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1 Einleitung  

 

Next Generation Sequencing Technologien revolutionieren derzeit die moderne Medizin. Vom 

Traum der personalisierten Medizin und Therapie über Tumor-Sequenzierung bis hin zum 

persönlichen Mikrobiom werden NGS basierte Technologien in fast allen Bereichen der 

modernen Medizin eingesetzt [Shendure 2011]. In der Humangenetik stehen die Etablierung 

einer molekularen Diagnose bei angeborenen Erkrankungen und die Identifizierung von neuen 

Krankheitsgenen immer noch im Mittelpunkt von Diagnostik und Forschung. Klassischerweise 

wird dabei der „Kandidaten-Gen“ Ansatz gewählt, wobei nach einem klinischen Verdacht, das 

entsprechende Kandidaten-Gen mittels Sanger-Sequenzierung untersucht wird. Dies ist 

kostengünstig und ohne aufwendige bioinformatische Unterstützung möglich. Der Erfolg dieser 

Methode ist jedoch im hohen Maße von der Erfahrung des klinischen Genetikers und von der 

genetischen Heterogenität einer Erkrankung abhängig. Durch die Einführung von Gen-Panel 

Sequenzierung, Whole Exome Sequenzierung (WES) und Whole Genome Sequenzierung 

(WGS) konnte die diagnostische Erfolgsrate zum Beispiel für geistige Behinderung auf über 50% 

gesteigert werden [Gilissen et al. 2014]. Es ist daher anzunehmen, dass sich diese Tests in der 

nahen Zukunft als diagnostischer Standard in der Humangenetik durchsetzen werden. 

Interessanterweise bleiben aktuell dennoch über 40% der Patienten in der Humangenetik ohne 

molekulare Diagnose [Gilissen et al. 2014]. Dies könnte zum Teil an der Tatsache liegen, dass 

derzeit ausschließlich die 1,5% des menschlichen Genoms berücksichtigt werden, welche die 

ca. 22000 Gene kodieren. Damit werden knapp >98% des nicht-kodierenden Genoms ignoriert. 

Das hängt im Wesentlichen mit der Tatsche zusammen, dass bei der WES die nicht-

kodierenden Varianten nicht erfasst werden können. Ein weiteres Problem ist, dass der 

„regulatorische Code“ der nicht-kodierenden Sequenz derzeit noch unbekannt ist und daher die  

medizinische Interpretation und Bewertung von nicht-kodierenden Varianten extrem schwer ist. 

Genomweiten Analyseverfahren wie microarray-based comparative genome hybridization 

(Array-CGH) und Whole Genome Sequenzierung machen es nun möglich, auch Varianten im 

nicht-kodierenden Genom zu identifizieren. Die Interpretation dieser nicht-kodierenden Varianten 

stellt damit eine zentrale Herausforderung für die kommenden Jahre in der Humangenetik dar.  

 

1.1 Vom Human Genome Project zu ENCODE 

Bereits wenige Jahre nach der Veröffentlichung der Ergebnisse des Human Genome Projects 

wurde deutlich, dass es sogar bei gesunden Menschen große Unterschiede in der DNA- 
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Sequenz gibt und man fast kein „normales“ menschliches Genom finden kann [Feero et al. 

2010; Venter et al. 2001]. So wurden weitere internationale Forschungsprojekte gestartet, um 

die Variabilität des menschlichen Genoms in seiner ganzen Komplexität zu untersuchen. Im 

Rahmen des „1000 Genomes Project“ wurden über 2000 Genome von gesunden Individuen 

sequenziert. Zur gleichen Zeit wurde das sog. ENCODE Projekt gestartet: „Encyclopedia of DNA 

Elements (ENCODE)“ (www.encodeproject.org) [Consortium 2004]. Das vom National Human 

Genome Research Institute (NHGRI) finanzierte Großprojekt hat das Ziel den Code der nicht-

kodierenden DNA zu entschlüsseln [Consortium 2004]. Über die letzten 10 Jahre wurden daher  

eine große Anzahl von in vitro und in vivo Experimenten zur Erstellung von cis-regulatorischen 

Landkarten des Genoms durchgeführt. Insgesamt sind bis 2015 weit über 500 wissenschaftliche 

Veröffentlichungen als Teil von ENCODE erschienen. Zu den größten Überraschungen der 

ENCODE Ergebnisse zählt, dass in über 70% des menschlichen Genoms regulatorische 

Sequenzen nachgewiesen werden konnten [Consortium et al. 2012].  

Die ENCODE Ergebnisse könnten damit einen direkten Einfluss auf die humangenetische 

Diagnostik haben, da nun zum ersten Mal systematische Informationen und Daten über den 

regulatorischen Teil des menschlichen Genoms vorliegen, die bei der Interpretation von nicht-

kodierenden Mutationen nützlich sein können. 

 

1.2 Die cis-regulatorische Architektur des menschlichen Genoms 

Die Regulation der Expression der ca. 22000 menschlichen Gene ist ein extrem komplexer und 

auf vielen Ebenen regulierter Prozess. Auf Sequenzebene spielt die nicht-kodierende DNA eine 

wichtige Rolle. Insbesondere Entwicklungsgene zeigen eine typische „regulatorische Architektur“ 

[Wittkopp and Kalay 2012]. Die nicht-kodierenden Sequenzabschnitte, die sich oft zwischen und 

neben den Genen befinden und daher auch als „Genwüsten“ (gene deserts) bezeichnet werden, 

beinhalten wichtige cis-regulatorische Elemente [Klopocki and Mundlos 2011] [Montavon et al. 

2011]. Man unterscheidet zum einen die Regulation in cis durch Promoter, Enhancer-, 

Represssor- und Insulator-Elemente, und zum anderen in trans durch Transkriptionsfaktoren, 

regulatorische RNAs und vieler derzeit noch unbekannte Faktoren [Spielmann 2015]. Bekannte 

Beispiele für „Regulatorische Landschaften“ sind der SHH-Lokus und der HOXD-Lokus 

[Montavon and Duboule 2013]. Ein weiteres Beispiel ist EPHA4 Lokus, der von einer großen 

Genwüste umgeben ist, in der sich unzählige regulatorische Elemente befinden, die hunderte 

von Kilobasen von ihrem Zielgen entfernt liegen können  [Dathe et al. 2009; Lupianez et al. 

2015; Montavon et al. 2011; Spielmann 2015].  
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Ein wichtiger Aspekt der physiologischen Regulation von Genen ist die 3D Architektur des 

Genoms im Zellkern. Man geht davon aus, dass cis-regulatorische Elemente durch die 

spezifische Faltung von Chromatin in physischen Kontakt mit ihren Zielgenen kommen [Palstra 

et al. 2003]. Dieses sogenannte „Looping“ der DNA wird durch gewebespezifische 

Transkriptionsfaktoren vermittelt und bewirkt so eine zeitlich und räumlich begrenzte Expression 

eines Gens. Man geht davon aus, dass CTCF und Cohesin eine zentrale Rolle bei der Bildung 

dieser Loops spielen [de Wit and de Laat 2012; Dekker et al. 2002; Lieberman-Aiden et al. 

2009]. Durch die Entwicklung der PCR-basierten Methode Chromosome Conformation Capture 

(3C) und die NGS-basierten Weiterentwicklungen dieser Methode wie 4C, 5C, ChiaPet und Hi-C 

ist es möglich geworden, die 3D Architektur des Genoms im Zellkern zu untersuchen und die 

physische Nähe zwischen cis-regulatorische Elementen und ihren Zielgenen nachzuweisen 

[Dixon et al. 2012; Lieberman-Aiden et al. 2009; Lupianez et al. 2015]. Die Hi-C Methode ist eine 

Kombination von 3C mit einer Aufreinigung der Ligationsprodukte und anschließender 

Hochdurchsatz Sequenzierung 

[Lieberman-Aiden et al. 2009]. 

Im Gegensatz zur 4C 

Methode, welche den Kontakt 

zwischen einem Lokus 

(viewpoint) und dem restlichen 

Genom nachweisen kann 

(einer gegen alle), erlaubt Hi-C 

einen umfassenden Nachweis 

von allen DNA-DNA 

Interaktionen im Genom 

gleichzeitig (alle gegen alle) 

(Abb. 1) [de Wit and de Laat 2012; Lupianez et al. 2016; Nagano et al. 2013]. Mit Hilfe dieser Hi-

C-Technik wurden 2012 die „Topological Associated Domains“ (TADs) entdeckt [Dixon et al. 

2012; Nora et al. 2012; Sexton et al. 2012].  TADs sind im Durschnitt eine Megabase große 

Domänen im Genom, in denen vermehrt DNA-DNA Interaktionen nachgewiesen werden können 

und die von benachbarten TADs durch sog. Boundary Elemente getrennt sind. Abbildung 1 zeigt 

beispielhaft die TAD Architektur des NPR3-Lokus (Abb. 1). TADs bilden das regulatorische 

Gerüst des Genoms und sind konserviert zwischen unterschiedlichen Zelltypen und sogar 

verschiedenen Spezies [Dixon et al. 2012; Rao et al. 2014a; Sexton et al. 2012; Shen et al. 

Abbildung  1: Das NPR3 Gen liegt in einer eigenen “Topological Associated 
Domain“ (TAD), welche durch regulatorische Insulator-Elemente oder 
Boundaries von benachbarten Domänen getrennt ist.  
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2012]. Die Bedeutung von Boundary Elementen für TADs ist derzeit zentraler Gegenstand von 

wissenschaftlichen Kontroversen.  Boundaries sind sehr unterschiedlich und allein ihre Größe 

kann zwischen wenigen Kilobasen und hunderten von Kilobasen variieren. Oft finden sich 

Housekeeping Gene und short interspersed element (SINE) Retrotransposons in Boundary 

Regionen [Dixon et al. 2012; Hou et al. 2012; Raab et al. 2012; Sexton et al. 2012]. Ein zentrale 

Rolle scheinen die Architekturproteinen CTCF (CCCTC-binding factor) and cohesin zu spielen 

[Van Bortle et al. 2014]. CTCF Bindungsstellen finden sich in den meisten Boundary Regionen 

und man geht davon aus, dass es eine wichtige Rolle beim Looping der DNA spielt. Genome 

Editing Experimente konnten zeigen, dass die Orientierung von CTCF Motiven die Loop 

Etablierung und die Entstehung von Boundary Regionen beeinflusst [Nora et al. 2012] [Guo et 

al. 2015], da die Orientierung von CTCF Motiven in über 90% der Boundaries konvergent ist 

[Rao et al. 2014a; Vietri Rudan et al. 2015].   

Diese Daten zeigen, dass TADs und Boundaries eine wichtige Rolle in der Genregulation 

spielen. Strukturelle Aberrationen wie Deletionen, Duplikationen und Inversionen können die cis-

regulatorische Architektur des menschlichen Genoms verändern, indem sie die Positionen von 

TADs und Boundaries verändern und so zu Fehlregulation von Genen führen. Meine eigenen 

Arbeiten und weitere aktuelle Studien zeigen, dass diese Positions-Effekte der nicht-

kodierenden DNA ein wichtiger Mutations-Mechanismus bei angeborenen Erkrankungen der 

Extremitäten sind [Ibn-Salem et al. 2014; Lupianez et al. 2015; Spielmann and Mundlos 2013]. 

In der humangenetischen Routinediagnostik werden regulatorische Varianten derzeit noch nicht 

berücksichtigt. Durch die Einführung von NGS Technologien in der humangenetischen 

Diagnostik wird es in Zukunft möglich sein, auch Varianten außerhalb der kodierenden DNA zu 

untersuchen.   

 

1.3 Identifikation von cis-regulatorischen Elementen und CRISPR/Cas9 Genome Editing 

Eines der wesentlichen Ziele des ENCODE Projektes war es, eine große Anzahl von 

menschlichen Geweben mit Hilfe von epigenetischen Markierungen, Chromosome Confirmation 

Capture Techniken und RNA-Sequenzierung zu untersuchen. Durch die Schaffung von cis-

regulatorischen Landkarten des Genoms, hoffte man ein besseres Verständnis der nicht-

kodierenden DNA zu erreichen. 

Epigenetische Markierungen, sog. Histonmodifikationen, können helfen nicht-kodierende 

Elemente zu identifizieren [Spielmann 2015]. Die aktuell anerkanntesten Histonmodifikationen 
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für aktive Enhancer sind H3K4me1, H3K27ac und p300. Die genomweite Verteilung dieser 

Histonmodifikationen ist in verschiedenen Datenbanken hinterlegt. Durch die Kombination von 

verschiedenen  Histonmodifikationen in verschiedenen Zelltypen und Informationen zur 

evolutionären Konservierung zwischen unterschiedlichen Spezies kann man versuchen cis-

regulatorische Sequenzen zu identifizieren.   

Der endgültige Nachweis, ob es sich bei einer DNA Sequenzen um einen Enhancer handelt 

kann derzeit nur durch einen in vivo Reporter-Assay erfolgen.  Dies wird im Zebrafisch oder in 

der transgenen Maus durchgeführt. Man kloniert dabei die DNA Sequenzen in ein 

Reporterkonstrukt, das in der Regel aus einem Minimalpromotor und LacZ oder GFP besteht. 

Dieses Konstrukt wird dann mittels Injektion im Zebrafisch oder in der transgenen Maus getestet 

[Spielmann 2015; Visel et al. 2007]. Ein Enhancer führt dann zu einer gewebespezifischen 

Expression des Reportergens. So zeigt zum Beispiel ein Extremitäten-Enhancer eine 

spezifische Färbung in den Extremitäten des Mausembryos [Spielmann and Mundlos 2013; 

Spielmann 2015].  

Die Einführung der CRISPR/Cas9 Genome Editing Technologie hat das gesamte Feld der in 

vitro und in vivo Mutagenese revolutioniert und birgt enorme Chancen auf für die Identifikation 

von cis-regulatorischen Sequenzen [Wang et al. 2013]. Bisher war es extrem arbeitsintensiv und 

zeitaufwendig, menschliche Mutationen und strukturelle Varianten in vitro und in vivo zu 

untersuchen. Durch die  Kombinationen von clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats (CRISPRs) und Donorsequenzen ist es nun in wenigen Wochen möglich, gezielt Gene 

in der Maus auszuschalten (knock out), bestimmte menschliche Mutationen nachzustellen 

(knock-in) oder Inversionen, Duplikationen und Deletionen herzustellen [Kraft et al. 2015; 

Seruggia and Montoliu 2014].   

Das CRISPR/Cas9 System wurde ursprünglich als Teil der adaptiven Immunabwehr von 

Prokarionten gegen virale Infektionen identifiziert und basiert auf der Hybridisierung einer 

Führungs-RNA (Guide RNA) auf einer korrespondierende Ziel-RNA (Target RNA).  Die 

Führungs-RNA besitzt eine Cas9 Interaktions-Domäne, welche die Rekrutierung der Cas9 

Endonulcease zu Ziel Region bewirkt [Mali et al. 2013]. Die Cas9 Endonulcease bewirkt einen 

dopplesträngigen Bruch der DNA (double-stranded break) in der Region der Zielsequenz, der 

durch endogene Reparaturmechanismus non-homologous end joining (NHEJ) oder homology 

directed repair (HDR) wieder repariert wird [Sternberg and Doudna 2015]. NHEJ ist ein sehr 

fehlerhafter Reparaturmechanismus und es kommt an der Bruchstelle zu zahlreichen 

Mutationen, Deletionen und Insertionen. Man kann daher mit Hilfe einer einzelnen Guide RNA 
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eine Mutationen oder Deletionen verursachen, die den Funktionsverlust eines Gens bewirkt 

(knock out). In Kombination mit einer Donorsequenz ist es aber auch möglich, eine spezifische 

Sequenz in die DNA einzufügen (knock in). Darüber hinaus ist es durch die Kombination von 

zwei Guide RNAs möglich, an zwei Stellen im Genom gleichzeitig zu schneiden und so 

Deletionen, Inversion und Duplikationen zu erzeugen [Kraft et al. 2015]. 

Das CRISPR/Cas9 System bietet daher ein enormes Potential für die Bewertung von Varianten 

von unklarer klinischer Bedeutung in der Humangenetik und könnte ein wichtiges Werkzeug für 

die Untersuchung von kodierenden und nicht-kodierenden Mutationen werden.   

 

1.4 Wie kann man nicht-kodierende Mutationen nachweisen?  

Die gängigste Methode zum Nachweis nicht-kodierender Mutationen beschränkt sich derzeit auf 

den Nachweis von Kopienanzahlveränderungen mittels Array-CGH. Detektiert werden 

sogenannten „Copy Number Variations“ (CNV), also submikroskopischen Verlust (Deletionen) 

oder submikroskopischen Gewinn (Duplikationen) von genomischem Material in 

hochauflösendem Maßstab [Spielmann 2015]. Mit der Array-CGH lassen sich aktuelle 

Deletionen und Duplikationen von bis zu 10kb nachweisen (z.B. 1M Array= 1.00.000 

Oligonukleotiden).  

Um kleinere strukturelle Varianten und komplexe strukturelle Aberrationen wie Inversionen 

nachzuweisen, ist eine Genomsequenzierung notwendig [Gilissen et al. 2014]. Diese erlaubt 

gleichzeitig den Nachweis von Punktmutationen in der nichtkodierenden Sequenz. Die 

Interpretation von Punktmutationen in der nicht-kodierenden Sequenz ist derzeit noch extrem 

schwierig. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass in den kommenden Jahren noch detailliertere cis-

regulatorische  Karten des Genoms mit besserer Auflösung erstellt werden. Diese können dann 

benutzt werden, um nach de novo Mutationen und strukturellen Varianten in cis-regulatorischen 

Elementen zu suchen. 
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2 Originalarbeiten 

2.1 Homeotische Arm zu Bein Transformation sind mit genomischen Aberrationen am 

PITX1 Locus assoziiert 

 

Spielmann M, Brancati F, Krawitz PM, Robinson PN, Ibrahim DM, Franke M, Hecht J, Lohan S, 

Dathe K, Nardone AM, Ferrari P, Landi A, Wittler L, Timmermann B, Chan D, Mennen U, Klopocki 

E, Mundlos S. 

 

Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated with Genomic Rearrangements at the PITX1 

Locus. 

Am J Hum Genet. 2012 Oct 5;91(4):629-35. doi: 10.1016/j.ajhg.2012.08.014. 

 

Studien zur homeotischen Transformation in Drosophila-Mutanten haben die 

Entwicklungsbiologie revolutioniert. Die Rolle solcher Mutationen bei Menschen ist derzeit noch 

unbekannt.  In der vorliegenden Arbeit haben wir drei unabhängige Familien mit Liebenberg 

Syndrom untersucht. Das Liebenberg Syndrom ist eine angeborene Extremitätenfehlbildung, die 

ausschließlich die Arme betrifft. Radiologische Untersuchungen der Patienten zeigten, dass die 

Arme der Patienten morphologische Merkmale von Beinen angenommen haben. Wir konnten 

zeigen, dass es sich dabei um eine homeotische Transformation handelt.  

Mittels Kopplungsanalyse und Array CGH konnten wir Deletionen in der regulatorischen 

Landschaft von PITX1 in allen betroffenen Familien identifizieren. In den Deletionen befindet 

sich das Gen H2AFY, welches selbst keine Rolle in der Entwicklung der Arme spielt. Distal der 

Deletion befindet sich ein Extremitäten Enhancer (hs1473), der normalerweise nicht zu PITX1 

gehört. Wir konnten zeigen, dass die Deletion ein Insulator-Element entfernt. Durch die Deletion  

wird es dem Extremitäten Enhancer (hs1473) möglich, die PITX1 Expression zu kontrollieren.  

PITX1 ist ein wichtiges Gen für die Entwicklung der hinteren Extremitäten und wird in der 

embryonalen Entwicklung ausschließlich in den Beinen exprimiert. Bei den Patienten mit 

Liebenberg Syndrom  kommt es  durch Enhancer-Adoption zu einer pathologischen Expression 

von PITX1 in den Armen. Durch diese Fehlexpression von PITX1 nehmen die Arme der 

Patienten charakteristische morphologische Merkmale von Beinen an. Wir konnten im 

Mausmodell zeigen, dass es sich beim Liebenberg Syndrom um eine homeotischen 

Transformation der Arme zu Beinen handelt.  
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2.2 Mikroduplikationen des Sonic Hedgehog Extremitäten Enhancer Elements ZRS sind 

assoziiert mit Haas Type Polysyndactylie und Laurin-Sandrow Syndrom 

 

Lohan S*, Spielmann M*, Doelken SC, Flöttmann R, Muhammad F, Baig SM, Wajid M, 
Hülsemann W, Habenicht R, Kjaer KW, Patil SJ, Girisha KM, Abarca-Barriga HH, Mundlos S, 
Klopocki E. 
 
Microduplications encompassing the Sonic Hedgehog Limb Enhancer ZRS are Associated with 
Haas Type Polysyndactyly and Laurin-Sandrow Syndrome. 

Clin Genet. 2014 Jan 23. doi: 10.1111/cge.12352.  

*contributed equally 

 

Eines der bekanntesten Beispiele für Genregulation in cis ist der SHH Lokus und der 

Extremitäten-Enhancer „ZRS“ (Zone of regulatory Sequence). Dieser befindet sich über 1 Mb 

distal von SHH im Intron des LMBR1 Gens. SHH ist ein Signalmolekül aus der Gruppe der 

Hedgehog Proteine. Duplikationen und Punktmutationen des ZRS führen zur pathologischen 

Fehlexpression von SHH und verursachen Syndaktylie und Polydaktylie. Insgesamt sind bereits 

über 30 Duplikationen des ZRS bekannt.  

In dieser Arbeit wurde eine Kohorte an Patienten mit Polydaktylien und Syndaktylien mittels 

Array CGH und qPCR auf Duplikationen des ZRS untersucht. Wir konnten fünf nicht verwandte 

Familien mit überlappenden Duplikationen identifizieren und die molekulare Ursache des Laurin-

Sandrow Syndroms aufklären. Bei der Größe der Duplikationen zeigte sich eine Genotyp-

Phänotyp Korrelation. Kleine Duplikationen unter 75 kb führen zum schwersten Phänotyp dem 

sog. Laurin-Sandrow Syndrom. Beim Laurin-Sandrow Syndrom kommt es zu Spiegelbild-

Polydaktylien der Füße und an den Händen zu kompletten Syndaktylien. Duplikationen mit einer 

Größe von  über 100 kb führen zu Synpolydaktylien der Hände und triphalangialen Daumen. 
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2.3 Deletionen von Exons mit regulatorischer Aktivität am DYNC1I1 Locus  assoziieren 

mit Spalt-Hand und Spalt-Fuß Erkrankungen: Array CGH Screening von 134 

Familien   

 

Tayebi N, Jamsheer A, Flöttmann R, Sowinska-Seidler A, Doelken SC, Oehl-Jaschkowitz B, 

Hülsemann W, Habenicht R, Klopocki E, Mundlos S, Spielmann M. 

 

Deletions of exons with regulatory activity at the DYNC1I1 locus are associated with split-

hand/split-foot malformation: array CGH screening of 134 unrelated families. 

Orphanet J Rare Dis. 2014 Jul 29;9:108. doi: 10.1186/s13023-014-0108-6. 

 

In den vergangenen Jahren wurden immer mehr nicht-kodierenden Mutationen als Ursache für 

angeborene Fehlbildungen identifiziert. Im Jahr 2012 wurden nun auch Exons von kodierenden 

Genen identifiziert, die regulatorische Bedeutung haben. Man nennt diese „exonische Enhancer“ 

bzw. „eExons“.  

In dieser Studie wurden 134 nicht verwandte Familien mit Spalt-Händen und Spalt-Füßen mittels 

hochauflösender Array CGH auf Deletionen und Duplikationen von eExons untersucht. In drei 

Familien mit autosomal domianten nicht-syndromalen Spalt-Händen und Spalt–Füßen konnten 

Deletionen der eExons 15 und 17 des DYNC1I1 Gens nachgewiesen werden. In einer weiteren 

Familie, die zusätzlich noch Schwerhörigkeit zeigte,  wurde eine größere Deletion von 510 kb 

nachgewiesen, die neben den eExons 15 und 17 des DYNC1I1 Gens auch noch den ZNS 

Enhancer hs1642 beinhaltete. Die  eExons 15 und 17 des DYNC1I1  sind bekannte Enhancer 

Elements der Gene DLX5 und DLX6. Die Deletion von DLX5/6 in der Maus führt zu Spalt-

Händen und Spalt-Füßen. Die Deletion der Enhancer führt daher mit großer Wahrscheinlichkeit 

zu einem regulatorischen Funktionsverlust von DLX5/6 in der Entwicklung der Extremitäten.   

In unserer Kohorte von 134 Familien mit Spalt-Händen und Spalt-Füßen zeigte sich, dass die 

Deletion der eExons des DYNC1I1 Gens für 3% der Fälle verantwortlich war, während die 

Duplikation 17p13.3 in 13% der Familien nachgewiesen wurde, die Duplikation 10q24 in 12%, 

und Mutationen TP63 in 4%. Über 68% der Fälle sind derzeit noch molekular nicht aufgeklärt. 
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2.4 Deletionen von regulatorischen Boundaries  assoziieren mit angeborenen 

Erkrankungen  

 

Jonas Ibn-Salem, Sebastian Köhler, Michael I Love, Ho-Ryun Chung, Ni Huang, Matthew E 
Hurles, Melissa Haendel, Nicole L Washington, Damian Smedley, Christopher J Mungall, 
Suzanna E Lewis, Claus-Eric Ott, Sebastian Bauer, Paul N Schofield, Stefan Mundlos, Malte 
Spielmann* and Peter N Robinson* 
 
Deletions of chromosomal regulatory boundaries are associated with congenital disease 

Genome Biology 2014, 15:423  doi:10.1186/s13059-014-0423-  

*Corresponding authors 

 

Strukturelle Aberrationen wie Deletionen, Duplikationen und Inversionen können die cis-

regulatorische Architektur des menschlichen Genoms verändern, indem sie die Positionen von 

„Topological Associated Domains“ (TADs) und Boundaries verändern. Durch Deletionen von  

TAD Boundaries kann es zu Fehlregulation von Genen kommen. Man bezeichnet diesen 

Mechanismus als „Enhancer-Adoption“. 

In dieser Studie haben wir die Human Phenotype Ontology (HPO) Datenbank benutzt, um die 

Phenotypen von 922 Deletionen aus der DECIPHER Datenbank mit monogenetischen 

Erkrankungen von benachbarten Genen, die außerhalb der Deletion liegen, zu verbinden. So 

haben wir versucht Kombinationen von gewebespezifischen Enhancern und Genen in 

unmittelbarer Näher der Bruchpunkte der Deletionen zu identifizieren, die zum Phänotypen des 

Patienten im Sinne einer „Enhancer-Adoption“ passten Dies wurde computergestützt verglichen 

mit dem Pathomechanismus der Haploinsuffizienz, bzw. dem Gen-Dosis-Effekt der Gene in den 

Deletionen. Unsere Analysen zeigten, dass ca. 11,8 % der Deletionen am besten durch  

„Enhancer-Adoption“, bzw. eine Kombination aus beidem zu erklären sind. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass für die klinische Bewertung von strukturellen 

Aberrationen in der Humangenetik der cis-regulatorische genomische Kontext der Varianten 

berücksichtigt werden muss.  
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2.5 Mikrodeletionen auf Chromosom 6p22.3 assoziieren mit der mesomelen Dysplasie 

vom Savarirayan Typ. 

 

Flöttmann R, Wagner J, Kobus K, Curry CJ, Savarirayan R, Nishimura G, Yasui N, Spranger J, 

Van Esch H, Lyons MJ, DuPont BR, Dwivedi A, Klopocki E, Horn D, Mundlos S, Spielmann M.  

Microdeletions on 6p22.3 are associated with mesomelic dysplasia Savarirayan type. 

J Med Genet. 2015 Jul;52(7):476-83. doi: 10.1136/jmedgenet- 2015-103108. 

 

Mesomele Dysplasien sind eine Gruppe von Skelettdysplasien, die sich durch Verkürzungen der 

mittleren Segmente der Extremitäten auszeichnen. Insgesamt sind derzeit 11 verschiedene  

mesomele Dysplasien beschrieben. Die mesomele Dysplasie vom Savarirayan Typ zeichnet 

sich durch Verkürzung der unteren Extremität aus. Die die molekulare Ursache ist derzeit unklar. 

Im Rahmen unserer Studie wurden drei nicht verwandte Familien mit mesomeler Dysplasie vom 

Savarirayan Typ mittels Array CGH untersucht. In allen drei Familien konnten überlappende de 

novo  Deletionen auf Chromosom 6p22.3 identifiziert werden. Die Deletionen beinhalteten vier 

bekannte Gene MBOAT1, E2F3, CDKAL1, und SOX4. Alle drei Patienten zeigten eine 

mesomele Verkürzung von Tibia und Fibula. Zusätzlich wurde bei einem weiteren Patient mit 

einer geistigen Entwicklungsverzögerung eine etwas größere de novo Deletion nachgewiesen, 

die zusätzlich das Gen ID4 beinhaltete. Interessanterweise zeigte dieser Patient keine 

skelettalen Ausfälligkeiten. Da keines der deletierten Gene im Mausmodell Auffälligkeiten der 

Extremitäten zeigt, müssen andere Mutationsmechanismen in Betracht gezogen werden als 

ausschließlich „Loss of Function“.  Eine Analyse der regulatorischen Umgebung der Deletion 

zeigte, dass durch die Deletion zwei regulatorische Grenzen (Boundaries) entfernt werden und 

mehrere bekannte Extremitäten-Enhancer in der Lage sind, ektop auf die Expression von ID4 

einzuwirken. Die Deletion führt also mit großer Wahrscheinlichkeit zu „Enhancer adoption“ und 

somit zur Fehlregulation von ID4 und verursacht dadurch die mesomele Dysplasie.  
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2.6 Exome Sequenzierung und CRISPR/Cas9 Genome Editing identifizieren Mutationen 

in ZAK als Ursache für Extremitätenfehlbildungen in Mensch und Maus 

 

Spielmann M*, Kakar N*, Tayebi N, Leettola C, Nürnberg C, Sowada N, Lupiáñez DG, Harabula 

I, Flöttmann R, Horn D, Chan WL, Wittler L, Yilmaz R, Altmüller J, Thiele H, van Bokhoven H, 

Schwartz CE, Nürnberg P, Bowie U, Ahmad J, Kubisch C, Mundlos S, Borck G. 

Genome Research 2016 Feb 11;26(2):183-91. Epub 2016 Jan 11. 

*contributed equally 

 

Die Einführung der CRISPR/Cas9 Technologie bietet die Möglichkeit, in sehr kurzer Zeit 

transgene Mäuse herzustellen, um humane Erkrankungen in der Maus zu untersuchen. In der 

vorliegenden Arbeit beschreiben wir eine autosomal rezessive Erkrankung bei zwei nicht 

verwandten Familien, die sich durch die Kombination von Spaltfüßen, Nagelaufälligkeiten der 

Hände und Schwerhörigkeit auszeichnet. Wir konnten zunächst zeigen, dass beide Familien 

homozygote Mutationen in der SAM Domäne des ZAK Gens tragen. ZAK ist ein Gen aus der 

Familie der  MAP-Kinasen und seine Funktion ist derzeit unbekannt. Zunächst wiesen wir mittels 

in situ Hybridisierung nach, dass ZAK in der Maus in den embryonalen Extremitäten exprimiert 

ist. Weiterhin konnten wir mit Hilfe der CRISPR/Cas9 Genome Editing zeigen, dass die 

Inaktivierung beider Isoformen von Zak früh embryonal letal ist. Die Embryonen entwickelten ein 

schweres Herzödem und verstarben an Embryonaltag 9.5. Im Gegensatz dazu führen 

spezifische Mutationen, bwz. Die Deletion der SAM Domäne von Zak in der Maus zu komplexen 

Fehlbildungen der Extremitäten und sind mit einer verminderten Expression von Trp63 

assoziiert. Unsere Ergebnisse zeigen, dass ZAK eine Schlüsselrolle in der Entwicklung der 

Extremitäten bei Mensch und Maus besitzt. Weiterhin zeigen wir, dass es mit Hilfe der 

CRISPR/Cas9 Technologie möglich ist, in weniger als 10 Wochen transgene Mäuse 

herzustellen, um die Pathogenität von mehreren menschlichen Mutationen nachzuweisen.  
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3 Diskussion  

 

Durch die Einführung von Gen-Panel Sequenzierung, Whole Exome Sequenzierung (WES) und 

Whole Genome Sequenzierung (WGS) konnte die diagnostische Erfolgsrate zum Beispiel für 

geistige Behinderung auf über 50% gesteigert werden [Gilissen et al. 2014]. Es ist daher 

anzunehmen, dass sich diese Tests in naher Zukunft als diagnostischer Standard in der 

Humangenetik durchsetzen werden. Trotz dieser enormen Fortschritte bleiben aktuell noch über 

45% der Patienten in der Humangenetik ohne molekulare Diagnose [Gilissen et al. 2014]. Dies 

könnte unter anderem an der Tatsache liegen, dass bisher Mutationen und strukturelle 

Veränderungen im nicht-kodierenden Teil des Genoms außer Acht gelassen werden [Spielmann 

2015]. Traditionell werden Deletionen und Duplikationen auf Haploinsuffizienz, bzw. den Gen-

Dosis-Effekt der Gene in den Aberrationen untersucht und mit öffentlichen Datenbanken 

abgeglichen. Dieser Ansatz führt jedoch nicht immer zum Erfolg und in einigen Fällen ist es 

notwendig, Varianten in ihrem gnomischen Kontext zu untersuchen. Durch die Einführung von 

WGS zu Detektion von kleineren gnomischen Varianten und Inversionen wird dieses Problem in 

Zukunft häufiger werden.  

In den letzten Jahren wurden entscheidende Fortschritte in der Analyse und Annotierung der 

nicht-kodierenden DNA gemacht. ENCODE und andere große Forschungskonsortien haben mit 

Hilfe von Hochdurchsatz-Techniken wie ChIP-seq und Hi-C die 3D Architektur des Genoms im 

Zellkern erforscht und cis-regulatorische Karten des gesamten menschlichen Genoms erstellt. 

Diese Daten zeigen, dass das Genom in regulatorische Domänen, sog. TADs unterteilt ist, die 

durch Boundary-Elemente voneinander getrennt sind und dass diese eine zentrale Rolle in der 

Genregulation spielen [Dixon et al. 2012; Rao et al. 2014b]. Strukturelle Aberrationen wie 

Deletionen, Duplikationen und Inversionen können die cis-regulatorische Architektur des 

menschlichen Genoms verändern, indem sie die Positionen von TADs und Boundaries 

verändern und so zu Fehlregulation von Genen führen (Abb. 2) [Lupianez et al. 2016; Spielmann 

2015]. Meine eigenen Arbeiten und weitere aktuelle Studien zeigen, dass diese Positions-

Effekte der nicht-kodierenden DNA ein wichtiger Mutations-Mechanismus bei angeborenen 

Erkrankungen der Extremitäten sind [Ibn-Salem et al. 2014; Lupianez et al. 2015; Spielmann 

and Mundlos 2013].  
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3.1 Duplikationen und Deletionen von cis-regulatorischen Elementen bei menschlichen  

Erkrankungen  

 

Strukturelle Varianten der nicht-kodierenden DNA können die TAD Architektur eines Lokus 

verändern (Abb. 2). Deletionen oder Mutationen von Enhancer Elementen können zu einem 

gewebsspezifischen Funktionsverlust eines Gens führen: man spricht von regulatorischen Loss 

of Function Mutationen (Abb. 2B). Bekannte Beispiele sind Punktmutationen im ZRS, dem 

Extremitäten Enhancer-Elements des SHH Gens bei Poldydactylie [Wieczorek et al. 2010] und 

Mutationen in einem pankreas– spezifischen Enhancer Elements als Ursache von autosomal 

rezessiver Pankreasaplasie [Weedon et al. 2014].  

Wir konnten im Rahmen einer Array CGH Untersuchung von 134 Familien mit Ektrodactylie bzw. 

Spalthänden und Spaltfüßen mehrere Familien mit Deletion von exonischen Enhancer (eExons) 

Elementen im DYNC1I1 Gen identifizieren [Tayebi et al. 2014]. Die  eExons 15 und 17 des 

DYNC1I1 sind bekannte Enhancer Elements der Gene DLX5 und DLX6. Die Deletion von 

DLX5/6 in der Maus führt zu Spalt-Händen und Spalt-Füßen. Die Deletion dieser Enhancer führt 

daher mit großer Wahrscheinlichkeit zu einem regulatorischen Funktionsverlust von DLX5/6 in 

der Entwicklung der Extremitäten.  Darüber hinaus konnten wir zeigen, dass insgesamt ca. 3% 

aller Ektrodactylie Fälle durch Deletionen am DYNC1I1 Lokus verursacht sind [Tayebi et al. 

2014]. Regulatorische Loss-of-Function Deletionen sind auch am SOX9 Lokus bei Patienten mit 

campomeler Dysplasie und am PAX6 Lokus bei Patienten mit Aniridie beschrieben [Spielmann 

and Klopocki 2013] 

Die medizinische Interpretation von Duplikationen ist immer noch komplex und man geht in der 

Regel davon aus, dass kodierende Duplikationen zu einer Verdopplung der Gen-Dosis führen 

und dadurch einen Phänotyp verursachen. Wie sieht es aber mit Duplikation im nicht-

kodierenden Bereich des Genoms aus?  

Eines der bekanntesten Beispiele für Genregulation in cis ist der der SHH Lokus und der 

Extremitäten-Enhancer „ZRS“ (Zone of Regulatory Sequence) [Lettice et al. 2011; Lettice et al. 

2003]. Dieser befindet sich über 1 Mb distal von SHH im Intron des LMBR1 Gens. SHH ist ein 

Signalmolekül aus der Gruppe der Hedgehog Proteine. Duplikationen und Punktmutationen des 

ZRS führen zur pathologischen Fehlexpression von SHH und verursachen Syndaktylie und 

Polydaktylie. Insgesamt sind bereits über 30 Duplikationen des ZRS bekannt. In dieser Arbeit 

wurde eine Kohorte an Patienten mit Polydaktylien und Syndaktylien mittels Array CGH und 
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qPCR auf Duplikationen des ZRS untersucht. Wir konnten fünf nicht verwandte Familien mit 

überlappenden Duplikationen identifizieren und die molekulare Ursache des Laurin-Sandrow 

Syndroms aufklären. Bei der Größe der Duplikationen zeigte sich eine Genotyp-Phänotyp 

Korrelation. Kleine Duplikationen unter 75 kb führen zum schwersten Phänotyp dem sog. Laurin-

Sandrow Syndrom. Beim Laurin-Sandrow Syndrom kommt es zu Spiegelbild-Polydaktylien der 

Füße und an den Händen zu kompletten Syndaktylien. Duplikationen mit einer Größe von  über 

100 kb führen zu Synpolydaktylien der Hände und triphalangialen Daumen [Lohan et al. 2014; 

Spielmann 2015]. Obwohl der genaue Mechanismus noch nicht endgültig aufgeklärt  ist, geht 

man davon aus, dass Duplikationen von cis-regulatorische Elementen zu einer 

gewebsspezifischen Fehlexpression eines Genes führen: man spricht von regulatorischen Gain 

of Function Mutationen (Abb. 2C) [Dathe et al. 2009; Lohan et al. 2014].  

 

 

Abbildung 2: Nicht-kodierende Mutationen und strukturelle Aberrationen haben Einfluss auf die Expression 

benachbarter Gene. 
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3.2 Die Rolle von TADs und Boundary-Elementen bei menschlichen Erkrankungen  

 

Deletionen von TAD Boundary Elementen oder Inversionen können die  Architektur eines Lokus 

verändern und so zu „Enhancer Adoption“ oder „Enhancer-Hijacking“ führen (Abb. 2D und E) 

[Lettice et al. 2011; Northcott et al. 2014; Spielmann 2015]. Unter Enhancer Adoption versteht 

man, dass Enhancer aus benachbarten TADs durch die Deletion oder Inversion einer Boundary 

in die Position gebracht werden fremde Gene fehlzuregulieren und dadurch Erkrankungen 

verursachen [Lupianez et al. 2016]. Dieser Mutationsmechanismus spielt auch eine Wichtige 

Rolle bei der Entstehung von Tumoren [Northcott et al. 2014]. In der humangenetischen 

Routinediagnostik werden regulatorischen Varianten derzeit noch nicht berücksichtigt. Durch die 

Einführung von NGS Technologien in der humangenetischen Diagnostik wird es in Zukunft 

möglich sein, auch Varianten außerhalb der kodierenden DNA zu untersuchen.   

Eines der ersten Beispiele für Deletionen von Boundery Elementen und Enhancer-Adoption ist 

das autosomal dominante Liebenberg Syndrom [Spielmann et al. 2012]. Das Liebenberg 

Syndrom zeichnet sich durch Fehlbildungen der oberen Extremität aus, bei der die Arme der 

Patienten radiologische und morphologische Eigenschaften von Beinen annehmen. Wir konnten 

zeigen, dass mehrere Deletionen ca. 300 kb telomer von PITX1 (Paired-like Homeodomain 1) 

das house keeping-Gen H2AFY deletieren und die TAD-Boundery entfernen [Spielmann et al. 

2012].  PITX1 ist von zentraler Bedeutung für die Entstehung der hinteren Extremität und in der 

embryonalen Entwicklung ausschließlich in den Beinen exprimiert. H2AFY selbst spielt keine 

Rolle in der Skelettentwicklung. Bei den Patienten mit Liebenberg Syndrome kommt es durch 

Enhancer-Adoption zwischen dem Extremitäten-Enhancer (hs1473) und PITX1 zu einer 

pathologischen Expression von PITX1 in den Armen. Durch diese Fehlexpression von PITX1 

nehmen die Arme der Patienten charakteristische morphologische Merkmale von Beinen an. Wir 

konnten im Mausmodell zeigen, dass es sich beim Liebenberg Syndrom um eine homeotische 

Transformation der Arme zu Beinen handelt [Spielmann et al. 2012; Spielmann 2015].  

Ein weiteres Beispiel für Enhancer-Adoption ist die mesomele Dysplasie vom Savarirayan Typ, 

die sich durch Verkürzung der unteren Extremität auszeichnet. Wir konnten im Rahmen dieser 

Arbeit de novo Deletionen auf Chromosom 6p22.3 als molekulare Ursache dieser mesomelen 

Dysplasie identifizieren und zeigen, dass die Deletionen mit großer Wahrscheinlichkeit zu 

Enhancer-Adoption und somit zur Fehlregulation von ID4 führen [Flottmann et al. 2015].  
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In einer weiteren Studie im Rahmen dieser Arbeit haben wir bioinformatisch untersucht, wie 

häufig das Phänomen von Enhancer-Adoption in größeren Kohorten ist. Mit Hilfe der Human 

Phenotype Ontology (HPO) Datenbank haben wir versucht die Phänotypen von 922 Deletionen 

aus der DECIPHER Datenbank mit monogenetischen Erkrankungen von benachbarten Genen, 

die außerhalb der Deletion liegen, zu verbinden. So konnten wie Kombinationen von 

gewebespezifischen Enhancern und Genen in unmittelbarer Näher der Bruchpunkte der 

Deletionen identifizieren, die zum Phänotypen des Patienten passten im Sinne einer Enhancer-

Adoption. Dies haben wir computergestützt verglichen mit dem Pathomechanismus der 

Haploinsuffizienz, bzw. dem Gen-Dosis-Effekt der Gene innerhalb der Deletionen. Unsere 

Analysen zeigten, dass ca. 11,8 % der Deletionen am besten durch Enhancer-Adoption“, bzw. 

eine Kombination aus beidem zu erklären sind [Ibn-Salem et al. 2014]. Ein bekanntes Beispiel 

sind zum Beispiel Deletionen einer TAD-Boundery am FOXG1 Lokus als Ursache des Rett 

Syndroms [Ariani et al. 2008; Kortum et al. 2011]. 

In Abbildung 2 ist dargestellt, wie auch Translokationen und Inversionen zu Enhancer-Adoption 

und Fehlexpression führen können (Abb.2 D und E).  

 

3.3 CRISPR/Cas9 Genome Editing: Die Zukunft der funktionellen Genetik  

 

Die Einführung der CRISPR/Cas9 Genome Editing Technologie birgt enorme Chancen für die 

funktionelle Analyse und Bewertung und von kodierenden und nicht-kodierenden Mutationen 

[Charpentier and Doudna 2013; Sternberg and Doudna 2015; Wang et al. 2013]. Bisher war es 

extrem arbeitsintensiv und zeitaufwendig, menschliche Mutationen und strukturelle Varianten in 

vitro und in vivo zu untersuchen. Als Teil dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass es mittels 

CRISPR/Cas9 Genome Editing in wenigen Wochen möglich ist, gezielt Gene in der Maus 

auszuschalten (knock out) und spezifische menschliche Deletionen nachzustellen [Kraft et al. 

2015; Spielmann et al. 2016].   

In einer Pilotstudie haben wir Mutationen in einem bisher unbekannten Gen namens ZAK in zwei 

Patienten mit Spaltfüßen, Nagelaufälligkeiten und Schwerhörigkeit identifiziert. Da wir trotz 

intensiver Bemühungen und der Sanger-Sequenzierung von über 100 weiteren Patienten kein 

drittes  unabhängiges Allel finden konnten, haben wir uns entschieden, das Gen mittels   

CRISPR/Cas9 zu untersuchen. Zunächst wiesen wir mit Hilfe der CRISPR/Cas9 Genome 

Editing Technology nach, dass in der Maus die Inaktivierung beider Isoformen von Zak (knock 



79 

 

out) früh embryonal letal ist [Spielmann et al. 2016]. Im Gegensatz dazu konnten wir zeigen, 

dass mit Hilfe von zwei Guide-RNA Sequenzen die spezifische Deletion der SAM Domäne von 

Zak in der Maus zu komplexen Fehlbildungen der Extremitäten führt und mit einer verminderten 

Expression von Trp63 assoziiert ist [Spielmann et al. 2016]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass 

ZAK eine Schlüsselrolle in der Entwicklung der Extremitäten bei Mensch und Maus besitzt. 

Weiterhin zeigen wir, dass es mit Hilfe der CRISPR/Cas9 Technologie möglich ist in weniger als 

10 Wochen eine transgene Mäuse herzustellen, um die Pathogenität von mehreren 

menschlichen Mutationen nachzuweisen.  

In einem weiteren Projekt konnten wir mittels CRISPR/Cas9 die Bedeutung von TAD-

Boundaries am Beispiel des EPHA4 Lokus nachweisen [Lupianez et al. 2015]. Wir haben 

zunächst drei 1,6 Mb große Deletionen identifiziert, die das EPHA4 Gen und die benachbarte 

TAD-Boundary deletieren und zu einer seltenen Form der Brachydaktylie führen [Lupianez et al. 

2015]. Interessanterweise zeigten EPHA4 Knockout-Mäuse keine Auffälligkeiten der 

Extremitäten. Daher haben wir mittels zwei CRISPR/Cas9 Guide-RNA Sequenzen in der Maus 

die humane Deletion inklusive der TAD-Boundary und ohne die TAD-Boundary nachgestellt. Es 

zeigte sich, dass ausschließlich die Deletion inklusive der TAD-Boundary zu einem 

Brachydaktylie Phänotyp führte, während die Deletion ohne die TAD-Boundary ein normales 

Skelett  entwickelte. Mittels in situ Hybridisierung und RNA-Sequenzierung konnte gezeigt 

werden, dass durch die Deletion endogene EPHA4 Enhancer das benachbarte Gen PAX3 durch 

Enhancer Adoption fehlregulieren können und so zu dem Phänotyp führen [Lupianez et al. 

2015].  Im Einklang mit anderen aktuellen Studien konnten wir weiterhin die zentrale Rolle von 

CTCF-Bindungsstellen an TAD-Boundary bestätigen  [Rao et al. 2014a; Vietri Rudan et al. 2015]  

Diese Arbeiten zeigen, welches enorme Potential die CRISPR/Cas9 Genome Editing 

Technologie für die biomedizinische Forschung und die Humangenetik hat. Das CRISPR/Cas9 

System ist extrem robust und anwenderfreundlich und hat sich daher mit großer 

Geschwindigkeit durchgesetzt [Sternberg and Doudna 2015]. Für die Bewertung von 

spezifischen humanen Mutationen ist insbesondere der homology directed repair (HDR) in 

Kombination mit einer Donorsequenz (knock in) interessant. Neben der in vivo Analyse von 

Mäusen ist auch die in vitro Mutagenese sehr vielversprechend.  
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4 Zusammenfassung  
 

Durch die Einführung von Whole Exome Sequenzierung und Whole Genome Sequenzierung 

konnte die diagnostische Erfolgsrate zum Beispiel für geistige Behinderung auf über 50% 

gesteigert werden. Trotz dieser enormen Fortschritte kann derzeit bei über 45% der Patienten in 

der Humangenetik keine Mutation nachgewiesen werden. Es ist wahrscheinlich, dass viele 

dieser Patienten Mutationen im nicht-kodierenden Teil des Genoms tragen. Der nicht-

kodierenden Teil des Genoms wird derzeit in der humangenetischen Diagnostik ignoriert, denn 

traditionell werden Deletionen und Duplikationen auf Haploinsuffizienz, bzw. den Gen-Dosis-

Effekt der Gene in den Aberrationen untersucht und mit öffentlichen Datenbanken abgeglichen. 

Dieser Ansatz führt jedoch nicht immer zum Erfolg und viele Varianten müssen in ihrem 

genomischen Kontext analysiert werden. Durch die Einführung von WGS zu Detektion von 

kleineren Varianten und Inversionen wird dieses Problem in der Zukunft häufiger werden. In den 

letzten Jahren ist unser Wissen über die Funktion der nicht-kodierenden Sequenz enorm 

gestiegen. Mit Hilfe von ChIP-seq und Hi-C Experimenten wurde die 3D Architektur des Genoms 

im Zellkern erforscht und cis-regulatorische Karten des gesamten menschlichen Genoms 

erstellt. Diese Daten zeigen, dass das Genom in sog. Topological assosiated Domains (TADs) 

unterteilt ist, die durch Boundary-Elemente begrenzt sind. Deletionen, Duplikationen und 

Inversionen können diese cis-regulatorische Architektur des nicht-kodierenden Genoms 

verändern, indem sie die Positionen von TADs und Boundaries verändern und so zu 

Fehlregulation von Genen und Fehlbildungen führen.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Strukturelle Aberrationen der nicht-kodierenden DNA als 

molekulare Ursache mehrerer Erkrankungen identifiziert werden. Deletionen von exonischen 

Enhancer Elementen am DLX5/6 Lokus führen durch einen regulatorischen Funktionsverlust zu 

Spalthänden. Im Gegensatz dazu führen Duplikationen eines Enhancer Elements mit großer 

Wahrscheinlichkeit durch einen regulatorischen Gain of Function zum Laurin-Sandrow Syndrom. 

Das Liebenberg Syndrom und die mesomele Dysplasie vom Savarirayan Typ sind Beispiele für 

Deletionen von Boundary-Elementen und Fehlregulation durch Enhancer-Adoption. Weiterhin 

konnte in einer Pilotstudie gezeigt werden, dass es mit Hilfe der CRISPR/Cas9 Technologie 

möglich ist, in weniger als 10 Wochen transgene Mäuse herzustellen, um die Pathogenität von 

kodierenden und nicht-kodierenden menschlichen Mutationen nachzuweisen. Diese Arbeiten 

zeigen welches enorme Potential die CRISPR/Cas9 Genome Editing Technologie für die 

biomedizinische Forschung und die Humangenetik hat. 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit und weitere aktuelle Studien zeigen, dass Positions-Effekte der 

nicht-kodierenden DNA mit ca. 11% ein wichtiger Mutations-Mechanismus bei angeborenen 

Erkrankungen der Extremitäten sind und dass CRISPR/Cas9 Genome Editing eine zentrale 

Rolle bei der Bewertung von nicht-kodierenden menschlichen Mutationen haben wird. 

Strukturelle Aberrationen in der humangenetischen Diagnostik sollten daher nicht nur auf 

Haploinsuffizienz von Genen untersucht werden, sondern müssen im cis-regulatorischen 

genomischen Kontext analysiert werden  
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