVYTVASVLLLLFLLMYIFAILGECL 198
P. troglodytes 149  QOSLRILRLIGYSQGIRTLITAVGQTVYTVASVLLLLFLLMYIFAILGFCL 198
C.lupus 151  QOSLRILKLITYSRGIRTLITAVGQTAYIVASVLILLFLLMYIFAILGECL 200
B. taurus 150 QSLRILKLITYSRGIRTLITAMGQTAYTVASVLILFFVLMYIFAILGFCL 199

Abbildung 3.4: Ausschnitt aus dem Aminosiduresequenzvergleich von CATSPERS3 ver-
schiedener Spezies

Die Aminosédure Leucin an Position 194 ist an {ibereinstimmenden Positionen blau hinterlegt. Es
zeigt sich eine Konservierung durch alle Spezies. Uber der Abbildung sind die Transmembrandomé-
nen TM4 und TM5 (nach Lobley et al. 2003) mit der jeweiligen Start- und Endposition im humanen
Protein in rot gegeben. Die Zahlen links und rechts geben die Position der jeweiligen randstdndigen
Aminosédure an.

Eine Analyse mit Vorhersageprogrammen hinsichtlich einer moglichen pathogenen Rele-
vanz der Missense-Mutation ¢.581T>G (p.L194W) ergab eine hohe Wahrscheinlichkeit

fur eine krankheitsverursachende Mutation (siche Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: In silico-Vorhersagen zur Pathogenitidt von p.L194W in CATSPERS3

MutationTaster PolyPhen-2 Panther SIFT SNAP
Disease Probably Probably Damaging Non-neutral
causing damaging damaging

Probability Score 1.000 P icteterious Score 0.00 Accuracy 78%
0.9181 0.9966

Der Aminosidureaustausch wurde mit MutationTaster, PolyPhen-2, Panther, SIFT und SNAP analy-
siert. Hohe Werte beim MutationTaster, PolyPhen-2 und Panther (jeweils ein Maximalwert von 1) er-
geben eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine krankheitsverursachende Mutation. Ein Score < 0.05 bei
SIFT indiziert ebenfalls eine wahrscheinlich krankheitsverursachende Veridnderung. Der Accuracy-
Wert bei SNAP gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die getroffene Vorhersage zutrifft.

Spleifistellenveranderungen ergaben sich nach einer in silico-Analyse mit Hilfe der drei
Programme BDGP, NetGene 2.0 und HSF 2.4.1 (siehe 2.1.7) nicht.

3.2 Mutationsanalyse des SALL3-Gens bei 150 Patienten mit

Intelligenzminderung

3.2.1 Vorarbeiten: Eingrenzung der Bruchpunktregion in 18923 bei einem
Patienten mit einer 8;18-Translokation, Intelligenzminderung und

Kleinwuchs

Ebenfalls durch Frau Dr. med. Bettina Chilian wurden die Bruchpunkte einer de novo vor-
liegenden 8;18-Translokation bei einem weiteren Patienten (im Folgenden Translokations-
patient 2) feinkartiert (Chilian 2012). Eine im Institut fiir Humangenetik in Hamburg er-
folgte Chromosomenanalyse ergab den Karyotyp 46,XY,t(8;18)(q11.23-q12.1;q22.3-q23),
und eine im Zentrum fiir Humangenetik in Mannheim durchgefiihrte Array-CGH-Unter-
suchung ergab eine von der Mutter vererbte, ca. 100 kb grofie Deletion in 5q21.1 und
eine etwa 300 kb grofle Duplikation in 14q31.1, die nicht weiter abgeklart wurde. Der
damals 2-jahrige Patient fiel im Alter von neun Monaten erstmalig durch eine psychomo-
torische Entwicklungsverzogerung auf. Eine kérperliche Untersuchung zeigte eine grofie
Fontanelle, eine breite Stirn und blauliche Skleren. Untersuchungen der Hande und Fii-
Be ergaben jeweils breite Endphalangen, die jedoch auch bei der Mutter vorlagen, und
tiefe Handfurchen. Zusétzlich hatte der Junge eine hypotone Muskulatur, wahrend sich
die Extremititen iiberwiegend in Beugehaltung befanden. Seitens der Mutter wurde ei-
ne leichte Reizbarkeit beschrieben, ansonsten zeigte der Patient guten Blickkontakt. Mit
etwa 17 Monaten zeigte sich sowohl eine motorische als auch eine sprachliche Entwick-

lungsverzogerung. Der Patient konnte nicht frei laufen und eine Wortbildung war noch
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nicht vorhanden. Bei einer Grofie von 74 cm wurde eine Wachstumsretardierung (-2,7 SD)
diagnostiziert. Hinzu kamen rezidivierende generalisierte Krampfanfille, die mit Pheno-
barbital behandelt wurden.

Serielle FISH-Analysen grenzten die Bruchpunktregion auf dem Chromosom 18 ein (siehe
Abbildung 3.5). Zwei Fosmide (G248P80448H4 und G248P87560B5) lieferten dabei ein

split signal, somit lief sich auch hier die Bruchpunktregion auf 10 bis 15 kb eingrenzen.

76,65 Mb 76,70 Mb 76,75 Mb 76,80 Mb 76,85 Mb
cen 18q23 tel
I G248P87860C6

1 G248P80448H4
71 G248P87560B5
[ G248P8548F6

SALL3

| 1 a2 gy 3

Abbildung 3.5: 18q23-Bruchpunktregion der 8;18-Translokation

Der graue Balken markiert einen Ausschnitt der Region 18q23. Eine Groéfleneinteilung in Mb ist
iiber der Abbildung gegeben. Links liegt die Zentromerregion (cen), rechts das Telomer (tel). Die
beiden bruchpunktiiberspannenden Fosmide G248P80448H4 und G248P87560B5 sind durch gelbe
Balken repréasentiert, die beiden angrenzenden Fosmide durch griine Balken. Die hellrot hinterlegte
Flache markiert die Bruchpunktregion. Der schwarze Pfeil symbolisiert das Gen SALL3 in 5’—3’-
Transkriptionsrichtung, die darunterliegenden roten Késten die drei Exons des Gens in Vergrofierung.
Die waagerechte schwarze Linie stellt intronische Regionen dar. Der Bruchpunkt liegt entweder direkt
vor dem SALL3-Gen oder in Exon 1 oder Intron 1. Die physikalische Karte wurde nach GRCh37/hg19
erstellt.

Der Bruchpunkt in 1823 liegt somit entweder direkt vor dem SALL3-Gen oder innerhalb
von Exon oder Intron 1 des Gens.

SALL3 gehort zur Familie der Spalt-Proteine, die aus vier Mitgliedern (SALL1-4) be-
steht. Es wird angenommen, dass SALL3 mit Hilfe seiner vier Zinkfinger-Doménen als
Transkriptionsfaktor wirkt und somit wahrscheinlich an der Regulation des Zellzyklus
bzw. der Zelladhésion beteiligt ist (Parrish et al. 2004). Alle vier Mitglieder dieser Fa-
milie spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems,
der Extremitiaten und anderer Organe, wie z.B. der Niere und des Herzens (Sweetman
u. Miinsterberg 2006). Sall3 wird im Tiermodell besonders stark im zentralen Nerven-
system exprimiert, u.a. in primdren Motorneuronen, im Telencephalon, Diencephalon,
Rhombencephalon und entlang des gesamten, sich entwickelnden Riickenmarks und der
Hinterhérner (Camp et al. 2003).

Mutationsanalyse der Gene CATSPER3, SALL3 und TGFB2 40



ERGEBNISSE

Stromaufwérts von SALL3 befindet sich eine ca. 2 Mb grofle, genleere Region mit hoch-
konservierten, nicht-kodierenden DNA-Elementen (highly conserved non-coding elements,
HCNESs). Diese HCNEs besitzen teilweise regulatorisches Potential und konnten somit die
Expression von SALL3 regulieren (Rizzolio et al. 2008). In der Literatur wurde bereits eine
Patientin mit einer X;18-Translokation beschrieben, deren Bruchpunkt auf Chromosom
18 ca. 80 kb stromaufwérts von SALL3 liegt und die mit dem Translokationspatienten 2
phénotypische Uberschneidungen aufweist. Die Patientin zeigte ebenfalls eine breite Stirn
und einen Kleinwuchs (Larizza et al. 1993, Rizzolio et al. 2008). Als Pathomechanismus
wurde hier die Abtrennung von SALL3 von den HCNEs angenommen, sodass sich hier-
durch eine veranderte Expression von SALL3 ergeben haben konnte (Rizzolio et al. 2008).
Dieser Mechanismus ware auch bei dem Translokationspatienten 2 denkbar. Insgesamt ge-
sehen scheint SALL3 also ein sehr attraktives Kandidatengen fiir Intelligenzminderung

und/oder Kleinwuchs zu sein.

3.2.2 PCR-Amplifikation und Sequenzanalyse von SALL3 bei 150 Patienten

mit Intelligenzminderung

Die Primersequenzen fiir die PCR und Sequenzanalyse wurden von Herrn PD Dr. med.
Christian Thiel des Humangenetischen Instituts des Universitatsklinikums Erlangen zur
Verfiigung gestellt, der SALL3 bereits in einer groen Kohorte von Patienten mit Klein-
wuchs sequenziert hatte, aber keine krankheitsrelevante Mutation gefunden hat. Exon 2
(ca. 3800 bp) und 3 (ca. 800 bp) des SALL3-Gens sind so grof, dass fiir Exon 2 zwolf
(2.1 bis 2.12) und fiir Exon 3 zwei (3.1 und 3.2) sich tuberlappende Amplikons generiert
werden mussten. Die PCRs wurden mit DNAs von Kontrollpersonen etabliert und die je-
weils optimalen DNA-Polymerasen ausgewéahlt. AnschlieBend wurde, wie auch unter 3.1.2
beschrieben, die genomische DNA von 150 Patienten mit Intelligenzminderung fiir jedes
Amplikon mittels PCR vervielfaltigt und zur Qualitats- und Quantitdtskontrolle auf ein
2%-iges Agarosegel aufgetragen (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Exemplarisches, mit Ethidiumbromid gefarbtes 2%-iges Agarosegel mit
PCR-Produkten des Amplikons 3.2 des SALL3-Gens

Die Abbildung zeigt die 477 bp groflen PCR-Produkte des Amplikons 3.2 von SALL3 von 11 Pati-
enten (63 - 68 und 70 - 75). Der Leerwert (LW) ist die Kontrolle ohne DNA. Eine 100 bp Leiter (M)
ist zusétzlich zur Orientierung und Uberpriifung der ProduktgréBe aufgetragen. Die 300 bp- und 600
bp-Banden sind mit einem Pfeil markiert.

Nach anschliefender Sequenzierung aller PCR-Produkte wurden 20 verschiedene Sequenz-
varianten in den 150 Patienten-DNAs gefunden (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Gefundene Sequenzvarianten in SALL3

Nukleotidaustausch Aminosaureaustausch Héufigkeit des dbSNP
seltenen Allels
c.272C>A p-P91H 37/300 (1) rs35091814
¢.b53_554delGCinsTT* p.A185L 15/300 rs18655572 u.
rs191414199
c.883C>T p-P295S 7/300
c.987G>A p.(=) 13/300 rs137944092
c.1072C>T p.(=) 30/300 152472643
c.1500C>T p.(=) 9/300 rs7235194
c.1507C>T p.(=) 1/300 rs200189990
c.1597A>G p-Th33A 239/300 (95)  1s7240860
c.1777C>G p.L593V 250/300 (102) 152447437
c.2235G>A p.(=) 1/300 rs117543046
c.2376C>T p.(=) 28/300 (1) rs2927258
c.2475C>T p.(=) 250/300 (102) 152472644
c.2499G>A p.(=) 1/300 rs201571077
c.2558T>C p.V853A 14/300 rs35578880
¢.2593G>A p.V8656M 3/300 rs139777889
c.2766G>C p.(=) 14/300 rs61747126
c.2880G>T p.(=) 29/300 rs2615613
c.2888G>A p-S963N 1/300
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Tabelle 3.3: Gefundene Sequenzvarianten in SALL3 — Fortsetzung

Nukleotidaustausch Aminosdureaustausch Héufigkeit des dbSNP
seltenen Allels

¢.3507C>T p.(=) 1/300

c.3754C>A p.P1252T 1/300 rs138463518

Die Tabelle stellt alle gefundenen Sequenzvarianten in SALL3 im untersuchten Patientenkollektiv
dar. Zusétzlich sind die SNP-Referenznummern (rs) aus Ensembl und die Héufigkeit der Allele ver-
zeichnet. Die Zahlen in Klammern repréasentieren dabei die Anzahl an Patienten mit einer homozy-
goten Sequenzvariante. * Die beiden in Ensembl getrennt gelisteten SNPs ¢.5563G>T (rs18655572)
und ¢.554C>T (rs191414199) kamen bei jeweils 15 Patienten nur gemeinsam in heterozygotem Zu-
stand vor und fithren zusammen zu dem Aminosdureaustausch p.A185L. Es ist daher von einer
del/ins-Variante auszugehen.

17 der 20 Varianten sind in Ensembl als SNP gelistet, drei hingegen nicht. Zwei dieser drei
Varianten [c.883C>T (p.P295S) und ¢.2888G>A (p.S963N)| sind Missense-Mutationen,
die Variante ¢.3507C>T dagegen eine stille Mutation. Zusatzlich sind die beiden bereits
beschriebenen Varianten ¢.1507C>T und ¢.2499G>A bei Ensembl mit nur sehr niedrigen
Allelfrequenzen von weit <1% gelistet. Es handelt sich bei beiden ebenfalls um stille
Mutationen.

Die Variante ¢.883C>T (p.P295S) (siche Abbildung 3.7) kommt bei sieben (Patienten Nr.
1, 2, 52, 56, 71, 81 und 186) von 150 Patienten vor.

Ser | Arg | Pro/Ser | Glu | Ser
TCCCG G CCCG AGT CT
T A
|
I'IL'I |II I' } |
{ I|I A o | )
'. il | . N
II 1 / l'l/’\\ 1 II \/."I Il'l.
( | ¥ o (. y ]
Abbildung 3.7: Ausschnitt aus einem Sequenzelektropherogramm des Exons 2 von Pa-
tient 1 mit der heterozygoten Sequenzvariante c¢.883C>T (p.P295S)
Die Buchstabenfolge am oberen Rand des Bildes gibt die Basenabfolge wieder und wird durch Peaks
in unterschiedlichen Farben repréasentiert. Der untere Buchstabe T markiert den Austausch. Dariiber
sind die Aminosduren im Drei-Buchstaben-Code gegeben. Die vertikalen Striche markieren die Tri-
plettgrenzen. An der Stelle des Basenaustausches steht die Wildtyp-Aminoséure links, die mutierte
Aminoséure rechts.

Die Variante ¢.2888G>A (p.S963N) (siche Abbildung 3.8) kommt dagegen nur bei dem

Patienten 94 in heterozygotem Zustand vor.
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Abbildung 3.8: Ausschnitt aus einem Sequenzelektropherogramm des Exons 2 von Pa-
tient 94 mit der heterozygoten Sequenzvariante c.2888G>A (p.S963N)

Die Buchstabenfolge am oberen Rand des Bildes gibt die Basenabfolge wieder und wird durch Peaks
in unterschiedlichen Farben représentiert. Der untere Buchstabe A markiert den Austausch. Dariiber
sind die Aminoséduren im Drei-Buchstaben-Code gegeben. Die vertikalen Striche markieren die Tri-
plettgrenzen. An der Stelle des Basenaustausches steht die Wildtyp-Aminoséure links, die mutierte
Aminoséure rechts.

Eine Analyse hinsichtlich der Konservierung der Aminosauren ergab fiir Prolin an Position

295 keine evolutionédre Konservierung (sieche Abbildung 3.9).

D. rerio 316  VAVSSALDVACTSVPPAGGQOLASSGMESNIAINSLYPTTSNGVSPQMERC 365
G. gallus 278 IQLTEVLEPERIMGORAGAQPPAFDGSOHIS——RPTSGASTPNISSSESSE 325
B. taurus 2689 APAC 272
C. lupus 708 LOLSGGAPARPAAPGPAAPPAAYEGAPLLA-—QPASGASAPHAPSGGPAV 755
M. mulatta 251 @ mmmmm e PSAPRA 256
H. sapiens 264 LPLSAGAPARATAGSGPARPAAFEGAOPLSRPESGASTPGGPAEPSAPAR 313
P. troglodytes 264 LPLSAGAPARATAGSGPARPAAFEGAQPLSRPESGASTPGGPAEPSAPAR 313
M. musculus 269 LOLSAG-PATASACSGSTLPAAFDGPQHLES -—QOPASCTSTEPCSTSARDDD 315
R. norvegicus 137 LOLSAG-PATASAGSGSTLSAAFDGEPQHLSQPQPASCTSTEPCSTSASETD 185

Abbildung 3.9: Ausschnitt aus dem Aminosiduresequenzvergleich von SALL3 verschie-
dener Spezies
Die Aminoséure Prolin an Position 295 ist an iibereinstimmenden Positionen blau hinterlegt. Ein -
(gelb hinterlegt) markiert das Fehlen der Aminoséure an dieser Position, andere Aminosiuren sind
ebenfalls gelb hinterlegt. Die Zahlen links und rechts geben die Position der jeweiligen randstdndigen
Aminosédure an.

Eine Analyse mittels der Human Protein Reference Database (HPRD) und des Simple
Modular Architecture Research Tools (SMART) ergab, dass sich Prolin an Position 295 in
keiner wichtigen Doméne von SALL3 befindet.

Fiir Serin an Position 963 ergab sich im Gegensatz dazu eine hohe Konservierung (siehe
Abbildung 3.10).
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D. rerio 599 STSAHAMVESEQLDIHSPGSENTGALDLTATQPTRSEVEDENPFSLLEFLG 1048
G. gallus 959 — LETEFPDSFPPATENGGALDLT STNPGRFVIKEEAPFSLLEFLN 1001
B. taurus 8%  ————— LETEFFPDSPLPGPENGGALDLTATHPCRPSVEEEAPFSLLEFLS 938
C. lupus 1391 ————— LETERFDSFPPAPENGGALDLTAAFPGRFATFEEAPFSLLFLS 1433
M. mulatta 876 ————— LETERFDSPAPAPGSGGA——————— PGRAGIFEEAPFSLLEFLN 511
H. sapiens 933 @ ——— LETERFPDSPAAAPGSGGA——————— PGFAGIFEEAFFSLLFLS 968
P. troglodytes 526  ————— LETERFDSPAPAPGSGGA——————— PGRAGIFKEEAPFSLLFLS 96l
M. musculus 946  —-—-————- LETERLDSPPPGPGNGGALDLTAGHPGRPLIKEEAPFSLLFLS 988
R. norvegicus 8le —————- LETERLDSPPPGPGNGGALDLTAGHPGRPLIFKEEAPFSLLEFLS 858

Abbildung 3.10: Ausschnitt aus dem Aminosiduresequenzvergleich von SALL3 verschie-
dener Spezies

Die Aminosaure Serin an Position 963 ist an iibereinstimmenden Positionen blau hinterlegt. Es zeigt
sich ein Vorkommen der Aminosédure Serin bei allen neun verglichenen Spezies. Die Zahlen links und
rechts geben die Position der jeweiligen randstdndigen Aminosdure an.

Ein Abgleich mittels HPRD und SMART ergab allerdings auch hier kein Vorkommen von
Serin 963 in einer der Zinkfinger-Doménen von SALL3.

Die beiden Varianten ¢.883C>T (p.P295S) und ¢.2888G>A (p.S963N) wurden zusétzlich
mit Hilfe verschiedener Vorhersage-Programme hinsichtlich einer moglichen Pathogenitét

analysiert (siche Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: In silico-Vorhersagen zur Pathogenitét von p.P295S und p.S963N in SALL3

Variante Mutation PolyPhen-2  Panther SIF'T SNAP
Taster
p.P295S Disease Benign Probably Affects Non-neutral
causing damaging protein
function

Probability ~ Score 0.01 P deleterious Score 0.00 Accuracy

0.9152 0.8012 (low confi-  58%
dence)
p-S963N Disease Benign NA Tolerated Neutral
causing
Probability ~ Score 0.11 - Score 0.33 Accuracy
0.9493 89%

Die Aminosdureaustausche wurden mit MutationTaster, PolyPhen-2, Panther, SIFT und SNAP
analysiert. Hohe Werte beim MutationTaster, PolyPhen-2 und Panther (jeweils ein Maximalwert
von 1) ergeben eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine krankheitsverursachende Mutation. Ein Score
< 0.05 bei SIFT indiziert ebenfalls eine wahrscheinlich krankheitsverursachende Verdnderung. Der
Accuracy-Wert bei SNAP gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die getroffene Vorhersage zutrifft.
NA: not applicable
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Fiir ¢.883C>T (p.P295S) ergaben sich daraus sehr unterschiedliche Vorhersagen von be-
nign bis disease causing, fir ¢.2888G>A (p.S963N) dagegen liefl sich eher keine Pathoge-
nitat ableiten. Anschliefend wurden alle fiinf potentiell pathogenen Varianten im Hinblick
auf mogliche neue Spleifistellen mit Hilfe der Programme BDGP, NetGene 2.0 und HSF
2.4.1 untersucht. Dabei ergab sich nur durch HSF 2.4.1 fiir die Variante ¢.883C>T eine
mogliche neue Donor-Spleiistelle mit einem consensus value von 79.09 (siehe Abbildung
3.11).
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Abbildung 3.11: Spleif3stellenvorhersage von HSF 2.4.1 fiir c.883C>T in SALL3

Das Diagramm stellt mogliche Spleifistellen von Position ¢.704 bis ¢.1003 dar. Oben ist das Ergebnis
fir die Wildtyp-Sequenz dargestellt, unten fiir die Variante c.883C>T. Die Abszisse zeigt die Position
in der Basenabfolge an, die Position ¢.883C>T ist durch einen Strich markiert. Die Ordinate gibt
die Wahrscheinlichkeit fiir eine Spleifistelle an dieser Position wieder. Der gelbe Bereich gibt sehr
wahrscheinliche, beige mogliche und der graue Bereich unwahrscheinliche Spleiistellen an. Mdogliche
Akzeptor-Spleifistellen sind durch einen hellblauen Kasten, Donor-Spleifistellen durch einen lilafar-
benen Kreis dargestellt. Der blaue Pfeil markiert die neu entstandene mogliche Donor-Spleifistelle.
Eine natirliche Spleifistelle kommt in dieser Kodierregion nicht vor.
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3.3 Mutationsanalyse des T GFB2-Gens bei 88 Patienten mit
Bindegewebserkrankungen aus dem Formenkreis des

Marfan-Syndroms
3.3.1 Vorbemerkungen

Vor Kurzem wurde TGFB2 als ein neues Krankheitsgen fiir ein zum Marfan-Syndrom/
Loeys-Dietz-Syndrom &hnliches Krankheitsbild veroffentlicht. Beschrieben wurden bisher
zehn verschiedene heterozygote Mutationen in TGFB2 und zwei das TGFB2-Gen um-
fassende Mikrodeletionen sowie die damit assoziierten Phénotypen (Boileau et al. 2012,
Lindsay et al. 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Kohorte von 88 Patienten, die mutationsnegativ in
den bisher bekannten Krankheitsgenen FBN1, TGFBR1 und TGFBR2 waren, auf Veran-
derungen im TGFB2-Gen untersucht werden. Die Blutproben der Patienten stammen aus
der Marfan-Sprechstunde des Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Patienten
weisen klinische Merkmale eines Marfan-Syndroms und/oder ein frithes Aortenaneurysma,/-
disseketion auf. Es wurde zunachst eine Sequenzanalyse aller acht kodierenden Exons des
TGFB2-Gens durchgefithrt. Im Anschluss folgte eine quantitative Real-Time PCR fiir

ausgewahlte Exons bei mutationsnegativen Patienten.

3.3.2 PCR-Amplifikation und Sequenzanalyse von TGFB2 bei 88 Patienten

mit Bindegewebserkrankungen aus dem Marfan-Formenkreis

Zur Mutationsanalyse von TGFB2 wurden zuerst Primerpaare fiir alle acht Exons abgelei-
tet. Die Exon/Intron-Struktur wurde mit Hilfe des BLAT-Programmes bestimmt. Exons
4 und 5 liegen sehr nah beieinander, sodass hier sowohl die PCR als auch die Sequenzie-
rung mit nur einem Primerpaar durchgefiihrt wurde. Bei der Auswahl der Primer wurde
zusitzlich darauf geachtet, dass auch die Exon/Intron-Ubergénge ausreichend (bis zu 40
bp) mitsequenziert wurden, um auch dort etwaige Verdanderungen identifizieren zu kon-
nen. Um auszuschlielen, dass die Primer in repetitiven DNA-Elementen liegen oder SNPs
beinhalten, wurde die Sequenz mit dem Repeat Masker bzw. den verzeichneten SNPs in
Ensembl abgeglichen. Die Etablierung der optimalen PCR-Bedingungen fiir jedes Primer-
paar wurde mit DNA-Proben von Kontrollpersonen durchgefiihrt. Anschliefend wurde
die genomische DNA von 88 Patienten mit Bindegewebserkrankungen aus dem Marfan-
Formenkreis (siehe 2.1.1) fiir jedes Exon amplifiziert und die Amplikons zur Qualitéts-

und Quantitdtskontrolle auf ein 2%-iges Agarosegel aufgetragen (siehe Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Exemplarisches, mit Ethidiumbromid gefarbtes 2%-iges Agarosegel mit
PCR-Produkten des Exons 2 des TGFB2-Gens

Die Abbildung zeigt die 350 bp groen PCR-Produkte des Exons 2 von TGFB2 von 10 Patienten
(MARF# 172 - 174, 176, 177, 180, 181, 183, 193, 196). Der Leerwert (LW) ist die Kontrolle ohne
DNA. Eine 100 bp Leiter (M) ist zusitzlich zur Orientierung und Uberpriifung der Produktgrofe
aufgetragen. Die 300 bp- und 600 bp-Banden sind mit einem Pfeil markiert.

Nach anschliefender Sequenzierung aller PCR-Produkte wurden zwei verschiedene Se-

quenzvarianten in den 88 Patienten-DNAs gefunden (siche Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Gefundene Sequenzvarianten in TGFB2

Nukleotidaustausch ~Aminosdureaustausch Héufigkeit des dbSNP

seltenen Allels

¢.1165dupA p.S389Kfs*8 1/176
¢.*39G>A 2/176 rs11466412

Die Tabelle stellt alle gefundenen Sequenzvarianten in TGFB2 im untersuchten Patientenkollektiv
dar. Zusétzlich ist die SNP-Referenznummer (rs) aus Ensembl und die Haufigkeit des jeweiligen Allels
verzeichnet.

Durch die Mutation ¢.1165dupA in Exon 7 kommt es bei dem Patienten MARF+# 218 zu
einer Duplikation der Base Adenin an der Position 1165 der Kodierregion (siehe Abbildung
3.13), was zu einer Leserasterverschiebung und dadurch zu einem vorzeitigen Stopp-Codon
in Exon 8 fiihrt.
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T | @ | H|sK|RQ] Intron 7

ACTCAGCACAGCAGGgtgagtgttcagect
AAGCAGGg tgagtgttcagc

Abbildung 3.13: Ausschnitt aus einem Sequenzelektropherogramm des Exons 7 von Pa-
tient MARF# 218 mit der heterozygoten Mutation c.1165dupA (p.S389K{fs*8)

Die Buchstabenfolge am oberen Rand des Bildes gibt die Wildtyp-Basenabfolge wieder und wird
durch Peaks in unterschiedlichen Farben représentiert. Die Buchstaben in der zweiten Reihe mar-
kieren die jeweils um eine Position verschobene Basenabfolge. Der Pfeil markiert die Duplikation.
Dartiber sind die Aminoséuren im Ein-Buchstaben-Code gegeben. Die vertikalen Striche markieren
die Triplettgrenzen. An der Stelle eines Basenaustausches steht die Wildtyp-Aminosdure links, die
mutierte Aminoséure rechts.

Durch die Rasterschubmutation kénnte ein TGFB2-Protein mit einem verktirzten COOH-
Terminus entstehen, das sieben proteinfremde Aminosduren aufweist und dann vorzeitig
endet (p.S389Kfs*8). Hochstwahrscheinlich ist dieses Protein nicht mehr voll funktions-
tlichtig, sodass diese 1 bp-Duplikation sehr wahrscheinlich pathogen ist.

Der Indexpatient MARF# 218 selbst war zum Untersuchungszeitpunkt 51 Jahre alt und
war bereits an einem Aortenaneurysma von 51 mm Grofie operiert worden. In der MR-
Angiographie zeigte sich eine starke Tortuositit sowohl der kranialen als auch der cer-
vikalen Arterien. Der Patient war 191 cm grofl, 85 kg schwer und zeigte ein positives
Verhéltnis von Armlénge zu Korpergrofie. Zuséitzlich hatte er eine geringgradige Sko-
liose und Pes planus. Faziale Auffilligkeiten waren eine milde malare Hypoplasie und
Retrognathie, ein langes Gesicht und eine prominente Uvula. Eine Hodentorsions- und
Leistenhernien-Operation sowie eine Appendektomie und Sigmaresektion nach akuter Di-
vertikulitis finden sich ebenfalls in der Vorgeschichte.

Der Vater (I-1, siche Abbildung 3.14) des Indexpatienten verstarb mit 52 Jahren an einer
Aortendisseketion. Ein 47-jédhriger Bruder (II-4, siehe Abbildung 3.14) wurde mutations-
positiv getestet. Spatere Analysen am Institut fiir Humangenetik des Universitatsklini-
kums Eppendorf ergaben ebenfalls einen Mutationsnachweis bei seinem 13-jéhrigen Sohn,
dem Neffen des Indexpatienten (III-2; siche Abbildung 3.14). Der 47-jahrige Bruder hat-
te eine Korpergrofie von 186 cm und wog 104 kg. Er wurde ebenfalls bereits an einem
Aortenaneurysma von 58 mm Groéfle und auf Grund einer Leistenhernie operiert. In der
MR-Angiographie zeigte sich auch bei ihm eine Tortuositat der Halsartieren, sowie in der

klinischen Untersuchung eine milde Skoliose, tiberstreckbare Gelenke, ein hoher gotischer
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Gaumen und eine Retrognathie. Der Neffe ITI-2 des Indexpatienten wies ebenfalls milde
klinische Auffilligkeiten wie eine Skoliose, Brustkorbdeformitéten, iiberstreckbare Gelen-
ke und Klumpfiifie auf. Ein weiterer Bruder des Indexpatienten (II-6, siche Abbildung
3.14) wurde ebenfalls an einem Aortenaneurysma operiert und zeigte klinische Merkmale,
die stark auf eine dem Marfan-Syndrom &hnelnde Krankheit hinweisen. Eine genetische
Diagnostik lehnte er ab. Die Tochter (III-1, siche Abbildung 3.14) des Indexpatienten war
mutationsnegativ. Auch bei einem vierten Bruder (II-5, siche Abbildung 3.14) erbrach-
ten spéatere Analysen am Institut fiir Humangenetik des Universitatsklinikums Eppendorf

keinen Mutationsnachweis.

59 J. 611.

I1-1 12 w13 s 6
18 . \ :

-1 -2

Abbildung 3.14: Stammbaum des Indexpatienten MARF# 218

Der Indexpatient ist durch einen Pfeil markiert. Ménnliche Individuen sind durch einen Kasten dar-
gestellt, weibliche durch einen Kreis. Bei phénotypisch auffélligen Personen ist der Kasten schwarz
ausgefiillt. Die waagerechten schwarzen Balken zeigen an, welche Patienten genetisch getestet wur-
den. Das Alter der Patienten ist iiber dem jeweiligen Symbol gegeben. Eine Nummerierung der
Familienmitglieder erfolgte unterhalb des entsprechenden Symbols im Stammbaum.

Bei den Patienten MARF# 166 und MARF# 170 wurde in der Sequenzanalyse die hetero-
zygote Variante ¢.*39G>A in der 3’-untranslatierten Region (3’-UTR) des TGFB2-Gens
gefunden. Sie ist bei Ensembl bereits als SNP hinterlegt und weist eine Allelfrequenz von
ca. 2% in der Normalbevolkerung auf, sodass eher nicht von einer Krankheitsrelevanz

auszugehen ist.

3.3.3 Kopienzahlanalyse der TGFB2-Exons 2 und 8 mittels quantitativer
Real-Time PCR

Da zwei Patienten mit einer zum Marfan-Syndrom dhnlichen Erkrankung und einer 3,5
Mb bzw. 6,5 Mb groflen Deletion, die beide das komplette TGFB2-Gen umfassen, be-

schrieben wurden (Lindsay et al. 2012), wurde bei den verbliebenen 87 Patienten eine
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Kopienzahlanalyse ausgewahlter Exons des T'GFB2-Gens mittels quantitativer Real-Time
PCR (qPCR) durchgefiirt. Fiir die initiale Analyse wurden die TGFB2-Exons 2 und 8 aus-
gewdhlt, um das gesamte TGFB2-Gen umfassende Duplikationen und Deletionen bei den
Patienten aufzudecken. Im Fall von uneindeutigen Werten wurden weitere TGFB2-Exons
und/oder auch ausgewéhlte FBNI1-Exons bei den entsprechenden Patienten untersucht.
Die relative Quantifizierung erfolgte mittels der AACt-Methode (siehe 2.2.11). Es erfolg-
te jeweils eine Doppelbestimmung pro Durchlauf, die Ergebnisse wurden vor Einsatz der
Methode gemittelt und sind in Abbildung 3.15 dargestellt.

Von den 87 Patienten wurden bei 84 Werte zwischen 0,8 und 1,2, also eine normale Kopi-
enzahl fiir die Exons 2 und 8, gemessen. Der Patient MARF# 157 zeigte allerdings sowohl
fiir Exon 2 als auch fiir Exon 8 einen niedrigeren Wert von 0,7. Eine Deletion wére daher
moglich. Die beiden Patienten MARF# 166 und 172 zeigten dagegen fiir beide Exons
Werte von deutlich grofler 1,5, was auf eine mogliche Duplikation hinweist. Aus diesem
Grund erfolgte bei allen drei Patienten eine weitere qPCR fiir zwei weitere Exons von
TGFB2 (Exons 3 und 7) und zwei Exons von FBN1 (Exon 35 und 63). Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Kopienzahlanalyse der Exons 2, 3, 7 und 8 des TGFB2-Gens und der
Exons 35 und 63 des FBN1-Gens bei drei Patienten
Die Grafik zeigt die Ergebnisse der Kopienzahlanalyse aus der quantitativen Real-Time PCR fiir
Exon 2 (blau), 3 (griin), 7 (hellblau) und Exon 8 (rot) des TGFB2-Gens und fiir Exon 35 (lila) und
63 (orange) des FBN1-Gens. Die Ordinate gibt die Werte der quantitativen Analyse an, die Abszisse
die jeweilge MARF-Nr. des Patienten. Werte in einem Bereich von ca. 0,8 bis 1,2 bedeuten eine
zweifache Kopienanzahl. Werte von unter 0,6 zeigen eine mogliche Deletion und Werte tiber 1,4 eine
mogliche Duplikation des jeweiligen Exons an.

Die Ergebnisse der qPCR ergaben auch fiir alle anderen Exons des TGFB2-Gens und

die Exons des FBN1-Gens sehr dhnliche Werte. Daher ist am ehesten davon auszugehen,

dass die DNA dieser drei Patienten nicht korrekt gemessen und verdiinnt wurde oder

DNA-Verunreinigungen zu diesen tibereinstimmend aberranten Werten gefithrt haben.
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4 Diskussion

4.1 Keine eindeutig pathogene Mutation in CATSPER3 und
SALL3 als Nachweis fiir mit Intelligenzminderung

assoziierte Krankheitsgene

In dieser Arbeit wurden bei 150 Patienten mit Intelligenzminderung die von Frau Dr. med.
Bettina Chilian identifizierten Kandidatengene fiir Intelligenzminderung, CATSPER3 und
SALL3 (Chilian 2012), mittels Sequenzanalyse auf mogliche Verdnderungen in den acht
bzw. drei Exons und den Exon/Intron-Ubergingen hin untersucht. Insgesamt wurden bei
diesen 150 Patienten 15 Sequenzvarianten in CATSPER3 und 20 Sequenzvarianten in
SALL3 mit unterschiedlicher Haufigkeit identifiziert (siche Tabellen 3.1 und 3.3).

Fiir alle Varianten in CATSPER3 war bereits eine SNP-Referenznummer (rs) vorhanden.
Diese Varianten waren damit bereits bei gesunden Personen beschrieben. Lediglich die bei
Patient 176 heterozygot gefundene Missense-Variante ¢.581T>G (p.L194W) war mit einer
so niedrigen Allelhaufigkeit von 3/17553 (< 0,01%) in Ensembl gelistet, dass sie zu né-
heren Analysen herangezogen wurde. Der urspriingliche Translokationspatient 1, bei dem
dieses Kandidatengen identifiziert worden war, hatte die Chromosomenaberration von sei-
ner gesunden Mutter geerbt, sodass auch bei diesen drei gesunden Kontrollpersonen eine
unvollstandige Penetranz vermutet werden koénnte. Informationen iiber die Eltern des Pa-
tienten 176 liegen nicht vor. Die Variante ¢.581T>G (p.L194W) wurde daher hinsichtlich
der Konservierung der Aminoséure Leucin an Position 194 untersucht. Es zeigte sich, dass
Leucin an der entsprechenden Position auch bei sechs anderen Spezies (M. musculus, R.
norvegicus, M. mulatta, P. troglodytes, C. lupus, B. taurus) vorkommt und in einer der
Transmembrandoménen (nach Lobley et al. 2003) des Calciumkanalproteins liegt (siche
Abbildung 4.1).

Dies konnte ein Hinweis auf die funktionelle Relevanz der Aminosaure Leucin an dieser
Position sein. Die mogliche Pathogenitat der Variante ¢.581T>G (p.L194W) wurde mit-
tels der Programme MutationTaster, PolyPhen-2, Panther, SIF'T und SNAP analysiert.
Auch hier zeigten sich sehr hohe Wahrscheinlichkeiten fiir eine pathogene Mutation (siehe
Tabelle 3.2).
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Abbildung 4.1: Topologie von CATSPER3

Die Abbildung zeigt den Aufbau von CATSPER3. Die Transmembrandoménen (S1 - S6) sowie
die Porenregion des Proteins sind jeweils entsprechend beschriftet. Das N und das C markieren
den entsprechenden Terminus. Die spannungssensitive Region des Proteins ist durch +++ in der
Transmembrandoméne S4 markiert. Die Coiled-Coil Region konnte zur Interaktion mit weiteren
CATSPER-Proteinen der Familie dienen (Lobley et al. 2003). Die Aminosidure Leucin an Position
194 (gelb eingezeichnet) liegt beim Menschen innerhalb der Transmembrandoméne S5 (nach Lobley
et al. 2003) und somit direkt neben der porenformenden Region des Proteins (Abbildung modifiziert
nach Lobley et al. 2003).

In mehreren Genen (u. a. CACNAIC, CACNAIG und CACNAII), die fiir die a;-Un-
tereinheit spannungsgesteuerter Calciumkanéle kodieren, sind mehrere, ebenfalls als SNP
gelistete Varianten bekannt, die mit dem Krankheitsphanotyp des Timothy-Syndroms
bzw. Autismusspektrum-Erkrankung und/oder Intelligenzminderung assoziiert sind (Lu
et al. 2012, Schmunk u. Gargus 2013). Das Timothy-Syndrom wird autosomal-dominant
vererbt und ist durch ein Long-QT-Syndrom und Syndaktylien in Verbindung mit Epilep-
sien und/oder Autismus oder Intelligenzminderung gekennzeichnet (Splawski et al. 2004).
Die a;-Untereinheit dieser Kanale formt dabei sowohl die spannungssensitive Region, als
auch die Pore selbst (Lu et al. 2012). Auch in weiteren Genen dieser a;-Untereinheiten-
Familie sind Allele bekannt, die mit Autismus assoziiert sind (Schmunk u. Gargus 2013).
Somit scheint die Poren-Region in Calciumkanélen ein anfélliger Bereich fiir mit Autismus-
spektrum-Erkrankungen und/oder Intelligenzminderung assoziierten Mutationen zu sein.
Ein Mechanismus, der auch auf die Variante ¢.581T>G (p.LL194W) in CATSPER3 zutref-
fen konnte.

Neueste Untersuchungen auf dem Gebiet der Intelligenzminderung gehen davon aus,
dass bei vielen genetischen Formen der Intelligenzminderung oder Austismusspektrum-
Erkrankungen mehr als ein verdndertes Gen involviert ist und eine oligogene Vererbung
in vielen Féllen zugrunde liegt (Ellison et al. 2013, Vorstman u. Ophoff 2013). So zeigten
Girirajan et al. (2010) fir die 16p12.1-Mikrodeletion, dass der klinische Phanotyp bzw.
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die Intelligenzminderung stark davon beeinflusst wird, ob noch weitere CN'Vs bei den Be-
troffenen vorhanden sind. Patienten mit weiteren CNVs im Genom zeigten somit meist
einen schwereren Phénotyp als Patienten mit nur der 16p12.1-Mikrodeletion als alleiniger
Verdnderung (Girirajan et al. 2010). Schaaf et al. (2011) konnten diese Hypothese mit Ana-
lysen zu mehreren Genen fiir Autismusspektrum-Erkrankungen (u. a. auch CACNAIC)
unterstiitzen; auch hier zeigte sich in der gesunden Kontrollgruppe ein signifikant niedri-
geres Vorkommen von heterozygoten Varianten in den mit Autismus assoziierten Genen
als bei den betroffenen Personen (Schaaf et al. 2011). Dieser Mechanismus wére somit
auch fir CATSPERS3 als Krankheitsgen denkbar und koénnte sowohl die unvollstindige
Penetranz bei der Mutter des Translokationspatienten 1 als auch das Vorkommen der
Variante ¢.581T>G (p.L194W) bei einigen wenigen gesunden Personen erklaren.

Eine weitere Moglichkeit wére, dass es durch die Mutation ¢.581T>G in CATSPER3 zu
einer Spleistellenverinderung kommt. Es kénnte neben dem Uberspringen eines einzelnen
oder mehrerer Exons auch zur Aktivierung einer kryptischen Spleifistelle oder zur fehler-
haften Entfernung eines Introns kommen. Dies konnte zu aberranten Transkripten fiihren
und nachfolgend auch die Proteinstruktur tiefgreifend verandern und so u. U. gravierende
Folgen fiir die Funktionsféhigkeit des Proteins haben (Baralle D. u. Baralle M. 2005). Aus
diesem Grund wurde diese Variante mit Hilfe der drei Programme BDGP, NetGene 2.0
und HSF 2.4.1 analysiert. Eine mogliche Spleifistellenverdnderung ergab sich allerdings
nicht.

Um abschlieBend untermauern zu konnen, dass die Mutation ¢.581T>G (p.L194W) fiir
den Krankheitsphanotyp des Patienten 176 ursachlich ist, sind weitere genetische und
funktionelle Analysen notwendig. So ist auf Grund nicht vorhandener DNA der Eltern

des Patienten bisher unklar, ob die Mutation vererbt wurde.

In SALL3 sind drei der 20 gefundenen Varianten bisher nicht in Ensembl, 1000 Geno-
mes oder EVS verzeichnet. Die Missense-Variante ¢.883C>T (p.P295S) wurde bei sieben
Patienten heterozygot im Exon 2 identifiziert. Ebenso die einmalig gefundene Variante
c.2888G>A (p.S963N). Die stille Mutation ¢.3507C>T in Exon 3 wurde bei einem Pa-
tienten entdeckt und ist bisher noch nicht in den o. g. Datenbanken gelistet. Zusétzlich
waren die beiden bereits bekannten stillen Mutationen ¢.1507C>T und ¢.2499G>A mit
einer Allelfrequenz von weit <1% angegeben, sodass auch sie fiir weitere Untersuchungen
herangezogen wurden.

SALL3 zeigte sich als ein vielversprechendes Kandidatengen, da es hochstwahrschein-
lich eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems spielt (Sweetman
u. Miinsterberg 2006). Sall3 wird im Tiermodell besonders stark im zentralen Nerven-

system exprimiert, u.a. in primdren Motorneuronen, im Telencephalon, Diencephalon,
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Rhombencephalon und entlang des gesamten, sich entwickelnden Riickenmarks und der
Hinterhorner (Camp et al. 2003). Es wird angenommen, dass SALL3 mit Hilfe seiner vier
Zinkfinger-Domaénen als Transkriptionsfaktor wirkt und somit wahrscheinlich an der Re-
gulation des Zellzyklus bzw. der Zelladhésion beteiligt ist (Parrish et al. 2004).

Eine Analyse hinsichtlich der Konservierung der beiden Missense-Varianten p.P295S und
p.S963N ergab fiir Prolin 295 weder eine hohe evolutiondre Konservierung noch ein Vor-
kommen in einer der wichtigen Zinkfinger-Doméanen von SALL3. Serin 963 zeigte dagegen
eine hohe Konservierung, allerdings ebenfalls kein Vorkommen in einer der Zinkfinger-
Doménen (siche Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Topologie von SALL3

Die Abbildung zeigt die DOménenstruktur von SALL3. Die Zinkfinger-Doménen (ZF 1-9, NT N-
terminal) sind dunkelrot markiert, die weiflen Zahlen geben den entsprechenden Aminoséuren-Bereich
an. Der hellblaue Bereich zeigt die gesamte Aminosduresequenz, in gelb sind die beiden Amino-
sdureaustausche p.P295S und p.S963N markiert. Das N und das C markieren den entsprechenden
Terminus. (Abbildung nach Sweetman und Miinsterberg 2006).

In silico-Vorhersagen zur Pathogenitat dieser beiden Varianten ergaben fiir p.P295S sehr
unterschiedliche Vorhersagen von benign (PolyPhen-2) bis disease causing (MutationTas-
ter) bzw. probably damaging (Panther), affects protein function (SIFT) und non-neutral
(SNAP). Fir die Variante p.S963N trafen die Programme bis auf den MutationTaster mit
disease causing durchweg benigne Vorhersagen (PolyPhen-2, SIFT und SNAP). Panther
konnte diese Variante nicht analysieren (siche Tabelle 3.4).

Hinsichtlich einer Spleifistellenanalyse ergab sich nur fiir die Variante ¢.883C>T mittels
des Programmes HSF 2.4.1 eine mégliche neue Donor-Spleifistelle (siche Abbildung 3.11).
Alle anderen Programme erkannten diese Spleifistelle allerdings nicht. Fiir die anderen vier
Varianten ¢.2888G>A (p.S963N), ¢.3507C>T [p.(=)], ¢.1507C>T [p.(=)] und ¢.2499G>A
[p.(=)] lieB sich keine neue Spleifistelle feststellen.

Zusammenfassend ergaben sich somit fiir die Variante ¢.883C>T (p.P295S) sehr wider-
spriichliche Angaben. Einerseits zeigte sich weder eine hohe Konservierung der Amino-
sdure Prolin 295, noch ein Vorkommen innerhalb einer der Zinkfinger-Doménen, was eine
funktionelle Relevanz der Aminosédure an dieser Position eher unwahrscheinlich macht.
Andererseits gaben die Vorhersage-Programme hinsichtlich der Pathogenitat doch sehr

unterschiedliche Hinweise und zumindest eines der Spleiistellen-Programme eine mog-
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liche neue Donor-Spleifistelle an. Dem steht gegeniiber, dass diese Variante bei sieben
Patienten identifiziert wurde, was die Wahrscheinlichkeit der Pathogenitét dieser Varian-
te weiter reduziert. Somit lésst sich eine mogliche Pathogenitiat der Variante ¢.883C>T
(p.P295S) nicht komplett ausschlieen, erscheint aber eher unwahrscheinlich. Helfen wiir-
de ein eventueller de novo-Nachweis mit Hilfe der DNA der Eltern, die zum Zeitpunkt der
Untersuchung nicht vorlag. Ebenfalls moglich waren Transkript-Untersuchungen. Diese
konnten Riickschliisse darauf erlauben, ob eine neue Spleifistelle an dieser Position ge-
nutzt wird.

Fir die Variante ¢.2888G>A (p.S963N) zeigte sich zwar eine hohe Konservierung der
Aminosdure Serin an Position 963, allerdings kein Vorkommen in einer der Zinkfinger-
Doménen des SALL3-Proteins. Zusétzlich gaben hier alle Vorhersage-Programme bis auf
der MutationTaster eine sehr niedrige Wahrscheinlichkeit fiir eine Pathogenitit der Vari-
ante an. Die Moglichkeit einer neuen Spleifistelle zeigte sich hier ebenfalls nicht. Insgesamt
gesehen besteht auch hier nur eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit fiir eine Pathogenitét
der Variante. Eine Untersuchung der elterlichen DNA konnte sinnvoll sein.

Letztendlich kann auch eine oligene Vererbung angenommen werden. Weitere Untersu-
chungen hinsichtlich zusatzlich vorhandener genetischer Veranderung waren allerdings
notig, um diese These weiter zu unterstiitzen.

Denkbar wére aber auch, dass die Unterbrechung vor bzw. in SALL3 fiir einen anderen
Teil des Phanotyps des Translokationspatienten 2 urséchlich ist. So zeigte der Transloka-
tionspatient 2, bei dem der Bruchpunkt in oder vor dem SALL3-Gen identifiziert worden
war, neben der Entwicklungsverzogerung einen Kleinwuchs. Aufgrund dessen wurde in
Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Christian Thiel (Humangenetisches Institut Universi-
tatsklinikum Erlangen) das SALL3-Gen in einer Kohorte von 189 Patienten mit idiopathi-
schem Kleinwuchs sequenziert. Es konnte keine krankheitsrelevante Variante identifiziert
werden (unverdffentlichte Daten).

Analysen bei mehreren Patienten mit dem 18q-Deletionssyndrom beschreiben die Region
um SALL3 neben Intelligenzminderung aber u. a. als kritische Region fiir Hypotonie und
Epilepsie (Strathdee et al. 1995), klinische Merkmale, die auch bei dem Translokations-
patienten 2 vorlagen. Auch dies liefle sich mit der Funktion von SALL3 als Transkrip-
tionsfaktor (Parrish et al. 2004) bzw. der Vermutung, dass dieser bei der Entwicklung
des Nervensystems eine entscheidende Rolle spielt (Sweetman u. Miinsterberg 2006), gut
vereinbaren.

Abschlieflend ist noch zu sagen, dass mit der hier durchgefithrten Sequenzanalyse bei
CATSPER3 und SALL3 lediglich die kodierenden Exons und die Exon/Intron-Uberginge
untersucht wurden. Es ist allerdings nicht auszuschlieen, dass in seltenen Fallen in den

groflen intronischen Bereichen, der Promotorregion oder den 5°- und 3‘-untranslatierten
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Bereichen der Gene pathogene Mutationen vorliegen. Zudem kénnten submikroskopische
Deletionen oder Duplikationen, die das SALL3-Gen umfassen, vorliegen, welche mit Hilfe

der Sequenzanalyse nicht erfasst werden.

4.2 Eine neue Mutation in TGFB2 bei einem Patienten mit

Aortenaneurysma und arterieller Tortuositat

4.2.1 Die Mutation c.1165dupA (p.S389Kfs*®) ist hochstwahrscheinlich fiir
den Phanotyp des Patienten MARF# 218 ursachlich

In der durchgefiihrten Sequenzanalyse von TGFB2 bei 83 Patienten mit Bindegewebser-
krankungen aus dem Marfan-Formenkreis wurde bei drei Patienten eine Abweichung der
Sequenz vom Wildtyp gefunden. Zwei Patienten waren heterozygote Trager der Variante
¢.*39G>A. Der Austausch der Base Guanin gegen Adenin liegt hier 39 Nukleotide nach
dem Stoppcodon, also in der 3’-untranslatierten Region des Gens in Exon 8. Diese Vari-
ante ist bei Ensembl unter der Referenznummer rs11466412 mit einer durchschnittlichen
Allelhdufigkeit von 2% als SNP gelistet. Somit scheint diese Variante ein Polymorphismus
ohne Krankheitsrelevanz zu sein.

Die Variante ¢.1165dupA (p.S389Kfs*8) wurde dagegen nur bei dem Patienten MARF#
218 gefunden und ist bei Ensembl, 1000 Genomes und EVS nicht als SNP gelistet. Durch
die Duplikation der Base Adenin an Position 1165 der Kodierregion in Exon 7 kommt es
zu einem Frameshift des Leserasters, was zu einem Stoppcodon nur acht Codons spéter in
Exon 8 fithrt. Dies stellt eine neue, bisher nicht bekannte Frameshift-Mutation in TGFB2
dar. So sind in TGFB2 bereits eine Frameshift-Duplikation (c¢.873_888dup fithrt zu
p.Asn297*) und zwei Frameshift-Deletionen [c.1021_1025del TACAA (p.Tyr341Cysfs*25)
und ¢.1106_1110delACAAT (p.Tyr369Cysfs*26)] bekannt, die einen zum Marfan- und
Loeys-Dietz-Syndrom dhnlichen Phéanotyp hervorrufen (Boileau et al. 2012, Lindsay et al.
2012).

Da in der Literatur bereits zwei Patienten mit grofleren, TGFB2 umfassenden Deletionen
bekannt sind (Lindsay et al. 2012), wurde eine Analyse hinsichtlich groBerer Deletionen
oder Duplikationen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die DNA-Proben der verbliebenen 87
Patienten mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR untersucht. Ausgesucht wurden im
ersten Schritt die Exons 2 und 8. Deletionen oder Duplikationen, die das gesamte Gen
oder eines dieser Exons beinhalten, sollten hiermit aufgedeckt werden.

Auffillig waren hierbei die DNAs der Patienten MARF# 157, 166 und 172; daher wurden
bei diesen drei Patienten zuséatzlich die Exons 3 und 7 von TGFB2 sowie zwei Exons
(35 und 63) des FBNI1-Gens untersucht. Es zeigten sich hier dhnliche reproduzierbare
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niedrige bzw. hohe Werte fiir alle untersuchten Exons - sowohl von TGFB2 als auch von
FBNI (siche Abschnitt 3.3.3). Die gemessenen Werte lassen sich somit am ehesten auf
einen Messfehler in der Konzentration der DNA oder eine Verunreinigung der DNA zu-
riickfiihren. Somit liefl sich mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR kein Hinweis auf
eine groBere Deletion oder Duplikation im TGFB2-Gen bei einem der untersuchten 87
Patienten finden.

Anzumerken ist auch hier, dass mit der durchgefiihrten Sequenzanalyse lediglich die ko-
dierende Region und die Exon/Intron-Uberginge, nicht aber die groBen intronischen Re-
gionen sowie die Promotorregion oder die 5°- und 3‘-untranslatierten Bereiche untersucht
wurden. In der quantitativen Analyse mittels qPCR wurden ebenfalls nicht alle Exons
des TGFB2-Gens systematisch untersucht. Dies erfolgte, da bisher in der Literatur nur
groflere, mehrere Mb umfassende Deletionen, aber keine kleineren, nur einzelne Exons
umfassenden Deletionen oder Duplikationen beschrieben sind (Lindsay et al. 2012). Eine

Deletion oder Duplikation einzelner Exons ware aber dennoch moglich.

Die heterozygote 1 bp-Duplikation c¢.1165dupA (p.Ser389Lysfs*8) in TGFB2 ist mit
grofler Wahrscheinlichkeit krankheitsverursachend. So lief§ sich diese Mutation auch bei
dem betroffenen Bruder und Neffen des Indexpatienten nachweisen (siche Abschnitt 3.3.2).
Bei dem bereits verstorbenen Vater des Indexpatienten und einem ebenfalls betroffenen
weiteren Bruder, der eine Untersuchung ablehnte, konnte kein Mutationsnachweis erbracht
werden. Die gesunde Tochter und ein weiterer gesunder Bruder des Patienten wiesen die-
se Mutation nicht auf. Die Segregation der Mutation mit dem Phénotyp ist ein weiteres
starkes Indiz fiir die Pathogenitét der Variante c.1165dupA (p.S389Kfs*8).

Das mutante Protein enthélt nicht nur sieben proteinfremde Aminosduren, sondern weist
auch einen um 47 Aminoséauren verkiirzten COOH-Terminus auf. Da das neue Stoppcodon
innerhalb des achten und damit letzten Exons zu liegen kommt, ist nonsense mediated
mRNA decay nicht zu erwarten (Silva u. Romao 2009). Von Frau Dr. Vanessa van Rah-
den (Institut fiir Humangenetik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) durchgefiihr-
te RNA-Analysen bestétigten diese Vermutung und wiesen die veranderte TGFB2-mRNA
im Blut des betroffenen Patienten nach (Leutermann et al. 2014). Damit ist anzuneh-
men, dass das entstehende Protein auf Grund der starken Verkiirzung nicht funktions-
fihig ist und es sich um eine Funktionsverlustmutation handelt. Dieses Ergebnis ist gut
mit den Ergebnissen von Boileau et al. (2012) vereinbar, die bereits Haploinsuffizienz
als moglichen Krankheitsmechanismus postulierten. Eine weitere Frameshift-Mutation,
c.1021_1025delTACAA, war ebenfalls in der TGFB2-mRNA des entsprechenden Pati-
enten nachweisbar. Allerdings war nur eine verminderte Menge an Proprotein in glatten
Muskelzellen und Fibroblasten detektierbar (Boileau et al. 2012).
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Gewebeproben aus den Aortenwanden von TGFB2-mutationspositiven Patienten zeigten
eine Fragmentierung der elastischen Fasern und hohere Kollagen- und Proteoglykanab-
lagerungen (Lindsay et al. 2012). Weitere immunhistochemische Analysen zeigten in den
Proben eine starke Aktivierung der TGF-8-Signalwege inkl. einer Erhohung von phos-
phoryliertem SMAD2 und SMAD3 (siehe Abbildung 1.5) sowie der TGF-B-abhangigen
Genprodukte (Lindsay et al. 2012). Im Mausmodell bestétigten sich diese Ergebnisse
(Lindsay et al. 2012). Eine kompensatorische Hochregulierung von TGF-81 wird daher
am ehesten als Pathomechanismus dieses eigentlichen Paradoxons von Haploinsuffizienz
und erhohter Aktivierung des Signalweges angenommen (Lindsay et al. 2012). TGF-81
selbst stimuliert u. a. den fibrotischen und narbigen Umbau von Muskelgewebe (Burks u.
Cohn 2011)

4.2.2 Mit TGFB2-Mutationen assoziiertes phanotypisches Spektrum

Bisher wurden 13 verschiedene Mutationen in TGFB2 bei 37 Patienten beschrieben (Boi-
leau et al. 2012, Lindsay et al. 2012 und Leutermann et al. 2014). In der klinischen
Untersuchung zeigten sich sowohl bei unserem Indexpatienten MARF# 218 als auch bei
seinem Bruder II-4 (siche Abbildung 3.14) im Alter von 51 bzw. 47 Jahren ein bereits
operiertes Aortenaneurysma von 51 mm bzw. 58 mm Grofle. Der Vater der beiden Pati-
enten war im Alter von 52 Jahren an einem Aortenaneurysma verstorben. Ein weiterer
dritter Bruder lehnte zwar eine molekulargenetische Untersuchung ab, war aber ebenfalls
an einem Aortenaneurysma operiert worden.

Der Patient MARF# 218 und sein klinisch untersuchter Bruder sind mit einer Korper-
hohe von 191 cm bzw. 186 cm eher grofl und zeigten jeweils ein positives Verhéltnis von
Armléange zu Korpergrofle. Eine starke Tortuositiat der kranialen als auch der cervikalen
Arterien kam ebenfalls bei beiden Patienten vor. Der Indexpatient hatte zusatzlich ei-
ne geringgradige Skoliose und Pes planus. Faziale Auffélligkeiten wie eine milde malare
Hypoplasie und Retrognathie, ein langes Gesicht und eine prominente Uvula wurden be-
schrieben. Eine Hodentorsions- und Leistenhernien-Operation sowie eine Appendektomie
und Sigmaresektion nach akuter Divertikulitis finden sich ebenfalls in der Vorgeschichte.
Sein 47-jahriger Bruder hatte eine milde Skoliose, iiberstreckbare Gelenke, einen hohen
gotischen Gaumen und eine Retrognathie. Auch er wurde in der Vergangenheit bereits
einer Leistenhernien-OP unterzogen. Der 13-jihrige Neffe (und Sohn des Bruders 1I-4,
siche Abbildung 3.14) wies milde klinische Auffélligkeiten wie eine Skoliose, Brustkorbde-

formitéaten, iiberstreckbare Gelenke und Klumpfiile auf.
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Somit reihen sich diese klinischen Merkmale gut in die bisher beschriebenen Aufféllig-
keiten bei Patienten mit einer TGFB2-Mutation ein (siche Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der klinischen Auffélligkeiten von Patienten mit TGFB2-Mutation

klinisches Index- Bruder Neffe Boileau Lindsay Gesamt?®
Merkmal patient et al.? et al.?
Aortenaneurysma + + na 14/19 1/4 (11) 17/25 (12)
68.0%
Aortendissektion - - - 2/19 1/15 3/37
8.1%
Operation an der + + - 4/19 3/15 9/37
Aorta 24.3%
Tortuositit der + + na  3/5(14) 1/4 (11) 6/11 (26)
Arterien 54.5%
Mitralklappen- — — na 3/19 7/10 (5) 10/31 (6)
veranderungen 32.3%
Skoliose + + + 4/15 (4)  5/15 12/33 (4)
36.4%
Brustwand- - - + 7/16 (3)  9/15 17/34 (3)
deformitaten 50.0%
Uberbewegliche - + + 10/15 (4) 7/15 19/33 (4)
Gelenke 57.6%
Arachnodaktylie — — na 8/13 (6) 8/15 16/30 (7)
53.3%
FuBdeformititen + na + 11/15 (4) 8/15 21/32 (5)
65.6%
Retrognathie + + na 2/13 (6) 11/15 15/30 (7)
50.0%
Hoher gotischer - + na 9/15 (4) 10/15 20/32 (5)
Gaumen 62.5%
Gespaltene/breite  — - na 0/13 (6) 3/15 3/30 (7)
Uvula 10.0%
nach lateral ab- na na na 0/13 (6) 10/15 10/28 (9)
steigende Lidachsen 35.7%
Linsenluxation - - na 1/13 (6) 0/15 1/30 (7)
3.3%
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Tabelle 4.1: Zusammenfassung der klinischen Auffélligkeiten von Patienten mit TGFB2-Mutation

— Fortsetzung

klinisches Index- Bruder Neffe Boileau Lindsay Gesamt?®

Merkmal patient et al.® et al.?

Striae atrophicae - - na 8/15 (4) 3/15 11/32 (5)
34.4%

Hernien + + na 6/17 (2) 10/15 18/34 (3)
52.9%

Leichte Verletz- - - na (19) 5/11 (4) 5/13 (24)

barkeit der Haut 38.5%

Duraektasie - - na 3/5(14) 1/6 (9) 4/13 (24)
30.8%

Die Tabelle fasst die wichtigsten klinischen Merkmale der bisher beschriebenen Patienten mit
TGFB2-Mutation zusammen.

@ Merkmal vorhanden/Anzahl klinisch beurteilter Patienten (Anzahl der Patienten ohne Daten);
4+, Merkmal vorhanden; —, Merkmal nicht vorhanden; na, nicht analysiert.

Die beiden haufigsten klinischen Merkmale, Aortenaneurysmen und arterielle Tortuositét,
kamen sowohl bei dem Indexpatienten als auch bei seinem klinisch untersuchten Bruder
vor. Der Neffe war zum Untersuchungszeitpunkt noch sehr jung, sodass ein mogliches
Aortenaneurysma noch nicht vorhanden war. Weitere Symptome wie Fufideformitéten,
Skoliose, Retrognathie und Hernien kamen ebenfalls sowohl bei den in dieser Arbeit un-
tersuchten Patienten als auch bei den in der Literatur beschriebenen Patienten haufig
vor. Eine Arachnodaktylie wurde ebenfalls haufig beschrieben, kam allerdings bei keinem
der hier untersuchten Patienten vor. Weitere Auffilligkeiten wie Brustwanddeformitéten,
iiberbewegliche Gelenke und ein hoher gotischer Gaumen kamen bei einzelnen der hier
untersuchten Patienten vor, allerdings nicht bei allen. Eine Linsenluxation zeigte sich we-
der bei den hier untersuchten Patienten noch in der Literatur. Insgesamt gesehen zeigen
die hier untersuchten Patienten somit ein klinisches Bild, das sehr ahnlich zu dem der
bereits in der Literatur beschriebenen Patienten ist (Boileau et al. 2012, Lindsay et al.
2012).

Der Phénotyp, der mit TGFB2-Mutationen einhergeht, lasst sich somit zwischen dem des
Marfan- und des Loeys-Dietz-Syndroms einordnen, zeigt jedoch insgesamt gesehen mehr

Uberschneidungen mit dem Loeys-Dietz-Syndrom (siehe Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2: Vergleich der klinischen Auffilligkeiten bei Patienten mit Marfan-Syndrom (FBNI-
Mutation), Loeys-Dietz-Syndrom (TGFBR1/TGFBR2-Mutation) oder TGFB2-Mutation

klinisches Marfan- Loeys-Dietz TGFB2-
Merkmal Syndrom  Syndrom  Mutation
Linsenluxation +++ - —
Gespaltene Uvula - ++ +
Hypertelorismus - ++ +
Hochwuchs +++ + ++
Arachnodaktylie +++ + ++
Uberbewegliche Gelenke +-++ + ++
Brustwanddeformitéten ++ +4+ ++
Klumpfiile — ++ 44
Aortenwurzelaneurysmen ++ ++ ++
frithe Aortendissektionen + +++ +
andere Aneurysmen + ++ +
Arterielle Tortuositéat - ++ T
Bikuspide Aortenklappe - ++ +
Striae atrophicae ++ + +
Hernien + + 44
Duraektasie + + +

—, nicht vorhanden; +, gelegentlich; ++, haufig; +++, sehr haufig (Tabelle modifiziert nach Lindsay
et al. 2012)

Insbesondere die Tortuositiat der Arterien und das Fehlen einer Linsenluxation (Boileau
et al. (2012); beschrieben bei nur einem Patienten mit einer Art minor ectopia lentis,
welche in den USA allerdings nicht als Linsenluxation anerkannt wére) verdeutlichen die
Gemeinsamkeiten. Hernien scheinen insgesamt gesehen bei Patienten mit einer TGFB2-

Mutation héufiger vorzukommen als bei Patienten mit einer Mutation in FBNI1 oder
TGFBR1/TGFBR2.

In dieser Arbeit wurde bei einem von 88 Betroffenen mit Bindegewebserkrankungen aus
dem Formenkreis des Marfan-Syndroms eine Mutation in TGFB2 entdeckt. Dies ent-
spricht einer Haufigkeit von 1,1%. Boileau et al. (2012) beschrieben in ihrer Veréffentli-
chung eine dhnliche Haufigkeit von 1% (4 von 409 untersuchten Patienten). Lindsay et al.
(2012) fanden dagegen eine deutlich hohere Frequenz von Mutationen in TGFB2 von 7%
(6 von 86 untersuchten Patienten). Dies mag daran liegen, dass Lindsay et al. (2012) ei-

ne phanotypisch weiter auf der Loeys-Dietz-Syndrom eingegrenzte Gruppe von Patienten
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untersucht hatten — auch dies ist ein weiterer Hinweis auf die klinischen Gemeinsamkeiten
der TGFB2-Mutationstrager mit dem Loeys-Dietz-Syndrom.

Insgesamt gesehen ist TGFB2 im Vergleich zu FBN1, TGFBR1 und TGFBR2 eher selten
mutiert. Komplette Deletionen oder Duplikationen dieses Gens erscheinen zum jetzigen
Zeitpunkt noch seltener. So sind bisher nur zwei Patienten mit einer Deletion des gesamten
Gens und gleichzeitig vorliegender milder Entwicklungsverzogerung beschrieben (Lindsay
et al. 2012). Weitere Kopienzahlanalysen konnten in Zukunft allerdings weitere Falle auf-
decken und das Spektrum somit erweitern. Eine spezifische Analyse des TGFB2-Gens
erscheint insbesondere dann sinnvoll, wenn eine arterielle Tortuositat in Verbindung mit
einem Aortenaneurysma und fritheren Hernien-Operationen oder anderen, fiir das Loeys-
Dietz-Syndrom nicht ganz so typischen Auffalligkeiten wie Hochwuchs, Arachnodaktylie
oder iiberbeweglichen Gelenken, vorkommt.

Unklar verbleibt die genetische Ursache vieler Patienten mit klinischem Verdacht auf das
Marfan- oder Loeys-Dietz-Syndrom auch weiterhin. Von den in dieser Arbeit untersuchten
88 Patienten konnte nur bei einem Patienten eine Mutation in TGFB2 festgestellt werden.
Dies hinterlasst 87 Patienten, bei denen auch bereits FBN1, TGFBR1 und TGFBR2 als
Krankheitsgen ausgeschlossen wurde. Die Existenz weiterer Krankheitsgene, die urséch-
lich fiir einen Phanotyp des Marfan- oder Loeys-Dietz-Spektrums sein konnten, erscheint
daher wahrscheinlich.

Mutationen in Genen des TGF-B-Signalweges waren daher denkbar. So wurden Muta-
tionen in SMAD3 bereits als ursichlich fiir das Aneurysmen-Osteoarthritis-Syndrom be-
schrieben (van de Laar et al. 2011). Dies geht neben frithen Aortendissektionen mit einer
starken Gewundenheit der Arterien und frith auftretender Osteoarthritis einher (van de
Laar et al. 2011). Ursichliche Mutationen in SMAD2 oder MADHIP (kodiert fiir SARA
[SMAD anchor for receptor activation]) sind bisher nicht bekannt. So wird SMAD2 zwar
derzeit mit kolorektalen Karzinomen als mogliches Tumor-Suppressor-Gen assoziiert, ein
konkreter Beweis konnte aber nicht erbracht werden (Takagi et al. 1998). SNPs in SMAD?,
dessen Genprodukt einen hemmenden Einfluss auf die Phosphorylierung von SMAD2 und
SMAD3 hat, werden derzeit ebenfalls mit kolorektalen Karzinomen assoziiert (Broderick
et al. 2007). Mutationen in SMAD4 sind dagegen fiir das Myhre-Syndrom (Kleinwuchs in
Verbindung mit Brachydaktylie, dicker Haut, Muskelhypertrophie, Taubheit und Intelli-
genzminderung) urséchlich (Le Goff et al. 2011).

Auch Mutationen in den Genen fiir das latent TGF-f$ binding protein (LTBP), LTBP1-4,
waren als mogliche Ursache denkbar. So wurde eine Mutation in LTBP2 als ursachlich
fiir isolierte Mikrophakie mit Linsenluxation beschrieben, ein Symptom, das auch beim
Marfan-Syndrom vorkommen kann (Kumar et al. 2010). Neun Mutationen wurden in

LTBP4 beschrieben, welche mit einer Erkrankung aus dem Cutis-Laxa-Formenkreis mit
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Mikrophakie und Lungenemphysem, aber ohne arterielle Tortuositat oder Aortenaneurys-
ma assoziiert sind (Callewaert et al. 2013). Krankheitsverursachende LTBPI-Mutationen
sind derzeit noch nicht bekannt, LTBP3 wurde mit Oligodontie und Kleinwuchs in Ver-
bindung gebracht (Noor et al. 2009).

Mutationen in TGFBI dagegen sind mit dem Camurati-Engelmann-Syndrom (autosomal-
dominante progressive Osteosklerose und generalisierte Knochenhypertrophie) assoziiert
(Kinoshita et al. 2000). Allerdings sind bisher nur Mutationen in der LAP (latency asso-
ciated protein)-Doméne des Proteins, nicht im reifen TGF-1-Protein, beschrieben (Ki-
noshita et al. 2004). Dies wire eine weitere Moglichkeit fiir pathogene Mutationen in Ver-
bindung mit dem Marfan- oder Loeys-Dietz-Syndrom. Insbesondere daher, da auch Veran-
derungen im TGF-B1-Spiegel bei Mutationen in TGFB2 angenommen werden (Lindsay et
al. 2013). 2013 berichteten Rienhoff et al. iiber eine Mutation [¢.1226G>A (p.Cys409Tyr)]
in TGFB3 bei einem 9-jahrigen Médchen mit Kontrakturen der Finger- und Zehengelenke,
muskularer Hypotonie, gespaltener Uvula, PlattfiiSen, Trichterbrust und leichter Retro-
gnathie, aber ohne vaskuldre Beteiligung (Rienhoff et al. 2013). Transfizierte HeLa-Zellen
zeigten dort ebenfalls einen nicht aktivierten TGF-8-Signalweg (Rienhoff et al. 2013).
Auch hier zeigten sich teilweise Uberschneidungen mit dem Marfan- und Loeys-Dietz-
Syndrom. Eine erst im Erwachsenenalter manifeste Beteiligung der Arterien konnte zu
dem Untersuchungszeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.

Somit sind noch einige Kandidatengene des TGF--Signalweges vorhanden, in denen mog-
licherweise pathogene Mutationen bei den bisher mutationsnegativen Patienten gefunden
werden konnten. Die neuen Hochdurchsatz-Sequenziertechnologien werden zukiinftig hel-
fen, Sequenzveranderungen in sehr selten mutierten Genen bei den Patienten aufzudecken
(Coonrod et al. 2013).
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5 Zusammenfassung

Die Aufdeckung neuer monogener Krankheitsgene spielt in der Humangenetik schon seit
Jahren eine bedeutende Rolle. Dariiber hinaus ist auch die Charakterisierung des mit
einem Krankheitsgen assoziierten phénotypischen Spektrums von grofler Bedeutung, um
die Betroffenen klinisch und auch humangenetisch optimal zu betreuen und zu versorgen.
Durch die Bruchpunktkartierung bei zwei Patienten mit balanciert erscheinenden Chromo-
somentranslokationen wurden im Rahmen von Vorarbeiten die beiden Gene CATSPER3
und SALL3 als Kandidatengene fiir Intelligenzminderung identifiziert. Mittels Mutations-
analyse dieser Gene bei 150 Patienten mit nicht-syndromaler Intelligenzminderung sollten
im Rahmen dieser Arbeit Sequenzveranderungen aufgedeckt werden, um eins oder beide
Gene als Krankheitsgen zu bestatigen.

CATSPER3 kodiert fiir einen spannungsgesteuerten Calciumkanal, der besonders stark
im Cortex, Hippocampus, Hypothalamus und Cerebellum exprimiert ist. Durch die DNA-
Sequenzanalyse des CATSPER3-Gens bei 150 Patienten mit Intelligenzminderung wur-
den 15 verschiedene Sequenzvarianten, die alle bereits bei gesunden Personen gefunden
worden waren und damit als single nucleotide polymorphisms (SNPs) in den Datenban-
ken gelistet sind, aufgedeckt. Interessant war, dass die Variante ¢.581T>G (p.L194W)
in der Datenbank Ensembl mit einer Allelfrequenz von nur 3/17553 (0,017%) gelistet
ist. Weitere Analysen dieser Variante mittels in silico Vorhersage-Programmen ergaben
eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine krankheitsverursachende Mutation. Auch die Tat-
sache, dass die betroffene Aminosidure Leucin 194 evolutiondr hoch konserviert und in
der porenformenden Membrandoméne von CATSPERS3 lokalisiert ist, deuten auf eine
Krankheitsursiachlichkeit der Missense-Variante ¢.581T>G (p.LL194W) hin. Die Befunde,
dass der damals untersuchte Translokationspatient die Chromosomenveranderung von sei-
ner Mutter geerbt hat und es auch gesunde Trager der CATSPER3-Variante ¢.581T>G
(p.L194W) gibt, konnte auf eine unvollstandige Penetranz in Zusammenhang mit einer
oligogenen Vererbung hinweisen. So sind mit Autismus assoziierte Mutationen in anderen
Genen, die ebenfalls fiir Calciumkanalproteine kodieren, bereits bekannt.

Das zweite Kandidatengen, SALL3, kodiert fiir ein Zinkfingerprotein, welches als Tran-
skriptionsfaktor wirkt und somit wahrscheinlich an der Regulation des Zellzyklus bzw.
der Zelladhésion beteiligt ist. Durch SALL3-Sequenzanalyse bei 150 Patienten mit In-
telligenzminderung fanden sich 20 Sequenzvarianten, von denen drei bisher nicht in den
gangigen Datenbanken bekannt sind. Die Missense-Variante ¢.883C>T (p.P295S) wurde
bei sieben und die Missense-Variante ¢.2888G>A (p.S963N) bei einem Patienten in he-
terozygotem Zustand identifiziert. In silico-Analysen ergaben allerdings keinen konkreten

Hinweis auf eine Pathogenitét der beiden Aminosdureaustausche. Diese beiden Varianten
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und drei weitere stille Mutationen, die bisher nicht beschriebene Variante ¢.3507C>T so-
wie die zwei Varianten ¢.1507C>T und ¢.2499G>A mit einer sehr niedrigen Allelfrequenz
von weit <1%, wurden einer in silico Spleifistellen-Analyse unterzogen. Diese erbrachte
keinen Hinweis auf eine Anderung der Wildtyp-Spleifistellen oder das Auftreten neuer
Spleifistellen. Damit lie8 sich SALL3 bisher nicht als Krankheitsgen fiir Intelligenzminde-
rung bestatigen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde TGFB2, welches kiirzlich als Krankheitsgen fiir eine
zum Marfan- bzw. Loeys-Dietz-Syndrom dhnliche Bindegewebserkrankung entdeckt wur-
de, in einer Patientenkohorte mit einer Krankheit aus diesem phénotypischen Spektrum
untersucht. Das Marfan- und Loeys-Dietz-Syndrom gehen mit einer allgemeinen Binde-
gewebsschwéche und frithen Aortenaneurysmen und/oder -dissektionen einher. Zusétzlich
zeigen sich skelettale Auffalligkeiten wie Hochwuchs und Brustwanddeformititen sowie
faziale Dysmorphien. Durch die Sequenzanalyse des T'GFB2-Gens und die Kopienzahl-
analyse von zwei ausgewahlten T'GFB2-Exons durch quantitative Real-Time PCR bei
88 Patienten fand sich bei einem Betroffenen die bisher unbekannte heterozygote 1 bp-
Duplikation ¢.1165dupA. Es handelt sich hierbei um eine Frameshift-Mutation, die zum
Auftreten eines vorzeitigen Stopp-Codons fihrt (p.S389Kfs*8) und damit hochstwahr-
scheinlich krankheitsverursachend ist. Diese Mutation konnte ebenfalls bei dem erkrank-
ten Bruder und dem betroffenen Neffen des Indexpatienten nachgewiesen werden. Sowohl
der Bruder als auch der Indexpatient waren bereits an einem Aortenaneurysma operiert
worden und zeigten im MRT eine starke Tortuositit der cervikalen und kranialen Arterien.
Weitere klinische Auffélligkeiten wie Hochwuchs, ein positives Verhéaltnis von Armlénge
zu Korpergrofie und Leistenhernien reihen sich gut in das bisher beschriebene Krankheits-
bild, das mit T'GFB2-Mutationen einhergeht, ein. Insgesamt gesehen ahnelt der Phanotyp
eher dem Loeys-Dietz-Syndrom als dem Marfan-Syndrom, zeigt aber Uberschneidungen
mit beiden Krankheitsbildern. Eine Analyse des TGFB2-Gens erscheint daher v. a. bei
arterieller Tortuositéit in Verbindung mit einem Aortenaneurysma, fritheren Hernien und

skelettalen Auffalligkeiten sinnvoll.
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Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin
Array-CGH  Array-comparative genomic hybridization
bp Basenpaare (base pair(s))
C Cytosin
c. Nukleotidposition in der Kodierregion eines Gens (coding sequence)
CTGF connective tissue growth factor
CNV Verdnderungen der Kopienzahl (copy number variation)
Ct cycle treshold
ddNTPs Didesoxyribonukleosidtriphosphate
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
dup Duplikation
EDTA Ethylendiamintetraessigsédure (ethylenediaminetetraacetic acid)
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
fwd forwarts (forward)
G Guanin
HCNE hochkonservierte nicht-kodierende Elemente

(highly conserved non-coding elements)
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

(high performance liquid chromatography)
LAP latency associated protein
LTBP latent TGF-f8 binding protein
OD Optische Dichte
p- Aminosaureposition im Protein
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
qPCR quantitative Real-Time PCR
rev rickwérts (reverse)
SD Standardabweichung (standard deviation)
SARA Smad anchor for receptor activation
T Thymin
TAAD thorakales Aortenaneurysma oder -dissektion
TBE Tris-Borat-EDTA
TD touch down
TE Triss-EDTA
TGF-8 transforming growth factor-beta
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