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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Genomisches Imprinting

Genomisches Imprinting (Prédgung) bezeichnet einen epigenetischen Prozess, bei dem
bestimmte Gene oder Chromosomenabschnitte in der Keimbahn spezifisch markiert werden,
so dass in somatischen Zellen entweder nur das vaterliche oder nur das mditterliche Allel eines
Gens aktiv ist. Infolgedessen sind das maternale und das paternale Genom funktionell
verschieden und beide Genome fir eine normale Embryonalentwicklung notig. Genomisches
Imprinting wurde erstmals 1984 durch Transplantationen von Zellkernen in der Maus
entdeckt (Surani et al.,, 1984; McGrath und Solter, 1984). Ein diploider maternaler
Chromosomensatz (gynogenetisch) flhrt zwar zur Bildung eines Embryos, jedoch kommt es
zu schweren Fehlbildungen der Embryonalhillen. Ein diploider paternaler Chromosomensatz
(androgenetisch) fuhrt zu einer starken Ausbildung des Trophoblastengewebes, der Embryo
jedoch ist stark retardiert und stirbt einige Tage nach der Implantation. Der maternale und
paternale Beitrag fur die Embryonalentwicklung scheint demnach unterschiedlich zu sein.
Diese Experimente machten deutlich, dass fur eine normale Embryonalentwicklung die
Verschmelzung eines paternalen und maternalen Genoms eine Grundvoraussetzung ist. Die
Beobachtungen bei diesen Experimenten werden auch beim Menschen gemacht. Es ist in
seltenen Fallen maglich, dass der mdtterliche Vorkern verloren geht und der mannliche
Chromosomensatz sich verdoppelt. Es beginnt die Zellteilung und es entsteht eine so genannte
Blasenmole. Diese sind androgenetisch und weisen keine embryonalen Strukturen auf. Auch
der umgekehrte Fall ist beim Menschen beobachtet worden. Eine spontane Aktivierung des
Ovum fuhrt zu gynogenetischen Embryonen, die sich zu benignen Ovarialteratomen
entwickeln. In ihnen findet sich Gewebe aller drei Keimblétter, extraembryonale Strukturen
fehlen jedoch génzlich (Hall, 1990).

Die Ressourcenverteilung zwischen Fet und Mutter wird durch eine Vielzahl gepragter Gene
kontrolliert. So fordern z.B. paternal exprimierte Gene das Wachstum des Feten, wéhrend
maternal exprimierte Gene das Wachstum inhibieren. Dies unterstiitzt die von Moore und
Haig 1991 aufgestellte Hypothese, dass Imprinting aus dem Konflikt beider Geschlechter
entstanden ist. Sie besagt, dass, aufgrund der Tatsache, dass Manner ihre Gene (Uber
mehrere/verschiedene Frauen weitergeben konnen, Vater maximale Ressourcen aus der

Mutter fir ihren Nachwuchs ziehen mdchten. Frauen hingegen kénnen ihre Gene nur durch
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eigene Schwangerschaften weitergeben. Daher moéchten Mitter den Verbrauch ihrer
Ressourcen niedrig halten, um weitere Schwangerschaften zu gewahrleisten. Ein Beispiel
hierfur liefert das Gen fur den Wachstumsfaktor Igf2 in der Maus. Das Igf2 Gen wird
ausschlieBlich vom paternalen Allel exprimiert (DeChiara et al., 1991), wéhrend das Igf2r
Gen, das fir einen Rezeptor fir Igf2 codiert, der Igf2 abfangt, vom maternalen Allel

exprimiert wird (Barlow et al., 1991).

Es sind ~60 geprégte Gene fir den Menschen bekannt (http://www.geneimprint.com).
Schétzungsweise konnte es ~600 gepragte Gene in der Maus geben (Luedi et al., 2005).
Gepragte Gene treten oft gehduft als Cluster in chromosomalen Regionen auf (Reik und
Maher, 1997; Reik und Walter, 2001). Regulatorische Elemente, wie Imprinting Center (IC)
(Buiting et al., 1995), kontrollieren die Expression der Gene in einer solchen geprégten
Doméne. Dadurch, dass die gepragte Region auf den elterlichen Chromosomen verschiedene
Markierungen bzw. Pragungen tragt, konnen die beiden elterlichen Chromosomen
unterschieden  werden. Diese Pragung erfolgt durch DNA-Methylierung und

Histonmodifikation.

1.1.1 DNA-Methylierung

Die erste beschriebene epigenetische Modifikation ist die DNA-Methylierung des 5°-
Kohlenstoffatoms des Cytosin-Restes eines CG-Dinukleotids, wobei ein 5-Methylcytosin
entsteht (Bird et al., 2002). Die DNA-Methylierungsmaschinerie setzt sich aus den DNA-
Methyltransferasen (DNMTs), die fir die de novo Methylierung und fur die
Aufrechterhaltung der Methylierung verantwortlich sind, und den Methylcytosin-bindenden
Proteinen zusammen. Es scheint auch eine DNA-Demethylase zu existieren, die wahrend der
Embryonalentwicklung aktiv ist (Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000). Der zugrunde
liegende Mechanismus bzw. die zugrunde liegende enzymatische Aktivitdt ist bisher nicht
genau bekannt. Untersuchungen beim Frosch geben erste Hinweise darauf, dass das Protein
Gadd45a in Zusammenarbeit mit der DNA Reparatur bei der Demethylierung eine Rolle
spielt. Es interagiert mit der DNA Reparatur Endonuclease XPG und katalysiert so die aktive
DNA Demethylierung (Barreto et al., 2007). Allerdings konnte fur das humane GADD45A
nicht gezeigt werden, dass es bei der aktiven Demethylierung eine Rolle spielt (Jin et al.,
2008). In zwei weiteren Arbeiten wird berichtet, dass der Demethylierungsprozess durch die
DNA-Methyltransferasen DNMT3A und DNMT3B initiiert wird (Kangaspeska et al., 2008;
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Metivier et al., 2008). In der Abwesenheit des Methyldonors S-Adenosyl-L-Methionin
vermitteln DNMT3A und DNMT3B die oxidative Desaminierung am Cytosin C4. Ein
Methylcytosin wird dabei in Thymin umgewandelt und es kommt zu der Basenfehlpaarung
von Guanin:Thymin. Durch die Basenexcisionsreparatur-Maschinerie wird der Thymin-Rest
entfernt und durch einen unmethylierten Cytosin-Rest ersetzt. Wie hoch die Effizienz der
Desaminierung durch DNMT3A und DNMT3A wirklich ist und ob die Konzentrationen von
S-Adenosyl-L-Methionin in vivo eingeschréankt sind bleibt jedoch ungeklart.
DNA-Methylierung findet man vorzugsweise in repetetiven genomischen Regionen, wie
Satelliten-DNA, LINES und SINES (Yoder et al., 1997). Eine Ausnahme bilden CpG islands.
Sie représentieren >500 bp groRe Regionen im Genom, die einen Gehalt von 55% an Guanin-
und Cytosin-Resten aufweisen und bei denen der Quotient der beobachteten CG-Dinukleotide
im Vergleich zu den erwarteten CG-Dinukleotiden bei mindestens 0,65 liegt (Takai und
Jones, 2002). Solche CpG islands sind hdufig mit Promotoren assoziiert und sind in der Regel
unmethyliert. Ist ein CpG island mit einem Locus assoziiert, der dem genomischen Imprinting
unterliegt, so ist dieses CpG island in der Regel elternspezifisch methyliert (auf dem einen
Allel methyliert und auf dem anderen Allel unmethyliert). Die DNA-Methylierung verhindert
die Transkription, indem sie z.B. die Bindung von Transkriptionsfaktoren verhindert.
Aullerdem konnen Methylcytosin-bindende Proteine rekrutiert werden, die zu repressiven
Histonmodifikationen fihren.

Die DNA-Methylierung stellt einen Mechanismus zur dauerhaften Ausschaltung von Genen
und zur Erhaltung der Genomstabilitat dar. Der grof’e Anteil an repetetiver DNA konnte
ansonsten zu illegitimen Rekombinationsereignissen fiihren, die wiederum zur Disregulation
benachbarter Gene fiihren kdnnen (Robertson, 2005). Aufierdem ist sie an differentiell
methylierten Regionen (DMRs) ein regulatorischer Kontrollmechanismus fir die
allelspezifische Genexpression geprégter Gene. Sie gewahrleistet also eine monoallelische
Expression. Das Methylierungsmuster von Imprints wird in somatischen Zellen bei der
Zellteilung originalgetreu auf die Tochterzelle tbertragen. Fehler in der Ausléschung, der
Etablierung oder aber der Aufrechterhaltung der Imprints kénnen zu Imprintingdefekten
fihren (Horsthemke et al., 2006).

Fur die meisten DNA Methylierungsanalysen wird eine Bisulfitbehandlung der DNA
durchgefiihrt. Dabei werden alle unmethylierten Cytosin-Reste desaminiert und somit in
Uracil umgewandelt. Bei der anschlieBenden PCR wird das Uracil durch Thymin ersetzt.

Methylierte Cytosine sind gegen diese chemische Umwandlung geschutzt und verbleiben als
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Cytosine. Die dadurch entstehenden spezifischen Sequenzunterschiede bei methylierten und

nicht-methylierten Allelen kénnen in der Sequenzanalyse genutzt werden.

1.1.2 Histonmodifikationen

Histone sind stark basische, positiv geladene Proteine und bilden das Grundgerlst der
Chromosomen. Die positive Ladung dient dazu eine enge Bindung mit der negativ geladenen
DNA eingehen zu kénnen. Durch diese Bindung entstehen Nukleosomen.

Das Nukleosom bildet die Grundeinheit der Verpackung der DNA. Sein Kern besteht aus acht
Histonen: jeweils zwei Molekile der Histone H2A, H2B, H3 und H4. Diese vier Histontypen
bilden ein Histonoktamer, um die sich die doppelstrangige DNA windet.

Die terminalen Bereiche der Histone ragen aus dem Nukleosom heraus und kénnen auf diese
Weise mit anderen Molekilen interagieren. Diese terminalen Bereiche unterliegen
Modifikationen wie der Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und
der ADP-Ribosylierung (Li, 2002; Strahl und Allis, 2000).

Die wichtigsten Histonmodifikationen sind die Acetylierung und die Methylierung. Die
Histonacetylierung von Lysin-Resten, wie z.B. von Lysin 9 im Histon 3 (H3K?9), geschieht
durch Histonacetylasen (HAT). Dadurch verringert sich die Affinitdt zwischen Histon und
DNA und die DNA wird leichter zugénglich fir die RNA-Polymerase und fur
Transkriptionsfaktoren. Histonacetylierung findet man also an transkriptionsaktiven
Bereichen. Histondeacetylasen (HDAT) bewirken den umgekehrten Effekt. Sie werden als
Reaktion auf DNA-Methylierung mobilisiert (Li, 2002). An die methylierte DNA binden
Methylcytosin-bindende Proteine wie z.B. MECP2. Dieses Protein formt einen Komplex mit
HDATs und Sin3A (ein Co-Repressor Protein). Auf diese Weise wird eine Repression der
Genexpression bewirkt. In diesem Fall sind die DNA-Methylierung und die
Histonmodifikation eng miteinander verbunden. Weitere Beispiele fir das Zusammenspiel
von DNA-Methylierung und Histonmodifikation liefern die Methylcytosin-bindenden
Proteine MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 und Kaiso (Li, 2002).

Die Histonmethylierung von Lysin 4 im Histon 3 (H3K4) ist mit einer Aktivierung der
Transkription assoziiert, wéhrend die Methylierung von H3K9, H3K27 und H4K20 eine
Repression der Transkription bewirkt (Jenuwein et al., 2001; Zhang et al., 2001).
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1.1.3 Imprintausléschung, -etablierung und -aufrechterhaltung

Die Etablierung von Imprints geschieht wéhrend der Keimzellentwicklung (Abb. 1.1.3.1).
Dafiir missen zunéchst alle vorhandenen spezifischen Imprints ausgeléscht werden (Abb.
1.1.3.2). Dies geschieht im Rahmen einer globalen Demethylierung und ist an Tag 12-13 der
Keimzellentwicklung abgeschlossen (Reik und Walter, 2001). Bei der maénnlichen
Keimzellentwicklung wurde beobachtet, dass die Genexpression von CTCFL wahrend der
Ausldschung der Imprints hoch reguliert ist (Loukinov et al., 2002). CTCFL codiert fur ein
Zinkfingerprotein mit 11 Zinkfingerdoméanen, mit denen eine DNA-Bindung erfolgen kann.
Beaujean et al. (2004) brachten die kurze Isoform des MBD2 Proteins mit der
Demethylierung des paternalen Genoms nach der Fertilisation in Zusammenhang.
Interessanterweise ist die Expression dieser Isoform des MBD2 Proteins ebenfalls wahrend
der Spermatogenese hoch reguliert (Wawrzik et al., 2009 doi:10.1038/ejhg.2009.83).
Demnach stellen die Proteine CTCFL und MBD2 gute Kandidaten als epigenetische
Reprogrammierungsfaktoren wéhrend der Spermatogenese dar. Nach der Ausléschung der
Imprints erfolgt die geschlechtsspezifische Imprintetablierung. Der Zeitpunkt dieser
Etablierung ist in beiden Geschlechtern unterschiedlich. In der weiblichen Keimbahn werden
die Methylierungsimprints postnatal wéhrend der Oocytenwachstumsphase (Meiose |
Prophase 1) etabliert. Dagegen findet die de novo Methylierung in der mannlichen Keimbahn
in den Prospermatogonien vor der Meiose statt. Bourc’his et al. (2001) konnten zeigen, dass
die DNA-Methyltransferase Dnmt3L fir die Etablierung von maternal methylierten Imprints
wéhrend der Oogenese notwendig ist. Eine Dnmt3L Defizienz flhrte zu einer
Hypomethylierung an maternal methylierten DMRs. Die globale Methylierung war durch die
Dnmt3L Defizienz nicht betroffen. Die DNA-Methyltransferase Dnmt3a ist essentiell fiir die
Etablierung von maternalen und paternalen Imprints (Kaneda et al., 2004). Kato et al. (2007)
konnten zeigen, dass Dnmt3a und Dnmt3b firr die Etablierung von paternal methylierten
Imprints wahrend der Spermatogenese notwendig sind. AuBerdem zeigten sie, dass beide
DNA-Methyltransferasen auch fiir die Methylierung von SINES, LINES und Satelliten-DNA
verantwortlich sind. Die allelspezifische Methylierung an den DMRs, die in der parentalen
Keimbahn gesetzt wird, wird wéhrend der gesamten Embryonalentwicklung und auch im
adulten Gewebe aufrechterhalten (Abb. 1.1.3.1).
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Abb. 1.1.3.1: Imprintausldschung, -etablierung und -aufrechterhaltung wahrend der Keimzellentwicklung und
Embryonalentwicklung. Die Imprintingkontrollregionen ICR1 (paternal methyliert) und ICR2 (maternal
methyliert) in der chromosomalen Region 11pl15 dienen hier als Beispiel. Im Embryo erfolgen die
Aufrechterhaltung der Imprints und die elternspezifische Expression des jeweiligen unmethylierten Allels. In den
primordialen Keimzellen werden die Imprints ausgeldscht und geschlechtsspezifisch neu etabliert. Die
parentalen Chromosomen sind in rot (maternal) und blau (paternal) dargestellt. grau, methyliert; weif3,
unmethyliert (modifiziert aus Reik und Walter, 2001).

Nach der Fertilisation findet eine globale Demethylierung beider elterlicher Genome statt
(Abb. 1.1.3.2). Dabei werden aber alle geprégten Gene ausgespart. Durch welchen
Mechanismus die gepragten Gene vor der globalen Demethylierung geschitzt werden, ist
bisher nicht genau bekannt. Nakamura et al. (2007) konnten zeigen, dass das Protein Dppa3
(Pgc7) einige gepragte Gene des maternalen Genoms vor der Demethylierung schitzt. In
Dppa3 (Pgc7) defizienten Zygoten wurde eine Demethylierung der maternal methylierten
Loci Pegl, Peg3 und Pegl0 detektiert. Allerdings waren die ebenfalls maternal methylierten
Gene Snrpn und Peg5 nicht betroffen. Der Mechanismus fiir den Schutz gegen die DNA
Demethylierung durch Dppa3 (Pgc7) konnte nicht geklart werden. Mayer et al. (2000)
konnten zeigen, dass das paternale Genom innerhalb von acht Stunden aktiv demethyliert
wird. Das maternale Genom dagegen wird graduell durch einen replikationsabhéngigen
Mechanismus ab dem Zwei-Zell-Stadium demethyliert (passive Demethylierung). Dies
kommt dadurch zustande, dass zu diesem Zeitpunkt die DNA-Methyltransferase Dnmtl, die
fiir die Aufrechterhaltung der Imprints verantwortlich ist, nicht im Nukleus lokalisiert ist. Erst

im 8-Zell-Stadium befindet sich die Oocyten-spezifische Form von Dnmtl (Dnmtlo) im
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Nukleus und sorgt fur die Aufrechterhaltung der Methylierung der geprégten Gene vom 8-
Zell-Stadium zum 16-Zell-Stadium (Howell et al., 2001; Toppings et al., 2008). Danach
werden die Imprints durch die somatische Form der Dnmtl aufrechterhalten (Hirasawa et al.,
2008; Branco et al., 2008; Kurihara et al., 2008). Im Blastocystenstadium findet dann eine de
novo Methylierung der nicht geprégten Gene durch die DNA-Methyltransferasen Dnmt3a und
Dnmt3b statt.

Keimzellen Embryo

Fertilisation/

Primordiale Reife
hoch

I
I
I E5 E10
I
I
1

Methylierung

niedrig

Abb. 1.1.3.2: Reprogrammierung der Methylierungsmuster in der Keimbahn und im Embryo. In dieser
Abbildung ist der Grad der Methylierung der methylierten (schwarz) und unmethylierten (grau) geprégten Gene
wéhrend der Keimzell- und Embryonalentwicklung dargestellt. AuRerdem wird der Grad der Methylierung von
maternal (rot) und paternal (blau) nicht-gepréagten Genen angezeigt. E, Tag der Embryonalentwicklung
(modifiziert aus Reik und Walter, 2001).

1.2 Uniparentale Disomien und Imprintingerkrankungen

Die uniparentale Disomie (UPD) beschreibt eine Situation, bei der beide Kopien eines
Chromosomenpaares denselben elterlichen Ursprung haben (Engel et al., 1980). Bei einer
maternalen UPD7 [upd(7)mat] z.B. liegen demnach zwei Chromosomen 7 maternalen
Ursprungs vor. Eine UPD kann durch Demaskierung einer heterozygoten Mutation eine
autosomal rezessive Erkrankung bedingen oder aber eine Imprintingerkrankung hervorrufen,
da in diesem Fall die Dosis des allelspezifisch exprimierten Gens oder mehrerer gepragter
Gene nicht mehr stimmt. Durch UPDs kdnnen demnach Gene identifiziert werden, die dem
Imprinting unterliegen. Es gibt verschiedene Ursachen, die zu einer uniparentalen Disomie
fihren (Kotzot, 2008; Robinson, 2000). Eine Fehlverteilung der beiden Homologen eines
bestimmten Chromosoms, z.B. Chromosom 15, in der weiblichen Keimbahn wahrend der
Meiose | oder Meiose Il resultiert in einer fur das Chromosom 15 disomen Oocyte. Die
Befruchtung einer solchen disomen Oocyte mit einem normalen Spermium flhrt dann zu

einer Trisomie 15. Dies ist nicht mit einer normalen Entwicklung vereinbar, daher kann es zu
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einem Korrekturvorgang, der ,, Trisomy Rescue* genannt wird, kommen. Dabei geht zufallig
eines der dreifach vorliegenden Chromosomen 15 verloren. Ein Verlust des paternalen
Chromosoms wirde in diesem Fall zu einer maternalen uniparentalen Disomie fiihren (in 1/3
der Falle). Geht hingegen eines der maternalen Chromosomen verloren, so liegt ein normaler
Chromosomensatz vor (in 2/3 der Félle). Eine Fehlverteilung in der Meiose | fuhrt zu einer
Heterodisomie. Eine Fehlverteilung in der Meiose Il hingegen flhrt zu einer Isodisomie, d.h.
dem Vorliegen zweier identischer miutterlicher Chromosomen, wenn vorher keine
Rekombination zwischen den homologen Chromosomen stattgefunden hat.

Ein weiteres Beispiel fur die Entstehung einer UPD ist die Befruchtung einer Oocyte, die fir
ein spezifisches Chromosom nullisom ist, durch ein normales Spermium. Dabei entsteht eine
monosome Zygote und auch in diesem Fall kann es zu einem Korrekturvorgang, der
»Monosomy Rescue“ genannt wird, kommen. Dabei wird das monosom vorliegende
Chromosom dupliziert, was zu einer paternalen uniparentalen Isodisomie fiihrt. Eine weitere
Maoglichkeit fur eine uniparentale Disomie liefert die somatische Rekombination wéhrend der
Mitose. Ein reziproker Austausch von Segmenten zwischen den Schwesterchromatid-
Chromosomenpaaren fiihrt zu Tochterzellen mit einer segmentalen paternalen Isodisomie und
zu Tochterzellen mit einer segmentalen maternalen Isodisomie. In der Tabelle 1.2.1 sind
uniparentale  Disomien, die beim  Menschen beobachtet werden und zu

Imprintingerkrankungen flhren, aufgelistet.



Einleitung

Tabelle 1.2.1 Uniparentale Disomien und die damit assoziierten Imprintingerkrankungen.

UPD

Imprintingerkrankung

Phanotyp

upd(6)pat

Transienter neonataler Diabetes mellitus

Transienter neonataler Diabetes mellitus,
intrauterine Wachstumsretardierung,

Makroglossie

upd(7)mat

Silver-Russell Syndrom

Pré- und postnatale Wachstumsretardierung,
faziale Dysmorphien, dreieckige

Gesichtsform

upd(11pl5)pat

Beckwith-Wiedemann Syndrom

Pré- und postnataler GroRwuchs,
Makroglossie, faziale Dysmorphien, Risiko

fur Tumore

upd(14)mat

upd(14)mat Syndrom

Kleinwuchs, Hypotonie, Adipositas, kleine

Hénde und FiRe, vorzeitige Pubertét

upd(14)pat

upd(14)pat Syndrom

Schwere Entwicklungsverzdgerung,
Wachstumsretardierung, Abdominaldefekte,
Muskel- und Skelettauffalligkeiten

upd(15)pat

Angelman Syndrom

Schwere mentale Retardierung, Ataxie,
Krampfanfalle, keine Sprachentwicklung,

Mikrozephalie, hdufige Lachanfélle

upd(15)mat

Prader-Willi Syndrom

Kleinwuchs, Hypotonie, Hyperphagie,
Adipositas, Hypogonadismus, mentale

Retardierung, kleine H&nde und Fiile

upd(20qg)pat

Pseudohypoparathyroidismus Typ 1B

Resistenz gegeniber

Parathyroidhormonen (PTH)

Die in der Tabelle aufgelisteten Imprintingerkrankungen kénnen auch andere Ursachen als
nur die uniparentale Disomie haben. Dazu gehdren de novo Deletionen der entsprechenden
chromosomalen Region oder aber Imprintingfehler der jeweiligen geprégten Genen.

Bei Patienten mit Transientem neonatalen Diabetes mellitus (TNDM) liegt eine
Hyperglykémie in den ersten Lebensmonaten vor. AuBerdem weist ein Teil dieser Patienten
eine intrauterine Wachstumsretardierung und eine Makroglossie auf. TNDM wird durch eine
aberrante Expression des PLAGL1 Gens, das in 6924 lokalisiert ist, hervorgerufen. Das
PLAGL1 Gen ist auf dem maternalen Chromosom 6 methyliert und auf dem paternalen
Chromosom unmethyliert. Die Expression erfolgt ausschliel3lich vom paternalen Allel. Durch

eine paternale uniparentale Disomie des Chromosom 6 oder aber eine Epimutation im
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PLAGL1 Gen sind beide Allele des Gens hypomethyliert, was zu einer Uberexpression von
PLAGLA1 fihrt.

Das Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS) ist ein GroBwuchssyndrom und wird durch eine
segmentale paternale uniparentale Disomie des Chromosom 11 (~20%), eine Mutation im
maternal exprimierten CDKN1C Gen (5% - 15%) oder eine Epimutation in 11pl5
hervorgerufen (Bliek et al., 2001; Diaz-Meyer et al., 2003;<Cooper et al., 2005). In der
chromosomalen Region 11p15 gibt es zwei Imprintingkontrollregionen (ICR1 und ICR2). Bei
~5% der Patienten mit BWS ist die ICR1 betroffen, wahrend bei ~60% dieser Patienten die
ICR2 betroffen ist. Uber die ICR1 wird die Expression der Gene IGF2 und H19 reguliert. Die
ICR1 befindet sich zwischen den beiden Genen und kontrolliert den Zugang von zwei
Enhancer-Elementen, die downstream von H19 liegen und von beiden Genen genutzt werden.
Auf dem maternalen Chromosom 11 liegt die ICR1 unmethyliert vor und das Isolator-Protein
CTCF kann binden. Dadurch koénnen die Enhancer-Elemente nicht mehr mit dem IGF2
Promotor wechselwirken, sondern es kommt zu einer Wechselwirkung mit dem H19
Promotor und H19 wird exprimiert. Auf dem paternalen Chromosom 11 sind die ICR1 und
der H19 Promotor methyliert und das Wachstumsfaktorgen IGF2 wird exprimiert, da CTCF
nicht binden kann und die Enhancer-Elemente mit dem IGF2 Promotor interagieren (Hark et
al., 2000; Ohlsson et al., 2001; Szabo et al., 2004). CTCF (CCCTC-binding factor) ist ein 11-
Zinkfingerprotein, das ein wichtiger Regulator der geprégten Genexpression ist. Es ist ein
Chromatin-Isolator, der den Zugang von entfernten Enhancern zu Promotoren reguliert und
nur an unmethylierte Allele binden kann. Bei Patienten mit BWS und einer Epimutation
gleicht das matterliche Chromosom 11 epigenetisch dem vaterlichen Chromosom 11, was zu
einer Uberexpression von IGF2 fihrt. H19 wird in diesem Fall nicht exprimiert. Die ICR2
kontrolliert die Expression der Gene KCNQ1, CDKN1C und KCNQ1OT1. Auf dem
maternalen Chromosom 11 ist diese Region methyliert und KCNQ1 und CDKN1C werden
exprimiert. Auf dem paternalen Chromosom ist die ICR2 unmethyliert und nur KCNQ10T1
wird exprimiert. Bei Patienten mit BWS liegt diese Region hypomethyliert vor und es kommt
zu einer Uberexpression von KCNQ10T1, wihrend die maternal exprimierten Gene KCNQ1
und CDKN1C nicht exprimiert werden. Klinische Merkmale des BWS sind ein iberméaRiges
pra- und postnatales Wachstum, eine Makroglossie, eine Nabelhernie, relativ grof3e Organe,
Hypergonadismus und eine Tumorneigung (z.B. Wilms-Tumor).

Das Silver-Russell Syndrom (SRS) ist ein Kleinwuchssyndrom und eine heterogene
Erkrankung. In ~10% der Patienten mit SRS liegt eine maternale uniparentale Disomie des
Chromosom 7 vor (Eggermann et al., 1997). Diese Patienten haben meist einen milderen
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Phanotyp (Hannula et al., 2001). In mehr als 50% der Patienten mit SRS findet man eine
Hypomethylierung der Imprintingkontrollregion ICR1 auf dem paternalen Chromosom 11
(Gicquel et al., 2005; Eggermann et al., 2006). Bei den restlichen Patienten mit SRS kann die
Ursache nicht genau geklart werden. Wie schon oben beschrieben reguliert die ICR1 die
Expression der Gene IGF2 und H19. Durch die Hypomethylierung der ICR1 kommt es zu
einer Uberexpression von H19, wahrend IGF2 dann nicht exprimiert wird — es liegt der
reziproke Fall zu BWS vor. Phanotypische Merkmale sind eine pré- und postnatale
Wachstumsretardierung mit typischen Dysmorphien, ein asymmetrischer Kleinwuchs und
eine dreieckige Gesichtsform.

Bei Patienten mit Pseudohypoparathyroidismus Typ IB (PHPIB) wird eine Resistenz
gegenuber Parathyroidhormonen (PTH) beobachtet (Bastepe et al., 2001; Liu et al., 2005b).
Diese Erkrankung wird durch eine paternale uniparentale Disomie des Chromosom 20 bzw.
eine paternale Isodisomie des Chromosom 20q oder einem Imprintingdefekt am GNAS Locus
hervorgerufen (Liu et al., 2005b). Der GNAS Locus befindet sich in der chromosomalen
Region 20913 und beinhaltet vier gepragte Transkripte. Drei davon werden paternal
exprimiert (GNAS Exon 1A, GNASXL, NESPAS) und eins wird maternal exprimiert (NESP)
(Liu et al., 2005ab; Bastepe und Jippner, 2005). Patienten mit Pseudohypoparathyroidismus
Typ IB zeigen eine Hypomethylierung am GNAS Exon 1A Locus. Zusétzlich kann eine
Hypomethylierung am GNASXL und/oder NESPAS Locus beobachtet werden.

1.2.1 Das Prader-Willi Syndrom und Angelman Syndrom

Das Prader-Willi Syndrom (PWS) und das Angelman Syndrom (AS) sind distinkte
neurogenetische Erkrankungen, die auf einen Funktionsverlust der gepragten Genen in der
chromosomalen Region 15911913 zurlickzufiihren sind. Klinische Merkmale fiir AS sind eine
schwere mentale Retardierung, eine Ataxie, Krampfanfalle, eine fehlende aktive Sprache, eine
Mikrozephalie und ein freundliches Wesen (Williams et al., 1995). Die klinischen Merkmale
beim Prader-Willi Syndrom (PWS) sind eine neonatale muskuldre Hypotonie,
Futterungsprobleme, Hyperphagie und Adipositas beginnend im friihem Kindesalter,
Hypogonadismus, Kleinwuchs, kleine Hande und Fule, Schlafapnoen,
Verhaltensauffalligkeiten und eine milde bis moderate mentale Retardierung.

Die molekulargenetischen Ursachen fir beide Erkrankungen sind eine de novo Deletion der

15091113 Region, eine uniparentale Disomie des Chromosom 15 oder ein Imprintingdefekt.
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Das AS kann auch durch einen Defekt im UBE3A Gen (Einzelgendefekt) hervorgerufen
werden.

Eine ~5-6 Mb de novo Deletion auf Chromosom 15 [del(15)(g11q13)], welche die gesamte
gepragte Domaéne plus weitere nicht geprégte Gene beinhaltet, wird bei den meisten Patienten
mit PWS und AS (70%) beobachtet. Bei Patienten mit PWS tragt das paternale Chromosom
15 die Deletion und bei Patienten mit AS das maternale Chromosom 15. In der Regel werden
zwei verschiedene Klassen von Deletionen unterschieden, Klasse 1 und Klasse Il Deletionen
(Abb. 1.2.1.1). Bei beiden Klassen liegen die distalen Bruchpunkte im Bruchpunktcluster
BP3, dass zwischen dem OCA2 Gen und dem APBA2 Gen liegt. Klasse | Deletionen werden
bei 30 — 40% der Patienten gefunden. Der proximale Bruchpunkt liegt im Bruchpunktcluster
BP1, der centromerisch zu NIPAL lokalisiert ist. Klasse Il Deletionen liegen bei 60 — 70% der
Patienten vor. Hier befindet sich der proximale Bruchpunkt im Bruchpunktcluster BP2, das
centromerisch zu MRKN3 liegt (Knoll et al., 1990; Kuwano et al., 1992; Mutirangura et al.,
1993; Christian et al., 1995; Christian et al., 1999; Chai et al., 2003). Da die Bruchpunkte in
duplizierten Sequenzabschnitten liegen, kann es zu ungleichen Crossing-Over zwischen zwei
homologen Chromosomen 15 (interchromosomal) oder zwischen verschiedenen Regionen
eines Chromosom 15 (intrachromosomal) wahrend der Meiose kommen. Dies hat die
typischen Deletionen zur Folge (Buiting et al., 1992; Buiting et al., 1998; Amos-Landgraf et
al., 1999; Christian et al., 1999; Ji et al., 1999).
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Abb. 1.2.1.1: Schematischer Uberblick der chromosomalen Region 15q11-q13. Paternal exprimierte Gene sind
blau dargestellt - snoRNA-Gene sind als Striche dargestellt. Maternal exprimierte Gene sind rot und biallelisch
exprimierte Gene sind schwarz dargestellt. Die Transkriptionsrichtung wird durch Pfeile oberhalb der Gene
angezeigt. BP, Bruchpunktregion; IC, Imprinting Center; cen, Centromer; tel, Telomer. Nicht maBstabsgetreu.

Eine weitere molekulargenetische Ursache fir PWS und AS, die bei ~30% der Patienten mit
PWS und bei ~3% der Patienten mit AS beobachtet wird, ist eine uniparentale Disomie des
Chromosom 15. Bei Patienten mit PWS liegt eine maternale uniparentale Disomie des
Chromosom 15 [upd(15)mat] vor. Bei Patienten mit AS liegt eine paternale uniparentale

Disomie des Chromosom 15 [upd(15)pat] vor.
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Bei 10% der Patienten mit AS liegt eine Mutation im UBE3A Gen auf dem miitterlichen
Chromosom vor. Das UBE3A Gen wird im Gehirn monoallelisch vom muditterlichen
Chromosom exprimiert. Es wird vermutet, dass diese monoallelische Expression durch die
Transkription von SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense reguliert wird (Runte et al.,
2001). Bei ~20% der Patienten mit AS ist die molekulargenetische Ursache nicht bekannt
(Horsthemke und Buiting, 2006).

In etwa 1% der Patienten mit PWS und etwa 4% der Patienten mit AS ist die
molekulargenetische Ursache ein Imprintingdefekt. Diese Patienten haben scheinbar normale
Chromosomen 15 biparentaler Herkunft, jedoch tragt bei Patienten mit PWS das paternale
Chromosom eine maternale Pragung, wahrend bei Patienten mit AS das maternale
Chromosom 15 ein paternales Methylierungsmuster aufweist. Bei einigen dieser Patienten
sind die inkorrekten Imprints Folge einer Mikrodeletion, die das Imprinting Center (1C)
betrifft (Buiting et al., 1995). Das IC reguliert in cis die Chromatinstruktur, die DNA-
Methylierung und die Genexpression der gepragten Gene in der chromosomalen Region
150911q13. Es setzt sich zusammen aus dem AS-SRO und dem PWS-SRO. Der AS-SRO ist
der kleinste Uberlappende Deletionsbereich (SRO: ,,smallest region of deletion overlap®) und
wurde in Patienten mit AS mit einem Imprintingdefekt und einer 1C-Deletion identifiziert. Er
umfasst 880 bp und liegt 35 kb stromaufwarts vom SNURF-SNRPN Exon 1 (Buiting et al.,
2003). Umgekehrt fuhrten IC-Deletionen bei Patienten mit PWS zur Identifizierung des PWS-
SRO, der 4,1 kb umfasst und mit dem SNURF-SNRPN Promotor und Exon 1 tberlappt. Der
AS-SRO ist notig fur die Etablierung des maternalen Imprints in der weiblichen Keimbahn
(Shemer et al., 2000; Perk et al., 2002). Der PWS-SRO hingegen wird fur die post-zygotische
Aufrechterhaltung des paternalen Imprints benétigt (Bielinska et al., 2000; EI-Maarri et al.,
2001). Eine Deletion des PWS-SRO hat keinen Effekt, wenn sie tber die weibliche Keimbahn
vererbt werden. Wird diese Deletion jedoch Gber die mannliche Keimbahn vererbt, so fuhrt
dies zu PWS. Der umgekehrte Fall trifft fur den AS-SRO zu. Eine Deletion des AS-SRO hat
keinen Effekt, wenn sie durch die mannliche Keimbahn vererbt wird. Eine Vererbung durch
die weibliche Keimbahn jedoch fiihrt zu AS (Buiting et al., 1995).

Bei ~90% der Patienten mit PWS und AS mit einem Imprintingdefekt handelt es sich um
primare Epimutationen (Buiting et al., 2003). Bei Patienten mit PWS stammt das paternale
Chromosom 15 mit dem Imprintingdefekt immer von der GroRmutter véterlicherseits (Buiting
et al., 2003). Dies lasst auf einen Fehler in der Imprintausléschung wahrend der
Spermatogenese schlielen (Abb. 1.2.1.2). Bei Patienten mit AS hingegen kann das maternale
Chromosom 15 mit dem Imprintingdefekt sowohl von dem Grolivater als auch von der



Einleitung 14

Grolmutter mutterlicherseits stammen. Dies lasst auf einen Fehler in der Imprintetablierung
wéhrend der Oogenese oder aber auf einen Fehler in der Imprintaufrechterhaltung schliel3en
(Abb. 1.2.1.2). Mehr als 30% der Patienten mit AS und einer priméren Epimutation stellen ein
somatisches Mosaik dar (Nazlican et al., 2004), das vermutlich durch einen Fehler bei der
Imprintaufrechterhaltung entsteht. Bei Patienten mit PWS werden somatische Mosaike selten
beobachtet.

A XY XX B Xy XX C XYy XX D xy XX

zaen | 0B OH ILJlL 1Lk LIk
cameten | 0|00 [ 00 I {0 oo

Zygote Ii i il Il
Embryo LA | 8 Al | A 00 00 LafjLy

Abb. 1.2.1.2: Genomisches Imprinting und Imprintingdefekte. Zur Vereinfachung sind nur ein
Chromosomenpaar und der maternale Methylierungsimprint (roter Streifen) dargestellt. (A) In somatischen
Zellen tragt das maternale Chromosom einen maternalen Imprint. Dieser wird in den primordialen Keimzellen
ausgeldscht, in den Oozyten neu etabliert und in der Zygote und im Embryo aufrechterhalten. Imprintingdefekte
(durch rote Pfeile markiert) kdnnen durch Fehler bei der Ausldschung (B), bei der Etablierung (C) oder bei der
Aufrechterhaltung (D) des Imprints entstehen (Abbildung zur Verfiligung gestellt von Prof. Horsthemke).

Alle drei molekulargenetischen Defekte (de novo Deletion, uniparentale Disomie und
Imprintingdefekt) flhren zu einem Funktionsverlust der paternal exprimierten Gene MKRNS3,
MAGEL2, NDN, C150rf2, SNURF-SNRPN und mehr als 70 C/D Box snoRNA Gene (Abb.
1.2.1.1). Das SNURF-SNRPN Gen dient als Wirtsgen fur die snoRNA Gene. Es gibt zwei
SnoORNA Cluster (das SNORD115 Cluster und das SNORD116 Cluster), drei einzelne
SnoRNA Gene (SNORD107, SNORD64, SNORD108) und ein snoRNA Gen, das in zwei
Kopien vorhanden ist (SNORD109A und SNORD109B). Durch ihre Lokalisation in SNURF-
SNRPN werden sie paternal exprimiert. SnoRNAs codieren nicht flr Proteine und sind 60 bis
300 Nukleotide lang (Kiss, 2002). Ilhre Funktion besteht hauptsdachlich in der
posttranskriptionellen Modifikation von Nukleotiden der ribosomalen RNA. Aufgrund ihrer
Sequenzmotive unterscheidet man zwei Gruppen: C/D Box snoRNAs und H/ACA Box
snoRNAs. Die C/D Box snoRNAs sind flr die 2°-O-Ribose-Methylierung zusténdig, wahrend
die H/ACA Box snoRNAs die Pseudouridinylierung vermitteln. Die snoRNAs in der PWS
Region gehoren zur Gruppe der C/D Box snoRNAs und sind moglicherweise an der
Modifikation von mRNAs beteiligt, da sie keine komplementére Sequenz zu ribosomaler
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RNA aufweisen. Kirzlich wurden zwei weitere Gene zwischen NDN und C150rf2
identifiziert: PWRN1 und PWRN2 (Buiting et al. 2007). Mittlerweile konnte gezeigt werden,
dass PWRN1 einen neuen alternativen Startpunkt des SNURF-SNRPN Gens darstellt
(Wawrzik et al., 2009 doi:10.1038/ejhg.2009.83).

Bei Patienten mit PWS konnte bislang kein Einzelgendefekt nachgewiesen werden. Daher
wird vermutet, dass das Prader-Willi Syndrom durch Verlust oder Inaktivierung mehrerer
paternal exprimierter Gene entsteht (contiguous gene syndrome) (Nicholls et al., 1998).
Welche Gene genau zum PWS Phéanotypen beitragen ist nicht bekannt. Balancierte
Translokationen und atypische Deletionen kénnen dabei helfen, Aufschluss dariiber zu geben.
Patienten mit einer paternal vererbten Deletion des SNORD115 Gencluster sind phanotypisch
unauffallig, daher ist eine Rolle dieses Clusters fir den PWS Phanotyp unwahrscheinlich
(Hamabe et al., 1991; Burger et al., 2002; Runte et al., 2005). Bis jetzt wurden sechs Falle mit
einem typischen PWS oder PWS-ahnlichen Ph&notypen mit einer balancierten Translokation
berichtet (Sun et al., 1996; Schulze et al., 1996; Conroy et al., 1997; Kuslich et al., 1999;
Wirth et al., 2001; Schule et al., 2005). Bei allen ist der SNURF-SNRPN Locus betroffen.
Zwei Bruchpunkte liegen in Intron 2 und zerreiBen das SNURF-SNRPN Gen. Die anderen
Bruchpunkte liegen in Exon 17 (in einem Fall) oder in Exon 20 im 3’'UTR der SNURF-
SNRPN Transkriptionseinheit. In allen Féllen hat die Translokation keinen Effekt auf die
Methylierung des SNURF-SNRPN Locus oder auf die Expression der stromaufwarts
liegenden Gene. Allerdings ist die Expression der C/D Box snoRNA Gene (SNORDs) durch
die Translokation betroffen. In drei der Patienten konnte ein Verlust der Expression der
SNORD116 Gene nachgewiesen werden (Wirth et al., 2001; Gallagher et al., 2002; Schule et
al., 2005). In der Publikation von Sahoo et al. (2008) wird ein Patient mit Makrosomie und
einigen Merkmalen eines PWS beschrieben, der eine de novo Deletion des paternalen
SNORD119A, SNORD116 Genclusters und einen Teil des SNORD115 Genclusters aufweist.
In einer weiteren Publikation wird Uber einen Patienten mit einem typischen PWS berichtet,
der ebenfalls fir SNORD116 und auRerdem fur SNURF-SNRPN deletiert ist (de Smith et al.,
2009). Somit konnte das SNORD116 Gencluster eine wichtige Rolle in der Atiologie bei PWS
spielen.
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1.2.2 Das upd(14)mat Syndrom und upd(14)pat Syndrom

Eine upd(14)mat ist charakterisiert durch eine pré- und postnatale Wachstumsretardierung,
muskuldre Hypotonie, Entwicklungsverzégerungen, kleine Hande und Fule, eine friihzeitig
beginnende Pubertdt und Adipositas. Die phénotypischen Merkmale einer upd(14)mat
Uberlappen mit denen, die man bei PWS beobachtet. Die klinischen Merkmale einer
upd(14)pat sind ein Polyhydramnion, Brust- und Abdominaldefekte, Wachstumsretardierung,
schwere Entwicklungsverzégerungen und faziale Abnormalitaten (Temple et al., 1991; Pentao
et al., 1992; Antonarakis et al., 1993). Die phéanotypischen Merkmale einer upd(14)mat und
einer upd(14)pat sind auf die Stérung der allelspezifischen Expression eines dem Imprinting
unterliegenden Genclusters in der chromosomalen Region 1432 zurlickzufihren. Diese 1 Mb
groRe gepragte Doméne in 14932 beinhaltet sowohl paternal exprimierte Gene wie DLK1 und
RTL1 als auch maternal exprimierte Gene wie MEG3, RTLas, MEGS, eine Vielzahl von C/D
Box snoRNAs und microRNAs (Wylie et al., 2000; Charlier et al., 2001; Cavaille et al.,
2002; Seitz et al., 2004) (Abb. 1.2.2.1). Obwohl fur die Maus gezeigt werden konnte, dass
Dio3 paternal exprimiert wird (Tsai et al., 2002), konnte bislang fir das humane DIO3 keine

allelspezifische Expression nachgewiesen werden.
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Abb. 1.2.2.1: Schematischer Uberblick der chromosomalen Region 14g32.2. Paternal exprimierte Gene sind
blau dargestellt. Maternal exprimierte Gene sind rot und biallelisch exprimierte Gene sind schwarz dargestellt.
Die snoRNA- und microRNA-Gene sind maternal exprimiert und rot dargestellt. cen, Centromer; tel, Telomer.
In dieser Region sind zwei differentiell methylierte Regionen (DMRs) vorhanden: IG-DMR und die
Promotorregion des MEG3 Gens (MEG3 DMR, nicht eingezeichnet). Nicht maRstabsgetreu.

Eine differentiell methylierte Region zwischen DLK1 und MEG3 (IG-DMR) dient als
Imprinting Kontrollregion fur die DLK1-MEG3-DIO3 Doméne (Lin et al., 2003). Die IG-
DMR sowie die MEG3 DMR (in der Promotorregion des MEG3 Gens) sind auf dem
paternalen Chromosom 14 methyliert und auf dem maternalen Chromosom unmethyliert. In
Mausen fuhrt eine maternal vererbte Deletion der IG-DMR zu einer aberranten Methylierung,
einer aberranten Genexpression und zu einem ahnlichen Phanotyp, der bei Patienten mit einer
upd(14)pat beobachtet wird. Eine paternale Transmission der Deletion flihrt zu keinem

Imprintingdefekt (Lin et al., 2003). Eine segmentale upd(14)pat der 14q Region fuhrt zum
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upd(14)pat Phanotyp (Coveler et al., 2002; Kagami et al., 2005). Diese Beobachtungen
machen das gepragte DLK1-MEG3-DI0O3 Gencluster zur kritischen Region fiir upd(14)pat.
Bislang wurden drei Patienten mit einem upd(14)mat Phanotyp und einer paternalen Deletion
in der DLK1-MEG3-DIO3 Doméne und vier Patienten mit einem upd(14)pat Phénotyp und
einer maternalen Deletion in der DLK1-MEG3-DIO3 Doméne berichtet . Diese Patienten
zeigten eine Abwesenheit des methylierten bzw. unmethylierten Allels fur den DLK1/MEG3
Locus (Kagami et al., 2008). Im Jahr 2007 beschrieb Temple et al. den ersten Patienten mit
einem upd(14)mat Phanotyp und einem Imprintingdefekt (Temple et al., 2007). Dieser Patient
hat eine primére Epimutation und zeigt das Methylierungsmuster fur eine upd(14)mat (IG-
DMR und MEG3 DMR sind unmethyliert) aber eine biparentale Herkunft der Chromosomen
14. Diese Daten machen das gepragte DLK1-MEG3-DIO3 Gencluster zur kritischen Region
flr den Phanotyp der upd(14)mat und upd(14)pat.

1.3 Imprinting und assistierte Reproduktion (ART)

Kinder, die durch in vitro Fertilisation (IVF) mit oder ohne intracytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) gezeugt worden sind, haben im Vergleich zu natirlich gezeugten
Kindern hdufig ein geringes Geburtsgewicht, ein erhohtes Risiko fur Abnormalitaten der
Geschlechtschromosomen,  fur  Malformationen  und  mdoglicherweise  auch  fir
Imprintingdefekte (Sutcliffe et al., 2007).

Gepragte Gene werden nur von einem der parentalen Allele exprimiert und kontrollieren die
Ressourcenverteilung zwischen Fet und Mutter (Miozzo et al., 2002; Constancia et al., 2004).
Paternal exprimierte Gene wie IGF2, KCNQ1OT1, PLAGL1, MEST und PEG3 fordern das
fetale Wachstum, wahrend maternal exprimierte Gene wie MEG3 und CDKNI1C das
Wachstum des Feten inhibieren. Seltene GroRBwuchssyndrome bei Mensch und Tier werden
durch den Verlust maternal exprimierter Gene (CDKN1C beim Beckwith-Wiedemann
Syndrom und IGF2R bei Tieren mit GrolRwuchssyndrom) (Young et al., 2001; Diaz-Meyer et
al., 2003) oder aber durch die zuséatzliche maternale Expression von eigentlich nur paternal
exprimierten Genen (IGF2 in BWS) (Reik et al., 1995) hervorgerufen. Im Gegensatz dazu
findet man eine pré- und postnatale Wachstumsretardierung bei einer reduzierten paternalen
Expression des IGF2 Gens (Silver-Russell Syndrom) (Gicquel et al., 2005; Zeschnigk et al.,
2008). Diese Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass es durchaus maglich ist, dass die
Disregulation von gepragten Genen zu einem niedrigen Geburtsgewicht bei ICSI-Kindern

fuhren kann.
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In den letzten Jahren wurde die Beobachtung gemacht, dass das Risiko fur Imprintingfehler
nach ART erhéht sein kdnnte. Cox et al. (2002) und Orstavik et al. (2003) berichteten tber
drei Patienten mit AS und Imprintingdefekt, die nach ICSI gezeugt wurden, und dass ICSI mit
einer erhohten Suszeptibilitat fir Imprintingfehler assoziiert sein kénnte (Cox et al., 2002;
Orstavik et al., 2003). Auch andere Studien, in denen Patienten mit BWS untersucht wurden,
geben Hinweise darauf, dass das Risiko fir BWS und damit fur Imprintingdefekte nach ART
erhoht ist (Maher et al., 2003; DeBaun et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Halliday et al.,
2004).

Die Ursache fir das erhohte Risiko fur Imprintingdefekte nach ART ist nicht bekannt.
Tierexperimente zeigen, dass die in vitro Kultivierung der Gameten und Embryonen zum
Verlust von Imprints fihren kann (Khosla et al., 2001). Auch die Superovulation der Oocyten
kann zu aberranten Imprints fuhren (Sato et al., 2007). Es ist auch moglich, dass die
gefundenen Epimutationen nach ART mit den Fertilitdtsproblemen der Eltern (Vater oder
Mutter) zusammenhangen. Es gibt mehrere Publikationen, in denen Uber eine aberrante
Methylierung in Spermien von infertilen Mannern mit Oligozoospermie berichtet wird
(Marques et al., 2004; Kobayashi et al., 2007; Marques et al., 2008). Es wurden u.a. Fehler in
der Methylierung am IGF2/H19, KCNQ1OT1 und MEST Locus gefunden. Wahrend die
paternal unmethylierten Loci KCNQ1OT1 und MEST eine Hypermethylierung aufweisen, ist
der paternal methylierte IGF2/H19 Locus unmethyliert. Es scheint sich hier um einen Fehler
in der Maschinerie der Imprintausléschung und der Imprintetablierung zu handeln. Das wiirde
das Risiko inkorrekte Imprints an ihre Nachkommen zu vererben erh6hen (Kobayashi et al.,
2007). Es ist also durchaus mdglich, dass ein erhohtes Risiko fur Imprintingdefekte nach ART

mit den Fertilitdtsproblemen der Paare assoziiert ist.
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1.4 Zielsetzung

Bislang ging man davon aus, dass der Funktionsverlust mehrerer paternal exprimierter Gene
der 15011q13 Region (MKRN3, MAGEL2, NDN, C150rf2, SNURF-SNRPN, 76 snoRNA
Gene) fur die vollstandige Auspragung des PWS notwendig ist, da Einzelgendefekte nicht
gefunden wurden. Seltene, atypische Aberrationen des Chromosom 15 konnten helfen
herauszufinden, welche der in 15911q13 lokalisierten Gene fur das PWS relevant sind. Im
Rahmen dieser Arbeit sollen daher die Bruchpunkte zweier Patienten mit allen klinischen
Merkmalen eines PWS, aber einer atypischen Deletion, bei der die Gene MKRN3, MAGEL?2
und NDN nicht betroffen sind, genauer kartiert werden. Ebenso sollen die Translokations-
bruchpunkte einer Patientin mit einer unbalancierten X;15-Translokation, bei der in der PWS-
Region genau diese drei Gene deletiert sind, bestimmt werden. Diese Patientin weist nur
wenige Zeichen eines PWS auf. Aufierdem sollen der Methylierungsstatus und die Expression
der PWS Gene fir alle drei Patienten untersucht werden.

Zu Beginn dieser Arbeit gab es den ersten Hinweis darauf, dass ein upd(14)mat Phanotyp
auch durch eine primére Epimutation am DLK1/MEG3 Locus verursacht werden kann
(Temple et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit soll fir sieben Patienten mit einem
upd(14)mat Phanotyp, bei denen eine upd(14)mat ausgeschlossen worden war, geklart
werden, ob sie eine primare Epimutation in der DLK/MEG3 Region haben.

Kinder, die nach assistierter Reproduktion (ART) geboren werden, haben haufig ein niedriges
Geburtsgewicht und ein erhohtes Risiko fir angeborene Fehlbildungen und bestimmte
genetische Syndrome. Es gilt als wahrscheinlich, dass epigenetische Verdnderungen bei allen
drei Problemfeldern eine Rolle spielen. Im Rahmen des Projektes sollen Kinder, die durch
intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) gezeugt wurden und ein niedriges
Geburtsgewicht hatten, auf Epimutationen (fehlerhaftes Methylierungsmuster) in
elternspezifisch gepragten Genen untersucht werden. Da epigentische Verdnderungen aber
auch eine bedeutende Ursache fir Infertilitat sein konnten, soll ebenfalls untersucht werden,
ob Mutationen in Genen, die epigenetische Prozesse vermitteln, haufiger in subfertilen
Individuen zu finden sind.

Bei einem Kind mit geringem Geburtsgewicht und multiplen Fehlbildungen sowie zwei
weiteren Feten dieser Familie wurden an mehreren Loci Imprintingfehler identifiziert. Im
Rahmen dieser Arbeit sollen die Imprintingfehler systematisch untersucht werden. Dieser
Patient scheint eine generalisierte Imprintingstorung zu haben und kénnte dazu beitragen neue

gepréagte Gene zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck (Darmstadt),
Sigma (Heidelberg), Serva (Heidelberg), Invitrogen (Karlsruhe), Roth (Karlsruhe), Peqlab

(Erlangen), BD (Heidelberg), Roche (Mannheim) und GibcoBRL (Eggenstein) in pro analysis

Qualitét bezogen.

2.1.2 Standardlésungen

6x DNA Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau oder Xylenblau, 15% Ficoll, 10 mM
EDTA

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA, pH 8,0

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCIL, pH 7,8
1 mM EDTA

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH,PO,, 8,1 mM
Na,HPO4

2.1.3 Medien

2.1.3.1 Medien fur die Kultur von Bakterien

LB-Medium (fiir 11): 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl
LB-Platten: 12 g/l Bacto-Agar (Difco) in LB-Medium
Ampicillin: Endkonzentration 100 pg/ml

X-Gal: Endkonzentration 32 pg/ml
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2.1.3.2 Medien fur die Kultur von Zellen
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin (GIBCO)

Mycoplex ™ Fotales Kélberserum (FKS) (PAA)
Pen Strep (GIBCO)

2.1.4 Stamme und Zelllinien
2.1.4.1 Bakterienstamme

E. coli DH5a:: F’, endAl, hsdR17, (r.my ), supE44, thi-1, recAl, gyrA, (Nal"),
relAl, D(lacIZY A-argF), U169, deoR, (®80dlacD(lacZ)M15)

2.1.4.2 Zelllinien
Lymphoblastoide Zelllinien (LCL) von Patienten mit Retinoblastom und einer seltenen
Variante in Exon 9 bzw. Exon 3 des RB1 Gens. Die Zelllinien wurden in Aachen im Institut

fiir Humangenetik angelegt. Dafiir wurden Lymphozyten aus peripherem Blut der Patienten

mit dem Epstein Barr Virus infiziert und somit immortalisiert.

2.1.5 Plasmide

pGEM®-T Easy Vektor fiir die Klonierung von PCR-Produkten (Promega)

2.1.6 GroRenstandards

DNA-GroBenmarker: 1 kb DNA Ladder (Invitrogen)
pUC19 DNA/Mspl (Fermentas)

GeneScan-LIZ 500 Size Standard (Applied Biosystems)
GeneScan-ROX 500 Size Standard (Applied Biosystems)
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2.1.7 Enzyme

Restriktionsendonukleasen:

Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche (Mannheim) oder New England

Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen.

weitere Enzyme:

AmpliTaqg Gold Polymerase (Roche)
Advantage cDNA Polymerase Mix (Clontech)
GoTaq Green Master Mix (Promega)

Expand High Fidelity Enzyme Mix (Roche)
HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen)

T4 DNA Ligase (Promega)

2.1.8 RNA und cDNA

Placenta (Clontech)

Fetal brain (Clontech)
Uterus (Clontech)

Prostate (Clontech)

Lung (Clontech)

Kidney (Clontech)

Heart (Clontech)

Skeletal muscle (Clontech)

Human Testis Marathon-Ready cDNA (Clontech)
Human Fetal Brain Marathon-Ready cDNA (Clontech)

2.1.9 Oligonukleotide

siche Anhang
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2.1.10 Patienten

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission des Essener Uniklinikums genehmigt.

2.1.10.1 Patienten mit atypischen Deletionen der 15911913 Region

Die klinische Diagnose der hier beschriebenen Patienten wurde von erfahrenen
Humangenetikern gestellt. Eine Zusammenfassung der klinischen Daten ist in Tabelle 3.1.1
im Ergebnis-Teil zu finden. Detaillierte klinische Daten sind in Kanber et al. nachzulesen

(Kanber et al., 2008).

Patientin 1
Die Patientin 1 hat eine unbalancierte Translokation [Karyotyp
45,X,der(X)t(X;15)(q28;q11.2)]. Bei dieser Patientin bestand der Verdacht auf PWS, der

jedoch nicht bestdtigt werden konnte.

Patient 2
Bei dem Patienten 2 mit PWS konnte mittels MLPA eine atypische Deletion des

chromosomalen Bereichs 15q11-q13 nachgewiesen werden.

Patientin 3
Bei der Patientin 3 mit PWS konnte mittels MLPA eine atypische Deletion des

chromosomalen Bereichs 15q11-q13 nachgewiesen werden.

2.1.10.2 Patienten mit einem upd(14)mat Phanotyp

Patientin 1

Die wichtigsten klinischen Daten von Patientin 1 sind prd- und postnatale
Wachstumsretardierung, Hypotonie, Fiitterungsprobleme nach der Geburt, Adipositas
beginnend mit dem sechsten Lebensjahr, kleine Hiande, vorzeitige Pubertit, leichte mentale

Retardierung und gehiufte Tumorentwicklung.
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Patient 2

Die wichtigsten klinischen Daten von Patient 2 sind geringes Geburtsgewicht, Hypotonie,
Fiitterungsprobleme nach der Geburt, Adipositas beginnend mit dem fiinften Lebensjahr,
leichte mentale Retardierung, kleine Hénde und Fiile, vorzeitige Pubertit und ein

akzeleriertes Knochenalter.

Patientin 3
Die wichtigsten klinischen Daten von Patientin 3 sind prd- und postnatale
Wachstumsretardierung, Hypotonie, Fiitterungsprobleme nach der Geburt, vorzeitige Pubertét

und Entwicklungsverzogerung.

Patient 4
Die wichtigsten klinischen Daten von Patient 4 sind Wachstumsretardierung wihrend der
Kindheit, vorzeitige Pubertét, Adipositas beginnend mit der Pubertdt und normale mentale

Entwicklung.

Patientin 5
Die wichtigsten klinischen Daten von Patientin 5 sind Fiitterungsprobleme nach der Geburt,

Hypotonie, Adipositas und eine vorzeitige Pubertit.

Patientin 6

Die wichtigsten klinischen Daten von Patientin 6 sind Hypotonie, Adipositas, kleine Hande
und Fiile und eine vorzeitige Pubertit.

Patientin 7

Die Patienten 7 wurde mit folgenden klinischen Merkmalen im Institut fiir Humangenetik in

Essen vorgestellt: Adipositas und vorzeitige Pubertit.

2.1.10.3 Imprinting und assistierte Reproduktion

2.1.10.3.1 ICSI-Kinder mit geringem Geburtsgewicht

In einer prospektiven Studie iiber intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) mit 2.055

Geburten kamen 60 Kinder mit einem zu geringen Geburtsgewicht auf die Welt. Es wurden
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38 dieser Familien, die sich zuvor damit einverstanden erklart hatten noch mal kontaktiert zu
werden, angeschrieben. Es stellten sich insgesamt 19 Elternpaare dazu bereit
Mundschleimhautabstriche von sich und ihren Kindern einzusenden. Zu diesem Zeitpunkt
waren die Kinder zwischen 4 und 7 Jahre alt. Die Schwangerschaftswoche, Geburtsgewicht
und GeburtsgroBBe sind in Tabelle 2.1.10.3.1.1 angegeben. Als Kontrollgruppe dienten
Mundschleimhautabstriche von 29 gleichaltrigen, spontan empfangenen Kindern mit

normalem Geburtsgewicht.

Tabelle 2.1.10.3.1.1 Schwangerschaftswoche, Geburtsgewicht und GeburtsgroBe der 19 untersuchten ICSI-
Kinder.

Sample 1 2 3 4 11 12 13 14 21 22 23 24 31 32 33 34 41 42 43
Schwangerschaftswoche 38 40 39 36 37 38 33 38 / 38 38 40 36 25 39 36 37 35 38
Geburtsgewicht (g) 2120 | 2240 | 2400 | 2070 | 2200 | 2250 1400 | 2200 | 2270 | 2490 | 2360 | 2450 1990 | 510 | 2440 | 1635 | 1810 | 1650 | 2170
GeburtsgréfRe (cm) 45 45 46 44 45 46 40,5 48 / 46 47 48 43 30 49 44,5 43 40 46

2.1.10.3.2 Subfertile Patienten mit Methylierungsauffalligkeiten an den Loci H19 und
MEST

Es wurden 20 subfertile Ménner mit Methylierungsauffilligkeiten an H19

(Hypomethylierung) und/oder MEST (Hypermethylierung) auf Sequenzvarianten im CTCFL
Gen untersucht (Tabelle 3.3.2.1). Die Analysen wurden an DNA aus Blut durchgefiihrt.

2.1.10.4 Patient mit einer generalisierten Imprintingstérung

DNA aus folgenden Gewebe des Indexpatienten standen zur Verfiigung:

Peripherem Blut, LCL, Fibroblasten und Mundschleimhaut

AuBerdem stand DNA aus peripherem Blut der Eltern und DNA von zwei Feten der Familie
(DNA aus Muskelgewebe (Fet 1) und CVS-Material (Fet 2)) zur Verfiigung.
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2.1.10.5 Patienten mit Retinoblastom

Fiir die Methylierungsanalysen wurden Patienten mit Retinoblastom und einer maternalen

oder paternalen Deletion des gesamten RB1 Gens untersucht.

Fiir Expressionsanalysen wurden lymphoblastoide Zelllinien (LCL) von Patienten mit

Retinoblastom und einer seltenen exprimierten Variante im RB1 Gen untersucht.

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit DNA

2.2.1.1 Isolierung von DNA aus peripherem Blut, LCLs und Mundschleimhaut

Zur Préparation von genomischer DNA aus Blut und LCL wurde die FlexiGene-Methode
(Qiagen) angewandt. Zur Préparation von genomischer DNA aus Mundschleimhaut wurde die

automatisierte Praparation mit der BioRobot EZ1 Workstation angewandt.

DNA -Priparation mit FlexiGene (Blut)
Zu 7.5 ml FG1-Puffer wurden 3 ml EDTA-Blut gegeben und fiinfmal invertiert. Die Zellkerne

wurden abzentrifugiert (5 min, 2000 g) und der Uberstand verworfen. Zum Pellet wurden
1,5 ml mit Protease versetzter FG2-Puffer gegeben. Das Pellet wurde homogenisiert, der
Ansatz dreimal invertiert und 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert. Zur anschlieenden
Féllung der DNA wurden 1,5 ml 100%iges Isopropanol zugegeben. Durch mehrmaliges
Invertieren wurde die DNA prézipitiert und der Ansatz fiir 3 min bei 2000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1,5 ml 70% Ethanol gewaschen. Nach einer
Zentrifugation von 3 min bei 2000 g, wurde der Uberstand verworfen, das Pellet 5 min an der
Luft getrocknet und in 300 pl FG3-Puffer 1 h im 65°C Thermomixer (850 rpm) und
anschlieBend bei RT iiber Nacht auf dem Roller gelost.

DNA-Priparation mit FlexiGene (LCL)

Die Zellen wurden nach der Ernte in 500 pul PBS aufgenommen und bei 3000 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml FG1-Puffer resuspendiert und danach fiir
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10 min auf den Roller gelegt (ab und zu invertieren). Die Zellkerne wurden abzentrifugiert
(10 min, 3000 g) und der Uberstand verworfen. Zum Pellet wurden
500 pl mit Protease versetzter FG2-Puffer gegeben. Das Pellet wurde homogenisiert, der
Ansatz dreimal invertiert und 10 min bei 56°C und 850 rpm im Thermomixer inkubiert. Zur
anschlieBenden Féllung der DNA wurden 700 pl 100%iges Isopropanol zugegeben. Durch
mehrmaliges Invertieren wurde die DNA prizipitiert und anschlieBend mit einem Glashaken
herausgefischt. Es folgte ein Waschritt in 400 ul 70% Ethanol (Glashaken mit DNA in Eppi
mit 70% Ethanol tauchen). Dann wurde die DNA an der Luft getrocknet und in 100 ul FG3-
Puffer 1 h im 65°C Thermomixer (850 rpm) und anschlieBend bei RT iiber Nacht auf dem
Roller gelost.

DNA-Priparation mit der BioRobot EZ1 Workstation (Mundschleimhaut)

Die Préparation von DNA mit der BioRobot EZ1 Workstation von Qiagen funktioniert
vollautomatisch und nach dem Prinzip der magnetischen Trennung. Die einzelnen Schritte
sind hier kurz zusammengefasst: Die Zellen werden mit Proteinase K aufgeschlossen und mit
magnetischen Partikeln gemischt, an die die DNA bindet. Durch ein magnetisches Feld
werden die Partikel mit der DNA von dem Rest abgetrennt. Nach einem Waschschritt wird

das magnetische Feld abgestellt und die DNA eluiert.

2.2.1.2 Praparation von Plasmid-DNA

Fir die analytische Prdparation von Plasmid-DNA wurden je 3 ml LB-Medium (mit
entsprechendem Antibiotikum) mit einer Bakterienkolonie tiber Nacht bei 37°C und 250 rpm
inkubiert. Aus 1,5 ml der Ubernachtkultur wurden die Zellen sedimentiert (4 min, 2600 g) und
das Pellet in 300 pl Puffer P1 (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAse
A) resuspendiert. Durch Zugabe von 300 pl Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) wurden die
Zellen lysiert. Dann wurden 300 ul Puffer P3 (3 M KOAc, pH 5,5) zugegeben und 15 min bei
10300 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 500 pl 100%igem
Ethanol versetzt und das DNA-Prézipitat sedimentiert (20 min, 16000 g). Das Pellet wurde
mit 300 pl 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 25 pl H>O aufgenommen.

Um im groBeren MaBstab reine Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde das Plasmid Maxi Kit

(Qiagen) verwendet. Hierzu wurden 250 ml Bakteriensuspension sedimentiert und die
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Plasmid-DNA nach Angaben des Herstellers {iber lonenaustauscher-Saulen aufgereinigt. Die

DNA wurde in 200 — 300 pl H,O gelost.

2.2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion wurden DNA-Fragmente aus genomischer DNA,
Bisulfit-behandelter DNA und Plasmid-DNA amplifiziert. Standardmifig wurde die
AmpliTag® Gold DNA Polymerase (Roche) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt 1 x
Polymerasepuffer, jeweils 0,4 - 0,8 pM Primer, 150 - 225 uM dNTPs, 1 — 1,25 U Polymerase
und 100 — 200 ng Matrizen DNA. Das Endvolumen betrug 25 pl. Es wurden in der Regel 35
Zyklen durchgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte bei 95°C fiir 20 sec, die Primer-Anlagerung
fiir 20 sec, wobei die Annealing-Temperatur abhéngig von den T,-Werten der Primer war und
die Verldngerung bei 72°C. Die Verldngerungszeit richtete sich nach der Grofe des
Amplifikats. Vor dem ersten Zyklus wurde eine Denaturierungsphase von 10 min bei 95°C
eingefiigt, nach dem letzten Zyklus eine Verldngerungsphase von 7 min bei 72°C. Fiir die

verschiedenen Ansdtze und PCR-Programme siehe Anhang.

2.2.1.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde entweder das Multiscreen Filtration System

(Millipore) oder Microcon (Millipore) benutzt und nach Vorschrift des Herstellers verfahren.

2.2.1.5 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1 bis 2 %ige Agarose-Minigele mit 1 x TAE-
Puffer und 0,4 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 —
120 Volt. Zur Ermittlung der spezifischen Grofle der jeweiligen DNA-Fragmente dienten

spezifische GroBenstandards.

2.2.1.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega) verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.
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2.2.1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA in Ldsung

Die genaue Konzentration von DNA und RNA wurde photometrisch bei einer Wellenlénge
von 260 nm und 280 nm bestimmt. Dazu wurden die Absorptionen im Spektrophotometer
ND-1000 (NanoDrop Technologies) ermittelt. Eine optische Dichte von 1 bei 260 nm (ODy¢)
entspricht 50 pg/ml dsDNA, bzw. 40 pg/ml RNA. Der Quotient aus der ODy¢p und der ODxgg
ist ein Grad fiir die Reinheit der Losung. Er betrégt fiir reine DNA 1,8 und fiir reine RNA 2,0.

2.2.1.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA wurde mit dem BigDye”
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die
Sequenzierreaktion erfolgte nach folgenden Parametern: Vor dem ersten Zyklus wurde eine
Denaturierungsphase von 1 min bei 96°C durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurden 25
Zyklen wie folgt durchgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte bei 96°C fiir 10 sec, die Primer-
Anlagerung bei 50 - 60°C (abhingig von dem T,,-Wert des Primers) fiir 5 sec und die
Elongation bei 60°C fiir 4 min. Der Reaktionsansatz wurde anschliefend iiber Sephadex
Sdulen (GE Healthcare) aufgereinigt. Die Analyse erfolgte auf dem Genetic Analyzer 3100
(Applied Biosystems). Die Auswertung der Sequenz erfolgte mit den Programmen

"Sequencing Analysis" (Applied Biosystems) oder "DNA Star" (Lasergene).

2.2.1.9 Restriktionsendonukleaseverdau
Fiir analytische und priparative Zwecke wurden 1 — 3 pg Plasmid-DNA mit 10 — 20 U

Restriktionsenzym und entsprechendem Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir 2 h bei

37°C (EcoRI) verdaut.

2.2.1.10 Klonierung

2.2.1.10.1 Vektor-DNA

Die Klonierungen erfolgten mit dem pGEM-T Easy Vektor Kit (Promega) und dem

dazugehorigen Puffer nach Anleitung des Herstellers.
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2.2.1.10.2 Insert-DNA

Die DNA-Fragmente, die fiir die Klonierung eingesetzt wurden, wurden entweder

direkt aus dem PCR-Ansatz mit Hilfe der Microcon-Methode bzw. dem Multiscreen Filtration
System (Millipore) (2.2.1.4) oder aus dem Agarosegel mit Hilfe des Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) aufgereinigt (2.2.1.6).

2.2.1.10.3 Ligation

Fiir das pGEM-T Easy Vektor System wurde ein dreifacher molarer Uberschuss an Insert-
DNA cingesetzt. Die Ligation wurde mit 3 Units T4 DNA Ligase (Promega) in 1x
Ligasepuffer (30 mM Tris-HCI1 pH 7.8, 10 mM MgCL2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 10%
Polyethylenglycol) angesetzt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.1.11 Bisulfitbehandlung von DNA

Durch die Bisulfitbehandlung werden nicht-methylierte Cytosine deaminiert und in Uracil
umgewandelt. Bei der anschlieBenden PCR wird das Uracil durch Thymin ersetzt. Methylierte
Cytosine sind gegen diese chemische Umwandlung geschiitzt und verbleiben als Cytosine.
Die dadurch entstehenden spezifischen Sequenzunterschiede bei methylierten und nicht-
methylierten Allelen kénnen in der Sequenzanalyse genutzt werden.

Fiir die Bisulfitbehandlung wurden 2 pg DNA in 50 pl H,O geldst. Zur Denaturierung der
DNA wurden 5,5 ul 3 M NaOH dazugegeben. Der Ansatz wurde zuerst 15 min bei 37°C und
danach 2 min bei 95°C im vorgeheizten Heizblock inkubiert. Danach wurde der Ansatz sofort
auf Eis gestellt. Fiir die Bisulfit-Losung wurden 8,5 g Natrium Bisulfit in 15 ml H,O gelost.
Nach Zugabe von 0,9 ml 50 mM Hydrochinon und 1 ml 10 N NaOH (pH 5,0 — 5,3) wurde das
Volumen mit H,O auf 20 ml aufgefiillt. Zu der denaturierten DNA wurden 500 ul der
Bisulfit-Losung gegeben und der Ansatz iiber Nacht bei 50°C im Dunkeln inkubiert. Fiir die
Aufreinigung der bisulfitbehandelten DNA wurde das Wizard® DNA Clean-Up System
(Promega) verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die bisulfitbehandelte und
aufgereinigte DNA wurde mit 5,5 ul 3 M NaOH 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieSend
wurden 55 ul 6 M NH4OAc, 1 pl Glycogen (20 mg/ml) und 350 pl Ethanol (100%)
zugegeben und die DNA durch die Zentrifugation fiir 20 min bei 16000 g prézipitiert. Das
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Pellet wurde mit 300 ul 70%igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 30 pl
H,0 gelost.

2.2.1.12 Sequence-based Quantitative Methylation Analysis (SeQMA)

Mittels SeQMA kann der Grad der Methylierung aller CG-Dinukleotide (CpG) in einer
gegebenen Sequenz bestimmt werden. Hierzu wurde die genomische DNA Bisulfit-behandelt.
Dabei werden alle unmethylierten Cytosin-Reste in Uracil umgewandelt, wéahrend methylierte
Cytosin-Reste unverdndert bleiben. Dies resultiert in spezifischen Sequenzunterschieden. An
der Bisulfit-behandelten DNA wurde eine PCR durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden per
Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Agarosegel mit Hilfe des Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) aufgereinigt (2.2.1.6). AnschlieBend erfolgte die
Sequenzierung der Produkte (2.2.1.8). Die Sequenzierungsprodukte wurden, nachdem 1 pl
des GeneScan-LIZ 500 Size Standard (Applied Biosystems) hinzugefiigt worden war, mittels
ABIprism® 3100 Genetic Analyzer und der GeneScan Analysis Software (Applied
Biosystems) analysiert. Durch den Vergleich der Peak-Flachen von Thymin-Resten an CG-
Dinukleotid-Positionen mit den Peak-Flachen von genomischen Thymin-Resten an Kontroll-
Positionen (keine CG-Dinukleotide) kann der Grad der Methylierung bestimmt werden.
Thymin-Reste, die in der Originalsequenz vorhanden sind, haben eine invariable Peak-Hohe
und -Flache, wohingegen die Peak-Hohe und -Fliache von Thymin-Resten an CG-Dinukleotid-
Positionen variabel sind, da sie nach der Bisulfitbehandlung abhingig vom
Methylierungsstatus sind.

Fiir einen 25 pul PCR-Ansatz wurde 1 pl Bisulfit-behandelte DNA eingesetzt. Die Produkte
wurden aus dem Agarosegel mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) aufgereinigt (2.2.1.6) und anschlieBend sequenziert (2.2.1.8). Um die
Sequenzierungsergebnisse zu verbessern wurden Primer mit ,tag®“ verwendet, die Cytosin-
Reste und Guanin-Reste enthalten, die in einer Bisulfit-behandelten DNA unterreprisentiert
sind. Die Sequenzierung erfolgte mit dem ,forward-tag®“ Primer. Nachdem 1 pl des
GeneScan-LIZ 500 Size Standard (Applied Biosystems) zu den Sequenzierungsprodukten
hinzugefiigt worden war, wurden die Produkte einer Fragmentlingenanalyse mit dem
ABIprism® 3100 Genetic Analyzer unterzogen und anschlieBend mit der GeneScan Analysis
Software (Applied Biosystems) analysiert.

Die Rohdaten aller CG-Dinukleotide (Peak-Fliche eines Thymin-Restes an einem CG-

Dinukleotid - entstanden nach der Bisulfitbehandlung) wurden aus der GeneScan Software
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exportiert. Die relative Peak-Flache (RPA) fiir jedes CG-Dinukleotid wurde bestimmt, indem
die Ratio der Peak-Fiche des jeweiligen CG-Dinukleotids gegen die Summe der Peak-
Flachen benachbarter Kontroll-Peaks (Thymin-Reste an nicht-CG-Dinukleotiden) berechnet
wurde (Peak-Fliche CpG / X Flache Kontroll-Peaks = RPA). Um einen Normalwert zu
definieren, wurde fiir jeden CpG-Peak der Mittelwert der RPA von fiinf Standard DNA
Proben gebildet. Diese Proben stammen von gesunden Individuen mit normalen
Methylierungsmustern. Jede RPA wurde gegen den berechneten Mittelwert der RPA
gerechnet, um einen Prozentwert zu erhalten, der als RPA ratio bezeichnet wurde (RPA /
Mittelwert der RPA = RPA ratio). Die RPA ratio entspricht einer 50%igen Methylierung
(RPA ration * 50%). Fiir die Bestimmung des Methylierungsstatus der Patienten-Proben
wurden die RPAs und RPA ratios auf dieselbe Weise berechnet (die RPAs wurden gegen die
Mittelwerte der RPAs gerechnet). Danach wurden die RPA ratios gemittelt, um die RPA ratio
N fiir jede Probe zu bestimmen. Der erhaltene Wert (N-Value) zeigt den Grad der ,,Nicht-
Methylierung™ an und damit den Grad der Methylierung. Wie von Dikow et al. (2007)
vorgeschlagen, zeigen N-Values > 0,6 eine Hypomethylierung an, wihrend N-Values < 0,4
eine Hypermethylierung anzeigen (Dikow et al., 2007). Werte zwischen 0,4 und 0,6 liegen im
Normalbereich (normale Methylierung).

Der Grad der Methylierung in den Standard DNA Proben an den verschiedenen untersuchten
Loci wurde auf 50% gesetzt. Daher erhalten wir im Vergleich mit den Patienten-Proben
(ICSI-Proben) relative Werte fiir den Grad der Methylierung und konnen
Methylierungsauftilligkeiten entdecken.

2.2.1.13 Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA)

Um die Ergebnisse der SeQMA zu bestétigen, wurde die COBRA durchgefiihrt. Die PCR
Produkte fiir KCNQ1OT1 and MEST wurden mit dem Restriktionsenzym BstUI verdaut, das
nur an der entsprechenden Restriktionsstelle schneidet, an der die Ausgangs-DNA vor der
Bisulfitbehandlung methyliert war.

Die PCR Produkte wurden aus dem Agarosegel mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) aufgereinigt (2.2.1.6). AnschlieBend erfolgten die Restriktion
und die Auftrennung in einem 3%igen Agarosegel. Es wurden 150 ng PCR Produkt fiir den
Restriktionsansatz (20 pl Ansatz) eingesetzt, der 2 Stunden bei 60°C inkubiert wurde.
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2.2.1.14 Methylspezifische-PCR (MS-PCR)

Fir die methylspezifische-PCR (MS-PCR) wurden Primer-Sets verwendet, die aus zwei
Primerpaaren bestanden. Die Reverse-Primer wurden an ihrem 5'-Ende mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein (6-FAM' ) versehen. Ein Primerpaar war
spezifisch fiir das unmethylierte Allel und das andere Paar war spezifisch fiir das methylierte
Allel. Die ProduktgroBe der Primerpaare unterschied sich um einige Basenpaare, daher
konnten die Produkte mittels Fragmentlingenanalyse aufgetrennt werden. Alternativ wurden
auch Primer-Sets, bestehend aus drei Primern, verwendet. Hier war der erste Primer spezifisch
fiir das unmethylierte Allel, der zweite Primer spezifisch fiir das methylierte Allel und der
dritte Primer konnte fiir beide Reaktionen benutzt werden und hatte an seinem 5’-Ende den
Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein (6-FAM ) gebunden (Common-Primer). Die
PCR-Produkte wurden mit dem ABIprism 3100 Genetic Analyzer und der GeneScan Analysis
Software sowie dem Programm Genotyper (Applied Biosystems) analysiert.

Fiir einen 25 pl PCR-Ansatz wurde 1 ul Bisulfit-behandelte DNA eingesetzt. Alternativ zur
AmpliTag Gold Polymerase (Roche) wurde auch das HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen)

verwendet.

2.2.2 Arbeiten mit RNA

2.2.2.1 Reverse Transkription (RT) und Amplifikation der cDNA (RT-PCR)

RT-Reaktion

In diesem ersten Schritt wurde die RNA durch die Reverse Transkriptase mit Hilfe von
random Hexameren in cDNA umgeschrieben. Es wurden dafiir die Reagenzien des
GeneAmp” RNA PCR Kits (Applied Biosystems) benutzt. Der Reaktionsansatz fiir die
Reverse Transkription umfasste 20 ul und wurde in 200 ul Reaktionsgefdlen angesetzt. Er
setzte sich wie folgt zusammen: 150-200 ng RNA, 5 mM MgCl,, je 1 mM dNTPs, 1 Unit
RNase Inhibitor, 2,5 Units Reverse Transkriptase, 2,5 uM random Hexamere, 1x Puffer (50
mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3)). Die Reaktion wird in vier Schritten durchgefiihrt: 10
min 21°C, 15 min 42°C, 5 min 99°C und 5 min 5°C.
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PCR

An der ¢cDNA wurde anschlieBend eine PCR durchgefiihrt, bei der spezifische Primer
eingesetzt wurden. In der Regel wurden in neuen ReaktionsgefdBlen parallel 50 pul PCR-
Ansitze angesetzt. Dabei wurden fiir den einen Ansatz Primer fiir das interessierende
Fragment eingesetzt und fiir den zweiten Ansatz Primer fiir ein ubiquitidr exprimiertes Gen ([3-
Aktin), um die Integritdt der RNA zu priifen. Die PCR bestand fiir gew6hnlich aus folgenden
Komponenten: 2 ul 25 mM MgCl,, 5 pl 10x PCR Puffer, 0,5 pl (5 U/ul) AmpliTag-
Polymerase, je 20 pmol 5’- und 3’-Primer und Wasser (weitere Ansétze siche Anhang). Von
dem RT-Ansatz wurden je 10 ul zu den vorbereiteten PCR Ansidtzen pipettiert. Es wurden
zusétzlich noch zwei Kontrollreaktionen fiir die RT-PCR durchgefiihrt. Bei der RT-Reaktion
wurde ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase, aber mit RNA angesetzt, der bei fehlendem
PCR-Produkt eine DNA-Kontamination ausschliet. Zum Ausschluss einer Kontamination
der PCR-Reaktionslosung wurde ein zweiter Kontrollansatz ohne Reverse Transkriptase und
ohne RNA angesetzt. Die PCR-Primer fiir 8-Aktin liegen in Exon 4 bzw. Exon 5 des R-Aktin
Gens und amplifizieren ein 493 bp umfassendes RT-PCR Produkt (Buiting et al., 2001).
Alternativ wurde auch das Advantage cDNA Polymerase Mix Kit (Clontech) verwendet, um

die cDNA (Anhang 7.5) zu amplifizieren.

2.2.2.2 Amplifikation von cDNA-Enden (5"- RACE)

Bei der Methode der RACE (rapid amplification of cDNA ends) werden an einer mRNA die
Sequenzabschnitte zwischen der bekannten internen Sequenz und dem unbekannten 5°- bzw.
3’-Ende amplifiziert. Zundchst wird die mRNA in cDNA umgeschrieben und dann erfolgt im
Falle der 5’-RACE das Poly(A)-Tailing mit Hilfe der Terminalen Transferase (Roche).
Hierbei wird an das 3’-Ende der cDNA ein Poly(A)-Schwanz angehédngt. Dadurch kdnnen die
Enden der mRNA in einer PCR mit einem spezifischen Primer fiir den Poly(A)-Schwanz
(Oligo dT-anchor primer) und einem genspezifischen Primer amplifiziert werden. Fiir die
RACE wurde das 5°/3° RACE Kit (2nd Generation, Roche) verwendet. Es wurde, mit
Ausnahme des ersten Schrittes, nach den Angaben des Herstellers verfahren. Fiir die cDNA
Synthese (erster Schritt) wurde das Protokoll des Herstellers modifiziert. Es wurde der eigene

RT-Ansatz angesetzt bzw. verwendet (2.2.2.1).
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2.2.3 Bakterien

2.2.3.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Bakterienzellen, die DNA aus der sie umgebenden Losung aufnehmen konnen (kompetente
Zellen), wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll der Rubidiumchlorid-Methode
(Maniatis et al., 1982) hergestellt. Eine Bakterienkolonie des E. coli-Stammes DH5a wurde
in 10 ml b-Medium (fiir 1 Liter: 5 g Hefe-Extrakt, 20 g Bacto-Trypton, 5 g MgSO., pH 7.6,
mit KOH eingestellt) bei 37°C und 250 rpm bis zum Erreichen einer ODsso von 0,3 inkubiert.
Von der Kultur wurden 5 ml in 100 ml b-Medium iiberfiihrt und bei 37°C inkubiert. Bei
Erreichen eines ODssp-Wertes von 0,48 wurden je 25 ml der Kultur in vorgekiihlte 50 ml
Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und 5 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen fiir 15 min
bei 1250 g und 4°C sedimentiert und das Pellet vorsichtig in 10 ml kaltem TfbI-Puffer
(30 mM KOAc, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15% Glycerin, pH 5,8, mit
0.2 M HAc einstellen) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 min auf Eis wurden die
Zellen erneut fiir 15 min bei 1250 g und 4°C sedimentiert und das Pellet in 1 ml kaltem TfbII-
Puffer (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% Glycerin, pH 6,5, mit KOH
eingestellt) aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde in 100 pl-Aliquots in eiskalte
Eppendorfgefaflie gegeben, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung

bei -80°C gelagert.

2.2.3.2 Transformation kompetenter Bakterien

Es wurden 5 pl eines Ligationsansatzes zu 50 pl kompetenten Bakterienzellen gegeben und
30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Hitzeschock von 2 min bei 42°C, dann
wurde der Ansatz 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 450 pl LB-Medium wurde der
Ansatz 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. 150 pl und 350 pl der Kultur wurden auf LB-

Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.4 Zellkultur

2.2.4.1 Kultivierung der Zellen

Die LCLs wurden in Brutschrinken bei 37°C unter Begasung mit 5% CO, in
wassergesdttigter Atmosphdre kultiviert. Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilbank

durchgefiihrt und sdmtliche Gerdte und Losungen vor der Benutzung sterilisiert.

2.2.4.2 Auftauen von lymphoblastoiden Zelllinien (LCLS)

Die eingefrorene Kultur wurde aus dem fliissigen Stickstoff moglichst schnell aufgetaut, mit 9
ml Kulturmedium (37°C) gemischt, in ein 15 ml Probenr6hrchen iiberfithrt und dann fiir 5
min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml Kulturmedium (37°C)
resuspendiert. Die Suspension wurde mit 8 ml Kulturmedium (37°C) versetzt, in eine grof3e
Gewebekulturflasche iiberfiihrt und mindestens iiber eine Woche im Brutschrank inkubiert
bzw. hochgezogen. Alle zwei Tage wurde das Medium gewechselt und bei zu dichter Zellzahl

wurden die Zellen gesplittet.

2.2.4.3 Einfrieren und Lagerung von LCLs

Zum Einfrieren von LCLs wurde die Kultur in ein 15 ml Probenréhrchen gegeben und 10 min
bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Kulturmedium (37°C) aufgenommen
und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde
dann erneut bei 1000 rpm fiir 10 min zentrifugiert und das Zellpellet in X ml
nEinfriermedium® (8§ ml Kulturmedium, 1 ml DMSO, 1 ml FKS) resuspendiert - die
Zelldichte sollte dabei 1-2 x 10° Zellen/ml betragen. Ein Aliquot von 1 ml der Suspension
wurde fiir mindestens 4 Stunden bei -80°C gekiihlt und dann in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.2.4.4 Inhibitor-Experimente mit LCLs

Um herauszufinden welche Wirkung die Demethylierung des CpG 85 auf die Expression des
RB1 Gens hat, wurden LCLs mit einem Methyltransferase-Inhibitor behandelt. Die
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Behandlung mit dem Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-2’-desoxycytidin (AzadC (Sigma))
erfolgte in Anlehnung an ein Protokoll von Chiurazzi et al. (Chiurazzi et al., 1999).

Die Zellen wurden gezihlt, gesplittet und in einer Anfangskonzentration von 2,5-3 x 10°
Zellen/ml ausgesit. Im Zuge eines tiglichen Mediumwechsels wurde den Zellen eine tdgliche
Dosis von AzadC (0,5 uM) verabreicht. Als Kontrollen wurden Kulturen mit identischem
Volumen an Wasser (Losungsmittel fiir AzadC) behandelt. Die Zellen wurden nach 96
Stunden geerntet und die DNA und RNA noch am selben Tag isoliert.

Fiir die Ernte wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Probenrohrchen tiberfiihrt und 10 min bei
1000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. 500 pl
wurden fiir die DNA Isolierung und 500 pl fiir die RNA Isolierung eingesetzt.

Es wurde eine 10 mM AzadC-Stocklosung frisch angesetzt, aliquotiert und bei -80°C

aufbewahrt. Jeden Tag wurde ein frisches Aliquot AzadC aufgetaut und verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Eingrenzung der PWS kritischen Region

Das Prader-Willi Syndrom (PWS) ist eine neurogenetische Erkrankung und wird durch eine
~5 Mbp Deletion 15911q13, eine maternale uniparentale Disomie 15 oder einen
Imprintingfehler verursacht. Bislang ging man davon aus, dass der Funktionsverlust mehrerer
paternal exprimierter Gene in dieser Region (MKRN3, MAGEL2, NDN, Cl5orf2, SNURF-
SNRPN, 76 snoRNA Gene) fiir die vollstandige Auspréagung der Erkrankung notwendig ist, da
Einzelgendefekte nicht gefunden wurden. Seltene, atypische Aberrationen des Chromosom 15
konnten helfen herauszufinden, welche der in 15q11g13 lokalisierten Gene fir das PWS
relevant sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Patienten mit solchen seltenen
Aberrationen untersucht: eine Patientin mit einer unbalancierten t(X;15)(q28;911.2) und zwei
Patienten mit PWS und einer atypischen Deletion in 15911g13. In der Tabelle 3.1.1 sind die

klinischen Daten dieser drei Patienten aufgefthrt.
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Tabelle 3.1.1 Klinische Daten der drei Patienten.

Klinische Merkmale des PWS Patientin 1 Patient 2 | Patientin 3
t(X;15)
Hauptkriterien*
Muskelhypotonie - + +
Futterungsprobleme - + +
Adipositas (mit Beginn zwischen 12. LM und 6. LJ) + + +
Hyperphagie - + +
Hypogonadismus (Hypoplasie der Genitalien, Infertilitat, - + +
verzdgerte Pubertat)
Mentale Retardierung + + +
Faziale Auffalligkeiten (schmaler bifrontaler Durchmesser, - + +
mandelférmige Augen, nach unten gerichtete Mundwinkel)
Nebenkriterien*
Verhaltensauffalligkeiten - + +
Schlafstérungen / Schlafapnoe - n.b. +
Kleinwuchs - + (+)
Hypopigmentierung - - -
Kleine Hande / kleine FlRe -/ - (H)/+ +/-
Zaher Speichel - + +
,»okin picking* - - +
Wenig fetale Kindsbewegung - + +
Artikulationsstérung - + +
Esotropie / Myopie -/n.b. -/ - (+) /-
Unterstiitzende Merkmale
Hohe Schmerzgrenze + n.b n.b.
PWS atypische Merkmale
Normales Geburtsgewicht 1+ - -
Hemiplegie + - -
Absencen + ) -
Pubertas praecox vera + - -
Fortgeschrittenes Knochenalter + - -
GroRwuchs + - -

+ vorhanden, - nicht vorhanden, n.b. nicht berichtet
*Consensus diagnostic criteria for PWS (Holm ez al., 1993)
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3.1.1 Zytogenetische und molekulare Untersuchungen bei einer Patientin mit einer
unbalancierten Translokation 45,X,der(X)t(X;15)(q28;911.2)

Die Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Giltay und Herrn Hochstenbach
vom Institut fir medizinische Genetik in Utrecht (Niederlande). Dort erfolgte die
zytogenetische Analyse, die zeigte, dass ein de novo 45,X,der(X)t(X;15)(q28;911.2) Karyotyp
vorliegt (Abb. 3.1.1.1).

Abb. 3.1.1.1: Schematische Darstellung des Ergebnisses der zytogenetischen
Analyse der Translokation bei Patientin 1. Von links nach rechts: normales
Chromosom 15, der(X) und X Chromosom. Die Translokation in 15911 und Xq28
ist durch die horizontale Linie angedeutet.

Eine Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) zeigte, dass die Patientin monosom fir die
chromosomalen Regionen 15pter-15q11.2 und Xg28-qter ist. Demnach hat die Patientin eine
unbalancierte Translokation. AufRerdem konnte in Utrecht gezeigt werden, dass das derivative
X-Chromosom (der(X)) paternalen Ursprungs ist und in allen analysierten Zellen
spatreplizierend ist und somit das inaktivierte X-Chromosom darstellt. Um herauszufinden, ob
sich die X-Inaktivierung in den autosomalen Bereich des der(X) Chromosoms ausbreitet, was
eine Inaktivierung der Gene in 15911913 zur Folge haben wirde, wurde die Methylierung
und die Expression des SNURF-SNRPN Locus in unserem Institut in Essen untersucht. Eine
methylierungsspezifischne PCR (MS-PCR) zeigte ein normales Methylierungsmuster fir
diesen Locus (Abb. 3.1.1.2). Die Expressionsanalyse mittels Reverser Transkriptase PCR
(RT-PCR) zeigte eine nicht reduzierte SNRPN Expression (Abb. 3.1.1.3). Da eine
unbalancierte Translokation eine Deletion zur Folge hat, wurden die Deletionsbruchpunkte

fir Chromosom 15 mit einer Gendosisanalyse mittels MLPA bei der Routinediagnostik von



Ergebnisse 41

Frau Christina Lich vorkartiert. Diese Analyse zeigte, dass die Deletion in der PWS kritischen
Region zwischen NDN, das deletiert ist, und SNRPN, das nicht deletiert ist, liegt. Um die
Bruchpunkte in 15911 und Xqg28 genauer zu kartieren, wurde eine SNP Array Analyse
(GeneChip Human Mapping 250K Sty array) bei Herrn PD Dr. Klein-Hitpass (Institut fur
Zellbiologie in Essen) in Auftrag gegeben. Auf diese Weise konnte der
Translokationsbruchpunkt auf Chromosom 15 zwischen PWRN2 und PWRNI, einer Region
flr die ein komplexes Duplikationsmuster kiirzlich beschrieben wurde (Buiting et al., 2007),
kartiert werden (Abb. 3.1.1.4). Der teleomerische Bruchpunkt in Xq liegt zwischen rs479901
und DXS1108 und beinhaltet 4 Gene der Pseudoautosomalen Region 2: SPRY3, VAMP7
(SYBLI), IL9R und CXYorfl (WASH6P) (Abb. 3.1.1.5). Da auf dem SNP-Chip der letzte
telomerische SNP rs672932 (chrX: 154,569,169 bp, UCSC, hgl8) nicht informativ war,

wurden die Daten der Mikrosatellitenanalyse hinzugezogen.

meth

unmeth

Abb. 3.1.1.2: Methylierungsanalyse am SNRPN Locus mittels MS-PCR. Patientin 1 zeigt ein normales
Methylierungsmuster fir SNRPN, wéhrend Patient 2 und Patientin 3 das fur PWS typische Methylierungsmuster
aufweisen. PWS, Patient mit Prader-Willi Syndrom; AS, Patient mit Angelman Syndrom; C, Normalperson; NK,
Negativkontrolle

Patientin 1; Blut  Patientin 1; LCL Kontrolle; Blut
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Abb. 3.1.1.3: Expressionsanalyse an RNA aus Blut und aus lymphoblastoiden Zelllinien (LCL) von Patientin 1
fir Exon 1-2 des SNURF-SNRPN Locus. Verglichen mit der Kontrollprobe und dem RT-PCR-Produkt fiir den f-
Aktin Locus ist die SNURF-SNRPN Expression bei Patientin 1 nicht reduziert.

SNURF-SNRPN
Exon 1-2

496 bp B-Aktin
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Abb. 3.1.1.4: Graphische Darstellung des SNP Array (GeneChip Human Mapping 250 K Sty array, Affimetrix)
Ergebnisses fur Chromosom 15 fiir Patientin 1. Die Abbildung wurde mit Hilfe von CNAG (Copy Number
Analyzer for GeneChip, Nannya. Y. et al., 2005) angefertigt. Die roten Punkte (Punktwolke) im oberen Teil der
Abbildung représentieren die Rohdaten firr jeden einzelnen SNP, die blaue Kurve in der Punktwolke zeigt die
,COpy number“-Schatzung, die mit dem Hidden Markow Model berechnet wurde. Die blaue Kurve in der Mitte
der Abbildung reprasentiert die Rohdaten fir die ,,copy number* basierend auf dem Mittelwert von zehn
aufeinanderfolgenden SNPs. Die cytogenetische Bande fir Chromosom 15 ist darunter abgebildet. Die
Deletionsbruchpunkte sind durch Pfeile gekennzeichnet. Der Deletionsbereich ist durch eine schwarze Linie
gekennzeichnet. Rote Kastchen, maternal exprimierte Gene; blaue Kastchen, paternal exprimierte Gene;
snoRNA Gene sind als blaue Striche dargestellt; schwarze Késtchen, biparental exprimierte Gene; cen,
Centromer; tel, Telomer.
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Abb. 3.1.1.5: Schematische Darstellung des Ergebnisses der SNP Array Analyse fir Chromosom X fiir Patientin
1. Die Deletionsbruchpunkte sind durch Pfeile gekennzeichnet. Der Deletionsbereich ist durch eine schwarze
Linie gekennzeichnet. Schwarze Késtchen, biparental exprimierte Gene; weille Kastchen, STS-Marker
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3.1.2 Atypische Deletionen bei zwei Patienten mit Prader-Willi Syndrom (PWYS)

Bei einer Gendosisanalyse mittels MLPA (wéhrend der Routinediagnostik von Frau Christina
Lich durchgefiihrt) wurde eine atypische Deletion bei zwei Patienten mit PWS identifiziert.
Diese Patienten wiesen die fir PWS typischen phénotypischen Merkmale auf (Tabelle 3.1.1).
Bei beiden Patienten sind die Gene MKRN3, MAGEL2 und NDN nicht deletiert. Das APBA2
Gen in 15913 ist bei beiden Patienten von der Deletion mit betroffen, was darauf hinweist,
dass der telomerische Bruchpunkt distal von BP3 liegt. Mit der SNP Array Analyse
(GeneChip Human Mapping 250K Sty array), die von Herrn PD Dr. Klein-Hitpass (Institut
fir Zellbiologie in Essen) durchgefihrt wurde, konnten die Bruchpunkte genauer kartiert
werden. Der zentromerische Bruchpunkt bei Patient 2 liegt zwischen den SNPs rs1524842
und rs2140005 (chrl5: 21,505,342 - 21,560,381 bp, UCSC, hgl8), etwa 22-77 kb distal zu
NDN. Bei Patientin 3 liegt der centromerische Bruchpunkt im PWRNI Gen zwischen den
SNPs rs7496441 und rs12717748 (chrl5: 22,278,324 — 22,339,434 bp, UCSC, hgl8), etwa
800-850 kb distal zu NDN. Der telomerische Bruchpunkt beider Patienten liegt im BP4. Bei
Patient 2 liegt der Bruchpunkt distal zu 7.JP1 zwischen Bruchpunkt rs6492918 und rs2046362
(chrl5: 28,083,156 — 28,723,577 bp, UCSC, hgl8), wohingegen der telomerische Bruchpunkt
bei Patientin 3 zwischen den Genen NDNL2 und TJP1 liegt (rs509639 und rs817957, chrlb5:
27,338,756 — 27,410,092 bp, UCSC, hg18) (Abb. 3.1.2.1).
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Abb. 3.1.2.1: Graphische Darstellung des SNP Array (GeneChip Human Mapping 250 K Sty array, Affimetrix)
Ergebnisses fiir Chromosom 15 fiir Patient 2 und Patientin 3. Im oberen Teil der Abbildungen fir Patient 2 und
Patientin 3 ist das Ergebnis der Arrays dargestellt. Diese wurden mit Hilfe von CNAG (Copy Number Analyzer
for GeneChip, Nannya. Y. et al., 2005) angefertigt. Die roten Punkte (Punktwolke) représentieren die Rohdaten
fur jeden einzelnen SNP, die blaue Kurve in der Punktwolke zeigt die ,,copy number“-Schatzung, die mit dem
Hidden Markow Model berechnet wurde. Die blaue Kurve in der Mitte der jeweiligen Abbildung représentiert
die Rohdaten fir die ,,copy number* basierend auf dem Mittelwert von zehn aufeinanderfolgenden SNPs. Die
cytogenetische Bande fir Chromosom 15 ist darunter abgebildet. Die Deletionsbruchpunkte sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Der Deletionsbereich ist durch eine schwarze Linie gekennzeichnet. Rote Késtchen, maternal
exprimierte Gene; blaue Kéastchen, paternal exprimierte Gene; snoRNA Gene sind als blaue Striche dargestellt;
schwarze Késtchen, biparental exprimierte Gene; cen, Centromer; tel, Telomer.
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Interessanterweise zeigt Patient 2 in der Methylierungsanalyse mittels MLPA ein normales
Methylierungsmuster, obwohl die Deletion das IC umfasst. Typischerweise liegen die zum
Bruckpunkt centromerisch gelegenen Gene bei Patienten mit einer Imprinting Centre (1C)
Deletion methyliert vor. Somit sind diese Gene stumm geschaltet und werden nicht
exprimiert. Patientin 3 zeigt genau dieses Methylierungsmuster fir NDN. Die Ergebnisse der
MLPA konnten mittels Sequence-based Quantitative Methylation Analysis (SeQMA)
bestatigt werden (Abb. 3.1.2.2).

Methylierungsgrad am NDN Locus
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Abb. 3.1.2.2: Methylierungsanalyse des NDN Locus mittels SeQMA. Die Patientin 3 weist eine
Hypermethylierung am NDN Locus auf, das das typische Methylierungsmuster fir PWS darstellt. Der Patient 2
hingegen zeigt ein normales Methylierungsmuster fir NDN.

3.2 Das upd(14)mat Syndrom

Der Phénotyp einer upd(14)mat hat viele Gemeinsamkeiten mit dem PWS Phanotyp.
Uberlappende Merkmale sind z.B. ein geringes Geburtsgewicht, Hypotonie,
Fltterungsprobleme nach der Geburt, Adipositas und kleine Hande und Fufe. Dieser
Phanotyp wurde auch bei einem Patienten mit einer Epimutation am DLKI/MEG3 Locus auf
Chromosom 14 beobachtet (Temple et al., 2007). Es scheint also, dass dieser Locus fur den
beobachteten Phanotyp verantwortlich ist. Fir diesen Teil der Arbeit wurden zunéchst vier
Patienten untersucht. Bei zwei Patienten (Patientin 1, Patient 2), deren Material aus Lubeck
zugesandt worden war, sollte eine upd(14)mat ausgeschlossen werden. Bei zwei weiteren
Patienten aus Essen (Patientin 3 und Patient 4) mit unbestatigtem Verdacht auf PWS sollte

geklart werden, ob sie das upd(14)mat Syndrom haben.
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Eine upd(14)mat wurde bei Vorarbeiten flr alle vier Patienten ausgeschlossen. Mittels
Mikrosatellitenanalyse fir Chromosom 14, die von Frau Christina Lich durchgefuhrt wurden,
konnte bei allen vier Patienten gezeigt werden, dass sie Allele biparentaler Herkunft haben.
Eine Methylierungsanalyse mittels MS-PCR fur die MEG3 IG-DMR ergab, dass alle vier
Patienten eine Hypomethylierung aufweisen — ihnen fehlt das methylierte Allel (Abb. 3.2.1).
Dies ist das typische Methylierungsmuster, das bei Patienten mit upd(14)mat zu beobachten
ist. Um die Ergebnisse der MS-PCR zu verifizieren, wurde der Methylierungsstatus mittels
SeQMA untersucht. Daflr wurden sieben CG-Dinukleotide in der MEG3 DMR und drei CG-
Dinukleotide in der IG-DMR, die zwischen DLKI und MEG?3 liegt, untersucht. Der Grad der
Methylierung an beiden untersuchten Regionen bei den vier Patienten entspricht dem der
Patienten mit einer upd(14)mat und unterscheidet sich deutlich von dem Methylierungsgrad,
der in gesunden Individuen beobachtet wird (Abb. 3.2.2).

Nach dieser ersten Analyse erhielt ich drei weitere Patienten (Patientin 5, 6 und 7). Bei
Patientin 5 und 6 war der klinische Verdacht auf eine upd(14)mat sehr stark, aber VVorarbeiten
mittels Mikrosatellitenanalyse (durchgefiihrt von Frau Christina Lich) schlossen fir beide
Patientinnen eine UPD aus. Fur die Patientin 5 wurde Material aus den USA zugeschickt und
fur die Patientin 6 aus Lubeck. Die Patientin 7 wurde mit klinischen Merkmalen wie
Adipositas, Hypotonie und vorzeitiger Pubertdt im Institut fir Humangenetik in Essen
vorgestellt. Vorarbeiten mittels Mikrosatellitenanalyse schlossen eine UPD aus.

Fur alle drei Patientinnen wurde die Methylierung an der MEG3 DMR und MEG3 IG-DMR
untersucht. Alle drei Patientinnen zeigten eine Hypomethylierung an beiden untersuchten
Regionen (Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.2.1: Methylierungsanalyse der MEG3
IG-DMR mittels MS-PCR. Im Gegensatz zu
der Kontrolle weisen die Patienten 1-7 eine
Hypomethylierung dieser Region auf (es ist
allerdings noch ein Rest des methylierten
Allels vorhanden). Das Methylierungsmuster
entspricht dem eines Patienten  mit
upd(14)mat.

Abb. 3.2.2: Methylierungsanalyse des MEG3
Locus mittels SeQMA. Auf dem oberen
Diagramm ist der Methylierungsgrad an der
MEG3 DMR dargestellt. Die Patienten 1-4
zeigen eine deutliche Hypomethylierung, die
auch bei Patienten mit einer upd(14)mat zu
beobachten ist. Auf dem unteren Diagramm ist
das Ergebnis der SeQMA an der IG-DMR
gezeigt. Auch hier zeigen die Patienten 1-4
dasselbe Methylierungsmuster wie der Patient
mit der upd(14)mat, wohingegen die
Kontrollen (C1-C4) einen Methylierungsgrad
von ca. 50% aufweisen.
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Da die beobachtete Methylierungsauffalligkeit auch durch eine Deletion hervorgerufen
werden kann, wurden die Patienten mittels Real Time PCR, die von Frau Stephanie Grol3
durchgefuhrt wurde, untersucht, um eine Deletion der MEG3 DMR auszuschlielen. Die
Patienten 1, 2 und 4-7 zeigten bei dieser Untersuchung eine normale Dosis. Bei Patientin 3
konnte eine Deletion dieser Region nachgewiesen werden. Um die Deletion genauer zu
kartieren, wurde eine Array CGH (Human Genome CGH Microarray 244A, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) in Kiel in Auftrag gegeben. Dabei wurde festgestellt, dass die
Deletion einen Bereich von ~1Mb umfasst. Unter anderem sind die paternal exprimierten
Gene DLKI und RTLI, die IG-DMR und die maternal exprimierten Gene MEG3, die
snoRNAs und ein Teil der miRNAs deletiert. Die Deletion umfasst 14 weitere nicht geprégte
Gene (LOC341965, RPS2P3, EVL, MIRN342, DEGS?2, YY1, SLC25429, MIRN345, C140rf68,
WARS, NDUFB3P4, WDR25, KIAA1446 und C140rf70). Dies konnte den schweren Ph&notyp
und die mentale Retardierung, die sehr untypisch fur den upd(14)mat Phéanotyp ist, bei

Patientin 3 erklaren.

3.3 Imprinting und assistierte Reproduktion (ART)

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Kinder, die durch intracytoplasmatische Spermieninjektion
(ICSI) gezeugt wurden und ein niedriges Geburtsgewicht hatten (das Geburtsgewicht lag
unter der dritten Perzentile), auf Methylierungsauffalligkeiten in elternspezifisch gepragten
Genen untersucht werden. AuRerdem sollte analysiert werden, ob Mutationen im CTCFL Gen

haufiger in subfertilen Individuen zu finden sind.

3.3.1 Methylierungsanalysen bei ICSI-Kindern mit geringem Geburtsgewicht

Obwohl Kinder nach assistierter Reproduktion (ART) h&ufiger ein niedriges Geburtsgewicht
im Vergleich zu natlrlich gezeugten Kindern haben, ist der Grund fur diese Assoziation
unklar. Daher soll hier geklart werden, ob ICSI-Kinder mit geringem Geburtsgewicht eine
Epimutation (fehlerhaftes Methylierungsmuster) in einem elternspezifisch geprégten Gen
haben, das an der Kontrolle des fetalen Wachstums beteiligt ist.

Mit Hilfe der Sequence-based Quantitative Methylation Analysis (SeQMA) wurde der
Methylierungsgrad von sechs differentiell methylierten Regionen (DMRs), die mit gepragten
Genen assoziiert sind, in 19 Kindern untersucht, die nach intracytoplasmatischer

Spermieninjektion (ICSI) mit einem zu geringen Gewicht geboren wurden (Tabelle
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2.1.10.3.1.1). Diese Kinder wurden aus der Deutschen ICSI Follow-up Studie von Prof.
Ludwig aus Hamburg rekrutiert. Als Kontrollgruppe dienten 29 gleichaltrige Kinder, die auf
natlrlichem Wege gezeugt wurden und ein normales Geburtsgewicht hatten. Fir die
Methylierungsanalysen wurde DNA aus Mundschleimhaut verwendet. Die untersuchten
Regionen enthielten vier CpGs (KCNQ10T1), sechs CpGs (PEG3), acht CpGs (IGF2/H19,
PLAGLI and MEG3), and zehn CpGs (MEST). Ein Wert aulRerhalb von 40-60% Methylierung
wurde als auffallige Methylierung gewertet. Ein weiteres Kriterium war, dass ein solcher
auffalliger Wert bei der Kontrollgruppe nicht zu beobachten war. Nur ein ICSI-Kind (#33)
wies eine abnormale Methylierung an zwei Loci auf (Hypermethylierung an KCNQ10OT1 und
MEST; Abb. 3.3.1.1). Bei einigen ICSI-Kindern konnte eine leichte Hypermethylierung am
KCNQIOTI Locus gezeigt werden, allerdings war dies auch in der Kontrollgruppe zu
beobachten. Zwei der Kinder aus der Kontrollgruppe wiesen eine leichte Hypermethylierung
am MEG3 Locus auf, dies war bei den ICSI-Kindern aber nicht zu finden.

Das ICSI-Kind #33 zeigte 74% Methylierung an KCNQIOTI und 63% Methylierung an
MEST (Abb. 3.3.1.1). Alle untersuchten CpGs zeigten den gleichen Grad an Methylierung
(Abb. 3.3.1.2). Die Ergebnisse wurden durch eine unabhdngige zweite SeQMA und einer
alternativen, unabhangigen Methode, der so genannten COBRA (Combined Bisulfite
Restriction Analysis; Abb. 3.3.1.3), bestatigt. Die Eltern des ICSI-Kindes #33 wurden
ebenfalls mittels SeQMA untersucht. Bei ihnen fand sich kein Hinweis auf eine abnormale
Methylierung (P1 und P2 in Abb. 3.3.1.1).

Um ein falsches PCR-Ergebnis aufgrund eines SNPs an der Primerbindestelle auszuschliel3en,
wurden die mit der SeQMA untersuchten Regionen fir KCNQIOTI und MEST sequenziert.
Ein SNP (C/T; rs11023840) im Reverse-Primer fir den KCNQIOTI Locus war bekannt,
daher wurde von vornherein ein Wobble (C/T) in den Primer eingebaut. Dies bedeutet, dass es
sowohl Reverse-Primer mit einem Cytosin an der Position des SNPs als auch Reverse-Primer
mit einem Thymin an der Position des SNPs gab. So wurde gewahrleistet, dass auch beide
Allele amplifiziert wurden. Die Tatsache, dass das ICSI-Kind #33 und seine Mutter
heterozygot fir diesen SNP sind (Abb. 3.3.1.4), aber nur das Kind eine auffallige
Methylierung an diesem Locus aufweist, lasst ein falsches PCR-Ergebnis ausschlieRen. Es
wurden keine weiteren Varianten fur diesen Locus oder den MEST Locus gefunden (Abb.
3.3.1.4).

Das ICSI-Kind #33 wurde nach der 39. Schwangerschaftswoche mit einem Geburtsgewicht
von 2440 g und einer L&nge von 49 cm geboren. Nach der Geburt entwickelte sich das Kind

normal und zeigte ein Catch-Up Wachstum. Es hat keine phénotypischen Auffélligkeiten.
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Abb. 3.3.1.1: Methylierungsanalyse mittels SeQMA. Die S&ulendiagramme zeigen den Grad der Methylierung
an den sechs Loci bei den ICSI Kindern (schwarz), den Kontrollkindern (grau) und den Eltern des ICSI Kindes
#33 (P1 und P2, weiB3, nur KCNQIOTI und MEST) an. Das Kind #33 weist eine Hypermethylierung am
KCNQI1OTI Locus und eine leichte Hypermethylierung am MEST Locus auf. Die Eltern zeigen an diesen beiden
Loci ein unauffélliges Methylierungsmuster. Da zu wenig Material von Probe #11 vorhanden war, konnte die
SeQMA fiir diese Probe am IGF2/H19 Locus nicht durchgefhrt werden.
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Abb. 3.3.1.2: Einzelanalyse der CG-Dinukleotide. Die Sequenzierungsreaktionen wurden einer
Fragementl&dngenanalyse unterzogen und mittels GeneScan analysiert. Der obere Teil der Abbildung zeigt den T-
Kanal fir KCNQIOT! (links) und MEST (rechts). Thyminreste an den CG-Dinukleotiden, die aus der
Bisulfitkonversion hervorgehen, sind grau unterlegt. Im unteren Teil der Abbildung wird die Methylierung der
einzelnen CpGs (CG-Dinukleotide) angezeigt. Verglichen mit den Kontrollkindern zeigt das Kind #33
hypermethylierte CG-Dinukleotide am KCNQIOT! Locus und leicht hypermethylierte CG-Dinukleotide am
MEST Locus.
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Abb. 3.3.1.3: Methylierungsanalyse mittels COBRA. BstUI schneidet nur die Bisulfit PCR-Produkte, wenn die
original DNA methyliert war. Bei Kind #33 ist die relative Intensitat der unmethylierten KCNQ10OT! und MEST
Bande - verglichen mit den Kontrollen (C1 und C2) und den Eltern (P1 und P2) - geringer. Hypo, stark
hypomethylierte DNA Probe; Hyper, stark hypermethylierte DNA Probe. Fur MEST war keine hypomethylierte
DNA Probe verfugbar.
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Abb. 3.3.1.4: Sequenzanalyse der KCNQIOTI und MEST Primerbindestellen. (A) Sequenzanalyse der
KCNQIOTI Primerbindestellen in ICSI-Kind #33. Das Kind ist heterozygot fur einen bekannten SNP in der
Primerbindestelle des Primers LIT1-Not1-RM13. (B) Sequenzanalyse der KCNQ1OT1 Primerbindestellen in der
Mutter des ICSI-Kindes #33. Die Mutter ist ebenfalls heterozygot fir den bekannten SNP in der
Primerbindestelle des Primers LIT1-Not1-RM13. (C) Sequenzanalyse der MEST Primerbindestellen in ICSI-

Kind #33. Fir diese Primerbindestelle wurden keine SNPs detektiert. Es wurden keine weiteren Varianten
gefunden.

3.3.2 Suche nach Mutationen im CTCFL Gen bei subfertilen Mannern

Da epigenetische Verdnderungen auch eine bedeutende Ursache statt eine Folge von ART
sein konnten, wurde ebenfalls untersucht, ob Mutationen in einem Gen, das flr ein
Schlisselprotein epigenetischer Prozesse kodiert, hdufiger in subfertilen Mannern zu finden
sind. Eine Gruppe von subfertilen Mannern wurde zuvor im Institut fir Humangenetik in
Miinster auf Methylierungsauffélligkeiten am IGF2/H19 und MEST Locus untersucht. Aus
dieser Gruppe wurden zehn Patienten mit der starksten Hypomethylierung am /GF2/H19 und
zehn Patienten mit der starksten Hypermethylierung am MEST Locus fur die Untersuchung
des CTCFL Locus ausgewahlt (Tabelle 3.3.2.1). Die Hypomethylierung an /GF2/H19 kann
durch Fehler der DNA Methyltransferasen hervorgehen, fur die Hypermethylierung des
MEST Locus konnen diese jedoch weniger verantwortlich sein. Daher ist es wahrscheinlicher,
dass hier ein allgemeiner Signalweg betroffen ist. Da CTCFL ein epigentischer
Reprogrammierungsfaktor in der ménnlichen Keimbahn ist (Loukinov et al., 2002), wurde
dieses Gen einer Mutationsanalyse unterzogen. Diese erfolgte an peripherem Blut der oben
genannten Patienten. Bei der Sequenzanalyse wurden bekannte SNPs bei den subfertilen
Mannern detektiert (Tabelle 3.3.2.1). Aufer den bekannten SNPs wurde ein bisher
unbekannter nicht-synonymer Basenaustausch in Exon 1 bei dem Patienten 17432

(0.924G>C;pGlullGlIn) entdeckt. Da dieser Basenaustausch aber nicht in einer funktionellen
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Doméne des Proteins liegt, handelt es sich vermutlich um eine neue, seltene, neutrale Variante
(Tabelle 3.3.2.1).
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3.4 Abklarung einer familiaren generalisierten Imprintingstérung

Im Rahmen der Routinediagnostik wurden molekulargenetische Untersuchungen bei einem
Patienten mit Verdacht auf Silver-Russell-Syndrom durchgefiihrt. Material des Patienten
wurde vom Institut fir Humangenetik in Kiel geschickt. Der Patient wies klinische Merkmale
wie faziale Dysmorphien, intrauterine Wachstumsverzdgerung und einen unproportionierten
Kleinwuchs auf. Erste Methyierungsanalysen der chromosomalen Region 11pl5 mittels
methylierungsspezifischer MLPA (MS-MLPA; wurde von Frau Sabine Kaya durchgefihrt)
zeigten, dass der Patient ein Methylierungsmuster aufwies, das kompatibel mit einem Silver-
Russell-, aber auch kompatibel mit einem Beckwith-Wiedemann-Syndrom ist. Der Patient
zeigte eine Hypomethylierung am ICR1 (KCNQ1OT1; BWS) und eine Hypomethylierung am
ICR2 (IGF2/HI19; SRS). Dies gab den ersten Hinweis darauf, dass bei diesem Patienten
vielleicht eine generalisierte Methylierungs- bzw. Imprintingstérung vorliegt. Daher wurde
zunachst der Methylierungssatus von SNRPN und NDN mittels MS-MLPA untersucht
(durchgefihrt von Frau Christina Lich). Auch hier zeigte der Patient eine Hypomethylierung.
Um die Frage zu klaren, ob die Stérung in einem somatischen Mosaik vorliegt oder die
Methylierungsveradnderungen nur an einzelnen CG-Dinukleotiden vorliegen, habe ich eine
Bisulfit-Klonierung fiir den SNRPN und KCNQI1OT1 Locus durchgefiihrt (Abb. 3.4.1). Auf
diese Weise wurden fur beide Loci Klone von unmethylierten und methylierten Sequenzen
erhalten, jedoch keine Mischklone mit methylierten und unmethyierten CG-Dinukleotiden.
Dies deutet darauf hin, dass bei dem Patienten die Imprintingstérung im somatischen Mosaik
vorliegt. Danach wurden die Loci PLAGLI, MEST und erneut KCNQI1OT mittels SeQMA
analysiert (Abb. 3.4.2). Auch an diesen Loci wies der Patient eine Hypomethylierung auf.
Dies bestatigte den Verdacht, dass bei dem Patienten ein generalisierter Imprintingdefekt
vorliegt. Daher wurde die Methylierung an acht weiteren gepréagten Loci mittels MS-PCR
untersucht (Tabelle 3.4.1).
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N
Abb. 3.4.1: Methylierungsanalyse der Loci KCNQIOTI und SNRPN mittels Klonierung von Bisulfit-PCR-
Produkten. (A) Fir den KCNQIOT! Locus wurden fir die Kontrolle (NP, Blut) sowohl Klone von
unmethylierten Sequenzen als auch Klone von methylierten Sequenzen erhalten (9 unmeth/11 meth). Fir den
Indexpatienten (Blut) wurden 22 Klone von unmethylierten Sequenzen und zwei Klone von methylierten
Sequenzen erhalten. (B) Fir den SNRPN Locus wurden fir die Kontrolle (NP, Blut) Klone von 24
unmethylierten und 15 methylierten Sequenzen erhalten. Der Indexpatient (Blut) wies 16 Klone von

unmethylierten Sequenzen und 4 Klone von methylierten Sequenzen auf. Schwarzer Kreis, methyliert; weiller
Kreis unmethyliert.
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Abb. 3.4.2: Methylierungsanalyse mittels
SeQMA. Im Vergleich zu den Kontrollen
(Normalpersonen C1-C4 bzw. C5) zeigt der
Patient an allen untersuchten Loci (PLAGLI,
MEST und KCNQI1OT1I) eine
Hypomethylierung. Fir den MEST Locus
wurde eine weitere Kontrolle eingesetzt:
upd(7)mat. Dieser Patient hat eine maternale
uniparentale Disomie des Chromosom 7 und
zeigt demnach eine Hypermethylierung am
MEST Locus.
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Die Analysen wurden an verschiedenen Geweben des Indexpatienten durchgefihrt (DNA aus
Blut, LCL, Fibroblasten, Mundschleimhaut). In allen Geweben des Patienten konnte eine
Hypomethylierung festgestellt werden, allerdings war der Grad der Methylierung in den
verschiedenen Geweben und auch an den verschiedenen Loci unterschiedlich. Dies spricht
ebenfalls dafir, dass die Imprintingstérung im somatischen Mosaik vorliegt. Fir die Analysen
stand auch Material von den Eltern (DNA aus Blut) des Indexpatienten und fetales Material
aus zwei weiteren Schwangerschaften, die mit einem Fetozid (Muskelgewebe) und einem
Abort (CVS Material) endeten, zur Verftigung. Die erste Schwangerschaft endete mit einem
Fetozid, da im Ultraschall massive Auffalligkeiten wie z.B. ein enger Thorax gefunden
wurden. Dies liel} darauf schlieBen, dass eine normale Atmung nicht gewahrleistet war. Bei
der anderen Schwangerschaft, die mit einem Abort endete, wurden wéhrend der
Pranataldiagnostik Methylierungsauffallikeiten gefunden. Waéhrend die Eltern an den
untersuchten Loci ein normales Methylierungsmuster zeigten, konnte in dem untersuchten
Gewebe der beiden Feten ebenfalls eine Hypomethylierung fur viele der Loci detektiert
werden (Tabelle 3.4.1). Auch hier war der Grad der Methylierung an den verschiedenen Loci
unterschiedlich. Demnach liegt die Imprintingstorung auch bei den zwei Feten im
somatischen Mosaik vor.

Nur an dem NESP Locus wurde fir den Indexpatient und die beiden Feten eine

Hypermethylierung detektiert.

3.5 Methylierungs- und Expressionsanalysen am RB1 Locus

Es wurde eine genomweite Methylierungsanalyse per Array-Analyse (Infinium®
HumanMethylation27 BeadChip, Illumina) fur den oben beschriebenen Patienten veranlasst,
die im Institut fir Humangenetik in Kiel durchgefihrt wurde. Auf diese Weise konnten zum
einen die Ergebnisse der vorangegangen Methylierungsanalysen verifiziert werden und zum
anderen konnten weitere hypomethylierte Loci identifiziert werden. Da der Patient eine
generalisierte Imprintingstérung hat, kénnten diese Loci neue elternspezifisch-gepragte Gene
darstellen.

Einer dieser Loci ist das RBI Gen. Auf dem Array fiel auf, dass es CG-Dinukeotide in der
RB1 Region gibt, die bei dem Indexpatienten hypomethyliert erscheinen und bei den Eltern
und Kontrollen eine Methylierung von ca. 50% zeigen (Abb. 3.5.1 A). Diese CG-
Dinukleotide représentieren ein CpG island im Intron 2 des RBI Gens (CpG 85, UCSC
Browser, chr13:48,892,636-48,893,857, hg 19). Das Ergebnis der Array-Analyse fur RB1 fir
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den Indexpatienten konnte mittels MS-PCR verifiziert werden (Abb. 3.5.1 B). Der Patient

weist nur das unmethylierte Allel fir RB1 auf.
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Abb. 3.5.1: (A) Die Heatmap der Methylierungsanalyse per Array zeigt deutlich, dass einige CG-Dinukleotide
am RBI Locus bei dem Indexpatienten hypomethyliert erscheinen und bei seinen Eltern eine Methylierung von
ca. 50% zeigen. Diese CG-Dinukleotide représentieren ein CpG island im Intron 2 des RBI Gens (CpG 85). Die
CG-Dinukleotide im CpG 42 sind sowohl beim Patienten als auch bei seinen Eltern voll methyliert und das CpG
island in der Promotorregion des RB1 Gens (CpG 106) ist bei allen unmethyliert. TargetlD der CG-Dinukleotide,
die das CpG 85 reprasentieren: ¢g19427472, cg13431205, ¢g03085377, cg18481241; CpG 42: c¢gl9447496,
€g19296958; CpG 106: ¢g24937706, cgl10552385, cgl7055959. (B) Methylierungsanalyse des RBI Locus
mittels MS-PCR. Der Indexpatient weist, im Gegensatz zu seinen Eltern und der Kontrolle, nur ein
unmethyliertes Allel auf.

Eine detaillierte Datenbanksuche (UCSC; hg19) mit Abgleich der Sequenz fiir CpG 85 zeigte,
dass das CpG 85 Teil einer 4,5 kb groRen Region ist, die eine hohe Sequenzidentitét (87%) zu
Exon 4 und 18 bp von Exon 3 des KI4A40649 Gens (NM_014811) hat. Das KIA40649 Gen
besteht aus 4 Exons und kodiert fir ein 1209 Aminosduren Protein mit unbekannter Funktion
(Yang et al., 2005). Weiterhin wurden mittels Datenbankanalysen vier weitere intronlose
Kopien dieses Gens auf dem Chromsom 22 (22q11.21) identifiziert (Abb. 3.5.2). Die
Sequenzidentitat zu Exon 2 bis Exon 4 des KIAA0649 Gens betrégt jeweils 89%. Der offene
Leserahmen, der sich in Exon 4 des KI440649 Gens befindet, ist in allen Kopien verloren
gegangen. Diese Daten lassen darauf schliel’en, dass die Intergration von zwei prozessierten
Pseudogenen durch unabhdngige Retrotransposition stattgefunden hat. Die eine erfolgte auf
Chromosom 13, die andere auf Chromosom 22. Die weiteren Kopien auf Chromosom 22 sind
vermutlich die Folge von Genduplikationen. Die vier kleinen (<300 bp) CpG islands in Exon
4 des KIAA0649 Gens sind in allen vier Kopien auf Chromosom 22 verloren gegangen bzw.
sie sind durch Verlust einzelner CG-Dinukleotide kleiner geworden und werden somit nicht
mehr als CpG island bezeichnet. Auf Chromosom 13 dagegen sind zwei grolRe CpG islands
vorhanden (CpG 85 und CpG 42; Abb. 3.5.2).
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ATG TAA
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Abb. 3.5.2: Struktur von KI4A40649 und der funf prozessierten Pseudogene (Positionsangaben laut hgl9,
UCSC). Die Kopie des Pseudogens auf Chromosom 13 beinhaltet 18 bp des Exons 3 und das Exon 4 und weist
eine Sequenzidentit von 87% zu der cDNA Sequenz des KI440649. Zwei der vier CpG islands (hellgrin; <300
bp) in Exon 4 des KI440649 Gens (CpG 19 und CpG 17) finden sich im CpG 85 auf Chromosom 13 wieder. Die
zwei anderen CpG islands (CpG 26 und CpG 19) finden sich im CpG 42 wieder. Alle vier Kopien des
Pseudogens auf Chromosom 22 beinhalten Exon 2, 3 und 4 des KI440649 Gens und haben eine Sequenzidentitat
von 89% mit der cDNA Sequenz. Die CpG islands in Exon 4 von KI4A40649 sind in den Kopien auf Chromosom
22 nicht vorhanden. Hellgriin, CpG island <300 bp; dunkelgriin, CpG island >300 bp.

Um das Ergebnis der Methylierungsanalyse per Array-Analyse zu verifizieren und definitiv
zu kléren, ob das CpG 85 elternspezifisch methyliert ist, wurde die Methylierung an 12 CG-
Dinukleotiden mittels Bisulfit-Klonierung und Sequenzierung untersucht. Da keine
spezifischen Primer fiur das CpG 85 generiert werden konnten, gab es auch Klone der
Chromosom 9 und Chromosom 22 Regionen. Auch wenn die Duplikate auf Chromosom 9
und Chromosom 22 eine hohe Sequenzidentitit aufweisen, gibt es dennoch einige wenige
Sequenzunterschiede, die fir die Unterscheidung bzw. Zuordnung der Klone zu CpG 85
genutzt werden konnten. Zundchst wurde der Methylierungsstatus im Blut einer
Normalperson, die als Kontrolle diente, untersucht. Insgesamt wurden hier 31 Klone
analysiert. Von diesen Klonen wurden 15 Klone von nahezu vollstdandig methylierten
Sequenzen und 16 Klone von unmethylierten Sequenzen erhalten (Abb. 3.5.3). Dieses
Ergebnis gab einen ersten Hinweis darauf, dass es vermutlich ein methyliertes und ein
unmethyliertes Allel gibt. Um herauszufinden, ob dies der Fall ist und um zu bestimmen
welches Allel maternaler und welches Allel paternaler Herkunft ist, wurde auch Blut DNA
von Patienten mit Retinoblastom und einer Deletion des maternalen oder paternalen RBI

Allels untersucht (Abb. 3.5.3). Die Klone, die von den Patienten mit einer maternalen



Ergebnisse 62

Deletion des RBI Gens erhalten wurden, waren fast alle ausschlieflich von unmethylierten
Sequenzen. Wohingegen die Klone der Patienten mit einer paternalen Deletion des RBI Gens
alle von vollstandig methylierten Sequenzen erhalten wurden. Dieses Ergebnis zeigt, dass das
CpG 85 elternspezifisch methyliert ist. Das maternale Allel ist methyliert und das paternale
Allel unmethyliert. Weiter wurde die Methylierung in Spermien untersucht — hier wurden nur
Klone von unmethylierten Sequenzen erhalten (Abb. 3.5.3).

Die Klone, die fir Chromosom 9 und 22 erhalten worden waren, stammen alle von

methylierten Sequenzen.
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Abb. 3.5.3: Methylierungsanalyse des CpG 85 mittels Bisulfit-Klonierung und MS-PCR. Methylierungsanalyse
des CpG 85 mittels Bisulfit-Klonierung. Es wurden 12 CG-Dinukleotide im CpG 85 untersucht. Die Klone einer
Kontrollprobe (Normalperson, Blut DNA) wurden von methylierten oder unmethylierten Sequenzen erhalten.
Fast alle Klone der zwei Patienten mit Retinoblastom und einer maternalen Deltion des RBI Gens stammen von
unmethylierten Sequenzen. Die erhaltenen Klone der drei Patienten mit Retinoblastom und einer paternalen
Deltion des RBI Gens stammen von methylierten Sequenzen. Fur die zwei Spermapoben wurden nur Klone von
unmethylierten Sequenzen erhalten. Jeder Block reprasentiert ein Individuum. Schwarzer Kreis, methyliert;
weiller Kreis unmethyliert.

Kontrolle Spermien

Der néchste Schritt bestand darin zu klaren, ob das CpG 85 als Promotor fiir ein unbekanntes
Antisense- oder alternatives Sense-Transkript dient. Dazu wurde versucht einen gespleif3ten
Antisense EST Klon stromaufwarts von RBI mit einem antisense EST Klon, der mit dem
CpG 85 uberlappt, zu verbinden. Da diese Versuche und auch die 5°- und 3’-RACE keine
positiven Ergebnisse erbrachten, wurde eine Exon-connection RT-PCR zwischen dem CpG
85 und Exon 3 des RBI Gens durchgefuhrt. Das erhaltene Produkt beinhaltete 360 bp des
CpG 85 und das Exon 3 mit SpleiRdonor- und SpleiRakzeptorstellen (Abb. 3.5.4). Dadurch
gibt es auch ein neues Intron (Intron zwischen dem neuem Exon 2B und Exon 3), das 22683
bp grolR ist. Dieses Ergebnis wurde verifiziert, indem eine Exon-connection RT-PCR
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zwischen dem CpG 85 und Exon 4 des RB1 Gens durchgefiihrt wurde. Das erhaltene Produkt
beinhaltete 360 bp des CpG 85, Exon 3 und einen Teil des Exon 4 und hatte ebenfalls
SpleiBdonor- und Spleiliakzeptorstellen (Abb. 3.5.4). Dies zeigt, dass das CpG 85 ein neues
Startexon (Exon 2B) fiur ein alternatives RBI Transkript beinhaltet. Um den genauen
Transkriptionsstartpunkt zu ermitteln, wurde eine 5’RACE durchgeflhrt. Auf diese Weise
konnten 3 putative Transkriptionsstartpunkte identifiziert werden (Abb. 3.5.4). Je nachdem
welcher Startpunkt genutzt wird hat das neue Exon 2B eine GrofRe von 478, 632 oder 1160
bp.

A E1 E2 E2B E3 E4
r 1T

0 —1
I I
CpG 106 CpG 42 CpG 85

Abb. 3.5.4: Identifizierung eines neuen gepragten Locus. (A) Schematische Darstellung der 5’-Region des RBI
Locus (nicht maRstabsgetreu) und die Lokalisation der CpG islands (griine Kastchen). Die reguléren Exons sind
blau dargestellt, wéhrend das neue Exon 2B hellblau dargestellt ist. Die schwarzen Pfeile stellen die
Transkriptionsstartpunkte dar. (B) Exon-connection RT-PCR. M, GréRenstandard; +, mit RT; -, ohne RT; H,0,
ohne RNA,; rote Pfeile, Lokalisation der Primer fiir die Exon-connection RT-PCR .

Als Nachstes wurde ein Expressionsprofil fiir das alternative RB1 Transkript (2B-Transkript)
erstellt (Abb. 3.5.5). Dazu wurden eine RT-PCR an RNA aus verschiedenen Geweben und

eine Sequenzierung der RT-PCR-Produkte durchgefiihrt. Eine Expression fiur das alternative
RBI Transkript konnte in allen untersuchten Geweben nachgewiesen werden.
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Plazenta Fetales Hirn Muskel Herz

M + - HO + - HO + - HO + - H,O M

Lunge Prostata Nieren Uterus

M + - HO + - HO + - HO + - H,0 M

Testis
Blut (cDNA)

+ - HOWMm + H,O M

Abb. 3.5.5: Expressionsprofil fur das alternative RB/ Transkript. M, GréRenstandard; +, mit RT; -, ohne RT,;
H,0, ohne RNA.

Um zu klaren, ob die elternspezifische Methylierung des CpG 85 auch mit einer
elternspezifischen Expression einhergeht, wurde eine allelspezifische Expressionsanalyse
durchgefiihrt. Da das RBI Gen jedoch hoch konserviert ist und es daher keine exprimierten
SNPs gibt, wurde eine seltene exprimierte Variante genutzt, die wahrend des
Mutationsscreens bei einem Patienten mit Retinoblastom entdeckt wurden. Fur die oben
genannte Analyse wurde DNA und RNA aus Blut eines Patienten, der heterozygot flr eine
seltene Variante in Exon 3 ist, genutzt. Sequenzanalysen des RT-PCR Produkts, das
spezifisch fir das 2B-Transkript ist, zeigen nur das C Allel, welches paternalen Ursprungs ist.

Demnach wird das alternative RB1 Transkript paternal exprimiert (Abb. 3.5.6).
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ReATETEETTERE Abb. 3.5.6: Allelspezifische Expressionsanalyse des alternativen RBI
Vater Transkripts bei einem Patienten fur eine maternal vererbte seltene Variante
DNA (heterozygot) in Exon 3. Die Sequenzanalyse des RT-PCR Produkts zeigt
WYVVVY VLYY nur das paternal vererbte C Allel (RT-PCR-Primer in Exon 2B und Exon 3
AG ATGTJGT TCAC deSRB] Gens).
Mutter
DNA
Patient
DNA
Patient
RNA

Die paternale Expression des alternativen RBI Transkripts wirft die Frage auf, ob dies einen
Effekt auf die relative Menge an totaler paternaler und maternaler RB/ Transkripte hat.
Mittels Primerextensionsanalyse an DNA und RNA von 14 Individuen, die heterozygot fir
eine exprimierte seltene Variante im RBI Gen sind, konnte Tea Berulava im Institut fir
Humangenetik in Essen zeigen, dass an diesem Locus eine allelische Expressionsimbalance
herrscht. Das Transkriptverh&ltnis ist in allen untersuchten Individuen zugunsten des
maternalen Transkripts verschoben (2.7 + 16 %, ratio = SD).

Um zu kléaren was bei einer Demethylierung des CpG 85 geschieht, wurden lymphoblastoide
Zellen (LCL) mit 5-Aza-2’-deoxycytidin (AzadC) behandelt, das die DNA Methyltransferase
DNMT1 inhibiert. Die darauf folgende Methylierungsanalyse mittels MS-PCR zeigte, dass
alle AzadC-behandelten LCLs eine partielle Demethylierung des CpG 85 zeigen, wahrend die
Mock-behandelten LCLs eine Methylierung >50% an CpG 85 aufweisen (Abb. 3.5.7 A). Die
Methylierungsanalyse des CpG 106 an der Promotorregion des RBI Gens mittels Bisulfit-
Sequenzierung (direkte Sequenzierung der PCR-Produkte — fur die PCR wurde Bisulfit-
behandelte DNA eingesetzt) zeigte, dass dieses CpG island unmethyliert blieb. Die partielle
Demethylierung an CpG 85 geht einher mit einem geringer verschobenen Transkriptverhaltnis
des regularen RBI Transkripts (Abb. 3.5.7 B; dieser Versuch wurde von Tea Berulava
durchgefiihrt).
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Abb. 3.5.7: Behandlung lymphoblastoider Zellen (LCLs) mit 5-Aza-2’-deoxycytidin (AzadC). (A)
Methylierungsanalyse des CpG 85 mittels MS-PCR. Der Methylierungsstatus des CpG 85 in Blut, Mock-
behandelten und AzadC-behandelten LCLs ist dargestellt. Die Prozentwerte der methylierten und unmethylierten
MS-PCR Produkte sind in schwarzen und grauen S&ulen dargestellt. (B) Quantifizierung der allelischen
Imbalance am RBI Locus (personliche Mitteilung Tea Berulava). Die Ratio der allelischen
Expressionsimbalance wurde mittels Primerextensionsanalyse (SNaPshot) ermittelt. In den Individuen C I1-1
und C III-1 konnte die allelische Imbalance im Blut nicht ermittelt werden, da keine RNA aus Blut zur
Verfiigung stand. Die Individuen der Familie A sind heterozygot fiir eine seltene Variante in Exon 3. Das
Individuum der Familie B und die Individuen der Familie C sind heterozygot fiir eine seltene Variante in Exon 9.

Die Analyse der LCLs von Familie A zeigte, dass die Expression des 2B-Transkripts
monoallelisch in den Mock-behandelten Zellen ist. In den AzadC-behandelten Zellen jedoch
wird das alternative Transkript aufgrund der Demethylierung des CpG 85 biallelisch
exprimiert (personliche Mitteilung Tea Berulava). Dies konnte fur A 1I-1 in zweli
Experimenten gezeigt werden. Fur A Il1-1 konnte nur eine geringe biallelische Expression
detektiert werden. Dies konnte darauf zurtickzufihren sein, dass das alternative RBI

Transkript nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist.
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4. Diskussion

4.1 Die paternale Deletion der Gene MKRN3, MAGEL2 und NDN fuhrt nicht zum
Prader-Willi Syndrom (PWS)

Alle Patienten mit einem typischen PWS haben eine de novo Deletion des Bereichs 15gq11q13
auf dem paternalen Chromosom, eine maternale uniparentale Disomie des Chromosom 15
oder einen Imprintingdefekt. Atypische Deletionen bei Patienten mit PWS sind eher selten. In
dieser Arbeit werden zwei Patienten mit PWS und einer atypischen Deletion, die C150rf2,
SNURF-SNRPN und die snoRNA Gene, aber nicht die Gene MKRN3, MAGEL2 und NDN
beinhaltet, beschrieben. Beide Patienten zeigen alle phanotypischen Merkmale eines PWS
(Tabelle 3.1.1). Da das Imprinting Center (IC) bei beiden Patienten von der Deletion betroffen
ist (Abb. 4.1.1), ist zu erwarten, dass die 1C-Deletion zu einer abnormalen Methylierung und
zum Verlust der Genepression der nicht-deletierten paternal exprimierten Gene flhrt. Fir
Patientin 3 wurde eine Hypermethylierung am NDN Locus detektiert, wohingegen Patient 2
ein normales Methylierungsmuster an diesem Locus aufwies. Eine Expressionsanalyse an
RNA aus Blut des Patienten 2 zeigte, dass NDN exprimiert wird (die RT-PCR wurde von
Corinna Zogel durchgefiihrt). Wieso dieser Patient trotz 1C-Deletion ein normales
Methylierungsmuster zeigt, ist nicht klar. Eine mogliche Erklarung wére ein Positionseffekt
des Deletionsbruchpunktes. Bei Patient 2 liegt der Bruchpunkt sehr nahe am Promotor des
NDN Gens (22-77 kb), wohingegen bei Patientin 3 der Bruchpunkt ungefahr 800 kb vom
NDN Locus entfernt ist. In der Literatur wird ebenfalls ein Patient beschrieben, der eine 1C-
Deletion hat, aber ein normales Methylierungsmuster fir NDN zeigt (Calounova et al., 2008).
Bei diesem Patienten, der ebenfalls eine atypische Deletion der 15911q13 Region hat, liegt
der centromerische Bruchpunkt im C150rf2 Gen.

Im Gegensatz zu Patient 2 und Patientin 3 beinhaltet die Deletion auf Chromosom 15 bei
Patientin 1 nur die Gene MKRN3, MAGEL2 und NDN. Diese Patientin zeigt keine klinischen
Merkmale eines PWS auBer der Adipositas, der mentalen Retardierung und der hohen

Schmerzgrenze (Tabelle 3.1.1).
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Abb. 4.1.1: Schematischer Uberblick der chromosomalen Region 15q11q13. Paternal exprimierte Gene sind
blau und snoRNA Gene als Striche dargestellt. Maternal exprimierte Gene sind rot dargestellt; biallelisch
exprimierte Gene sind schwarz dargestellt. Die Transkriptionsrichtung wird durch Pfeile oberhalb der Gene
angezeigt. BP, Bruchpunkt; IC, Imprinting Center; cen, Centromer; tel, Telomer. Nicht malstabsgetreu. Die
Deletionsbereiche und die Lokalisation der Deletionsbruchpunkte fur die Patienten 1-3 sind unter der Karte
angegeben (schwarze Balken).

Es ist moglich, dass die beobachteten klinischen Merkmale bei Patientin 1, die nicht im
Zusammenhang mit PWS stehen, durch eine Haploinsuffizienz der pseudoautosomalen
Region 2 in Xg28 verursacht werden. Dies kann aber nicht mit Sicherheit gesagt werden, da
bis Dato ein Phanotyp, der mit der Deletion dieser Region assoziiert ist, nicht beschrieben
worden ist. Es ist auch nicht ganz auszuschlieRen, ob sich die X-Inaktivierung des der(X)
Chromosoms nicht doch in den autosomalen Teil ausbreitet und eine Inaktivierung der Gene
auf 15q bewirkt - auch wenn kein Hinweis darauf gefunden wurde. AuBerdem kann auch eine
Inaktivierung im Mosaik in anderen Geweben nicht ausgeschlossen werden (hier wurde nur
DNA aus peripherem Blut untersucht). Anhand dieser Ergebnisse kann die Schlussfolgerung
gemacht werden, dass der Verlust der Expression der paternal exprimierten Gene MKRNS3,
MAGEL2 und NDN nicht auszureichen scheint, um ein typisches PWS hervorzurufen.

Bei sechs Patienten mit typischen Merkmalen eines PWS und einer balancierten
Translokation, die den SNURF-SNRPN Locus betrifft, konnten die snoRNA Gene, die im
SNURF-SNRPN Locus liegen, fiir einige phénotypischen Merkmale verantwortlich sein (Sun
et al., 1996; Schulze et al., 1996; Conroy et al., 1997; Kuslich et al., 1999; Wirth et al., 2001,
Schule et al., 2005). Bei allen sechs Patienten liegt das Gencluster SNORD116 und das
Gencluster SNORD115 distal zu den Translokationsbruchpunkten und in drei untersuchten
Patienten konnte gezeigt werden, dass diese Gencluster nicht exprimiert werden (Wirth et al.,
2001; Schule et al., 2005). Daher kdnnte es sein, dass diese SnoORNA Gene fiir den PWS
Phénotyp verantwortlich sind. In zwei nicht-verwandten Familien wurde eine kleine Deletion,
die das UBE3A Gen und das snoRNA Cluster SNORD115 beinhaltet, detektiert. Die
maternale Transmission dieser Deletion ruft das Angelman Syndrom (AS) hervor. Die

phanotypisch unauffélligen Mutter dieser Patienten mit AS tragen die Deletion des
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Genclusters auf dem paternalen Chromosom 15. D.h., dass diese Mdtter defizient fir das
paternal exprimierte SNoORNA Gencluster SNORD115 sind, aber keine Merkmale eines PWS
vorweisen. Demnach fihrt eine paternale Transmission zu keinem Phénotyp (Hamabe et al.,
1991; Burger et al., 2002; Runte et al., 2005). Dies schlief3t eine wichtige Rolle des snoORNA
Clusters SNORD115 fur PWS aus. Dennoch sollte hier die Arbeit von Kishore und Stamm
(Kishore und Stamm, 2006) erwéhnt werden, in der beschrieben wird, dass SNORD115 das
alternative Spleiflen der mRNA des Serotoninrezeptors 5-HT,cR reguliert, indem es an eine
komplementare Region in Exon Vb bindet. Kishore und Stamm konnten zeigen, dass
Patienten mit PWS, die SNORD115 nicht exprimieren, andere mRNA Isoformen des
Serotoninrezeptors aufweisen als gesunde Individuen.

Kirzlich beschrieb Sahoo et al. (2008) einen Patienten mit einigen PWS Merkmalen, wie
neonatale Hypotonie, Fltterungsprobleme, Adipositas und Hypogonadismus. Dieser Patient
wies auch atypische Merkmale wie zu hohes Geburtsgewicht, Makrosomie und
Makrocephalie auf. Der Patient war nicht mental retardiert und hatte keine fazialen
Auffalligkeiten. Bei diesem Patienten sind die paternalen Kopien der Gene SNORD109A, des
gesamten Genclusters SNORD116 und die Halfte des Genclusters SNORD115 deletiert (Abb.
4.1.1). Es gibt zwei Mausmodelle mit einer Deletion des snoRNA Clusters Snord116. Diese
Mause haben keine Makrosomie, sondern sind klein (Skryabin et al., 2007; Ding et al., 2008).
Ein weiterer Patient mit einer Deletion, die auBer dem Gencluster SNORD115 und
SNORD109B alle snoRNA Gene und Exon 2-10 des SNURF-SNRPN Gens beinhaltet, weist
ein typisches PWS auf (de Smith et al.,, 2009). Er hat folgende Klinische Merkmale:
Hypotonie, Hyperphagie, Adipositas, Hypogonadismus, Entwicklungsverzégerung,
Verhaltensauffalligkeiten, Kleinwuchs, kleine Hande und FiifRe und Lernschwierigkeiten. Fir
diesen Patienten wurde unter anderem gezeigt, dass die Gene MAGEL2 und NDN exprimiert
werden.

Vergleicht man beide Deletionen so erhalt man einen Uberlappungsbereich, der das snoRNA
Gen SNORD109A und das Gencluster SNORD116 beinhaltet. Daher kann man darauf
schlielen, dass das Gencluster SNORD116 bei PWS eine entscheidende Rolle zu spielen
scheint. Da aber der Patient der Publikation von de Smith et al. (2009) ein typisches PWS
aufweist, ist nicht auszuschliefen, dass die snoRNA Gene SNORD107, SNORDG64,
SNORD108, SNORD109A und SNORD116 fir die volle Auspragung eines PWS
verantwortlich sind (Abb. 4.1.1).

Die Beobachtungen, die bei Mausmodellen fir PWS gemacht wurden, sind schlecht mit den
Beobachtungen bei Patienten mit PWS zu vergleichen. Mause, die fur Magel2 defizient sind
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behalten den circadianen Rhythmus bei, aber zeigen eine reduzierte Aktivitat (Kozlov et al.,
2007). Sie weisen eine neonatale Wachstumsretardierung, eine starke Gewichtszunahme
zwischen der fiinften und zwolften Woche nach der Geburt und eine Adipositas auf (Bischof
et al., 2007). Fur Ndn gibt es verschiedene Mausmodelle. Je nach genetischem Hintergrund
der Mé&use, die fur die Modelle verwendet wurden, wurden unterschiedliche Phénotypen
beobachtet. Tsai et al. (1999) konnten bei Ndn defizienten Mdausen keine Auffélligkeiten
finden. Wahrend Gérard et al. (1999) eine postnatale Letalitdt beobachtet hat, die
maoglicherweise auf respiratorische Probleme zurlickzufiihren ist. Weiter wurde beobachtet,
dass sich Ndn defiziente Mdause aufféllig haufig kratzen und ein verbesserte rdumliche
Merkfahigkeit haben (Muscatelli et al., 2000).

MAGEL2 und NDN gehoren zu der Gruppe der MAGE (melanoma-associated antigen)
Protein Familie. MAGELZ2 ist ein intronloses Gen und wird im Gehirn und in verschiedenen
fetalen Geweben exprimiert (Boccaccio et al., 1999; Lee et al., 2000). NDN ist ebenfalls ein
intronloses Gen wird aber in allen bisher untersuchten Geweben exprimiert. In Gehirn und
Plazenta ist die Expression besonders noch (MacDonald und Wevrick, 1997).

Obwohl Mause, die fur Magel2 und Ndn defizient sind, einige PWS typische Merkmale
aufweisen, zeigt Patientin 1, dass eine paternale Defizienz dieser Gene nicht ausreicht, um
PWS hervorzurufen. Sicherlich kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dass sie fir die
Adipositas, die mentale Retardierung und die hohe Schmerzgrenze bei Patientin 1
verantwortlich ist. Die Deletionen, die im Rahmen dieser Arbeit beschrieben werden, legen
eine Region fest, die kritisch fir PWS zu sein scheint. Diese kritische PWS Region umfasst
die Gene: C150rf2, SNURF-SNRPN und die snoRNA Gene. Da das C150rf2 Gen in der Maus
nicht konserviert ist (Férber et al., 2000), gibt es hierfur kein Mausmodell. Patienten mit einer
Translokation, bei der der SNURF-SNRPN Locus betroffen ist, weisen viele PWS Merkmale
auf (Sun et al., 1996; Kuslich et al., 1999). Natirlich konnten diese Merkmale aber auch
aufgrund des Verlustes der Expression der snoRNA Gene, die im SNURF-SNRPN Locus
liegen, hervorgerufen worden sein.

Trotz anderer Behauptungen (Sahoo et al., 2008) kann aufgrund der bestehenden Daten die
Annahme gemacht werden, dass PWS nicht durch einen Einzelgendefekt hervorgerufen wird,
sondern durch den Verlust der Genexpression in der PWS kritischen Region, die das C150rf2
Gen, das SNURF-SNRPN Gen und die snoRNA Gene beinhaltet. Auflerdem kann die
Annahme gemacht werden, dass MKRN3, MAGEL2 und/oder NDN nur eine untergeordnete

Rolle beim PWS zu haben scheinen. Fir das genaue Verstandnis der Bedeutung der Gene in
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15911913 fir PWS waéren weitere Untersuchungen bei Patienten mit unterschiedlichen

atypischen Deletionen der 15911q13 Region hilfreich.

4.2 Das upd(14)mat Syndrom

Durch uniparentale Disomien, die mit einem Phanotyp assoziiert sind, konnen Gene
identifiziert werden, die dem Imprinting unterliegen. Die uniparentale Disomie fihrt in
diesem Fall zu einem Ungleichgewicht der Expression elterlich gepragter Gene. Die
maternale uniparentale Disomie 14 [upd(14)mat] ist mit einem charakteristischen Phénotyp
assoziiert, der eine pra- und postnatale Wachstumsretardierung, Hypotonie,
Futterungsprobleme, kleine Hénde und Fife, Adipositas und eine frihzeitige Pubertat
einschlieft.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sieben Patienten mit einem upd(14)mat Phéanotyp
untersucht. Bei zwei dieser Patienten (Patientin 3 und Patient 4), mit unbestatigtem Verdacht
auf PWS, sollte geklart werden, ob sie ein auffalliges Methylierungsmuster fur die 1IG-DMR
und MEG3 DMR haben. Da die Merkmale einer upd(14)mat mit denen des Prader-Willi
Syndroms Uberlappen, kann es vorkommen, dass bei einem Patient mit einer upd(14)mat die
klinische Verdachtsdiagnose PWS gestellt wird (Mitter et al., 2006). Bei den restlichen funf
Patienten war eine maternale uniparentale Disomie des Chromosom 14 ausgeschlossen
worden. Alle diese Patienten wurden mittels Methylierungsanalyse an der 1G-DMR und
MEG3 DMR untersucht und zeigten eine Hypomethylierung an beiden DMRs. Da aber auch
eine Deletion des paternalen Allels der gepragten Doméne zu einem aberranten
Methylierungsmuster fuhren kann, wurde bei allen Patienten eine Gendosisanalyse
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass Patientin 3 eine Deletion der fast gesamten gepragten
DLK1-MEG3-DIO3 Domadne auf dem vaterlichen Chromosom aufweist. Nicht deletiert sind
einige der miRNA Gene und das Gen DIO3. Da die Deletion auf dem véterlichen Chromosom
vorliegt, fehlt der Patientin eine aktive Kopie der paternal exprimierten Gene DLK1 und
RTL1. Dies bedeutet, dass bei dieser Patientin ein Expressionsverlust dieser Gene vorliegt.
Dabher sind beide Gene gute Kandidatengene, die fir den upd(14)mat Phanotyp verantwortlich
sein konnten. DIkl wird in verschiedenen fetalen Geweben und der Plazenta exprimiert
(Laborda et al., 1993; Floridon et al., 2000). Es spielt eine Rolle bei der Kontrolle des
Embryonalwachstums (Schmidt et al., 2000; Takada et al., 2000; Moon et al., 2002) und ist
aullerdem an verschiedenen Differenzierungsprozessen beteiligt wie z.B. der Hamatopoese
und Fettbildung (Garces et al., 1999; Kaneta et al., 2000; Raghunandan et al., 2008). Ein DIk1
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Knockout-Mausmodell machte deutlich, dass DIk1 fur eine normale Entwicklung wichtig ist
und flr die beobachtete Adipositas in diesen Mausen verantwortlich ist. Es ist demnach
maoglich, dass DIk1 fur die meisten Merkmale, die bei einer upd(12)mat bei Mausen und bei
einer upd(14)mat beim Menschen beobachtet werden, verantwortlich ist. Der Phanotyp bei
der Maus ist allerdings viel schwerer als der beim Menschen (Moon et al., 2002). Fir Rtll
konnte gezeigt werden, dass es fur die Aufrechterhaltung der fetalen Kapillaren
verantwortlich ist (Sekita et al., 2008). Rtl1 spielt demnach flr die Embryonalentwicklung
eine wichtige Rolle, da es den Nahrstoff- und Gasaustausch zwischen Mutter und Fet
gewdhrleistet. Sowohl die Uberexpression als auch die Defizienz von Rtl1 fiihrte bei Mausen
zu pré- und postnataler Letalitét.

Sechs der sieben untersuchten Patienten (Patientin 1, Patient 2 und 4, Patientinnen 5-7) haben
eine priméare Epimutation am DLK1/MEG3 Locus wie der von Temple et al. (2007)
beschriebene Patient. Eine Patientin (Patientin 3) zeigt eine paternale Deletion der fast
kompletten DLK1-MEG3-DIO3 Doméne. Es gibt bislang nur drei beschrieben Félle mit
einem upd(14)mat Phanotyp und einer paternalen Deletion in der DLK1-MEG3-DIO3
Doméne (Kagami et al., 2008) und drei beschriebene Félle mit einer primaren Epimutation
am DLK1/MEG3 Locus (Temple et al., 2007; Hosoki et al., 2008; Zechner et al., 2009).
Imprintingdefekte werden auch bei anderen Erkrankungen wie dem Prader-Willi Syndrom,
Angelman Syndrom, Beckwith-Wiedemann Syndrom, Silver-Russell Syndrom und dem
Transienten neonatalen Diabetes mellitus beobachtet. Die Frequenz von Epimutationen ist bei
Patienten mit Beckwith-Wiedemann Syndrom, Silver-Russell Syndrom und Transientem
Neonatalen Diabetes Mellitus hoher als bei Patienten mit Prader-Willi Syndrom und
Angelman Syndrom. Hier findet man nur in 1-4% der Falle einen Imprintingdefekt. Der
Grund fur die niedrige Frequenz von Epimutationen bei Patienten mit PWS und AS ist
wahrscheinlich, dass die 15911q13 Region 250-450 kb groRe ,,low copy number repeats
beinhaltet, die fur eine nicht-homologe Rekombination verantwortlich sind. Solche grolRen
Repeats sind fir die 14932 nicht bekannt. Allerdings gibt es zwei Patienten mit einer
paternalen Deletion mit identischen Bruchpunkten in expandierten TGG Repeats von 500 bp,
die das Imprintingcluster in 14q32 flankieren (personliche Mitteilung Dr. Karin Buiting).

Die vorhandenen Daten zeigen deutlich, dass das Prader-Willi Syndrom und das upd(14)mat
Syndrom sich sehr ahnlich sind. Es gibt viele Uberlappungen bei den klinischen Merkmalen
und beide Erkrankungen haben dieselben Klassen an Defekten (uniparentale Disomie,

Imprintingdefekt und Deletion).
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Eine Nachuntersuchung (Methylierungs- und Deletionsanalyse) der bislang gefundenen
Patienten mit Verdacht auf upd(14)mat, aber biparentaler Herkunft des Chromsom 14 kénnte
helfen, weitere Patienten mit einem Imprintingdefekt oder einer Deletion zu identifizieren.
Dies wurde dazu beitragen, mehr tber die relative Haufigkeit der drei genetischen Subtypen
(maternale UPD, Imprintingdefekt, Deletion), die zum upd(14)mat Phé&notyp fuhren,
herauszufinden. AulRerdem sollte bei Patienten mit nicht bestatigter Verdachtsdiagnose PWS
und phéanotypischen Merkmalen, die auch mit einer upd(14)mat assoziiert sind, geklart

werden, ob nicht das upd(14)mat Syndrom vorliegt.

4.3 Imprinting und assistierte Reproduktion (ART)

Es wurde beobachtet, dass durch intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) gezeugte
Kinder, verglichen mit natlrlich gezeugten Kindern, ein hoheres Risiko fur ein geringes
Geburtsgewicht (Schieve et al., 2002; Helmerhorst et al.,, 2004) und angeborene
Fehlbildungen haben (Rimm et al., 2004; Hansen et al., 2005). Die biologische Ursache fur
diese Beobachtungen konnte bislang nicht geklart werden. Es ist mdglich, dass sie auf
Fertilitdtsprobleme der Eltern oder aber auf die angewandte Technik (Superovulation,

Kulturbedingungen) zurtickzufihren sind.

4.3.1 Methylierungsanalysen bei ICSI-Kindern mit geringem Geburtsgewicht

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob das niedrige Geburtsgewicht der Kinder, die durch
intracytoplasmatischer ~ Spermieninjektion (ICSI) gezeugt wurden, Ursache eines
Imprintingfehlers an einem der gepréagten Loci ist. Dazu wurde mit Hilfe der SeQMA das
Methylierungsmuster von sechs differentiell methylierten Genbereichen in 19 Kindern (aus
einer prospektiven Studie (Katalinic et al., 2004)) untersucht, die mit niedrigem Gewicht
geboren wurden. Von diesen 19 Kindern zeigt ein Kind Methylierungsauffalligkeiten am
KCNQ1OT1 und MEST Locus. Bei keinem der Kinder gab es einen Hinweis auf das Silver-
Russell Syndrom (SRS). Das SRS ist h&ufig mit einer Hypomethylierung am H19/IGF2
Locus (Gicquel et al., 2005) oder mit einer Hypermethylierung am MEST Locus assoziiert
(Kagami et al., 2007; Abu-Amero et al., 2008). Es ist bemerkenswert, dass unter 19 ICSI-
Kindern mit geringem Geburtsgewicht ein ICSI-Kind mit Methylierungsauffélligkeiten
gefunden worden ist. Da aber die Daten zur Variation in normalen Kindern fehlt, kann tber

die Haufigkeit keine Aussage gemacht werden. Um dies machen zu kénnen, mussten 100-200
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Kontrollkinder untersucht werden. Es muss auch erwéhnt werden, dass in dieser Studie nur
ein Gewebe (Mundschleimhaut), das zu einem bestimmten Zeitpunkt enthommen wurde,
untersucht worden ist. Es bestand leider nicht die Mdéglichkeit, Material zum Zeitpunkt der
Geburt und Material der Plazenta zu bekommen. Imprintingdefekte treten hdufig im
somatischen Mosaik auf. Daher konnte es sein, dass eine Zelllinie mit einem abnormalen
Methylierungsmuster einen Wachstumsnachteil gegentiber einer normalen Zelllinie hat und
somit im Laufe der Entwicklung verloren geht. Die tatsachliche Frequenz von
Imprintingfehlern konnte demnach hoher sein als hier in dieser Studie beobachtet.

Es konnte ein Kind (Kind #33) mit einer Hypermethylierung am KCNQ10OT1 Locus und am
MEST Locus identifiziert werden. Bei diesem Kind konnte eine Hypermethylierung von 72-
74% am KCNQ1OT1 Locus und eine Hypermethylierung von 60-63% am MEST Locus
nachgewiesen werden. Die Eltern zeigten ein unauffalliges Methylierungsmuster an diesen
Loci, was darauf deutet, dass dieses Kind eine de novo Hypermethylierung aufweist. Die
Ergebnisse fir die Methylierungsanalyse mittels SeQMA fiur das Kind und dessen Eltern
konnten mit einer weiteren unabhangigen Methode (COBRA) verifiziert werden. Beide
Methoden zeigen, dass die Hypermethylierung am MEST Locus grenzwertig ist. ES muss aber
auch erwahnt werden, dass unter allen 48 untersuchten Kindern dieses Kind (Kind #33) den
hdchsten Wert an Methylierung an diesem Locus zeigt. Die inter-experimentelle Variation ist
sehr gering, da zwei unabhédngige Experimente dieselben Ergebnisse lieferten. Allerdings
scheint es einen gewissen Grad an inter-individueller Variation bei der Methylierung zu
geben. Dies macht es sehr schwierig, Imprintingdefekte im Mosaik, vor allem wenn es sich
um ein niedergradiges Mosaik handelt, zu detektieren.

Eine Hypermethylierung am KCNQ10OT1 und MEST Locus bedeutet, dass das paternale Allel,
das normalerweise unmethyliert ist, methyliert vorliegt. Das MEST Gen ist in 7932 lokalisiert
und codiert fur ein Protein, das der Familie der Hydrolasen mit alpha/beta-Hydrolasen-
Faltung angehort. Dieses Gen wird in humanen fetalen Geweben paternal exprimiert. Die
Promotorregion ist auf dem maternalen Chromosom methyliert und auf dem paternalen
Chromosom unmethyliert (Moore et al., 2003). Eine maternale uniparentale Disomie des
Chromosom 7 ist mit pra- und postnateler Wachstumsretardierung assoziiert. Lefebvre et al.
(1998) konnten zeigen, dass heterozygote Mduse, die ein mutantes paternales Allel erbten,
Kleiner und leichter sind, was dem Phénotyp des Silver-Russell Syndroms gleicht.

CDKNI1C ist in 11pl5 lokalisiert, kodiert fir einen Cyclin-anhdngigen Kinase-Inhibitor
p57KIP2 und wird maternal exprimiert. Die Regulation der geprédgten CDKN1C Expression
geschieht durch die maternal methylierte ICR2 in Intron 10 des KCNQ1 Gens. Hieruber wird
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auch die Expression des paternal exprimierten KCNQ1OT1 Gens, das Antisense-Transkript zu
KCNQ1, reguliert (Mitsuya et al., 1999). Der Verlust der Expression des CDKN1C Gens ist
mit einem GroBwuchssyndrom assoziiert (Beckwith-Wiedemann Syndrom (Diaz-Meyer et
al., 2003)). Eine maternale Duplikation der Region 11pl5 ist dagegen mit einer
Wachstumsretardierung assoziiert (Fisher et al., 2002; Schonherr et al., 2007), wobei hier
auch der H19/IGF2 Locus eine Rolle spielen konnte. Bislang wurde Uber eine
Hypermethylierung am KCNQ1OT1 Locus im Menschen nicht berichtet, aber sie konnte zu
einer Uberexpression von CDKN1C und somit zur fetalen Wachstumsretardierung fiihren.
Eine Studie von Fitzpatrick et al. (2002) zeigte, dass eine paternal vererbte Deletion der ICR2
in einer Uberexpression von CDKN1C resultiert. Das Hauptmerkmal dieser Knockout-Mause
ist eine Wachstumsretardierung.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass die Methylierungsverédnderungen in dem Kind #33, das
bei der Geburt zu klein war und ein geringes Geburtsgewicht hatte, in die erwartete Richtung
gehen.

Epimutationen nach ART kénnten aber auch mit den Fertilitatsproblemen der Eltern (Vater
oder Mutter) zusammenhangen. Eine Studie von Kobayashi et al. (2007) zeigte, dass
Spermien von infertilen Mannern ein hoheres Risiko tragen, inkorrekte primdre Imprints an
ihre Nachkommen zu vererben. AuBerdem stellte diese Arbeitsgruppe fest, dass in den
Spermien die Fehler hdufiger an maternal methylierten DMRs auftauchen als an paternal
methylierten DMRs. Eine aberrante Methylierung an mehreren maternal methylierten Loci,
wie MEST, KCNQ1OT1, PLAGL1, PEG3 und SNRPN, in den Spermien konnte eine Folge
einer fehlerhaften Imprintausléschung sein. Die Transmission inkorrekter Imprints kdnnte
somit wahrend der Behandlung der mannlichen Infertilitat gefordert werden (Marques et al.,
2004; Kobayashi et al., 2007; Marques et al., 2008). Daher ist es mdglich, dass ein Spermium
des Vaters, der eine Oligozoospermie hat, inkorrekte Imprints trug (Hypermethylierung am
KCNQ1OT1 und MEST Locus), welche er an sein Kind (Kind #33) weitergegeben hat.
Interessanterweise berichtete Kagami et al. (2007) (ber eine Patientin mit SRS, die eine
partielle Hypermethylierung am MEST Locus aufwies. Diese Patientin wurde mit Hilfe der in
vitro Fertilisation gezeugt. Aullerdem waren vier der acht abnormal methylierten CG-
Dinukleotide auch beim Vater methyliert. Daraus wurde gefolgert, dass das paternale MEST
Allel, welches leicht hypermethyliert ist, weiter aufmethyliert und an die Patientin vererbt
wurde.

Falls die Annahme richtig ist, dass die inkorrekten Imprints eines Spermiums an das Kind #33
weitergegeben wurden, wieso zeigt dieses Kind dann keine 100%ige Methylierung an diesen
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Loci? Die partielle Hypermethylierung an den Loci KCNQ1OT1 und MEST in Kind #33 weist
auf ein somatisches Mosaik hin. Dies bedeutet, dass Zellen mit einer Hypermethylierung an
diesen Loci und Zellen mit einem normalen Methylierungsmuster vorhanden sind. Dieses
Mosaik konnte daraus resultieren, dass 1. diese Loci postzygotisch hypermethyliert wurden
(moglicherweise aufgrund eines unzureichenden Schutzes der paternalen Allele gegebentiber
der de novo Methylierung) oder aber 2. die fehlerhaften Imprints postzygotisch verloren
gegangen sind. Es ist schwierig, solche Vorgange mit den Techniken der assistierten
Reproduktion in Zusammenhang zu bringen.

Die gefundenen Methylierungsverdnderungen, die bei infertilen Mannern nachgewiesen
wurden (MEST mit eingeschlossen), lassen die Annahme zu, dass die Methylierungs-
veranderungen, die in Kind #33 gefunden worden sind, mit den Fertilitatsproblemen des
Vaters zusammenhéangen. Das folgende Szenario ware mit den schon verdffentlichten Daten
und unseren Ergebnissen kompatibel. Das Kind #33 wurde mit einem Spermium gezeugt, das
eine fehlerhafte Methylierung am KCNQ1OT1 und MEST Locus trug. Diese fehlerhafte
Methylierung konnte Folge einer fehlerhaften Ausloschung maternal methylierter Imprints
wéhrend der Spermatogenese sein. Bei Patienten mit dem Prader-Willi Syndrom und
sporadischem Imprintingdefekt konnte gezeigt werden, dass das Chromosom, das den
Imprintingdefekt tragt immer von der GrolRmutter vaterlicherseits stammt (Buiting et al.,
2003). Dies deutet darauf hin, dass Fehler in der Ausléschung von Imprints tatsachlich
vorkommen. Im Gegensatz zu einem richtigen maternal methylierten Imprint muss das
aberrante Methylierungsmuster nicht an jedem CG-Dinukleotid in der DMR beobachtet
werden. Dies konnte eine gewisse Instabilitdt des Imprints wahrend der postzygoten
Entwicklung bedeuten, die wiederum dazu fiihren kénnte, dass der aberrante Imprint in
einigen Zellen verloren geht. AuBerdem haben normale Zellen wahrscheinlich einen gewissen
Wachstumsvorteil gegentiber den Zellen mit einer Hypermethylierung am KCNQ1OT1 und
MEST Locus, was zur Folge hatte, dass der Anteil von normalen Zellen héher ware als der
Anteil an betroffenen Zellen. Dies wirde auch erklaren, dass das Kind #33 ein normales
Wachstum nach der Geburt zeigte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass unter 19 ICSI-Kindern ein ICSI-Kind mit einer
Imprintingstérung am KCNQ1OT1 und MEST Locus identifiziert werden konnte. Wie
relevant dieses Ergebnis ist, kann nicht gesagt werden, da hierzu mehr Kontrollkinder und
auch mehr ICSI-Kinder untersucht werden missten. Eine Hypermethylierung am KCNQ10T1
Locus bei einem normalen oder wachstumsretardierten Kind wurde bislang nicht publiziert.

Es konnte ein seltenes stochastisches Ereignis sein oder aber mit der Infertilitdt des Vaters
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zusammenhangen. Ein direkter Zusammenhang mit der 1CSI Technik ist unwahrscheinlich.
Da die Haufigkeit von Imprintingdefekten selten ist und fehlerhafte Imprints an bestimmten
Loci instabil sein kénnten und dadurch verloren gehen kénnten, ist es notwendig, dass
verschiedene Gewebe um den Zeitpunkt der Geburt (einschliel3lich der Plazenta) untersucht
werden. AulRerdem ist es notwendig, dass mehr Kinder untersucht werden. Nur so kann man
einen Gesamteindruck dariber bekommen, wie sich das Mosaik verhalt und

Imprintingdefekte eventuell besser detektieren.

4.3.2 Suche nach Mutationen im CTCFL Gen bei subfertilen Mannern

Bislang wurden beim Menschen noch keine Genmutationen gefunden, die mit fehlerhaftem
Imprinting und fehlerhafter Spermatogenese assoziiert werden kénnen. Fir die Maus konnte
gezeigt werden, dass ein Fehlen von Dnmt3a und Dnmt3L die Spermatogenese stark
beeinflusst (Kaneda et al., 2004; LaSalle et al., 2007). Ein Fehlen dieser Enzyme kodnnte die
aberrante Methylierung am H19 Locus (Hypermethylierung) der untersuchen Patienten
erklaren, nicht aber die Hypermethylierung am MEST Locus. Diese Hypermethylierung
kdnnte das Resultat einer fehlerhaften Ausléschung maternaler Imprints in der ménnlichen
Keimbahn sein. Loukinov et al. (2002) haben beobachtet, dass die Ausldschung der
Methylierung maternaler Imprints wahrend der ménnlichen Keimzellentwicklung mit einer
Hochregulierung der CTCFL-Expression assoziiert ist. Damit koénnte CTCFL ein
Schlusselprotein der epigenetischen Reprogrammierung in der maénnlichen Keimbahn
darstellen. Es sollte hier daher untersucht werden, ob bestimmte Mutationen im CTCFL Gen
h&ufiger in subfertilen Mannern mit aberranten Methylierungsmustern an H19 und/oder
MEST zu finden sind. Die Sequenzanalyse von 20 subfertilen Méannern, mit einer
Hypomethylierung am H19 Locus und einer Hypermethylierung am MEST Locus, ergab
keine bona fide Mutationen. Es wurden schon bekannte SNPs gefunden, die eventuell das
Risiko fur Reprogrammierungsfehler erhdhen konnten. Um dies zu kléren, misste eine grof3
angelegte Fall-Kontroll-Studie durchgefihrt werden.

Hier wurde nur das CTCFL Gen analysiert, es gibt aber noch weitere Kandidatengene, die auf
Mutationen und/oder Sequenzvarianten untersucht werden konnten. Die Expression der
kurzen Isoform des MBD2 Gens z.B. ist ebenfalls wahrend der Spermatogenese hochreguliert.
Bhattacharya et al. (1999) berichteten, dass MBD2 DNA aktiv demethyliert (1999). Es kdnnte
demnach auch ein Schlusselprotein der epigenetischen Reprogrammierung in der mannlichen

Keimbahn darstellen.
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4.4 Abklarung einer familidren generalisierten Imprintingstérung

Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Patient zeigt an allen untersuchten Loci (aufler am
NESP Locus), sowohl an maternal methylierten Loci als auch an paternal methylierten Loci,
eine Hypomethylierung. Nur an dem NESP Locus wurde eine Hypermethylierung detektiert.
Der GNAS Locus scheint zwei unabhdngige Imprintingdoméanen zu besitzen (Liu et al.,
2005a). Der Imprint des GNAS Exon 1A Gens wird durch eine Imprintingkontrollregion
reguliert, wahrend der Imprint der Gene NESP, NESPAS und GNASXL durch eine zweite,
unabhangige Imprintingkontrollregion reguliert wird. Eine Deletion der Imprintingdomane
GNAS Exon 1A hat keine Wirkung auf die zweite Imprintingdomane. Liu et al. (2005b)
beobachteten, dass eine Hypomethylierung am NESPAS Locus immer mit einer
Hypermethylierung am NESP Locus verbunden ist. Dies stimmt mit den Ergebnissen fiir den
Indexpatienten und die beiden Feten (Fet 1, Fetozid; Fet 2, Abort) dieser Familie Gberein.

Die Methylierungsergebnisse fir die verschiedenen untersuchten Loci wurde mit Hilfe der
MS-PCR, SeQMA und MS-MLPA ermittelt und durch eine genomweite
Methylierungsanalyse per Array verifiziert. Anhand der Methylierungsergebnisse misste der
Patient ein somatisches Mosaik fir folgende Erkrankungen sein: Beckwith-Wiedemann
Syndrom (BWS), Silver-Russell Syndrom (SRS), upd(14)mat Syndrom, Transienter
neonateler Diabetes mellitus (TNDM), Pseudohypoparathyroidismus Typ 1B (PHPIB) und
Angelman Syndrom (AS). Interessanterweise aber weist der Patient wider Erwarten einen
eher milden Phénotyp auf. Moglicherweise heben sich die Defekte bis zu einem gewissen
Grad gegenseitig auf. Bislang zeigt er u.a. Merkmale, die fir BWS typisch sind (z.B. eine
Nabelhernie), aber auch Merkmale, die fur SRS typisch sind (z.B. intrauterine
Wachstumsretardierung). RegelmaRige klinische Nachuntersuchungen des Patienten, der
inzwischen zwei Jahre alt ist, werden zeigen, ob und wie sich die verschiedenen
Imprintingerkrankungen phanotypisch ausprdgen werden (z.B. mentale Retardierung,
fehlende Sprachentwicklung, vorzeitige Pubertat).

Anhand der erhobenen Daten scheinen der Patient und die beiden Feten eine generalisierte
Imprintingstérung zu haben. Ein solcher Fall wurde bislang in der Literatur nicht berichtet.
Kirzlich wurde eine Arbeit verdffentlicht, in der Patienten mit Silver-Russell Syndrom und
Beckwith-Wiedemann Syndrom eine Hypomethylierung an maternal und paternal
methylierten Loci aufweisen (Azzi et al., 2009). Trotz der Hypomethylierung mehrerer Loci

zeigen diese Patienten nur einen Phénotyp. Entweder zeigen sie die klinischen Merkmale
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eines Beckwith-Wiedemann Syndroms oder die Patienten zeigen einen Phanotyp, der typisch
fiir das Silver-Russell Syndrom ist.

Es gibt drei weitere Publikationen, in denen tber Patienten berichtet wird, die fiir einige Loci
eine Hypomethylierung aufweisen. Allerdings sind bei diesen Patienten, die entweder TNDM
oder BWS haben, nur maternal methylierte Loci betroffen (Mackay et al., 2006; Bliek et al.,
2008; Boonen et al., 2008). Zur Klarung der molekulargenetischen Ursache fihrten Bliek et
al. (2008) eine Mutationsanalyse fir das DNMT3L Gen bei Muttern von zwei der
untersuchten BWS Patienten durch. Allerdings fanden sie nur vier SNPs, die auch in der
Normalpopulation gefunden wurden. In M&usen konnte gezeigt werden, dass Dnmt3L fir die
Etablierung der maternalen Imprints notwendig ist (Bourc’his et al., 2001).

Bei dem von uns untersuchten Patienten ist der Grad der Methylierung an verschiedenen Loci
im selben Gewebe unterschiedlich (Blut: SNRPN 20-25% Methylierung; PLAGL1
unmethyliert), aber auch am selben Locus in verschiedenen Geweben unterschiedlich (NDN:
Blut 20% Methylierung; MSH unmethyliert). Die Bisulfit-Klonierung fir die Loci
KCNQ1OT1 und SNRPN zeigte, dass die Imprintingdefekte als somatisches Mosaik
vorliegen. Fir beide Loci wurden Klone von komplett methylierten oder komplett
unmethylierten Sequenzen erhalten. Mischklone, die unmethylierte CG-Dinukleotide und
methylierte CG-Dinukleotide aufweisen, wurden nicht erhalten. Im Gegensatz zum Patienten
zeigen die beiden untersuchten Feten eine Hypomethylierung an mehreren geprégten Loci,
jedoch nicht an allen. Genau wie beim Patient aber liegen die Imprintingdefekte auch hier als
somatisches Mosaik vor.

Interessanterweise sind Mé&use, die flir Dnmtlo defizient sind, auch an paternal und maternal
methylierten Loci hypomethyliert (Howell et al., 2001; Toppings et al., 2008; Cirio et al.,
2008). Auch hier liegt die Hypomethylierung als somatisches Mosaik vor (Toppings et al.,
2008; Cirio et al., 2008). Dnmt1o ist eine Isoform der DNA Methyltransferase Dnmt1, die fir
die Aufrechterhaltung der Methylierung zusténdig ist. Diese Isoform wird in der Oocyte
exprimiert und ist im Cytoplasma lokalisiert. Wahrend der Embryonalentwicklung wird die
Methylierung der geprégten Gene im 8-Zell-Stadium durch die Methyltransferase Dnmtlo
aufrechterhalten. Zu diesem Zeitpunkt ist die Methyltransferase Dnmtlo im Nukleus
lokalisiert (Howell et al., 2001; Ratnam et al., 2002). Das Fehlen von Dnmtlo fiihrt dazu,
dass die Imprints vom 8-Zell-Stadium zum 16-Zell-Stadium nicht aufrechterhalten werden
kdnnen. Allerdings gehen nicht alle Imprints verloren — in welcher Zelle und an welchem
Locus die Imprints verloren gehen ist zuféllig. Dies bedeutet, dass der Verlust von Dnmtlo zu
verschiedenen Epigenotypen fuhrt (Cicio et al., 2008). Die zufallige Segregation der
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Chromosomen wéhrend der Zellteilung spielt ebenfalls eine grolRe Rolle bei der Entstehung
von epigenetischen Mosaiken in Embryos (Cicio et al., 2008). Alle Dnmtlo defizienten
Mause stellen ein Mosaik von Zellen mit unterschiedlichem, aber stabilem Epigenotyp dar
(Cicio et al., 2008). Auch bei der untersuchten Familie kann man erkennen, dass die
verschiedenen untersuchten Individuen (Indexpatient, Fet 1 und Fet 2) ein Mosaik von Zellen
mit unterschiedlichem Epigenotyp darstellen.

Die bei dieser Familie detektierten Methylierungsauffélligkeiten (Patient, Fet 1 und Fet 2)
scheinen ein familéres Problem darzustellen. Bei allen Nachkommen wurden aberrante
Methylierungsmuster (Hypomethylierung) an maternal und paternal methylierten geprégten
Loci gefunden. Die Ursache fur den generalisierte Imprintingstérung ist vermutlich auf ein
Problem bei der Mutter zurlickzufiihren. Sie kénnte eine Mutation haben, die die Oocyten
betrifft und eine maternale-Effekt-Mutation darstellt. In diesem Fall wéaren alle Oocyten der
Mutter betroffen und damit auch alle ihre Nachkommen. Da alle drei Kinder der Mutter
betroffen sind, wiirde diese Hypothese passen. Das NLRP7 Gen codiert fur ein Protein der
NLRP Familie, das bei der Aktivierung von proinflammatorischen Caspasen eine Rolle spielt,
und wird in verschiedene Geweben exprimiert (Kinoshita et al., 2005). Mutationen im NLRP7
Gen fuhren zu Blasenmolen, Fehlgeburten, Totgeburten und zur intrauterinen
Wachstumsretardierung (Murdoch et al., 2006; Deveault et al., 2009). Am Institut fur
Humangenetik in Kiel wurde eine Mutationsanalyse des NLRP7 Gens durchgefiihrt. Dabei
wurde bei der Mutter eine heterozygote Mutation in Exon 6 des NLRP7 Gens gefunden, die
einen Aminosdureaustausch von Alanin zu Valin an Position 719 zur Folge hat. Deveault et
al. (2009) haben dieselbe heterozygote Mutation bei einer Patientin identifiziert. Diese
Patientin hatte drei Fehlgeburten, zwei Blasenmole und ein gesundes Kind, an welches sie die
Mutation vererbt hat. Es ist aber auch maoglich, dass es bei der von uns untersuchten Familie
einen rezessiven Defekt in den Nachkommen gibt. Es ware dann allerdings Uberraschend,
dass drei von drei Nachkommen betroffen sind. Auch eine Stdrung am DNMT1O Locus bei
der Mutter ist denkbar. Leider ist dies sehr schwierig zu kléren, da bislang nicht genau geklart
ist, wo das oozytenspezifische Exon 1 und der entsprechende Promotor fir DNMT10 beim
Menschen lokalisiert sind und eine Untersuchung der Oocyten der Mutter nicht moglich ist.
Am Institut fir Humangenetik in Kiel werden zurzeit weitere molekulargenetische
Untersuchungen durchgefiihrt, um die Ursache der generalisierten Imprintingstérung bei

dieser Familie zu klaren.
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4.5 Methylierungs- und Expressionanalysen am RB1 Locus

Eine genomweite Methylierungsanalyse per Array-Analyse (Infinium® HumanMethylation27
BeadChip, Illumina) fur den oben beschriebenen Patienten lieferte den ersten Hinweis darauf,
dass das RB1 Gen geprégt ist. Mutationen des RB1 Gens, ein Tumorsuppressorgen, kénnen
zur Entstehung des Retinoblastoms, ein intraokularer Tumor im Kindesalter, fihren. Das RB1
Gen liegt in 13914 und kodiert fur ein Phosphoprotein (pRb), das im Nukleus lokalisiert ist.
Dieses Protein kann als Transkriptions-Cofaktor wirken und kann, indem es Chromatin-
modifizierende Enzyme rekrutiert, die Aktivitdt von E2F Transkriptionsfaktoren, die eine
proliferative Wirkung haben, reprimieren (Friend et al., 1986). Eine Phosporylierung von pRb
durch aktivierte Cyclin-abhangige Kinasen (CDKSs) resultiert in der Aktivierung von E2F-
abhdngigen Promotoren. CDK Inhibitoren, wie z.B. CDKN1C, inhibieren diesen Prozess.
Auller der Regulierung des Zellzyklus spielt pRb auch eine wichtige Rolle in der
Embryogenese und Aufrechterhaltung von Trophoblastenstammzellen (Wenzel et al., 2007).
Obwohl einige wenige elternspezifische Effekte am Retinoblastom-Locus beobachtet wurden,
gab es bislang keinen Hinweis auf eine differentielle Methylierung des Promotors oder eine
allelspezifische Expression.

Der Patient mit der generalisierten Imprintingstérung zeigte eine Hypomethylierung fir ein
CpG island (CpG 85) in Intron 2 des RB1 Gens. Mittels Bisulfit-Klonierung konnte dieses
Ergebnis verifiziert werden. AufRerdem konnte gezeigt werden, dass das CpG 85 maternal
methyliert und paternal unmethyliert ist. Weitere Analysen zeigten, dass das CpG 85 einen
Promotor fur ein alternatives Transkript reprasentiert, das paternal exprimiert wird. Demnach
unterliegt dieser Locus dem Imprinting.

Die Entdeckung eines paternal exprimierten alternativen RB1 Transkripts und die Entdeckung
einer allelische Imbalance, mit einem 3:1 (mat:pat) verschobenen Transkriptverhéltnis, am
RB1 Locus (Tea Berulava fihrte die Experimente zur allelischen Imbalance durch) fiihrten zu
der Frage, ob und wie diese beiden Entdeckungen in Zusammenhang stehen. Dazu wurden
Zellkultur-Versuche durchgefiihrt, bei denen das CpG 85 durch die Behandlung mit AzadC
demethyliert wurde. Nach der AzadC-Behandlung wurde die Expression von RB1 von Tea
Berulava im Institut fur Humangenetik in Essen untersucht. Hier zeigte sich, dass die partielle
Demethylierung an CpG 85 mit einem geringer verschobenen Transkriptverhéltnis des
reguldaren RB1 Transkripts einhergeht. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Expression des
alternativen RB1 Transkripts, aufgrund des unmethylierten CpG 85, zur Reduktion der
Expression des reguldren paternalen RB1 Transkripts fuhrt.
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Ein Erklarungsmodell fir diese Beobachtung ware die so genannte transkriptionelle
Interferenz (TI; Shearwin et al., 2005). Die TI ist eine Form der Genregulation, bei der zwei
Promotoren um die Transkriptionsmachinerie konkurrieren. Es ist aber auch mdglich, dass an
beide Promotoren Transkriptionskomplexe binden, die sich dann aber gegenseitig behindern
bzw. storen. Diese Storung oder Blockierung kann aufgrund unterschiedlicher
Transkriptionsgeschwindigkeiten entstehen (Shearwin et al., 2005). Die Demethylierung des
CpG 85 auf dem maternalen Chromosom fiihrt zur Expression des alternativen Transkripts
und dadurch auch zur Inhibierung der Expression des reguléaren maternalen RB1 Transkripts —
die Transkriptionsmachinerie des 2B-Transkripts behindert die Transkriptionsmachinerie des
reguldren RB1 Transkripts. Ein geringer verschobenes Transkriptverhaltnis des reguléren RB1
Transkripts wurde auch in den Mock-behandelten LCLs, die eine erhdhte Methylierung des
CpG 85 aufweisen (All-1 and CII-1), beobachtet. Hier verhélt es sich anders als oben
beschrieben: Da das paternale CpG 85 an Methylierung zunimmt, wird das 2B-Transkript
weniger stark exprimiert und die Expression des reguldren paternalen RB1 Transkript wird
nicht eingeschrénkt — da das CpG 85 methyliert ist, kann die Transkriptionsmachinerie fiir das
2B-Transkript nicht binden und der Transkriptionskomplex des reguldaren RB1 Transkripts
wird nicht gestort. In beiden Fallen erhalt man ein weniger verschobenes Transkriptverhéltnis.
Das bedeutet, dass die Reduktion der Expression des reguldren RB1 Transkripts durch die
Expression des alternativen Transkripts (TI) und damit vom Methylierungsstatus des CpG 85
abhangig ist.

Ein weiteres Erklarungsmodell fur das Beobachtete ware das so genannte ,,Isolator-Modell*,
das auch am IGF2/H19 Locus wirkt (Banerjee et al., 2001). Die Imprintingkontroliregion 1
(ICR1) befindet sich zwischen den beiden Genen IGF2 und H19 auf Chromosom 11 und
reprasentiert eine Bindestelle fir das Isolator-Protein CTCF. Sie ist differentiell methyliert
und kontrolliert den Zugang von zwei Enhancer-Elementen, die stromabwarts von H19 liegen
und von beiden Genen genutzt werden. Auf dem maternalen Chromosom 11 ist die ICR1
unmethyliert und CTCF kann binden. Dadurch kénnen die Enhancer-Elemente nicht mehr mit
dem Igf2 Promotor wechselwirken, sondern es kommt zu einer Wechselwirkung mit dem H19
Promotor und H19 wird exprimiert. Da die ICR1 auf dem paternalen Chromosom methyliert
ist, kann CTCF nicht binden, die Enhancer-Elemente interagieren mit dem Igf2 Promotor und
es kommt zur Expression von Igf2 (Hark et al., 2000; Ohlsson et al., 2001; Szabo et al.,
2004). CTCF (CCCTC-binding factor) ist ein 11-Zinkfingerprotein, das ein wichtiger
Regulator der geprégten Genexpression ist. Es ist ein Chromatin Isolator, der den Zugang von
entfernten Enhancern zu Promotoren reguliert. Es bindet nur an das unmethylierte Allel
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(Kanduri et al., 2000; Klenova et al., 2002). Fur den RB1 Locus konnte aber keine CTCF

Bindestelle identifiziert werden.

Datenbankanalysen zeigten, dass das CpG 85 Teil einer ~4,5 kb groRen Region ist, die eine
hohe Sequenzidentitdt (87%) zu Exon 4 und 18 bp von Exon 3 des KIAA0649 Gens
(NM_014811) hat. Das KIAA0649 Gen ist in 9934 lokalisiert und besteht aus 4 Exons. Seine
Funktion ist bislang nicht bekannt (Yang et al., 2005). Es fand also eine Retrotransposition
eines prozessierten Pseudogens auf Chromosom 13 statt. Vier weitere intronlose Kopien
dieses Gens wurden auf dem Chromosom 22 (22q11.21) gefunden, die eine Sequenzidentitét
zu Exon 2 bis Exon 4 des KIAA0649 Gens von jeweils 89% aufweisen. Nach der Integration
des prozessierten Pseudogens auf Chromosom 22 fanden vermutlich Genduplikationen statt,
die zu den vier Kopien fihrten. Der offene Leserahmen, der sich in Exon 4 des KIAA0649
Gens befindet, ist in allen Kopien verloren gegangen. In Exon 4 des KIAA0649 Gens befinden
sich vier kleine CpG islands (<300 bp). Aus jeweils zwei dieser CpG islands entstanden die
zwei grolRen CpG islands auf Chromosom 13 (CpG 85 und CpG 42). In den vier Kopien auf
Chromosom 22 sind die kleinen CpG islands verloren gegangen. Es ist aber auch denkbar,
dass das ancestrale Gen KIAA0649 ein groRes CpG island besaB, dieses aber, nach der
Retrotransposition auf Chromosom 13, wegmutiert ist. Das CpG 85 wirde demnach einen
Teil dieses ancestralen CpG islands repréasentieren. Die Retrotransposition auf Chromosom 22

héatte sich dann nach dem Verlust des ancestralen CpG islands ereignet.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die allelische Imbalance am RB1 Locus mit
der Integration eines prozessierten Pseudogens, das einen Promotor fir ein alternatives
Transkript darstellt, zusammenhédngt. Diese Ergebnisse erweitern die bisherigen
Beobachtungen zu epigenetisch  kontrollierter transkriptioneller Interferenz  durch
Retrotransposons (Whitelaw et al., 2001; Wang et al., 2004) - epigenetisch kontrollierte
transkriptionelle Interferenz kann auch durch prozessierte Pseudogene hervorgerufen werden.
Diese Ergebnisse unterstiitzen auch die Ansicht, dass genomisches Imprinting auf
Schutzmechanismen des Wirtsgenoms aufbaut (Barlow et al., 1993; Yoder et al., 1997,
Suzuki et al., 2007; Pask et al., 2009). Ein Beispiel hierfiir ist das gepréagte Gen PEG10, das
eine gewisse Homologie mit dem Sushi-ichi Retrotransposon teilt (Ono et al., 2001). Dieses
Gen, das von einem Retrotransposon stammt, ist unter den Saugetieren hoch konserviert und
wird paternal exprimiert (Ono et al., 2001; Ono et al., 2003; Ono et al., 2006). Knockout-
Experimente in der Maus zeigten, dass Peg10 essentiell fur die Entwicklung der Plazenta ist
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(Ono et al., 2006). Anders als PEG10 stammt die DNA Sequenz, die in das RB1 Gen
integriert wurde von einem endogenen Gen (KIAA0649). Dies scheint auch fir das gepragte
Gen Zrsrl zuzutreffen, das im Intron 1 des Commdl Gens liegt (Wang et al., 2004). Das
Zrsrl Gen wird nur vom paternalen Allel exprimiert und wird in Antisense Richtung zu
seinem Wirtsgen Commd1 transkribiert. Fur das Wirtsgen Commd1 wurde eine iberwiegende
Expression des maternalen Allels beobachtet, die auf eine TI beider Gene zurlickzufiihren sein
kdonnte (Wang et al., 2004). Ein weiteres solches Beispiel liefert das gepréagte Nnat Gen
(Schulz et al., 2009). Dieses Gen liegt im Intron 1 des Blcap Gens und wird paternal
exprimiert. Es wird ebenfalls in Antisense Richtung zu seinem Wirtsgen transkribiert. Das
Mcts2 Gen stellt eine Duplikation des X-chromosomalen Mctsl Gens dar, das durch eine
Retrotransposition der mRNA in das vierte Intron des H13 Gens gelangt ist (Wood et al.,
2008). Wie die Gene Zrsrl und Nnat ist es ein paternal exprimiertes, unabhangiges, aktives
Gen, das fir ein Protein codiert. Anders als Zrsrl und Nnat wird es in dieselbe Richtung
transkribiert wie sein Wirtsgen H13. Eine Hypermethylierung der Promotorregion des Mcts2
Gens fihrt zur Transkription der langen Isoform des H13 Gens, wahrend eine
Hypomethylierung der Promotorregion des Mcts2 Gens zur Transkription der kurzen Isoform
des H13 Gens fiihrt (Wood et al., 2008). Dies bedeutet, dass vom maternalen Allel (Mcts2
methyliert) Uberwiegend die lange Isoform des H13 Gens exprimiert wird, wahrend vom
paternalen Allel (Mcts2 unmethyliert) die kurze Isoform exprimiert wird. Anders als das
Zrsrl, das Nnat und das Mcts2 Gen jedoch missen die KIAA0649 cDNA Fragmente schon bei
ihrer Ankunft funktionslos gewesen sein, da ihnen das 5’Ende fehlt. Es codiert fur kein
Protein, sondern das CpG island (CpG 85) agiert jetzt als ein alternativer RB1 Promotor. Im
Gegensatz zu dem 5’trunkierten, prozessierten KIAA0649 Pseudogen in Intron 2 des RB1
Gens sind die Gene Zrsrl, Nnat und Mcts2, die in Intron 1 des Commd1 Gens und Blcap Gens
bzw. in Inron 4 des H13 Gens lokalisiert sind (Wang et al., 2004; Wood et al., 2008; Schulz et
al., 2009), unabhangige, aktive Gene, die in Antisense oder Sense Orientierung zu ihren

Wirtsgenen transkribiert werden.
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5. Zusammenfassung

Imprinting ist ein epigenetischer Prozess, Uber den die monoallelische Expression
gewaéhrleistet wird. Imprintingfehler fihren zu Entwicklungsstérungen und einer veranderten
Genexpression, was zu Imprintingerkrankungen fihrt.

Das Prader-Willi Syndrom (PWS) wird durch den Funktionsverlust paternal exprimierter
Gene in der 1591113 Region hervorgerufen, wobei allerdings nicht Kklar ist, welche Rolle die
einzelnen Gene bei der phanotypischen Auspragung des PWS spielen. In dieser Arbeit konnte
durch eine Genotyp/Phanotyp Analyse von zwei Patienten mit PWS mit einer atypischen
Deletion in 15911q13 und einer Patientin mit einer unbalancierten Translokation
t(X;15)(g28;911.2) gezeigt werden, dass die paternal exprimierten Gene MKRN3, MAGEL?2
und NDN keine wesentliche Bedeutung bei der Entstehung des PWS haben.

Durch eine Kombination von Methylierungs-, Segregations- und Gendosisanalysen bei sieben
Patienten konnte bestétigt werden, dass Imprintingfehler und Deletionen in der DLK1/MEG3
Region zu einem Phéanotyp fihren, der vergleichbar mit dem Phénotyp ist, der urspriinglich
bei dem Vorliegen einer maternalen uniparentalen Disomie 14 beschrieben wurde. Demnach
scheint der Funktionsverlust der paternal exprimierten Gene DLK1 und RTL2 fir den
upd(14)mat Phanotyp verantwortlich zu sein.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob Kinder, die durch ICSI gezeugt
wurden und ein niedriges Geburtsgewicht hatten, abnormale Methylierungsmuster an
gepréagten Loci aufweisen. Dazu wurden sechs gepragten Loci bei 19 ICSI-Kindern und 29
gleichaltrigen Kontroll-Kindern (natirlich gezeugt; normales Geburtsgewicht) untersucht.
Unter 19 ICSI-Kindern zeigte ein ICSI-Kind Methylierungsverdnderungen am KCNQ1OT1
und am MEST Locus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem mittels ausgedehnten Methylierungsanalysen bei
einem Patienten eine generalisierte Imprintingstorung nachgewiesen. Er zeigte eine
Hypomethylierung sowohl an maternal als auch an paternal methylierten Loci. Die aberranten
Methylierungsmuster liegen als somatisches Mosaik vor. Bislang wurde kein weiterer Fall mit
einer Hypomethylierung an allen bekannten gepragten Loci beschrieben. Ausgehend von
einer genomweiten Methylierungsanalyse dieses Patienten konnte gezeigten werden, dass im
Intron 2 des RB1 Gens ein elternspezifisch methyliertes CpG island lokalisiert ist, das einen
alternativen RB1 Promotor beinhaltet. Das neu identifizierte, alternative RB1 Transkript wird
ausschliel3lich vom paternalen Allel exprimiert. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um

die Funktion dieses Transkripts und dessen klinische Relevanz zu klaren.
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7. Anhang

7.1 Oligonukleotide fur die Sequenzierung

Primer | Primersequenz 5°-3’ Annealing Temperatur
Ftag CTTGCTTCCTGGCACGAG 56°C
M13r | CAGGAAACAGCTATGAC 50°C
T7 AATACGACTCACTATAG 46°C
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 48°C

7.2 Oligonukleotide fur die SeEQMA

Locus:

KCNQ1OT1 (Not1-Schnittstelle; U90095)

67021 cgggcgtggc ctggacgccc acaggcctcc acaccgaggg
67081 cggccgctgt cctcacgcgg tcaccccggg gtggtgaaca catcacgcag agaactggcc
67141 cgtgtctccg gctcaccccg gcgatgccaa cgctgaggct ggcgctggcec ccggcccccg

1 CGGGCGTGGCCTGGACGCCCACAGGCCTCCACACCGAGGGCCCACAGCAGTGTCGGGGTG

sl d ol LY B N U S S B b s UV R R U RN N N Sl NN
1 CGGGCGTGGTTTGGACGTTTATAGGTTTTTATATCGAGGGTTTATAGTAGTGTCGGGGTG

61 CGGCCGCTGTCCTCACGCGGTCACCCCGGGGTGGTGAACACATCACGCAGAGAACTGGCC

ol B 1 B BN annd VB ER g SNV N SR R N e NN N R R NN O
61 CGGTCGTTGTTTTTACGCGGTTATTTCGGGGTGGTGAATATATTACGTAGAGAATTGGTT

121 CGTGTCTCCGGCTCACCCCGGCGATGCCAACGCTGAGGCTGGCGCTGGCCCCGGCCCCCG
s 1 1 B Rhad B B BEERay bk 11 EEE F bkt DR N UGS 10 Sadt | ) ERnhay EREEhus
121 CGTGTTTTCGGTTTATTTCGGCGATGTTAACGTTGAGGTTGGCGTTGGTTTCGGTTTTCG

Primer KCNOQ10OT1 Not1-Schnittstelle 5’-3’

LIT1-Not1-Ftag

CTTGCTTCCTGGCACGAG-TTTATAGGTTTTTATATYGAGGGTTTATAGTAG

LIT1-Not1-RM13

CAGGAAACAGCTATGAC-AAATAAACYRAAAACACRAACCAATTCTCTAC

Sonstiges

Annealing Temperatur 57°C
Orange - SNP (im Primer Wobble)
Sequenzierung mit Ftag 56°C
Produktgrolie 157 bp

cccacagcag tgtcggggtg

+ tag

+ tag
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Locus:

17941
18001
18061
18121
18181
18241

MEST (AC144863)

ccctgegegg getgtgggcet
cgggctctgce ggcgececggt
catggtgcgc cgagatcgcc
ggcggecctg ggactaggge
gctgcctctg ggcgaaaact
cttgaggagg gggtgtcact

gcgggetgeg
gctctgcaac
tccgcaggtg
gcaggcgagc
ctaccgacag
cctgcccgea

ccceegetge tggccagetc
gctgeggegg geggeatggg
agtgtgcggt gggaacgagg
ggaggactgt gtgcccgtgt
gcggcacgca ttccgcgecc
atggaatgtt cagaacgcgg

tgcacggctg
ataacgcggc
gggtgtggct
ccgagctggg
gctctgccta
gacctccttg

1 CCCTGCGCGGGCTGTGGGCTGCGGGCTGCGCCCCCGCTGCTGGCCAGCTCTGCACGGCTG
e R I I IR R F H T T I H s =

=

TTTTGCGCGGGTTGTGGGTTGCGGGTTGCGTTTTCGTTGTTGGTTAGTTTTGTACGGTTG — + tag

61 CGGGCTCTGCGGCGCCCGGTGCTCTGCAACGCTGCGGCGGGCGGCATGGGATAACGCGGE
st § 0 K N sl sl U 0 I O Gl O sl S U S R N N NN NN N i B
61 CGGGTTTTGCGGCGTTCGGTGTTTTGTAACGTTGCGGCGGGCGGTATGGGATAACGCGGT

121 CATGGTGCGCCGAGATCGCCTCCGCAGGTGAGTGTGCGGTGGGAACGAGGGGGTGTGGCT

AN Saahad YU N huatd et U NN NN S g NN NN RS SUNN NN NN
121 TATGGTGCGTCGAGATCGTTTTCGTAGGTGAGTGTGCGGTGGGAACGAGGGGGTGTGGTT — + tag

181 GGCGGCCCTGGGACTAGGGCGCAGGCGAGCGGAGGACTGTGTGCCCGTGTCCGAGCTGGG

Il EEE SN R RN St U ol U g RN NN NN NN N el N Eud U R R U0
181 GGCGGTTTTGGGATTAGGGCGTAGGCGAGCGGAGGATTGTGTGTTCGTGTTCGAGTTGGG

Primer MEST 5’-3’

PEG1-Ftag

PEG1-RM13

Sonstiges

CTTGCTTCCTGGCACGAG-TYGTTGTTGGTTAGTTTTGTAYGGTT

Annealing Temperatur 58°C

Keine SNPs

Sequenzierung mit Ftag 56°C
Produktgrofie 184 bp

CAGGAAACAGCTATGACCCAACCACACCCCCTCRTTCCCAC

Der Forward-Primer wurde Gbernommen aus Sato et al. (Sato et al., 2007) und mit einem
“tag” am 5’-Ende versehen.
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Locus:

163081
163141
163201
163261
163321
163381
163441
163501
163561
163621
163681
163741

361

PEG3 (AC006115)

ggcgeggaga
agcagcccgg
gccactgtgc
ccctgccaca
ctggcccaga
aggcgcactc
ccctcatgge
cccaaacctc
cttgtcaggg
ccctctcegg
gcaacagttt
agccaggtct

ccctgcagca
gctgcgcecca
ccactctcgg
agggtcgctg
gccgtcgega
acctcacctc
gcceggegec
tcctcccgea
cttctccgeca
gccccctcac
ggcgcgaagg
ggaaaagggg

gcccctcaga
cccctgeece
actgggcagc
gcttgccgeg
caccaaggtc
agtgctgcge
cggcggcgec
gctgcccaga
gaggcgggge
cacagccctg
ctgggggctg
ggtgggttgg

ccccggactg
aaaaaggcac

gggcggcecaa
gggtcttggg
ccgegggeag
agcctcggge
accagcccag
cttctgcacc
ttctgtgcta
tgacgtgcca
acgtcaggga
gtggtggggg

caagatggcg
caaccatcca
gtaccatgtc
cttgcggcaa
gaggcgcgeg
acgaacagcc
ggtggacatc
gaggtgcagc
gccaatcagc
atcaggctgc
gtggccgtga
tgcagcccce

gcaccaacgc
cagcctggcec
cgccagcccg
gacggccact
gggcggecga
gcctagcgeca
tccegegect
tcgacgcctc
agcctcaccg
ggttgccaca
gggaccccaa
aaagaaatgg

CCCTCATGGCGCCCGGCGCCCGGCGGCGCCACCAGCCCAGGGTGGACATCTCCCGCGCCT

i B E s B RE s B R i N N R NN N e e |

361

421

TTTTTATGGCGTTCGGCGTTCGGCGGCGTTATTAGTTTAGGGTGGATATTTTTCGCGTTT

+ tag

CCCAAACCTCTCCTCCCGCAGCTGCCCAGACTTCTGCACCGAGGTGCAGCTCGACGCCTC

el [ [ [l el el et I IS N e O O BN R i

421

481

TTTAAATTTTTTTTTTCGTAGTTGTTTAGATTTTTGTATCGAGGTGTAGTTCGACGTTTT

CTTGTCAGGGCTTCTCCGCAGAGGCGGGGCTTCTGTGCTAGCCAATCAGCAGCCTCACCG

R N N el WU st 0 0 0 0 0 O O A s

481

Primer PEG3 5'-3'

PEGS3-F-tag

PEG3-R-M1

Sonstiges

TTTGTTAGGGTTTTTTCGTAGAGGCGGGGTTTTTGTGTTAGTTAATTAGTAGTTTTATCG

+ tag

CTTGCTTCCTGGCACGAG-TTATTAGTTTAGGGTGGATATTTTT

3

Annealing Temperatur 56°C
Orange - SNPs

Sequenzierung mit Ftag 56°C
Produktgrofie 177bp

CAGGAAACAGCTATGAC-ACTAATTAACTAACACAAAAACCCC


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=28384422
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Locus:

52921

PLAGL1 (AL109755)

— 53160 bp

gaggccagagcacgccccagccgtgtctaaatcaaggetcggggceggtaccgacgggctgaatgacaaatggcagatgcecg
tgggctttgccgeccgeggcagcecaagaggatggetgcgeccgaggaggecgcgecgcaggeggggcetcgggagecggaacg
gcgcggecgegaggagggegetggggeccctggegggggcegtcacgtggcaggaggaggecccgecggggagetgggg

g

(reverse complement)

361

361

421

421

481

481

541

541

CGGCCGCCGACCCCCAGCTCCCCGGCGGGGCCTCCTCCTGCCACGTGACGCCCCCGCCAG
Sl [t et 5ol el [ (B (et S S I I el el el I (el Rt N Rt cheieieiat 5 il N |
CGGTCGTCGATTTTTAGTTTTTCGGCGGGGTTTTTTTTTGTTACGTGACGTTTTCGTTAG

GGGCCCCAGCGCCCTCCTCGCGGCCGCGCCGTTCCGGCTCCCGAGCCCCGCCTGCGCGLG

+ tag

EXON 1

[ B B et Rl [tk ol etk e ol I [ e It ol [ et el [
GGGTTTTAGCGTTTTTTTCGCGGTCGCGTCGTTTCGGTTTTCGAGTTTCGTTTGCGCGCG

GCCTCCTCGGCGCAGCCATCCTCTTGGCTGCCGCGGGCGGCAAAGCCCACGGCATCTGCC

R RS bl bt J RN U EER RN N N U N Ehannd U bod EAN NN ERR by EAN LA N &
GTTTTTTCGGCGTAGTTATTTTTTTGGTTGTCGCGGGCGGTAAAGTTTACGGTATTTGTT

ATTTGTCATTCAGCCCGTCGGTACCGCCCCGAGCCTTGATTTAGACACGGCTGGGGCGTG

RN NN N e by A Rtk SRR NN R NN N NN A Sy B N U Y bl
ATTTGTTATTTAGTTCGTCGGTATCGTTTCGAGTTTTGATTTAGATACGGTTGGGGCGTG

Primer PLAGL1 5-3’

ZAC-P1-inFtag

ZAC-P1-RM13

Sonstiges
Annealing Temperatur 59°C

Keine SNPs
Sequenzierung mit Ftag 56°C
Produktgrolie 244 bp

Der Reverse-Primer wurde tUbernommen aus Valleley et al. (Valleley et al.,

einem ,tag“ am 5’-Ende versehen.

+ tag

CTTGCTTCCTGGCACGAG-GGGGTTTTTTTTTGTTAYGTG

CAGGAAACAGCTATGAC-CCCAACCRTATCTAAATCAAAACT

2007) und mit



Anhang 104
Locus: MEG3 G3.2 (AL117190)
67501 ggcgcgggat ctactggagg atcctggatt cgtttaccca agagggaaca gttttgagac
67561 cccccggatt cactgcggag tggccgcaga ggccggggtc ggcctttgcg ccgtggettce
67621 gggtgttgtg gaggcgcaca gaggcacgtt agttgatttc cagtggtttt tggtttcggg
67681 ggtcttagga aggtgtggct catttgagca ggatggagag agaggctgtg acaaggtcag
67741 tgaggggcca tcgtgcgggg gctagaaatt gttgttgtgg cgaaggaggg aggcacgact
67801 ttggaggcgt gatgttgatg cctgggggcg aaggcgggga gcggcgtggt ggcccccttt
67861 gcgttacttt ccagcgatgt cacaggttct gtctctcgtt ccgagaccac ccacatgcgt
67921 gacagcggtg cctggaggac tgggtctttc tgactttagt gaacgtgtgt ttaattggat
1 GGCGCGGGATCTACTGGAGGATCCTGGATTCGTTTACCCAAGAGGGAACAGTTTTGAGAC
st S I N NS N e N e AR RN A R AR E
1 GGCGCGGGATTTATTGGAGGATTTTGGATTCGTTTATTTAAGAGGGAATAGTTTTGAGAT  + tag
61 CCCCCGGATTCACTGCGGAGTGGCCGCAGAGGCCGGGGTCGGCCTTTGCGCCGTGGCTTC
s LI N U S RN N RN Eha R NN e N U 0 G 0 0 N Sl 0 0 0 1 s
61 TTTTCGGATTTATTGCGGAGTGGTCGTAGAGGTCGGGGTCGGTTTTTGCGTCGTGGTTTC
121 GGGTGTTGTGGAGGCGCACAGAGGCACGTTAGTTGATTTCCAGTGGTTTTTGGTTTCGGG
ALLEERRREEEE == =+ == nnnni++1li
121 GGGTGTTGTGGAGGCGTATAGAGGTACGTTAGTTGATTTTTAGTGGTTTTTGGTTTCGGG
181 GGTCTTAGGAAGGTGTGGCTCATTTGAGCAGGATGGAGAGAGAGGCTGTGACAAGGTCAG
PRL=REERE R == ===l
181 GGTTTTAGGAAGGTGTGGTTTATTTGAGTAGGATGGAGAGAGAGGTTGTGATAAGGTTAG  + tag

241

TGAGGGGCCATCGTGCGGGGGCTAGAAATTGTTGTTGTGGCGAAGGAGGGAGGCACGACT

PEERRE= R+ =R i+ = ++1:1

241

Primer MEG3 G3.2

GTL2_G3_F2-tag

TGAGGGGTTATCGTGCGGGGGTTAGAAATTGTTGTTGTGGCGAAGGAGGGAGGTACGATT

CTTGCTTCCTGGCACGAG-AAGAGGGAATAGTTTTGAGATTTTT

GTL2_G3_R2-M13 CAGGAAACAGCTATGAC-TAACCCCTCACTAACCTTATCACA

Sonstiges

Annealing Temperatur 59°C

Orange > SNP

Sequenzierung mit Ftag 56°C

Produktgrolie 247 bp


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=35252266
https://secure.eurogentec.com/code/en/order_oligo.asp?NumOligo=162652
https://secure.eurogentec.com/code/en/order_oligo.asp?NumOligo=162655

Anhang 105
Locus: H19 (6. CTCF-Bindestelle; AF087017)
5941 ctgattcacc ccagggtgca ctgttgaagg ttggggagat gggaggagat actaggggaa
6001 caatgaggtg tcccagttcc atggatgatg gggatctcgg ccctagtgtg aaacccttct
6061 cgcagggtct ctggcaggca cagagcccgg gggctcttgc atagcacatg ggtatttctg
6121 gaggcttctc cttcggtctc accgcctgga tggcacggaa ttggttgtag ttgtggaatc
6181 ggaagtggcc gcgcggcggc agtgcaggct cacacatcac agcccgagcc cgccccaact
6241 ggggttcgcc cgtggaaacg tcccgggtca cccaagccac gcgtcgcagg gttcacgggg
6301 gtcatctggg aataggacac tcataggagc cgcaccagat cttcaggtcg ggcattatcc
6361 acagccccgt ggccccgggt cacactccga gggcttcagt gtcatggcct gggactcaag
1 GGGATCTCGGCCCTAGTGTGAAACCCTTCTCGCAGGGTCTCTGGCAGGCACAGAGCCCGG
L sy e L T s M N IV AV R NN s
1 GGGATTTCGGTTTTAGTGTGAAATTTTTTTCGTAGGGTTTTTGGTAGGTATAGAGTTCGG
61 GGGCTCTTGCATAGCACATGGGTATTTCTGGAGGCTTCTCCTTCGGTCTCACCGCCTGGA
IR R R sl I R s Y
61 GGGTTTTTGTATAGTATATGGGTATTTTTGGAGGTTTTTTTTTCGGTTTTATCGTTTGGA
CTCF-Bindestelle
121 TGGCACGGAATTGGTTGTAGTTGTGGAATCGGAAGTGGCCGCGCGGCGGCAGTGCAGGCT
U g NN RN g NN N s Sed NIV
121 TGGTACGGAATTGGTTGTAGTTGTGGAATCGGAAGTGGTCGCGCGGCGGTAGTGTAGGTT  + tag
181 CACACATCACAGCCCGAGCCCGCCCCAACTGGGGTTCGCCCGTGGAAACGTCCCGGGTCA
AR R R sl s LR NN N Eadtnad LU Sad ERSad VU B
181 TATATATTATAGTTCGAGTTCGTTTTAATTGGGGTTCGTTCGTGGAAACGTTTCGGGTTA
241 CCCAAGCCACGCGTCGCAGGGTTCACGGGGGTCATCTGGGAATAGGACACTCAT
st Seat VLU R Sud NN R N NN NN
241 TTTAAGTTACGCGTCGTAGGGTTTACGGGGGTTATTTGGGAATAGGATAT + tag

Primer H19 6.CTCF 5’-3’

CTCF-RM13

H19-in-Ftag

Sonstiges

Annealing Temperatur 56°C

CAGGAAACAGCTATGACATATCCTATTCCCAAATAACCCC

CTTGCTTCCTGGCACGAGGGTAYGGAATTGGTTGTAGTTGTGG

Orange > SNPs
Sequenzierung mit Ftag 56°C
Produktgréfie 204 bp


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11564736
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=34610866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=35678657
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Locus: NDN (ensembl)

ATCTGATTTGGTAGGGAGTCGATCATTTTTTATTGGAATTTCTCAGGATTCCAACCTCAGACATCCACTTTACAGTTTACACA
TTTTCTTGGACAAGCCCGACTGTTCCTCTCACTGGTTCGCATAAAGCTCATGTTTACAAAGCCGCCCAGACCTTTCTCTGGGA
CTCTCATATTTAACTTAATTCTGGATATACCCAGGTAAGCGTTTCCCAAGAAACTTGACCCCAACATCCCAAAAACTTAAGGT
ATCTTTCCCTTAAACTGGCCCCTTCTCCAGTACGCATCCATCTCACTTCTCTCCTGCCCTAGATCTTCTCAGCCCAAACAGGA
AACCCCGGGATCGCTCTCCCAGCAGGTGAAGCCTCGCCATGGACCCTCCCCGTCGGGGCCCCGCGCTGCCCCGCCCGCCCCCA
GCCGCTGGCCAAGGCCGCGGTCGCGCAGGCGCAGTGCCGCGTCCCGCCGCCGCCCCGCCCTGCCCGTCGCTGCGGAAGGLCGLL
GCGCGCAGCAACGCGCACTTCCTCTCCAGGAATCCGCGGAGGGAGCGCAGGCTCGAAGAGCTCCTGGACGCAGAGGCCCTGCC
CTTGCCAGACGGCGCAGACATGTCAGAACAAAGTAAGGATCTGAGCGACCCTAACTTTGCAGCCGAGGCCCCCAACTCCGAGG
TGCACAGCAGCCCTGGGGTTTCGGAGGGGGTTCCTCCGTCCGCGACCCTGGCAGAGCCGCAGAGCCCTCCTCTAGGCCCGACG
GCCGCTCCGCAGGCCGCGCCGCCTCCCCAGGCCCCGAACGACGAGGGCGACCCGAAGGCCCTGCAGCAGGCTGCGGAGGAGGG
CCGCGCCCACCAGGCCCCGAGCGCGGCCCAGCCGGGCCCGGCACCGCCAGCCCCGGCGCAGCTGGTGCAGAAGGCGCACGAGC
TCATGTGGTACGTGCTGGTCAAGGACCAGAAGAAGATGATCATCTGGTTTCCAGACATGGTGAAAGATGTCATCGGCAGCTAC
AAGAAGTGGTGCAGGAGCATCCTCCGGCGCACCAGCCTCATCCTCGCCCGGGTGTTCGGGCTGCACCTGAGGCTAACCAGCCT
GCACACCATGGAGTTTGCGCTGGTCAAAGCGCTGGAGCCCGAGGAGCTGGACAGGGTGGCGCTGAGCAACCGCATGCCCATGA
CAGGCCTCCTGCTCATGATCCTGAGCCTCATCTACGTGAAGGGCCGCGGCGCCAGAGAGAGCGCCGTCTGGAACGTGCTGCGC
ATCCTGGGGCTGCGGCCCTGGAAGAAGCACTCCACCTTCGGGGACGTGCGGAAGCTCATCACTGAGGAGTTCGTCCAAATGAA
TTACCTGAAGTACCAGCGCGTCCCATACGTGGAGCCGCCCGAATACGAGTTCTTTTGGGGCTCCCGGGCCAGCCGCGAAATCA
CCAAGATGCAAATCATGGAGTTCCTGGCCAGGGTCTTTAAGAAAGACCCCCAGGCCTGGCCCTCCCGATACAGAGAAGCTCTG
GAGGAGGCCAGAGCTCTGCGGGAGGCTAATCCCACTGCCCACTACCCTCGCAGCAGTGTCTCTGAGGACTAGCAAAGTCTGGA
GGCAGATGAATGGTTTCTGACCCTCACCAGGGCTGTGGAAGGGTGGGGGTGGGTCATTATAGTATTCAGGATTTACAGTGCAG
TATTCACGTGTAACTTTTAAGTTTTCAGTACAGTGCTTTTATACCTTTAATGCAATGTTGTATTCATTTGGGTACTATTGTGT
AGTATTTAGGATGTATGCATGTTTGTTTATATGTAAGCTTGGTTGGTGCTTTCGCTTTTGTGCTACCTTTCTTGGATTTTTGT
ACCAGAGATGTGCTAAACTGATGAAATACATTGAGAAAGTTTCCATCTTATTCTTTTATATGGGACTGATGATGTGTGTTGGG
GTAGACTGCTCCTGCAGAGTTTGGAAGAAGTCACCAGCAAAGCCGGCCTAACCAAGAAAAGTCAAGGCCCTTCATGACCTTGC
TGGGCACAGAAAACACCCTCGTGGAGTACACTAATTTGAACTGGACTGGTCTCAGTGTGAGCACTTGGCACACTTTACTAAAC
ACATATACAACCCCACCGTGAGTCAACTTTAAAGTAAACATTAAAGATTCTTGTGATACAATCATTTTTGGAAAAGTGTACTT
TATCATTT

541 GAGCGCAGGCTCGAAGAGCTCCTGGACGCAGAGGCCCTGCCCTTGCCAGACGGCGCAGAC

Nt N g AN R N N A NN N U Ry RN N U R U bl St U
541 GAGCGTAGGTTCGAAGAGTTTTTGGACGTAGAGGTTTTGTTTTTGTTAGACGGCGTAGAT — + tag

601 ATGTCAGAACAAAGTAAGGATCTGAGCGACCCTAACTTTGCAGCCGAGGCCCCCAACTCC

NN RN NN NN RN N N NN o Rl RN 00 e U Y EEERRS | B B
601 ATGTTAGAATAAAGTAAGGATTTGAGCGATTTTAATTTTGTAGTCGAGGTTTTTAATTTC

661 GAGGTGCACAGCAGCCCTGGGGTTTCGGAGGGGGTTCCTCCGTCCGCGACCCTGGCAGAG

s NN R N N N NN AR g AN NN R el Bhausd EEEA FU R NN N
661 GAGGTGTATAGTAGTTTTGGGGTTTCGGAGGGGGTTTTTTCGTTCGCGATTTTGGTAGAG  + tag

Primer NDN 5°-3’

NDN-MLPA-Ftag CTTGCTTCCTGGCACGAGTGGAYGTAGAGGTTTTGTTTTTG

NDN-MLPA-RM13 CAGGAAACAGCTATGACAAACCCCAAAACTACTATACACCTC

Sonstiges
Annealing Temperatur 57°C

Keine SNPs in den Primern
Sequenzierung mit M13r 50°C
Produktgrofle 159 bp
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Locus: MEG3 IG-DMR (AL 117190)
50821 agttattgaa ttttggggtc tctgaggaga ttgacacctt tagcttcacc ccaagactgc
50881 tagctcctcc gcgtccccaa gtagagggtg ggcagctggg catcttggga actggggcat
50941 tgtttacacc ccaggctgga attgctaaga gtttgtggat ctgtgagaaa tgacttcgct
51001 cactgggctg ggccttgcca gttgcctgtg gttcaccagt tgcccgcggc tcaccagttg
51061 cccgcgactc accaggtgcc tgcggctcac cagttgcctg tggctcacca gctgcccgtg
51121 gctcaccagc tgcccgtggc ttacagttgc ccgaggctca cagttgccca tggcttgcta
51181 attgccagcg atttgccaat tgcgagtggt tcgccagttg cccgcggtcc gctaaacccg
51241 taatcctgtg gtactgtaac tggccacaat ggactcgccc tttaggcttc ccggccctct
51301 tttgcccaaa tgcagttctc agcagtgcag ttcactgtga ttcaccacaa ttcgccatgg
121 TGTTTACACCCCAGGCTGGAATTGCTAAGAGTTTGTGGATCTGTGAGAAATGACTTCGCT
DRRRRE= === = e == i++:1
121 TGTTTATATTTTAGGTTGGAATTGTTAAGAGTTTGTGGATTTGTGAGAAATGATTTCGTT  + tag
181 CACTGGGCTGGGCCTTGCCAGTTGCCTGTGGTTCACCAGTTGCCCGCGGCTCACCAGTTG
I R A RN R e N N Esssd AR R N N N Y
181 TATTGGGTTGGGTTTTGTTAGTTGTTTGTGGTTTATTAGTTGTTCGCGGTTTATTAGTTG
241 CCCGCGACTCACCAGGTGCCTGCGGCTCACCAGTTGCCTGTGGCTCACCAGCTGCCCGTG
sssst R B NN L s R R L L N R e I e |
241 TTCGCGATTTATTAGGTGTTTGCGGTTTATTAGTTGTTTGTGGTTTATTAGTTGTTCGTG
301 GCTCACCAGCTGCCCGTGGCTTACAGTTGCCCGAGGCTCACAGTTGCCCATGGCTTGCTA
I s RN s e R
301 GTTTATTAGTTGTTCGTGGTTTATAGTTGTTCGAGGTTTATAGTTGTTTATGGTTTGTTA
361 ATTGCCAGCGATTTGCCAATTGCGAGTGGTTCGCCAGTTGCCCGCGGTCCGCTAAACCCG
N S NN AR St NN NN St N N 1 N hanad | Ehadt 1 10 s
361 ATTGTTAGCGATTTGTTAATTGCGAGTGGTTCGTTAGTTGTTCGCGGTTCGTTAAATTCG  + tag
421 TAATCCTGTGGTACTGTAACTGGCCACAATGGACTCGCCCTTTAGGCTTCCCGGCCCTCT
N N I N e NN s AR N I s R
421 TAATTTTGTGGTATTGTAATTGGTTATAATGGATTCGTTTTTTAGGTTTTTCGGTTTTTT
Primer MEG3 IG-DMR 5°-3’
IG-DMR-Ftag CTTGCTTCCTGGCACGAGGTTTATTGGGTTGGGTTTTGTTAG
IG-DMR-RM13 CAGGAAACAGCTATGACACCAATTACAATACCACAAAATTAC
Sonstiges
Annealing Temperatur 56°C

Keine SNPs in den Primern
Sequenzierung mit Ftag 56°C
Produktgrofie 303 bp


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9671389
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PCR-Ansatz und —Programm fiir die SeOMA

Ansatz:

1,00 l

4,50 y

2,50 pl
3,00 pl
1,00 pl
1,00 pl
0,25 pl
11,75 pl
25,00 pl

BisDNA
dNTPs

Puffer

MgCl,

Primer fw
Primer rev
AmpliTaqg Gold
Merck-H,O

PCR-Programm:

10’

20"
20!7
30’!

71

o0

95°C
95°C
X°C

72°C
72°C
4°C

35 Zyklen

1,25mM

10x (ohne MgCl,)
25 mM

20 pmol/pl

20 pmol/pl

5 U/ul
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7.3 Oligonukleotide fur die Suche nach Sequenzvarianten im CTCFL Gen bei subfertilen

Mannern

Primer Sequence (5°-37) Tm  Seg-Primer/
PCR Temp.

CTCFL-Ex1-F actgccaccctccactctc 68°C rev/60°C
CTCFL-Ex1-R cagaacagcccatgctcttg
CTCFL-Ex2-F1 ctcataccacccccttctce 62°C fw / 60°C
CTCFL-Ex2-R1 AGCACCAGCTCCACTTCTTC
CTCFL-Ex2-F2 AAGACCATCGGAGCCCTAGT 62°C fw / 60°C
CTCFL-Ex2-R2 ttgcataaaagccgacttga
CTCFL-Ex3-F gcttcatccaggcaaaagtc 51°C fw/51°C
CTCFL-Ex3-R accatcacctgcccataaag
CTCFL-Ex4-F ttgaaaggacgatgtgctga 56°C fw /56°C
CTCFL-Ex4-R tggaaattcaagaaaaagaagaca
CTCFL-EX5-F gaattccttggaatgtttctgg 56°C fw /56°C
CTCFL-Ex5-R aaaaagcctgtttgtaacagattc
CTCFL-Ex6-F aatttaaatctcttttacaatgctga 56°C fw /56°C
CTCFL-Ex6-R aacactgtaggtatcaggccttc
CTCFL-Ex7-F ggtgagaagggggttgataa 56°C rev/56°C
CTCFL-Ex7-R ataggaccacgctccaaaga
CTCFL-Ex8-F gaaaccccggtttagaggag 56°C fw / 56°C
CTCFL-Ex8-R cagccctccattcttccata
CTCFL-EX9-F ttggggagggaaataaaagg 56°C fw /56°C
CTCFL-Ex9-R gatctttccatgggggattt
CTCFL-Ex10-F attgccctcgaaagaactca 66°C fw / 60°C
CTCFL-Ex10-R caaataggggctctggacac
CTCFL-Ex11-F1  tgcacagtttataaattccaattcc 51°C fw /51°C
CTCFL-Ex11-R1  ACCTGCAATGTTTCTTTGAAAT
CTCFL-Ex11-F2 TTCATGACAATGGATGACACAA 62°C rev/60°C
CTCFL-Ex11-R2  TCATTTCCTACTCAGTTTTCCTTTTT
CTCFL-Ex11-F3 ~ ACAAAATTTAAAGCTACCATAATGC  62°C fw / 60°C
CTCFL-Ex11-R3  TACAGGGGTGGAGACAGGTT
CTCFL-Ex11-F4  TTCTATCTGGATACAGAGGCAGATT  62°C rev / 60°C

CTCFL-Ex11-R4

acggttccaatttctccaca

Primer, die im Exon liegen sind in Grof3- und Primer, die im Intron liegen in Kleinbuchstaben aufgefiihrt.
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PCR-Ansatz und -Programm fiir die Suche nach Sequenzvarianten im CTCFL Gen

Ansatz:
4,00 pl genomische DNA (25 ng/pl)
3,00 pl dNTPs 1,25mM
2,50 pl Puffer 10x (ohne MgCly)
3,00 pl MgCl, 25 mM
0,50 ul Primer fw 20 pmol/pl
0,50 ul Primer rev 20 pmol/pl
0,20 pl AmpliTaqg Gold 5 U/ul
11,00 pl Merck-H,0O
25,00 pl

PCR-Programm:

100 95°C
20"  95°C
20” X°C 35 Zyklen
30" 72°C
7 72°C

o0 4°C
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7.4 Oligonukleotide fur die MS-PCR
Locus Primer Primersequenz 5°-3’ 5’- Annealing
Modifikation = Temperatur

IG-DMR-MF GGTTTGTTAATTGTTAGCGATTTGTTAATTGC

MEG3 IG-DMR-MR AAAACCGAAAAACCTAAAAAACG 5’'FAM 58°C

IG-DMR  IG-DMR-UF ATTGTTAGTGATTTGTTAATTGTGA
IG-DMR-UR AAAAAACCAAAAAACCTAAAAAACAA 5’'FAM
GNAS-ME GAAATCCCCGCTCTTCCGCGACGCGAACG

GNAS GNAS-UNME CTTCACAAACTTCTCAAAATCCCCACTCTTCCACA 60°C
GNAS-FAM GGGTTATTATGTTGAAGATGGTTATGAAG 5’'FAM
NESP-ME GAGCGTGCGTATTTGTTCGCGCGCG

NESP NESP-UNME GTGTGTGTTGGAGTTGATTTTTTTTGGTGGTGG 60°C
NESP-FAM CATACAACCTAACCACCCRACCAACTAC 5’'FAM
NESPAS-ME GTTCGAGAGTAGTCGCGGTCGTCGCG

NESPAS NESPAS-UNME GTGTGGTTGTTGTGTGTATTATGATGAAGGG 60°C
NESPAS-FAM CTTCTCCRCCAAAAATACCTTCTTAACC 5’'FAM
ARHI-ME CGCGGTTTTATATTTCGATTTGCGTATAGGAGCG

ARHI ARHI-UNME TGATTTGTGTATAGGAGTGGGGTGTGGGGGTG 60°C
ARHI-FAM- CTTCTAAACTAACCCCTCRATTATTATAAATACC 5’'FAM
wobble
GRB10-1-ME CGGTAGGCGGGTAGGGGGTCGCGC

GRB10  GRB10-1-UNME GTGAGTTTGTGGTAGGTGGGTAGGGGGTTGTGTG 60°C
GRB10-1-FAM CCYCCCYCTCTCCAAATACTCAAATAAACTCC 5’'FAM
PEG3-2-ME CGGGTACGTCGGCGTCGCGAGGTCG

PEG3 PEG3-2-UNME GAGGGTAGTTGGGTATGTTGGTGTTGTG 60°C
PEG3-2-FAM CCAACAAAATCRACACCAATACTATCCC 5’FAM
RB1-MF GGTTTCGTTTTTTATGGTCGGGTACGGTTTACG

RB1 RB1-MR AAAAACGTAAAAACGACGACCATACC 5’'FAM 58°C
RB1-UF GGTTTTGTTTTTTATGGTTGGGTATGGTTTATG
RB1-UR CATAAAAACAACAACCATACC 5’'FAM
UPD6-MMR TTCGGGGAAGCGTTTCGCGCGTTAAGGTT

PLAGL1 UPD6-PUR GGTTATGATGGTGATTTGGGGAAGTGTTTTG 60°C
UPD6-F CACRACATCTACCATTTATCATTCAACC 5’'FAM
UPD7-MMF TGGTTGTGGGTTTTGTGGTGTTTGGT

MEST UPD7-PUF GGTTGTAGTTGTTCGGCGCGG 63°C
UPD7-R TTCCCACCRCACACTCACCT
UPD14MF GTTAGTAATCGGGTTTGTCGGC

MEG3 UPD14MR AATCATAACTCCGAACACCCGCG 58°C
UPD14UF GAGGATRGTTAGTTATTGGGGT
UPD14UR CCACCATAACCAACACCCTATAATCACA
MAT TATTGCGGTAAATAAGTACGTTTGCGCGGTC

SNRPN  PAT GTGAGTTTGGTGTAGAGTGGAGTGGTTGTTG 58°C
3’-Primer CTCCAAAACAAAAAACTTTAAAACCCAAATTCC

Die Oligonukleotidsequenzen fur die Loci GRB10, PEG3, ARHI, GNAS, NESPAS und NESP
wurden von D. Mackay zur Verfiigung gestellt.
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Fur die verschiedenen MS-PCRs wurden auch verschiedene Polymerasen verwendet:

Die AmpliTaq Gold Polymerase wurde fur die MS-PCR fur MEG3 1G-DMR, ARHI, RB1 und
SNRPN eingesetzt. Die AmpliTag Gold Polymerase bendtigt einer initialen Aktivierung bei
95°C fir 10 min.

Fur den Rest der aufgefiihrten Loci wurde das HotStarTag Master Mix Kit von Quiagen
verwendet. Das HotStarTaq Master Mix Kit bendtigt einer initialen Aktivierung der
Polymerase bei 95°C flr 15 min.

7.5 Oligonukleotide fur die RT-PCR (Expressionsanalyse)

Locus Primer Primersequenz 5’-3’ Annealing
Temperatur

SNURF-SNRPN RN134 GCTCAGTGAGGCAGTCCTTC 62°C
RN175 AGAGTGGAGCGGCCGCCGG

NDN RN700 AGCCCCAAAAGAACTCGTATT 56°C
RN709 CAGAAGGCGCACGAGCTC

RB1 CpG85-fw CTGCCCTTGTTCTCCTGCT 58°C
RB1-Exon3-rev  CTGATTTCTATGTTTTTCTGTAGCTC

B-Aktin B-AktinF TTGCTATCCAGGCTGTGCTA 56°C
B-AktinR AGCACTGTGTTGGCGTACAG

Oligonukleotide fiir die Exon connection PCR (nach der RT)

Locus Primer Primersequenz 5’-3’ Annealing
Temperatur
RB1 CpG85-fw CTGCCCTTGTTCTCCTGCT
RB1-Exon3-rev  CTGATTTCTATGTTTTTCTGTAGCTC 58°C
RB1-Exond-rev  TCCAATTTGCTGAAGAGTGC 64°C

PCR-Ansatz und -Bedingungen fiir die RT-PCR bzw. Exon connection PCR

Ansatz fur RB1:

10,00 pl RT-Ansatz (100-150 ng RNA)
8,00 pl dNTPs 1,25mM
5,00 ul Puffer 10x
1,00 pl Primer fw 20 pmol/pl
1,00 pl Primer rev 20 pmol/pl
1,00 pl Advantage cDNA Polymerase Mix 50x
24,00 pl Merck-H,O

50,00
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PCR-Programm fir RB1:

“CpG85-fw / RB1-Exon3-rev”

95°C

95°C
62°C

Fur SNURF-SNRPN, NDN und R-Aktin wurde die AmpliTag Gold verwendet:

1'

20"
2' 30"

20"
2' 30"

20"
2' 30"

20"
2' 30"

2!

4ever

5 Zyklen

5 Zyklen

30 Zyklen

5 Zyklen

Ansatz
10,00 pl RT-Ansatz
2,00 pl MgCl,
5,00 pl Puffer
1,00 pl Primer fw
1,00 pl Primer rev
0,50 pl AmpliTaq Gold
30,50 pl Merck-H,O
50,00 pl

PCR-Programm:

10’

20’!
20!7
30”

7!

s

95°C
95°C
X°C

72°C
72°C
4°C

35 Zyklen

95°C
95°C
64°C

68°C

4°C

(100-150 ng RNA)
25 mM

10x

20 pmol/pl

20 pmol/pl

5 U/l

“CpG85-fw / RB1-Exon4-rev”

1'

20"
3!
3'

4ever

35 Zyklen
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7.6 Oligonukleotide fur die 5’RACE
Locus Primer Primersequenz 5’-3’ Annealing
Temperatur
RB1 5’RACE-CpG85-28s  CCCATAAAGAGTTCGCCTTTC 58°C
5’RACE-CpG85-3as CCCAGAAGCCTCAAGTCCAG 58°C
Ansatz:
RACE Kit ,Schritt C” RACE Kit ,Schritt D
10,00 yl  dA-tailed cDNA 1,00 yI PCR-Produkt aus ,C*
1,00 yl  Oligo dT-anchor primer  vial 8 1,00 yl Oligo dT-anchor primer  vial 8
1,00 yI 5RACE-CpG85-2as 12,5 uM 1,00 yI 5SRACE-CpG85-2as 12,5 yl
8,00 pI dNTPs 1,25 mM 8,00 yl dNTPs 1,25 mM
0,75 pl High Fidelity Taq 5 U/l 0,75yl High Fidelity Taq 5 U/l
5,00 pl Puffer 10x 5,00 pl Puffer 10x
24,25 yl  Merck-H,O 33,25 yl Merck-H,O
50,00 pl 50,00 pl
Programm:
94°C 2
94°C 15"
58°C 30" 15x
72°C 40"
94°C 15"
58°C 30" 20x
72°C 40" +20"
72°C 7
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7.7 Oligonukleotide fur die Sequenzierungsanalysen (genomische DNA)
Locus Primer Primersequenz 5’-3’ Annealing
Temperatur
KCNQ10T1 LitnDNAS5fw GAGACCTTGCCCGGGTTC 61°C
LitnDNA4rev ACTGGCTGGGTGTGAGGT
MEST PEG1-fw CCGGAGTGGCTGTAGCTG 61°C
PEG1-rev CGCCTGTCGGTAGAGTTTTC
MEG3 MEG3-IG-SNP-F  TACGGTCCTCAGGCAACTTC 61°C
MEG3-IG-SNP-R  CCCACTTCTGTCTCCACCAT

PCR-Ansatz und -Programm fir die Sequenzierungsanalysen von

KCNQ10OT1 und

MEST

Ansatz:
4,00 pl genomische DNA (25 ng/pl)
0,50 ul Primer fw 20 pmol/pl
0,50 ul Primer rev 20 pmol/pl
12,50 pl GoTaq Green Master Mix  2x
7,50 pl Merck-H,O
25,00 pl

PCR-Programm:

2 95°C
30" 95°C
30" X°C 35 Zyklen
1 72°C
5  72°C
w0 4°C

PCR-Ansatz und -Programm fur MEG3 siehe 7.3

Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Sequenzierung (Bisulfit-behandelte DNA)

Locus  Primer Primersequenz 5°-3’ Annealing
Temperatur
RB1 Bis-CpG106-RB1-Ftag CTTGCTTCCTGGCACGAG-TTAGGTTTTTTAGTTTAATTTTTTATGAT
Bis-CpG106-RB1-RM13 ~ CAGGAAACAGCTATGAC-AACTATAAAAAA ACRCCRAAAAAAAC 60°C

PCR-Ansatz und -Programm siehe 7.2
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7.8 Oligonukleotide fur die Amplifikation der DNA-Fragmente, die fur die Klonierung
eingesetzt wurden

Locus Primer Primersequenz 5’-3’ Annealing
Temperatur

KCNQ10T1 LIT1-Notl-Ftag CTTGCTTCCTGGCACGAG-TTTATAGGTTTTTATATYGAGGGTTTATAGTAG 57°C
LIT1-Notl-RM13 CAGGAAACAGCTATGAC-AAATAAACYRAAAACACRAACCAATTCTCTAC

SNRPN BisSNRPNfw tgtaaaacgacggcCcagtGGAGGGAGTTGGGATTTTTGTATTG 56°C
BisSNRPNrev caggaaacagctatgaccCCCCAAACTATCTCTTAAAAAAAACCAC

RB1 RB1-Ftag CTTGCTTCCTGGCACGAG-TATATTTGGATGGTTTTTTTAGTGT 56°C
RB1-RM13 CAGGAAACAGCTATGAC-AAACCTCAAATCCAAAATCAC

PCR-Ansatz und Programm fur alle drei Loci siehe 7.2

Fir die Allelspezifische Genexpressionsanalyse wurden die Primer ,,CpG85-fw* und ,,RB1-

Exon3-rev* verwendet (s. Tabelle unter 7.5).

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte jeweils mit dem entsprechenden Forward-
bzw. Reverse-Primer. Ausnahmen sind die Sequenzierung der Klone, die mit den Primern T7
bzw. SP6 erfolgte, und die Sequenzierung der PCR-Produkte flr die SeQMA — hier wurde der
Ftag- bzw. der RM13-Primer verwendet (s. Tabelle unter 7.1 und 7.2).
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