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1 Einleitung

1.1 Die Neurofibromatose Typ 1

1.1.1 Pathogenese und klinisches Erscheinungsbild

Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1), erstmals beschrieben von Friedrich Daniel von Recklinghau-
sen im Jahre 1882, ist eine autosomal-dominant vererbte monogene Erkrankung, die durch eine
pathogene Mutation im Neurofibromin-Gen hervorgerufen wird [12]. Mit einer Inzidenz von etwa
1:3.500 gehort sie zu den hiufigsten angeborenen Erkrankungen, wobei etwa die Hilfte der Fille
auf eine Neumutation zuriickzufiihren sind.

Obwohl in 85 bis 95 % der Fille der Nachweis der zugrundeliegenden Mutation moglich ist, wird
die Diagnose der NF1 klinisch gestellt (sieche Schaukasten). Weitere gehduft mit der NF1 einherge-

Die Diagnose der Neurofibromatose Typ 1 kann gestellt werden, wenn mindestens
zwei der folgenden Kriterien erfiillt sind (NIH-Konsensus 1988 [68]):

e mindestens 6 Café-au-lait-Flecken mit einem Durchmesser > 5 mm (Kinder)
beziehungsweise > 15 mm (Erwachsene)

* mindestens 2 kutane oder subkutane Neurofibrome oder 1 plexiformes Neurofibrom
* axillares oder inguinales Freckling

* Optikusgliom

e mindestens 2 Lisch-Knotchen (Irishamartome)

* Knochenmalformationen wie Keilbeindysplasie, Verdiinnung langer Rohren-
knochen, Pseudarthrose

¢ ein Verwandter 1. Grades mit NF1

hen Symptome sind neurologische Auffilligkeiten, wie Intelligenzminderung, Lernschwierigkei-
ten, Epilepsie und Aquéduktstenosen, orthopidische Erkrankungen, wie schwerwiegende Skolio-
sen, sowie kardiovaskulidre Probleme, wie eine Pulmonalstenose oder arterielle Hypertonie, nicht
selten bedingt durch eine Nierenarterienstenose oder ein Phdochromozytom. Auch das Risiko fiir
die Entwicklung maligner Tumore, vor allem Gliome im Zentalnervensystem und maligne peri-
phere Nervenscheidentumore (MPNST) ist bei NF1-Patienten erhoht. Im Gegensatz dazu kann
sich die NF1 ebenso mit einem sehr milden Phénotyp prisentieren und auf das Vorhandensein
kutaner Symptome beschrinkt sein. Finden sich diese lediglich in einem begrenzten Areal des
Korpers, sogenannte segmentale Neurofibromatose, ist das Vorliegen eines Mosaiks bedingt durch

eine somatische NF/-Mutation in Betracht zu ziehen.



1. Einleitung

1.1.2 Das Neurofibromin und seine Funktion

Das NFI-Gen kodiert fiir ein 2818 Aminosiduren umfassendes zytosolisches Protein, welches ubi-
quitdr, vorrangig jedoch in Neuronen sowie Glia- und Schwannzellen, exprimiert wird [12]. Neu-
rofibromin besitzt eine funktionelle Doméne, iiber die es an das Ras-Protein bindet und dessen
GTPase-Aktivitit stimuliert. Die dadurch katalysierte Hydrolyse von Guanosintriphosphat (GTP)
zu Guanosindiphophat (GDP) fiihrt zu einer Inaktivierung von Ras und somit zu einer Hemmung
der Zellproliferation und -differenzierung. Neben diesem scheint Neurofibromin auch in weite-
re, weniger gut charakterisierte, Signalwege integriert zu sein. So besitzt es zum Beispiel eine
Cystein/Serin-reiche Doméne (CSRD) mit vermeintlichen ATP-Bindungsstellen und drei poten-
tiellen cAMP-abhingigen Proteinkinase A (PK A)-Erkennungssequenzen, die durch die PK A
phosphoryliert werden [22]. Eine Interaktion mit dem Protein 14-3-3 im Anschluss an diese Phos-
phorylierung scheint die Funktion des Neurofibromins negativ zu beeinflussen [25]. Aulerdem
kann Neurofibromin die Heparansulfat-Proteoglykane Syndecan 1-4 binden, welche unter ande-
rem als Kofaktoren in der Signaltransduktion fungieren [41]. Auch eine Wechselwirkung mit dem
Amyloid-Precursor-Protein (APP), dem Vorlduferprotein des in die Pathogenese der Alzheimer-
Erkrankung involvierten 3-Amyloids, wurde bereits nachgewiesen [16]. Nicht zuletzt besitzt Neu-
rofibromin eine phospholipidbindende Secl4p-Domine sowie eine Pleckstrin-homologe (PH)-
Domine [15].

Im Hinblick auf die Symptome der Neurofibromatose Typ 1 scheint Neurofibromin insbesondere
in Geweben, die der Neuralleiste entspringen, von Bedeutung zu sein [12]. So enthalten Neuro-
fibrome vor allem Schwannzellen und periphere Neurone, Phiochromozytome entstehen aus den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks und Café-au-lait-Flecken und Lisch-Knotchen gehen
aus verdnderten Melanozyten hervor. Auch die im Zusammenhang mit der NF1 gehiuft dysplasti-
schen Schiddelknochen sind Derivate der Neuralleiste.

Basierend auf der Beobachtung, dass in vielen Tumoren von NF1-Patienten ein Verlust der Ex-
pression beider Allele des NF/-Gens nachweisbar ist, wird Neurofibromin als Tumorsuppressor
angesehen [12]. Fiir jene postuliert die ,,Two Hit“-Hypothese von Knudson, dass neben der krank-
heitsverursachenden Keimbahnmutation erst eine zusétzliche somatische Mutation des Wildtypal-

lels zu einer Tumorentstehung fiihrt [SO].

1.1.3 Das NF1-Gen

Das NFI-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosom 17 (17q11.2), beeinhaltet 61 Exons und
umfasst etwa 350 kb genomischer DNA [95]. Vier Exons mit alternativem Splicing wurden bis-
her beschrieben, die zu der Bildung verschiedener Isoformen des Genproduktes fiihren. Wie in
der Abbildung 1.1 zu erkennen ist, befinden sich im Intron 27b drei weitere Gene, die auf dem

reversen Strang kodiert sind und somit in entgegengesetzter Richtung abgelesen werden. Das
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Abbildung 1.1: Das NF1-Gen

Dargestellt sind die Exons des NFI/-Gens. Graue Boxen markieren Exons mit alternativem Splicing.
Besonders hervorgehoben sind die Domine, die an das Ras-Protein bindet (Ras-GRD) sowie die drei
Gene auf dem reversen Strang im Intron 27b (OMGP, EVI2A, EVI2B). Der Stern kennzeichnet die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Region. Diese ist in der Abbildung 4.6 auf Seite 41 im Detail
illlustriert. Quellen: [49, 101]

Oligodendrozytenmyelin-Glykoprotein (OMGP) ist ein extrazelluldres Peptid, das mit der dufleren
Zellmembran verbunden ist [102]. Es wird in Neuronen und Oligodendrozyten im Zentralner-
vensystem exprimiert und scheint in den Wachstumsprozess von Neuronen sowie die Ausbildung
und Erhaltung von Myelinscheiden involviert zu sein [105]. Die beiden Gene EVI2A und EVI2B
(,,ecotropic viral integration site*) kodieren mutmaBlich fiir Transmembran-Proteine, iiber deren
Funktion bisher nur wenig bekannt ist [102]. Die entsprechenden Homologe der Maus spielen of-
fenbar eine Rolle bei der Entstehung myeloischer Leukidmien. Beim Menschen werden beide Gene
im peripheren Blut und im Knochenmark exprimiert, EVI2A zusétzlich auch im Gehirn. EVI2B ist
moglicherweise neben dem NFI/-Gen an dem Prozess der Differenzierung von Melanozyten und
Keratinozyten beteiligt [48].

Der Promotor, also das nicht kodierende 5°-Ende des NFI-Gens, ist zwischen Mensch und Maus
hoch konserviert und enthilt einige komplett identische Transkriptionsfaktor-Bindungselemente
wie ein ,,cAMP response element* (CRE), ein ,,serum response element* (SRE) und mehrere AP2-
Bindungsstellen [33]. Die Region von -33 bis +261 relativ zum Transkriptionsstartpunkt, welcher
sich beim Menschen 484 Basenpaare stromaufwirts des Startkodons ATG befindet, stimmt bei
beiden Spezies zu 95 % iiberein. Dies kann als Hinweis auf eine entscheidende Bedeutung die-
ses Bereichs fiir die Genexpression angesehen werden. Der Promoter des NF/-Gens beinhaltet

eine sogenannte CpG-Insel, ist also sehr reich an Cytosin und Guanin, insbesondere in Form von
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CpG-Dinukleotiden, und besitzt keine TATA-Box, was eine typische Konstellation fiir sogenannte
Haushaltsgene (,,housekeeping genes*) ist [18]. Haushaltsgene werden konstitutiv in allen Zellen
des Korpers unabhiingig von Zelltyp, Zellstadium und duBeren Einfliissen exprimiert und kodieren
typischerweise fiir Proteine mit essentieller Bedeutung fiir den Grundstoffwechsel der Zellen, wie

zum Beispiel Enzyme des Energiestoffwechsels und viele Strukturproteine.

1.1.4 Genotyp-Phenotyp-Korrelation

Seit der Identifizierung des NF/-Gens im Jahre 1990 wurden zahlreiche krankheitsverursachende
Mutationen gefunden. Diese reichen vom Austausch einer einzelnen Base bis zum Verlust des ge-
samten Gens. Meist handelt es sich jedoch um kleine Mutationen, welche keine regionale Hiufung
zeigen, in den meisten Fillen aber zur Ausbildung eines verkiirzten Proteins fiithren [55]. Insge-
samt ist die NF'/-Mutationsrate eine der hochsten im menschlichen Genom. Dies ist unter anderem
durch die enorme Grofle des Gens bedingt und fiihrt dazu, dass etwa die Hilfte aller Erkrankungen
nicht auf die Vererbung durch ein betroffenes Elternteil zuriickzufiihren ist.

Obwohl die Penetranz der Neurofibromatose Typ 1 praktisch 100 % betrégt, ist es aufgrund der
erheblichen klinischen Variabilitit jedoch nicht moglich, eine Aussage iiber den Verlauf oder die
Schwere der Erkrankung zu treffen [55]. Zahlreiche Untersuchungen zu einem Zusammenhang
bestimmter Mutationen mit einem Phénotyp blieben bisher ergebnislos und selbst Mitglieder einer
Familie, deren Erkrankung die gleiche Mutation zugrunde liegt, zeigen mitunter sehr unterschied-
liche stark ausgeprédgte Symptome. Lediglich in zwei Fillen liel sich eine Genotyp-Phénotyp-
Korrelation nachweisen: Zum Einen bedingen Mikrodeletionen, die das NF/-Gen und mehrere
benachbarte Gene umfassen und bei 5-10 % aller Betroffenen vorkommen, einen ,,schwereren‘
Phiénotyp. Diese Patienten entwickeln charakteristischerweise friithzeitig eine hohe Anzahl an Neu-
rofibromen, haben ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines MPNST und anderer bosartiger
Tumore, leiden unter Dysmorphien, Lernschwierigkeiten und kardiovaskuldren Malformationen
und zeigen im Gegensatz zu NF1-Patienten mit kleinen Mutationen eine Tendenz zu iiberméfigem
Liangenwachstum [72]. Andererseits ist eine 3-Basen-Deletion im Exon 17 (¢.2970-2972delAAT)
mit einem sehr milden Phénotyp assoziiert. Diese Patienten haben zwar Café-au-lait-Flecken und
meist auch Freckling, jedoch keine kutanen Neurofibrome oder klinisch detektierbare plexiforme
Neurofibrome [98]. Auch Lernschwierigkeiten, Makrozephalie, Minderwuchs und Brustkorbver-

dnderungen werden bei ihnen deutlich seltener beobachtet.

Variabler Phanotyp durch modifizierende Gene
Jedes benigne Neurofibrom sowie die malignen Tumore bei NF1-Patienten sind auf eine indivi-
duelle somatische NF/-Mutation im Wildtypallel und den damit verbundenen kompletten Verlust

der Neurofibrominaktivitit in der betroffenen Zelle zuriickzufiihren [91]. Auch in den Melanozy-
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ten aus Café-au-lait-Flecken wurde die Inaktivierung des zweiten Allels nachgewiesen [17]. Da
jedoch selbst NF1-Patienten mit der gleichen Keimbahnmutation mitunter sehr verschiedene klini-
sche Phénotypen aufweisen, stellt sich die Frage, warum einige Betroffene offenbar mehr ,,second
hits* erleiden als andere. Zahlreiche Studien haben sich mit dieser Problematik beschéftigt und
Hinweise auf die Existenz modifizierender Gene gefunden:

1) Untersuchungen an groen Kohorten von Familien mit mehreren NF1-Patienten haben gezeigt,
dass eine signifikante familidre Hiufung nahezu aller Krankheitsmerkmale besteht. Dabei weisen
monozygote Zwillinge, vor allem hinsichtlich der Anzahl von Café-au-lait-Flecken und benig-
nen Neurofibromen, die stirkste Konkordanz auf, wihrend sich die Ausprigung dieser Symptome
mit abnehmender Verwandtschaftsnidhe zweier Betroffener zunehmend unterscheidet [19, 81, 87].
Zusammen betrachtet sprechen diese Ergebnisse fiir einen oder mehrere genetisch determinierte
,Modifizierer des Phinotyps der Neurofibromatose Typ 1, die vom NF/-Lokus unabhingig sind.
2) Unter der Annahme, dass bereits allein die Haploinsuffizienz des Neurofibromins einige der
Charakteristika der NF1 bedingt, scheint eine verdnderte Expression des Wildtypallels als Ursache
fiir den variablen Phinotyp denkbar. Eine Analyse zur verinderten Expression durch SNPs (,,single
nucleotide polymorphisms*) im Wildtypallel konnte jedoch keinen Zusammenhang zur Variabili-
tiat der NF1 nachweisen, was wiederum als Beleg fiir die Existenz anderer ,,Modifizierer gewertet
werden kann [81]. Jedoch stellen auch epigenetische DNA-Modifikationen, wie die Methylierung
von Cytosinen, eine Moglichkeit zur Beeinflussung der Genexpression dar und sind somit mogli-
che Ursachen fiir die klinische Variabilitit der NF1 (Niheres hierzu im Kapitel 1.3.3).

Mehrere Gene wurden bereits als potenzielle ,,Modifizierer* der NF1 identifiziert. So zeigten zum
Beispiel die Gene Nstrl auf Chromosom 19 und Nstr2 auf Chromosom 15 im Mausmodell einen
schiitzenden Effekt hinsichtlich der Entwicklung von MPNSTs und Astrozytomen [106]. Deswei-
teren beeinflussen sogenannte ,,Mismatch Repair“-Gene die Tumorlast von NF1-Patienten (sie-
he hierzu auch Kapitel 1.2.3) und der Wachstumsfaktor GDNF modifiziert einen Phédnotyp der
NF1, der mit intestinaler neuronaler Dysplasie Typ B assoziiert ist [5]. Auch im Bereich der
NF 1-Mikrodeletion wurden mogliche modifizierende Gene nachgewiesen: CENTA2, RABI1FIP4,
C170rf79 und UTP6 wirken auf die Enstehung von Neurofibromen [6].

1.2 Das ,,Mismatch Repair“-System

1.2.1 Die Funktion des ,,Mismatch Repair“-Systems

Das ,,Mismatch Repair*“-Systems (MMR) ist ein evolutionir hoch konservierter DNA-Reparatur-
mechanismus. Es korrigiert Replikationsfehler, die dem Korrekturlesen der DNA-Polymerasen
entgangen sind, sowie Fehlpaarungen bei der Rekombination und durch UV-Strahlung und andere
DNA-schidigende Substanzen verursachte Defekte [43]. Ein Funktionsverlust der ,,Mismatch Re-

pair* erhoht die spontane Mutationsrate um das 50-1000fache und fiihrt vor allem zum Austausch
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einzelner Basen und zu ,,Frameshift*-Mutationen. Somatische MMR-Defizite sind somit Bestand-
teil der Tumorgenese vieler Gewebe, wohingegen eine heterozygote Keimbahnmutation Ursache
des Lynch-Syndroms (Hereditires non-polipdses Kolonkarzinom-Syndrom = HNPCC) ist.

Das am besten charakterisierte ,,Mismatch Repair“-System ist das von Escherichia coli, welches
als Grundlage fiir die Einteilung und Benennung der einzelnen Komponenten dient. Die beim Men-
schen gefundenen MutS- und MutL-Homologe liegen in Heterodimeren vor. Thre bedeutendsten

Vertreter sind im Folgenden wiedergegeben:

MutSo MSH?2 - MSH6 korrigiert Basenfehlpaarungen und Insertio-
nen/Deletionen bis zu > 10 Basenpaare
MutSp MSH?2 - MSH3 korrigiert Insertionen/Deletionen von 2 bis

10 Basenpaaren

MutLo MLHI - PMS2 unterstiitzt die Initiation der Reparatur durch
MutS-Homologe
MutLf3 MLH1 - PMS1 Funktion ungewiss

1.2.2 Das ,Constitutional Mismatch Repair-Defiency Syndrome"

In den letzten Jahren wurden zunehmend Fallberichte von Patienten veroffentlicht, die unter Keim-
bahnmutationen in beiden Allelen eines der ,,Mismatch Repair“-Gene litten. Wéhrend heterozygo-
te MMR-Mutationen zum Lynch-Syndrom fiihren, erkrankten diese Patienten bereits in der frithen
Kindheit an malignen Erkrankungen und prisentierten unter anderem klinische Zeichen der Neu-
rofibromatose Typ 1. Wimmer und Etzler prigten fiir dieses Krankheitsbild den Begriff ,,Constitu-
tional Mismatch Repair-Defiency (CMMR-D) Syndrome*“[114]. Sie identifizierten in ihrer Litera-
turrecherche 78 betroffene Patienten aus 46 Familien, von denen 17 die NF1-Diagnosekriterien er-
fiillten. Eine NF/-Mutation konnte bisher jedoch erst bei einem Patienten mit CMMR-D-Syndrom
nachgewiesen werden (Fall II-2) [2].

Die Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick iiber die bisher identifizierten Patienten mit CMMR-D-
Syndrom und bestédtigtem Vorhandensein klinischer Zeichen der NF1. Dies sind insgesamt 63 Pa-
tienten aus 38 Familien, von denen 18 die NF1-Diagnosekriterien erfiillen. Patienten mit Muta-
tionen im MLHI-Gen erkranken bereits im frithen Kindesalter. Sie entwickeln hdmatologische
Erkrankungen sowie Hirn- und gastrointestinale Tumoren und weisen oftmals mehrere Merkmale
der Neurofibromatose Typ 1 auf. Auch Patienten mit MSH2-Mutationen fallen frithzeitig durch
maligne Erkrankungen auf, die NF1-Symptome beschrinken sich meist jedoch auf das das Vor-
handensein von Café-au-lait-Flecken. Kinder mit konstitutionellem Verlust von MSH6 entwickeln
besonders hdufig Hirntumore und prisentieren Pigmentverdnderungen wie Café-au-lait-Flecken

und Freckling. Die grofte Gruppe, die etwa die Hilfte der hier aufgefiihrten Fille beinhaltet, bil-
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Patient \ Alter \ Gen maligne Erkrankung \ NF1-Merkmale \ Quelle‘
| 1 2J. | MLH1 | NHL multiple CALF, Pseudarthrose [71,
2 6J. | MLH1 | AML, Medulloblastom 9 CALF, multiple dermale NF | [107]
II 1 3J. | MLH1 | NHL >10 CALF [2],
2 1J. | MLHI1 | atypische CML >10 CALF, 2 kutane NF [78]
III 1 4]J. | MLH1 | Gliom CALF, Freckling [99]
v 1| 111J. | MLH1 | Duodenum-Ca mehrere CALF [29]
2 9J. | MLH1 | Kolon-Ca 3 CALF, Freckling, 1 Lisch
3 6J. | MLH1 | bisher keine 8 CALF, 1 Lisch, 1 plex. NF
A% 1 6J. | MLHI1 | bisher keine CALF, 1 NF [77]
VI 1 4]J. | MLH1 | Glio-, Nephroblastom >6 CALF [76]
VII |1 2J. | MSH2 | T-ALL multiple CALF [111]
VI | 1| 11J. | MSH2 | Kolon-Ca multiple CALF [65]
2| 12J. | MSH2 | Kolon-Ca multiple CALF
IX 1]04J. | MSH2 | T-Zell-NHL CALF [83]
2 2J. | MSH2 | T-Zell-NHL CALF
3 2J. | MSH2 | T-Zell-NHL CALF
X 1| 13J. | MSH2 | Astrozytom vorhanden [93]
2| 14J. | MSH2 | Astrozytom, Rektum-Ca | multiple CALF, Freckling
XI 1| 10J. | MSH6 | Oligodendrogliom, 6 CALF [62]
Rektum-Ca
XII 1 5J. | MSH6 | Lymphom, Kolon-Ca 8 CALF, Freckling [37]
2 8 J. | MSH6 | Glioblastom 6-8 CALF, Freckling fraglich
XHr |1 9J. | MSH6 | Astrozytom, Lymphom | >6 CALF, Freckling [71]
2 2J. | MSH6 | Glioblastom multiple CALF, Freckling
XIV | 1] 19]. | MSH6 | Rektum-Ca, wenige CALF [75]
Endometrium-Ca
XV |1 71J. | MSH6 | Medulloblastom, AML, | CALF [84]
Kolon-Ca
XVI |1 8J. | MSH6 | Medulloblastom multiple CALF [76]
2 4J. | MSH6 | NHL, Oligodendrogliom | multiple CALF
XVII | 1 71J. | MSH6 | Glioblastom multiple CALF [4]
2 9J. | MSH6 | dysplast. Kolon-Polypen | multiple CALF, Lisch
XVIII | 1 6J. | MSH6 | Medulloblastom, AML CALF [21]
2 91J. | MSH6 | Glioblastom CALF
XIX |1 8J. | MSH6 | T-Zell-Lymphom CALF, Lisch fraglich [73]
XX |1 4]. | PMS2 | Glioblastom, Kolon-Ca, | CALF [34],
B-Zell-Lymphom [90]
21 14). | PMS2 | Rektum-Ca CALF
XXI | 1] 16J. | PMS2 | Kolon-Ca, Ovarialtumor, | 6 CALF [94]
Endometrium-Ca
2| 71| PMS2 | Astrozytom multiple CALF
3 4]. | PMS2 | ALL multiple CALF
XXII | 1] 17]J. | PMS2 | Kolon-Ca, Glioblastom | CALF [1]
XXII | 1] 10J. | PMS2 | B-Zell-NHL CALF [103],
2 8J. | PMS2 | SPNET CALF [104]
31 147J. | PMS2 | SPNET CALF
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Patient \ Alter \ Gen \ maligne Erkrankung \ NF1-Merkmale \ Quelle‘
XXIV 1 2J. | PMS2 | Leukimie, Kolon-Ca CALF [104]
XXV 1 8J. | PMS2 | SPNET CALF [104]

2 4]. | PMS2 | SPNET CALF
XXVI 1] 15]. | PMS2 | Gliom CALF [104]
21 15]J. | PMS2 | ALL CALF
3 6J. | PMS2 | Glioblastom CALF
XXVII |1 6J. | PMS2 | ALL CALF [104]
XXVII | 1| 201J. | PMS2 | Kolon-Ca, CALF [4]
Endometrium-Ca
XXIX 1| 23J. | PMS2 | Kolon-, Duodenum-Ca CALF, Dysmorphien, [113]
mentale Retardierung
XXX 1] 10J. | PMS2 | Glioblastom CALF [21]
XXXI 1] 14J. | PMS2 | Kolon-Ca multiple CALF [44]
XXXIT | 1| 13J. | PMS2 | Kolon-Ca multiple CALF, Freckling [53]
2| 10J. | PMS2 | T-Zell-NHL, Kolon-Ca | multiple CALF
XXXIII |1 6J. | PMS2 | Glioblastom, Urothel-, multiple CALF [53]
Diinndarm-, Kolon-Ca
2| 61J.| PMS2 | Glioblastom multiple CALF
XXXIV |1 7). | PMS2 | Medulloblastom, vorhanden [85]
Kolon-Ca
XXXV | 1] 15]. | PMS2 | Kolon-Ca multiple CALF [89]
2| 81J.| PMS2 | Glioblastom multiple CALF
XXXVI |1 6J. | PMS2 | Lymphom, Kolon-Ca multiple CALF [51]
2 91J. | PMS2 | SPNET CALF
XXXVII |1 3J. | PMS2 | Rhabdomyosarkom, mehrere CALF [52]
Kolon-Ca
XXXVIII | 1] 227J. | PMS2 | Kolon-Ca multiple CALF [52]

Tabelle 1.1: CMMR-D-Patienten mit NF1-Symptomen
Romische Ziffern kennzeichnen Familien. Fiir jeden Patienten sind das Alter bei Diagnosestellung der
ersten malignen Erkrankung beziehungsweise zum Zeitpunkt der Untersuchung in Jahren (J.), alle bei
ihm diagnostizierten malignen Erkrankungen (ALL = akute lymphatische Leukidmie; T-ALL = aku-
te T-Zell-Leukdmie; AML = akute myeloische Leukdmie; CML = chronisch-myeloische Leukédmie;
NHL = Non-Hodgkin-Lymphom; SPNET = supratentorieller primitiver neuroektodermaler Tumor; Ca
= Karzinom; dysplast. = dysplastische) sowie die dokumentierten NF1-Merkmale (CALF = Café-au-
lait-Flecken; NF = Neurofibrom; plex. NF = plexiformes Neurofibrom) angegeben.

den jedoch diejenigen Patienten mit Veranderungen im PMS2-Gen. Sie erkranken im Durchschnitt

spater und nach erfolgreicher Therapie oft erneut an Tumoren anderer Entititen, wihrend Betrof-

fene mit Mutationen in einem der anderen ,,Mismatch Repair*-Gene meist bereits an der ersten

malignen Erkrankung versterben. Besonders auffillig ist das gehdufte und auf diese Gruppe be-

schrinkte Auftreten supratentorieller primitiver neuroektodermaler Tumoren (SPNET).
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1.2.3 MMR-Gene als ,,Modifizierer* der Neurofibromatose Typ 1

Die Rolle des ,,Mismatch Repair“-Systems bei der Entstehung von Neurofibromen ist bisher nur
wenig untersucht. Maertens et al. detektierten in Neurofibromen eine hohe Rate an ,,Frameshift*-
Mutationen, was als Hinweis auf eine verminderte MMR-Funktion angesehen werden kann [60].
Dartiiber hinaus wiesen sie bei NF1-Patienten mit vielen Neurofibromen unerwartet hiufig einen
Polymorphismus im MSH2-Gen nach, der sich moglicherweise auf die Genexpression oder die
Proteinaktivitdt auswirkt. Wiest et al. beobachteten ein vermehrtes Auftreten von Punktmutationen
als ,,second hit* in Neurofibromen, moglicherweise bedingt durch MMR-Defekte [112], und Wang
et al. zeigten, dass das NF/-Gen in ,,Mismatch Repair“-defizienten Zellen ein bevorzugtes Ziel fiir
Mutationen darstellt [108]. Bisher gibt es allerdings bis auf eine Ausnahme (II-2) keine Berichte
iiber konstitutionelle MMR-Mutationen bei NF1-Patienten [2, 60, 108, 114].

1.3 Die DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung, also das Anhédngen einer Methylgruppe an das C5 von Cytosin, ist neben
der Histon-Modifizierung der bedeutendste Mechanismus der Epigenetik. Diese beschreibt Zellei-
genschaften, die mitotisch und meiotisch vererbt werden, jedoch nicht in der Basensequenz der
DNA kodiert sind.

1.3.1 Verteilung und Funktion der DNA-Methylierung im menschlichen Genom

Beim Menschen findet DNA-Methylierung ausschlieBlich an Cytosinen, vorrangig an solchen in
CpG-Dinukleotiden, statt [45]. Diese sind jedoch nicht wahllos iiber das Genom verteilt, sondern
liegen hidufig in Clustern vor. Diese sogenannten CpG-Inseln sind definiert als mehr als 500 Ba-
senpaare umfassende DNA-Abschnitte mit einem Gehalt an Cytosin und Guanin von mindestens
55 % und einem beobachteten / erwarteten CpG-Anteil von 0,65 [88]. Etwa die Hélfte aller Gen-
Promotoren sind Bestandteil einer CpG-Insel und in der Regel hypomethyliert. Im restlichen Ge-
nom sind CpG-Dinukleotide hingegen deutlich unterreprésentiert und meist hypermethyliert.
Epigenetische Mechanismen sind essentiell fiir die Entwicklung und Differenzierung eines Orga-
nismus. Denn obwohl der Genotyp in allen Zellen eines Organismus gleich ist, werden gewebsspe-
zifisch sehr verschiedene Gene exprimiert, was zum Teil auf die Entdeckung unterschiedlicher Me-
thylierungsmuster in Zellen differenzierter Gewebe zuriickgefiihrt wird [70]. Durch Prozesse wie
die X-Inaktivierung, das Imprinting und die Aktivierung beziehungsweise Inaktivierung einzelner
Gene in den verschiedenen Geweben determiniert die DNA-Methylierung auch die Ausbildung
eines bestimmten Phédnotyps. Weiterhin spielt sie eine zentrale Rolle beim Erhalt genomischer
Stabilitidt sowie der Fixierung von Retrotransposons.

Um den Einfluss epigenetischer Verdnderungen auf die Ausbildung eines Phinotyps zu beurteilen,
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eignen sich besonders Untersuchungen an Zwillingen. Denn obwohl monozygote Zwillinge gene-
tisch identisch sind, unterscheiden sie sich in manchen Merkmalen, wie zum Beispiel in der Nei-
gung zu bestimmten Erkrankungen [27]. Diese Diskordanz ldsst sich moglicherweise durch abwei-
chende epigenetische Veridnderungen erkldren. So konnte bereits in mehreren Studien nachgewie-
sen werden, dass auch monozygote Zwillinge deutliche Unterschiede in der DNA-Methylierung
und in der Histon-Modifikation aufweisen, was belegt, dass das epigenetische Profil zumindest
teilweise unabhiingig von der DNA-Sequenz determiniert wird [27, 47]. Dizygote Zwillinge un-
terscheiden sich dabei deutlicher voneinander als monozygote, wobei die Varianz auch bei mono-
zygoten Zwillingen mit steigendem Lebensalter und bei ldngerer Trennung eines Paares zunimmt.
Dies untermauert zum Einen die Plastizitit des Epigenoms und zum Anderen seine Beeinfluss-
barkeit durch Umweltfaktoren. Auch geschlechtsspezifische Methylierungsunterschiede wurden
bereits beobachtet [8]. Insgesamt zeigen funktionell bedeutsame DNA-Abschnitte groBere Ahn-
lichkeit im Methylierungsmuster als Loci ohne eindeutig definierte regulatorische Funktion, was
auf eine libergeordnete Rolle der Epigenetik hinweist [47]. So lieBen sich beispielsweise bei einem
monozygoten Zwillingspaar, das diskordant fiir das Syndrom der kaudalen Duplikation war, signi-
fikante Methylierungsunterschiede im Promotor des an der Entstehung der Anomalie beteiligten
AXIN1-Gens nachweisen [69]. In einem anderen Fall ergab sich ein Zusammenhang zwischen der
vermehrten Expression von PPIEL durch Demethylierung und der Entwicklung einer bipolaren

Personlichkeitsstorung [54].

1.3.2 Aberrante DNA-Methylierung als Komponente der Tumorgenese

Entartete Zellen konnen gegeniiber ihrem unverinderten Pendant eine globale Hypomethylierung
mit regionaler Hypermethylierung von CpG-Inseln zeigen [45]. Beide Mechanismen, dargestellt
in Abbildung 1.2, sind frithzeitige Ereignisse in der Karzinogenese und somit nicht als Folge,
sondern vielmehr als Ursache dieser anzusehen [79]. Die verminderte Methylierung fiihrt dabei
zu genomischer Instabilitédt, was weitere DNA-Veridnderungen nach sich zieht. Die Methylierung
der Promotoren von Tumorsuppressorgenen bedingt wiederum eine Reduktion von deren Expres-
sion und dadurch ein unkontrolliertes Zellwachstum. So konnte bereits gezeigt werden, dass die
»Mismatch Repair“-Gene MLHI und MSH2 in malignen Tumoren durch Promotormethylierung
vermindert transkribiert werden [40, 97]. Weiterhin ist in Tumorzellen ein Verlust des auf DNA-
Methylierung zuriickzufiithrenden Imprintings, also der unterschiedlichen Expression miitterlicher
und viterlicher Allele bestimmter Gene, zu beobachten. Dies kann einerseits iiber die Aktivierung
eines ausgeschalteten Allels eines wachstumsfordernden Gens und andererseits durch Inaktivie-
rung eines wachstumshemmenden Gens wiederum zu einer potenzierten Zellproliferation fithren

und damit die Tumorentstehung férdern [79].
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Abbildung 1.2: DNA-Methylierung und Tumorentstehung

Die Abbildung zeigt einen hypermethylierten repetitiven DNA-Abschnitt sowie ein aktiv transkribiertes
Tumorsuppressorgen (TSG) mit seinem hypomethylierten Promotor. In Tumorzellen wird repetitive
DNA demethyliert, was zu genomischer Instabilitét fithrt, und das Tumorsuppressorgen wird durch
Methylierung seines Promotors vermindert exprimiert. Quelle: [79]

1.3.3 DNA-Methylierung im NF1-Gen

Der Promotor des NF/-Gens enthilt eine konstitutionell hypomethylierte CpG-Insel, deren flan-
kierende Regionen methyliert sind [61, 80]. Eine Untersuchung der Exons 28, 29 und 31 zeigte,
dass die Methylierung hier fast ausschlielich an CpG-Dinukleotiden stattfindet und auch ein CpG
betrifft, welches bereits bei mehreren Patienten krankheitsverursachend mutiert war (C5839T) [3].
Dies fiihrte zu der Vermutung, dass methylierte CpG-Dinukleotide im NFI-Gen ein Reservoir fiir
potentielle C—T-Mutationen darstellen und somit eine Erkldrung fiir die hohe Rate an Neumutatio-
nen sein konnten. SchlieBlich entsteht durch oxidative Desaminierung eines methylierten Cytosins
die Base Thymidin, die von den DNA-Reparaturmechanismen in manchen Fillen nicht als Fehler
erkannt wird. Demgegeniiber wird das durch Desaminierung eines unmethylierten Cytosins gebil-
dete Uracil im Regelfall schnell wieder durch ein Cytosin ersetzt.

Im NFI-Promotor wurden bereits mehrere methylierungssensitive Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen identifiziert. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Methylierung der Erken-
nungssequenzen von CREB (Position -16 bis -9) und SP1 (Position -141 bis -136) die Bindung
der entsprechenden Proteine behindert [61]. Methylierungen einzelner bedeutender Elemente im
NF1-Promotor, wie CRE, SRE und AP2, wurden auch in NF1-assoziierten Tumoren gefunden
[35]. Im Luziferase-Assay konnte sogar gezeigt werden, dass die Methylierung des proximalen

NFI-Promotors die Genexpression inhibiert [115].
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Da zur Entstehung NF1-assoziierter Tumoren ein somatischer ,,second hit* im NF/-Gen notwendig
ist, jedoch nur in einem geringen Prozentsatz dieser Tumoren eine Mutation gefunden wurde, wird
die Moglichkeit einer sogenannten Epimutation als Ursache diskutiert. Mehrere Untersuchungen
konnten jedoch bisher keine Inaktivierung des NF'/-Gens durch Hypermethylierung seines Promo-
tors in NF1-assoziierten Tumoren nachweisen [20, 26, 35, 39, 58]. Man findet DNA-Methylierung
hier lediglich an einzelnen Cytosinen wie auch im Bereich von Transkriptionsfaktorbindungsstel-
len, was zu einer verminderten Expression des NF/-Gens fiihren konnte [26, 35].

Die unterschiedliche DNA-Methylierung in bestimmten Regionen des NF'/-Promotors, die zu ei-
ner veridnderten Expression fiihrt, stellt somit eine mogliche Erklidrung fiir die enorme klinische

Variabilitdt der Neurofibromatose Typ 1 dar.
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2 Aufgabenstellung

Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die durch
eine Mutation im NF/-Gen auf dem langen Arm des Chromosom 17 (17q11.2) verursacht wird
und mit einer Inzidenz von etwa 1:3.500 zu den héufigsten genetischen Erkrankungen gehort. Pig-
mentauffilligkeiten wie Café-au-lait-Flecken, Freckling und Lisch-Knétchen sowie benigne und
maligne Tumoren wie Neurofibrome, maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST) und
Optikusgliome stellen die Hauptsymptome der NF1 dar. Trotz vollstdndiger Penetranz der Erkran-
kung ist bisher keine Prognose zu ihrem Schweregrad bei einem bestimmten Patienten moglich,
da das klinische Erscheinungsbild einer enormen Variabilitit unterliegt. Lediglich Patienten mit
einer groBen Deletion des gesamten NF/-Gens sowie angrenzender DNA-Abschnitte (Mikrodele-
tion) und jene mit einer 3-Basen-Deletion im Exon 17 (¢.2970-2972delAAT) bilden hierbei Aus-
nahmen. Erstere leiden charakteristischerweise unter einem schwereren Phinotyp, wihrend letz-
tere durch ein sehr mildes Krankheitsbild auffallen. In der Mehrzahl der Fille jedoch findet sich
keine Genotyp-Phinotyp-Korrelation. Selbst bei Mitgliedern einer Familie, deren Erkrankung die
gleiche Mutation zugrunde liegt, sind sehr unterschiedliche Verldufe zu beobachten. Monozygote
Zwillinge zeigen dabei eine stirkere Konkordanz als entferntere Verwandte, was zu der Annahme
gefiihrt hat, dass die klinische Variabilitdt der Neurofibromatose Typ 1 durch modifizierende Gene
verursacht wird. Als solche wurden Nahe des NFI-Gens bereits die Gene CENTA2, RABI11FIP4,
C170rf79 und UTP6 identifiziert. Ungekoppelte potentielle ,,Modifizierer* sind Nstrl, Nstr2, die
,Mismatch Repair“-Gene (MMR) sowie der Wachstumsfaktor GDNF.

Das MMR-System ist ein DNA-Reparaturmechanismus, der die Fehler der DNA-Polymerasen
korrigiert. Heterozygote MMR-Keimbahnmutationen verursachen das Lynch-Syndrom (Heredi-
tiares non-polipdses Kolonkarzinom-Syndrom = HNPCC). Keimbahnmutationen, die zum Funkti-
onsverlust beider Allele eines MMR-Gens fiihren, bedingen hingegen das erst in den letzten Jah-
ren identifizierte ,,Constitutional Mismatch Repair-Defiency (CMMR-D) Syndrome*, welches sich
durch das Auftreten maligner Erkrankungen bereits im frithen Kindesalter und das Vorhandensein
klinischer Merkmale der NF1 auszeichnet. Sowohl der Nachweis, dass das NFI1-Gen bei MMR-
Defizienz ein bevorzugtes Ziel fiir Mutationen darstellt, als auch die Beobachtung einer hohen Rate
an fiir eine reduzierte DNA-Reparatur typischen Mutationen in Neurofibromen von NF1-Patienten
haben zu der Ansicht gefiihrt, dass MMR-Gene mogliche ,,Modifizierer des Phanotyps der NF1
sind. Eine konstitutionelle Keimbahnmutation in einem der MMR-Gene wurde bisher zwar nur bei
einem NF1-Patienten gefunden, jedoch ist auch eine Geninaktivierung durch epigenetische Verin-
derungen denkbar.

Neben der Histon-Modifikation ist die DNA-Methylierung der bedeutenste Mechanismus der Epi-
genetik, also der erblichen DNA-Verdnderungen, die nicht die Basensequenz betreffen. Sie findet

beim Menschen ausschlieBlich an Cytosinen und bevorzugt an CpG-Dinukleotiden, welche im
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2. Aufgabenstellung

Genom unterreprésentiert sind, statt. Lediglich in sogenannten CpG-Inseln findet man die zu er-
wartende Menge an CpGs. Diese sind hidufig im Bereich von Genpromotoren lokalisiert und im
Gegensatz zum restlichen Genom hypomethyliert. Die DNA-Methylierung hat eine entscheidende
Bedeutung fiir die X-Inaktivierung, das Imprinting, die Aktivierung beziehungsweise Inaktivie-
rung einzelner Gene sowie fiir den Erhalt der genomischen Stabilitét. Dariiber hinaus wird sie als
moglicher Mechanismus diskutiert, der bei monozygoten Zwillingen zur Ausprigung verschiede-
ner Merkmale trotz identischer DNA-Sequenz fiihrt. Auch in den Prozess der Entstehung maligner
Erkrankungen scheint die DNA-Methylierung involviert zu sein. So findet sich in Tumoren héu-
fig eine globale Hypomethylierung mit regionaler Hypermethylierung von CpG-Inseln. In einigen
malignen Tumoren wurde sogar eine verminderte Transkription der MMR-Gene MLH und MSH?2
bedingt durch die Methylierung ihrer Promotoren nachgewiesen. Auch im NFI-Promotor konn-
ten bereits methylierungssensitive Transkriptionsfaktorbindungsstellen identifiert und eine Reduk-
tion der Genexpression durch Methylierung des proximalen Promotors belegt werden. In NF1-
assoziierten Tumoren fand sich zwar keine Hypermethylierung des NFI-Promotors, dafiir jedoch
eine selektive Methylierung einzelner Cytosine im Bereich von Transkriptionsfaktorbindungsstel-
len, die eine verminderte Genexpression zur Folge haben konnten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun zum Einen untersucht werden, ob die konstitu-
tionelle MMR-Promotormethylierung einen potentiellen ,,Modifizierer* der NF1 darstellt, indem
es durch eine verminderte DNA-Reparatur zu einer vermehrten Anzahl an somatischen NFI-
Mutationen und damit zur Entstehung vieler Neurofibrome kommt. Mittels Methylierungsspezi-
fischer PCR und Pyrosequenzierung wurde hierfiir ein moglicher Zusammenhang zwischen der
Promotormethylierung der MMR-Gene MLHI, MSH2, MSH6 und PMS2 und der Anzahl der Neu-
rofibrome von NF1-Patienten gepriift. In einem zweiten Versuchsansatz sollte evaluiert werden, ob
Methylierungen im NF'/-Promotor Auswirkungen auf die klinische Variabilitit der NF1 haben. Um
eine Verfilschung der Ergebnisse (Confounding) durch DNA-Sequenzvariationen auszuschlieen
wurde diese Untersuchung anhand der DNA von eineiigen Zwillingen, die an NF1 erkrankt waren,
durchgefiihrt.

Die Suche nach potenziellen ,,Modifizierern* der Neurofibromatose Typ 1 ist in den letzten Jahren
zunehmend in den Fokus der NF1-Forschung geriickt. Durch ihre Identifizierung wiren nicht nur
genauere Aussagen hinsichtlich des zu erwartenden Schweregrades der Erkrankung bei einzelnen
Patienten moglich, sondern auch eine damit einhergehende Individualisierung von Vorsorgeun-
tersuchungen bei Betroffenen. Zusitzlich ergédben sich vielleicht sogar neue Therapieansitze fiir

Patienten mit einem zu erwartendem schwereren Phénotyp.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Chemikalien:
Produktname Herstellerfirma
Agarose, For Routine Use Sigma
Agarose, Top Vision LM GQ Fermentas
Ampicillin (100 mg/ml) Sigma
Annealing Buffer Biotage
Aqua ad iniectabilia Braun

Bacto Agar Difco Laboratories
Bacto Tryptone Difco Laboratories
Bacto Yeast Extract Difco Laboratories
Betaine Solution SM Sigma

Binding Buffer Biotage

Borsédure Merck

CpG Methylated Jurkat Genomic DNA New England Biolabs
CpGenome Universal Unmethylated DNA Set Chemicon

dATP (100 mM) Fermentas
Denaturation Solution Biotage
Dimethylsulfoxid (DMSO) Finnzymes

EDTA 99,9+% Sigma

Ethanol 99,5% Sigma

Ethidiumbromid Losung 1% in Wasser

Serva Electrophoresis

Hydroquinone Sigma
IPTG, Ultra Pure Invitrogen
6x Loading Dye Solution Fermentas
Mineralol Sigma
Natriumacetat wasserfrei 99,99 Suprapur Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Plétzchen reinst Merck
Natronlauge 1 mol/l (1N) Merck
PCR-Mastermix 2x Promega
peqGOLD PCR Master-Mix Y Peqlab
Salzsdure 1M Merck
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3. Material und Methoden

Produktname Herstellerfirma
Sodium Metabisulfite, ACS Reagent Sigma
50x TAE-Puffer AppliChem
Trizma base (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) Sigma
X-Gal Solution (20 mg/ml) Fermentas
Enzyme:
Produktname Herstellerfirma
AmpliTag DNA-Polymerase (5 U/ul) Applied Biosystems
EcoR I, NEBuffer EcoR 1 New England Biolabs
DNA-GroéBenstandards:
Produktname Herstellerfirma
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Fermentas
GeneRuler™ Express DNA Ladder Fermentas
O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder Fermentas
Kits:
Produktname Herstellerfirma
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

EZ Methylation-Gold Kit

Zymo Research

HotStarTag DNA Polymerase Qiagen

Invisorb Spin Plasmid Mini Two Invitek

Pyro Gold Reagents Kit Biotage

QIAquick GEL Extraction Kit Qiagen

Taq PCR Core Kit Qiagen

TOPO TA Cloning Kit pCR 2.1-TOPO mit TOP 10F’-Zellen Invitrogen
Verbrauchsmaterialien:

Produktname Herstellerfirma

Drigalskispatel neoLab

Einmal-Skalpelle, steril neolLab

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems

MicroAmp Full Plate Cover Applied Biosystems

Petrischalen Satstedt

PQS 96 Plate Low Biotage

Reagenz- und Zentrifugenrohren Sarstedt

Reaktionsgefille, verschiedene Gréfen Biozym
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3. Material und Methoden

Produktname Herstellerfirma

PCR Tubes Ultradiinn 0,2 ml (8er Strips), Deckel Biozym

diverse Pipetten und Spitzen Eppendorf

Transferpipetten Sarstedt
Technische Geriite:

Produktname Herstellerfirma

Analysewaage Analytical Plus AP250E Ohaus

Biofuge fresco

Heraeus Instruments

Eismaschine Ziegra
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT BioRad

Fireboy plus INTEGRA Biosciences
Laboklav SHP Steriltechnik AG
Magnetic Stirrer L-32 Labinco

Magnetic Shaker Monoshake Variomag
Microcomputer Electrophoresis Power Supply E802 Consort

Mikrowelle Sharp

Milli-Q Integral Water Purification System Millipore

Multifuge 3SR Plus Heraeus

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer Peqlab

pH-meter HI 9321

Hanna Instruments

Prizisionswaage SBA 51

ScalTec

PyroMark Vakuum PrepTool Biotage
Pyrosequencer PSQ96MA Biotage
Reagenzglas-Rotator 3025 GFL

Reax Top Heidolph
Sequencer 3730 DNA Analyzer Applied Biosystems

Sterilbank LaminAir HBB 2448

Heraeus Instruments

Thermocycler TGraprenT Biometra
Thermomixer comfort Eppendorf
Transilluminator, UV-Syteme INTAS
Universalschiittler SM30, Inkubationshaube TH30 Edmund Biithler GmbH
Waage SBAS1 ScalTec

Wirmeschrank Function Line

Heraeus Instruments

Wasserbad 1002

GFL
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3. Material und Methoden

Software:
Produktname Herstellerfirma
Gene Tools SynGene
PSQ 96 MA 2.1 Biotage
SeqMan DNASTAR
SSPS fiir Windows 16.0 SSPS, Miinchen

3.2 Patienten

3.2.1 Untersuchung der Promotoren von MMR-Genen mittels MSP und

Pyrosequenzierung

NFI-Patienten:

Insgesamt wurde die DNA von 79 erwachsenen, untereinander nicht verwandten NF1-Patienten
(29 Minner und 50 Frauen) untersucht, die anhand der Anzahl ihrer Neurofibrome zwei Subgrup-
pen zugeteilt wurden: 40 Patienten (14 Ménner und 26 Frauen) mit wenigen Neurofibromen (0-60)
und 39 Patienten (15 Minner und 24 Frauen) mit vielen Neurofibromen (112-2200).

Die Diagnose der Neurofibromatose Typ 1 wurde bei allen Patienten klinisch anhand der NIH-
Kriterien gestellt. Die Auszihlung der Neurofibrome erfolgte durch zwei Arzte, die mit der Er-
krankung sehr vertraut sind. Hierbei wurden am entkleideten Patienten alle sicht- oder tastba-
ren intrakutanen, subkutanen und plexiformen Neurofibrome gezihlt und dokumentiert. Bis zu
100 Neurofibrome wurden einzeln gezihlt; bei einer groleren Menge an Tumoren erfolgte die
Berechnung der Neurofibromzahl nach Auszdhlung eines definierten Areals am Korperstamm.
Vorder- und Riickseite des Stammes wurden dabei einzeln evaluiert; an den Extremitidten wurde
stets exakt ausgezihlt. Zusitzlich konnte bei 73 Patienten die zugrunde liegende Keimbahnmuta-
tion im NF1-Gen nachgewiesen werden. Patienten mit groen Deletionen wurden aus der Studie

ausgeschlossen. Mosaike lagen klinisch nicht vor.

Kontrollgruppe:
Als Kontrollen dienten 79 erwachsene, nicht verwandte, gesunde Kontrollprobanden (40 Ménner
und 39 Frauen). Jeweils die Hilfte von ihnen diente als Kontrollgruppe fiir die Methylierungsspezi-

fische PCR (20 Ménner und 19 Frauen) und fiir die Pyrosequenzierung (20 Ménner und 20 Frauen).

Tumore von NFI-Patienten:

Dartiiber hinaus wurde aus Tumoren von NF1-Patienten extrahierte DNA fiir das Screening mit-
tels Methylierungsspezifischer PCR herangezogen. Insgesamt wurden 38 Proben aus 33 Tumo-
ren (10 kutane Neurofibrome, 8 plexiforme Neurofibrome, 11 MPNSTSs und 4 Astrozytome) von

25 Patienten untersucht.

18



3. Material und Methoden

3.2.2 Untersuchung des Methylierungsmusters des NF1-Promotors bei eineiigen

Zwillingen

Dieses Patientenkollektiv umfasste 9 von der NF1 betroffene, eineiige Zwillingspaare. Alle Patien-
ten bis auf Zwilling 14 (Paar G) erfiillten die NF1-Diagnosekriterien der NIH. Bei einem Patienten
(Zwilling 12) geniigte das zur Verfiigung gestellte DNA-Material nicht, um den NF-Promotor
hinreichend zu untersuchen, so dass das Paar F aus der weiteren Auswertung herausgenommen
wurde. Die klinischen Daten der verbliebenen Paare sind der Tabelle 3.1 zusammengestellt. Die
Altersangabe gibt dabei das Alter der Zwillinge zum Zeitpunkt der Blutabnahme an. Fiir jedes
Krankheitsmerkmal wurde notiert, ob es innerhalb eines Zwillingspaares konkordant (K) oder
diskordant (D) ausgeprigt ist. Diskordanz hinsichtlich Lisch-Knétchen, Freckling, plexiformen
Neurofibromen, Optikusgliom und Skoliose wurde definiert als Vorkommen des entsprechenden
Merkmales bei nur einem Zwilling eines Paares. Beziiglich der Café-au-lait-Flecken (CALF) so-
wie der intrakutanen und subkutanen Neurofibrome (NF) wurde der Vergleichswert ANf = (Nf; -
Nf;) / Nf; (Nf;: hohere Anzahl an CALF beziehungsweise NF; Nf,: niedrigere Anzahl an CALF
beziehungsweise NF) definiert. Bei Fehlen des eines Merkmales wurde ,,0° durch einen geringfii-
gig grofBeren Wert ersetzt, um den Term berechnen zu konnen. ANf-Werte von 0O stehen fiir vollige

Konkordanz, Werte von 1 fiir maximale Diskordanz beziiglich des betreffenden Merkmals.

3.3 Methoden

3.3.1 Herstellung der verwendeten LGsungen

0,5 M EDTA, pH 8:
186,1 g EDTA und 20 g NaOH Pellets werden mit Aqua bidest auf circa 700 ml aufgefiillt. Der pH
wird gegebenenfalls auf 8,0 eingestellt und die Losung mit Aqua bidest auf 1000 ml aufgefiillt.

IPTG-Lo6sung:
238 mg IPTG werden in 10 ml Aqua ad iniectabilia gelost.

Natriumacatat-Losung (3mol/l):
In einem 2ml-Reaktionsgefill werden 0,246 g Natriumacetat abgewogen und mit Aqua ad iniecta-

bilia auf 1ml aufgefiillt. Diese Losung wird nur einen Tag lang verwendet.

Natriumbisulfitlosung:

Diese Losung muss vor jedem Gebrauch frisch hergestellt werden. Pro zu modifizierender DNA-
Probe werden 2,3765 g Natriumbisulfit und 0,0688 g Hydrochinon mit Aqua ad iniectabilia auf ein
Volumen von 3 ml aufgefiillt, mit 2 ml 1N Natronlauge versetzt und im heilen Wasserbad vorsich-
tig erwdrmt. Sind alle Bestandteile gelost, wird der pH-Wert gegebenenfalls auf 5,0 eingestellt. Da

Bisulfit durch Licht inaktiviert wird, ist die Losung vor intensiver Beleuchtung zu schiitzen.
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3. Material und Methoden

LB-Agar-Platten:

10 g Bacto-Tryptone, 5 g Bacto-Yeast Extract, 10 g Natriumchlorid und 15 g Agar wurden mit
Aqua bidest auf 1 Liter aufgefiillt, gut vermengt und autoklaviert. Anschlieend wurde die Losung
mit 500 ul Ampicillin (100 mg/ml) versetzt und wenige mm dick in geeignete Petrischalen gegos-

sen. Nach Abkiihlen des Agars konnten die Platten bei 4 °C gelagert werden.

LB-Medium:
10 g Bacto-Tryptone, 5 g Bacto-Yeast Extract und 10 g Natriumchlorid wurden mit Aqua bidest
auf 1 Liter aufgefiillt, gut vermengt und autoklaviert. Erst kurz vor Gebrauch wurde pro 1 ml Me-

dium 0,5 ul Ampicillin (100 mg/ml) hinzugegeben.

10X TBE:
540 g Trizma base und 275 g Borsdure werden mit 200 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) vermengt und
mit Aqua bidest auf 5000 ml aufgefiillt.

10X TE-Pufter (pH 7,5):

372,2 mg EDTA werden mit 1 ml 1N Natronlauge versetzt und in Aqua bidest ad 100 ml geldst.
Anschlieend wird die Losung mit 12,114 g Trizma base versetzt und mit Aqua bidest auf 800 ml
aufgefiillt. Durch die fraktionierte Zugabe von etwa 80 ml 1M Salzsidure wird der pH auf 7,5 ein-
gestellt, die Losung mit Aqua bidest auf 1000 ml aufgefiillt und autoklaviert. Der Puffer wird bei

Raumtemperatur gelagert und vor Gebrauch 1 : 10 mit autoklaviertem Aqua bidest verdiinnt.

3.3.2 Untersuchung der Promotoren von MMR-Genen mittels MSP und

Pyrosequenzierung

Prinzip der Methylierungsspezifischen PCR:

Die Methylierungsspezifische PCR (MSP) ist eine besondere Art der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR), die Aussagen hinsichtlich der Methylierung einer eng umschriebenen DNA-Region erlaubt.
Hierzu wird die DNA zunichst mit Bisulfit behandelt, wodurch nicht methylierte Cytosine hydro-
lytisch zu Uracil desaminiert werden. AnschlieBend werden pro zu untersuchender DNA-Region
zwel MSP angesetzt, eine mit Primern, die nur an nichtmethylierte bisulfitmodifizierte DNA bin-
den, und eine mit Primern, die nur an methylierte bisulfitmodifizierte DNA binden. Je nachdem,
welche dieser beiden Reaktionen ein nachweisbares Produkt in Form einer spezifischen Bande in
der Gel-Elektrophorese liefert, kann entschieden werden, ob die CpG’s in den Primerbindungsstel-
len methyliert oder unmethyliert waren. Um die Produkte der verschiedenen Primerpaare auch in
der Gel-Elektrophorese voneinander unterscheiden zu kénnen, werden die Primer fiir methylierte
DNA in der Regel so gewihlt, dass das PCR-Produkt zwischen 10 und 20 Basenpaare kiirzer ist,
als das PCR-Produkt der Primer fiir unmethylierte DNA.
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3. Material und Methoden

Prinzip der Pyrosequenzierung:

Die Pyrosequenzierung ist ein modernes Verfahren zur DNA-Sequenzierung, das nicht nur eine
Detektion von DNA-Methylierungen ermoglicht, sondern auch eine exakte Quantifizierung in der
Gesamtprobe erlaubt. Dabei enthélt der Ansatz der Sequenzreaktion neben dem Primer eine DNA-
Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luziferase, Apyrase, Adenosin-5°‘-Phosphosulfat (APS) sowie Lu-
ziferin. Die Nukleotide (INTP) werden automatisch einzeln nacheinander hinzugegeben. Erfolgt
der Einbau des gerade zugefiihrten dNTP in den neusynthetisierten DNA-Strang, so wird das da-
bei freigesetzte Pyrophosphat durch die ATP-Sulfurylase zu ATP umgesetzt, welches wiederum
die Umwandlung von Luceferin zu Oxylucerferin katalysiert. Das dabei generierte sichtbare Licht
wird nun von einem Detektor erfasst, wobei die Signalstirke proportional der Menge des einge-
bauten Nukleotids ist. Alle nicht eingebauten dNTPs sowie iiberschiissiges ATP werden durch die
Apyrase abgebaut und der Zyklus kann von Neuem beginnen. So erfolgt die Verldngerung des
DNA-Strangs und gleichzeitig seine Sequenzierung Nukleotid fiir Nulkeotid durch kontrollierte
Zugabe der einzelnen dNTPs.

3.3.2.1 Bisulfitmodifikation

Die Bisulfitbehandlung der DNA erfolgte mit dem EZ Methylation-Gold Kit von Zymo Research

entsprechend den Herstellerangaben.

3.3.2.2 Kontroll-PCR

Zur Kontrolle der Bisulfitmodifikation, wurde eine PCR durchgefiihrt, bei der ein Fragment des
TP53-Gens in nichtmodifizierter DNA amplifiziert wurde. Die hierfiir verwendeten Primer und
PCR-Bedingungen sind im Abschnitt 3.3.2.3 angegeben. Bei jeder Kontroll-PCR wurden eine Po-

sitivkontrolle mit nichtmodifizierter genomischer DNA und eine Leerprobe mitgefiihrt.

Gel-Elektrophorese:

Zur Auftrennung der PCR-Produkte wurde eine Gel-Elektrophorese mit 2,5 %-igem Agarosegel
durchgefiihrt. Dieses wurde zuvor mit Ethidiumbromid versetzt, um die entstandenen Banden im
UV-Licht sichtbar und somit einer Fotodokumentation zuginglich zu machen. Einzelne Ethidium-
bromid-Molekiile interkalieren dabei zwischen die Basen der DNA, wodurch die Fluoreszenz der
Substanz bei Anregung mit ultraviolettem Licht stark erhoht wird. Die Auftrennung der Amplifika-
te erfolgt durch Anlegen einer elektrischen Spannung. Dank der negativen Ladung ihrer Phosphat-
gruppen werden die Nukleinsduren entsprechend ihrer Molekiilgroe unterschiedlich schnell durch
das Gel bewegt. Aufgetragen wurden 4 1 jedes PCR-Ansatzes, die zuvor mit 2 ul 6x Loading Dye
Solution versetzt wurden. Die darin enthaltenen Zuckermolekiile bewirken ein Absinken der Pro-
ben in die Geltaschen. Zur Langendifferenzierung der einzelnen Banden wurde der O’RangeRuler
20 bp DNA Ladder eingesetzt.
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3. Material und Methoden

3.3.2.3 Methylierungsspezifische PCR

Im Anschluss an die Kontroll-PCR wurde jede DNA mit Hilfe der Methylierungsspezifischen PCR
(MSP) hinsichtlich des Methylierungsstatus der Promotorregion der ,,Mismatch Repair*“-Gene
MLHI, MSH2, MSH6 und PMS?2 untersucht. Pro DNA waren hierzu zwei PCR-Ansitze fiir je-
des der ,,Mismatch Repair“-Gene, insgesamt also acht MSP-Ansitze notwendig. Die Sequenzen
der verwendeten Primer sind auf Seite ?? angegeben.

Die PCR wurde in einem 10 pl-Ansatz durchgefiihrt, der 5 ul peqGOLD PCR Master-Mix Y,
3 ul Wasser, je 0,5 ul der Primer (10 pmol/ul) sowie 1 ul bisulfitmodifizierte DNA enthielt.
Um Pipettierfehler zu reduzieren, wurden Mastermixe hergestellt. Die DNA wurde separat pipet-
tiert. Bei jeder MSP wurden je eine Kontrolle mit komplett methylierter DNA, eine mit komplett
unmethylierter DNA sowie eine ohne DNA (Leerprobe) mitgefiihrt. Die Auftrennung und Fotodo-

kumentation der Amplifikate erfolgte mittels Gel-Elektrophorese wie oben beschrieben.

Thermocycler-Bedingungen fiir Kontroll-PCR und MSP:

Temperatur (°C) Dauer
Vor-Denaturierung 95,0 5 min.
Denaturierung 95,0 30 sek.
Annealing 35 Zyklen Ty 40 sek.
Elongation 72,0 30 sek.
End-Elongation 72,0 10 min.

3.3.2.4 Pyrosequenzierung

Zur genaueren Untersuchung des Promotors des ,,Mismatch Repair“-Gens MSH2 mittels Pyro-
sequenzierung wurde zundchst ein Fragment der bisulfitmodifizierten DNA amplifiziert. Dieses
umfasste dem Bereich von -62 bis -101 relativ zum Startkodon [42]. Der Reaktionsansatz enthielt
12,5 ul 2X PCR-Mastermix von Promega, 1,25 ul Forward-Primer (10 pmol/ul), 1,25 ul eines
Gemisches aus vier Reverse-Primern (10 pmol/ul) aufgrund des Vorkommens von zwei CpGs in-
nerhalb der Primerbindungsstelle, 7,5 ul Aqua bidest sowie 2,5 ul bisulfitmodifizierte DNA. Bei
jeder PCR wurde eine Leerprobe mitgefiihrt.

Thermocycler-Bedingungen:

Temperatur (°C) Dauer
Vor-Denaturierung 95,0 5 min.
Denaturierung 94,0 30 sek.
Annealing 45 Zyklen 64,1 30 sek.
Elongation 72,0 30 sek.
End-Elongation 72,0 10 min.
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Primersequenzen:

Name Sequenz (5‘— 3¢)

Forward-Primer TTT GGA AGT TGA TTG GGT GTG GT-biotin

Reverse-Primer CCA CTT CTC CCA CAT ACC CTA AAA AAA AC
CTA CTT CTC CCA CAT ACC CTA AAA AAA AC
CCA CTT CTC CTA CAT ACC CTA AAA AAA AC
CTA CTT CTC CTA CAT ACC CTA AAA AAA AC

Sequenzierprimer CCACACCCACTAAACTATT

Anschlieend wurden pro Probe zwei verschieden Reaktionsansitze hergestellt. Ansatz 1 enthielt
neben dem PCR-Produkt 3 il Sepharose, 12 ul Aqua bidest sowie 40 ul Binding Buffer. Ansatz 2
setzte sich aus 1,6 ul Sequenzierprimer und 38,4 ul Annealing Buffer zusammen. Am Vakuum
PrepTool wurden die in Sepharose gebettete DNA nun nacheinander mit 70 %-igem Ethanol, De-
naturierungspuffer und Waschpuffer gereinigt und anschlieBend im Ansatz 2 geldst. Nach einer
zweiminiitigen Denaturierung der Proben bei 85 °C konnte die Reaktionsplatte in den Pyrosequen-

zer eingesetzt werden. Alle verwendeten Reagenzien entstammen dem Pyro Gold Reagents-Kit.

3.3.3 Untersuchung des Methylierungsmusters des NF1-Promotors bei eineiigen

Zwillingen

Die im folgenden beschriebene Methode wurde fiir diese Untersuchung gewihlt, da sie im Gegen-
satz zu MSP und Pyrosequenzierung die quantitative Beurteilung der DNA-Methylierung eines

langen DNA-Fragmentes erlaubt.

3.3.3.1 DNA-Verdau mit EcoR | und DNA-Fillung

Vor der Bisulfitbehandlung muss die DNA in mehrere Fragmente geschnitten werden. Dies wurde
mit dem Restriktionsenzym EcoR I realisiert, welches hydrolytisch die Phosphodiesterbindung der

Sequenz

5°..GYAATT C...3¢
3°..CTTAA,G..5°

spaltet. Diese Sequenz ist im zu untersuchenden Abschnitt der DNA nicht enthalten. Der Reak-
tionsansatz enthielt circa 3 ug DNA in einem Volumen von 24 ul, 3 ul 10x NEBuffer EcoR I
sowie 3 ul EcoR I. Nach einer vierstiindigen Inkubation bei 37 °C erfolgte die Kontrolle des
Spaltansatzes mittels Gel-Elektrophorese auf 1 %-iger Agarose, wobei zum Vergleich jeweils
auch eine unverdaute Probe der gleichen DNA aufgetragen wurde. Als Lingenstandard diente
der GeneRuler Express DNA-Ladder von Fermentas. Anschliefend wurde die verdaute DNA mit
2,7 ul Natriumacetat-Losung (3 mol/l) und 59,4 ul 96 % Etahnol versetzt, kurz zentrifugiert und
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tiber Nacht bei -20 °C gelagert. Am nichsten Tag wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 12000 g
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Das verbliebene DNA-Pellet wurde an-
schlieBend in 20 ul 70 % Ethanol gelost, erneut fiir 15 Minuten bei 12000 g zentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Nun folgte das Trocknen der Proben bei 37 °C mit gedffnetem Deckel fiir
ca. 20 Minuten im Thermoblock. AbschlieBend wurde das Pellet in 16,7 ul Aqua ad iniectabilia

aufgenommen und gegebenenfalls bei -20 °C gelagert.

3.3.3.2 Bisulfitbehandlung

Zunachst musste die DNA in Agarosekugeln eingebettet werden, um eine Renaturierung der Ein-
zelstringe wihrend der Bisufitmodifikation zu verhindern. Hierzu wurden pro Probe 11 1,5 ml-
Reaktionsgefidle mit jeweils 7 Tropfen Mineral6l gefiillt und bei -20 °C vorgekiihlt. Die DNA
wurde im Thermoblock fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und anschlieBend auf 4 °C abgekiihlt.
Nach Zugabe von 8,3 ul 1N Natronlauge folgte eine weitere Denaturierung bei 50 °C fiir 15 Mi-
nuten im Thermoblock. Jede Probe wurde nun mit 225 ul autoklavierter, 60 °C-warmer 2 %-iger
low melting point-Agarose vermischt und bei einer Temperatur von 60 °C gehalten. Je 20 ul dieser
Mischung wurden dann ziigig in ein lgefiilltes GefiR pipettiert, wodurch sich im Ol schwimmen-
de Kugeln ausbildeten. Diese konnen gegebenenfalls iiber Nacht bei -20 °C gelagert werden.

Zu jeder Kugel wurden 400 ul der frisch hergestellten Natriumbisulfitlosung gegeben und das Gan-
ze mit Alufolie abgedeckt fiir 5 Stunden bei 50 °C inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurden
alle Kugeln einer DNA-Probe in ein mit 1 ml TE-Puffer je Kugel gefiilltes Falcon-Rhrchen iiber-
fithrt und fiir 10 Minuten sanft geschiittelt. Der Uberstand wurde abpipettiert und dieser Wasch-
vorgang noch zweimal wiederholt. Im Anschluss wurde pro Kugel 1 ml 0,2M Natronlauge hinzu-
gegeben und 15 Minuten sanft geschiittelt. Auch dieser Schritt zur Desulphonierung wurde einmal
wiederholt, diesmal jedoch der Uberstand belassen. Durch Zugabe von 200 ul 1N Salzsiure pro
Kugel wurde das Gemisch neutralisiert und nach zweiminiitigem Schwenken der Uberstand abpi-
pettiert. SchlieBlich folgten noch zwei je 10-miniitige Waschvorgiinge, einer mit 1 ml TE-Puffer
pro Kugel und einer mit 1 ml autoklaviertem Aqua bidest pro Kugel. Einzeln und moglichst ohne

Fliissigkeit konnten die Kugeln dann bei -20 °C gelagert werden.

3.3.3.3 PCR und DNA-Extraktion

Fiir die Amplifikation der zu untersuchenden Region des NFI-Promotors wurden zwei Primer-
paare verwendet, die an einander iiberlappende DNA-Abschnitte binden. Diese Bindung erfolgt
spezifisch an bisulfitmodifizierte DNA, unabhéngig von deren Methylierungsstatus. Primerpaar 1
vervielfiltigt einen 489 Basenpaare umfassenden DNA-Abschnitt von Position -256 bis +203 in
Bezug zum Transkriptionsstart, Primerpaar 2 ein Fragment von 469 Basenpaaren Léange (Position
+182 bis +650). Die Sequenzen der Primer sowie die PCR-Bedingungen wurden von Harder et al.

iibernommen [35].
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Die PCR wurde in einem 50 ul-Ansatz durchgefiihrt, der sich wie folgt zusammensetzte: 20 ul bi-
sulfitmodifizierte DNA (Agarose-Kugel), 5 ul 10x PCR-Puffer, 10 ul 5x Q-Solution, 3 pul MgCl,,
1 ul ANTP-Mix (12,5 mM), je 1 ul der Primer (10 pmol/ul), 8,5 ul Aqua ad iniectabilia sowie
0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/l). Um Pipettierfehler zu reduzieren, wurden Mastermixe hergestellt.
Die verwendeten Reagenzien entstammen dem Taq PCR Core Kit.

Es wurde ein sogenannter ,,Hot Start* durchgefiihrt, bei dem die Tag-Polymerase erst nach einer
initialen Vordenaturierung zu jedem Ansatz hinzugegeben wurde. Bei jeder PCR wurde eine Kon-

trolle mit genomischer nicht-modifizierter DNA sowie eine Leerprobe mitgefiihrt.

Primer:
Name Sequenz (5‘— 3¢) Ty
P1-mod_for AGT TTA AGT TGA GAG TAT AGT TTT TTT AGG 60°C
P1-mod_rev TCT CCC CAC AAC CAT CAC AAT CC
P2-mod_for GAT TGT GAT GGT TGT GGG GAG 58°C
P2-mod_rev CAA AAC CTA AAA CAA CC(AG) CAA AAA AAAC

Thermocycler:
Temperatur (°C) Dauer
Vor-Denaturierung 98,0 5 min.
Denaturierung 95,0 1 min.
Annealing 50 Zyklen Ta 1 min.
Elongation 72,0 2 min.
End-Elongation 72,0 10 min.

Gel-Elektrophorese und DNA-Extraktion:

Zur Auftrennung der PCR-Produkte wurde eine Gel-Elektrophorese mit 2 %-igem Agarosegel
durchgefiihrt. Dieses wurde zuvor mit Ethidiumbromid versetzt, um die entstandenen Banden im
UV-Licht sichtbar zu machen. Aufgetragen wurde der gesamte Ansatz. Hierzu wurden die Low
melting point-Agarose enthaltenden Proben zunichst auf 60 °C erhitzt. Zur Lingendifferenzierung
der Banden wurde der GeneRuler 100 bp DNA Ladder eingesetzt. Im Anschluss an die Fotodoku-
mentation wurden die gewiinschten Banden mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnit-

ten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt.

3.3.3.4 Klonierung und Ubernachtkultur

Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit und dem Vektor
pCR2.1, der ein Gen fiir Ampicillin-Resistenz trigt. Zusitzlich enthélt der Vektor das Gen fiir

die B-Galktosidase, welche die Hydrolyse von X-Gal katalysiert und somit zu einer Blaufirbung
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fithrt. Bei korrekter Ligation des PCR-Produktes in den Vektor wird das f3-Galktosidase-Gen in-
aktiviert, das Ampicillin-Resistenz-Gen bleibt erhalten. Nach erfolgreicher Transformation dieses
Vektors in die Zellen entstehen auf ampicillinhaltigem Agar daher weifle Bakterienkolonien, die

durch diese Firbung eine effiziente Klonierung anzeigen.

Anhingen von dATPs:

Da der verwendete linearisierte Vektor 3’-Desoxythymidin-Uberhiinge besitzt, wurden zur Stei-
gerung der Klonierungseffizienz zunichst einzelne Desoxyadenosine an das 3’-Ende des PCR-
Produktes angefiigt. Dies erfolgte in einem Ansatz bestehend aus 25 ul der nach der PCR extrahier-
ten DNA, 5,15 ul Aqua ad iniectabilia, 3,5 ul Puffer, 1 ul 10 mM dATP sowie 0,35 ul Ampli-Taq,

der fiir 10 Minuten bei 72 °C inkubiert und anschliefend sofort in die Ligation gegeben wurde.

Ligation:

Der Liagationsansatz setzte sich aus 2,5 ul dATP-Reaktionsprodukt, 1 ul Salzlosung, 1 pl Vektor
pCR 2.1 und 1,5 ul Aqua bidest zusammen. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Reaktion auf Eis gestoppt.

Transformation:

Der komplette Ligationsansatz wurde in ein Gefd3 mit chemisch kompetenten TOP10F‘-Zellen
iberfiihrt und vorsichtig mit ihnen vermengt. Nach 30 Minuten auf Eis wurde das GefiB fiir 30 Se-
kunden in 42 °C warmes Wasser getaucht und dann sofort zuriick auf Eis gestellt. Durch die-
sen Hitzeschock erfolgte die Aufnahme des Vektors in die Bakterienzellen. AnschlieBend wurden
250 pul SOC-Medium zu den Zellen gegeben und alles fiir 60 Minuten im Thermomixer bei 37 °C
und 225 rpm inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die vorbereiteten Agarplatten im Brutschrank erwdrmt und mit 40 ul
IPTG (100 mM) sowie 80 ul X-Gal (20 ug/ml) beschichtet. Nachfolgend wurden die Zellen auf
diesen Platten mit Hilfe eines agbeflammten Drigalskispatels vereinzelt und iiber Nacht bei 37 °C
im Brutschrank belassen. Am nichsten Tag wurden die weilen Klone mit einer sterilen Pipet-
tenspitze aufgenommen und auf eine Masterplatte iibertragen. Die Pipettenspitze wurde dann in
ein mit 10 ml LB-Medium gefiilltes Falkonrohrchen eingebracht und iiber Nacht im Schiittler bei
37 °C und 225 rpm inkubiert.

3.3.3.5 Plasmidextraktion

Die Extraktion der Plasmide erfolgte mit dem Invisorb Spin Plasmid Mini Two-Kit der Firma

Invitek entsprechend den Herstellerangaben.
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3.3.3.6 Kontrolle der extrahierten Plasmide

Die Uberpriifung der Plasmide auf korrekten Einbau der DNA in den Vektor erfolgte durch Re-
striktrionsspaltung mit EcoR1. 0,5 ul Plasmid-DNA wurden hierfiir mit 0,5 ul EcoR1, 1,0 ul Puf-
fer und 8,0 ul Aqua bidest fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieBend parallel zu dem
GeneRuler 100 bp DNA Ladder gelelektrophoretisch aufgetrennt.

3.3.3.7 Sequenzreaktion und DNA-Fillung

Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte unter Verwendung des Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing-Kit von Applied Biosystems. Der Reaktionsansatz bestand aus 2 ul Big Dye v3.1,
2,2 ul Big Dye Puffer, 2,5 ul 10 uM Primer, 0,9 ul DMSO, 3,6 ul Betaine, 2,8 ul Aqua bidest
sowie 4 ul Plasmid-DNA. Pro Plasmid wurden zwei Reaktionen mit jeweils einem der im TOPO

TA Cloning-Kit enthaltenen M 13-Primern angestzt.

Primer:
Name Sequenz (5— 3¢)
M13_for GTA AAA CGA CGG CCA G
MI13_rev CAG GAA ACA GCT ATG AC

Thermocycler:

Temperatur (°C) Dauer

Vor-Denaturierung 96,0 2 min.
Denaturierung 96,0 15 sec.
Annealing 35 Zyklen 50,0 5 sec.
Elongation 60,0 4 min.
End-Elongation 60,0 10 min.

DNA-Fillung: Zu jeder Probe wurden 65 ul Ethanol und 25 ul Aqua bidest hinzugegeben. Nach
einer 30-miniitigen Zentrifugation bei 3000 rpm wurden die Uberstiinde verworfen und zu jeder
Probe 100 ul 70 %-iges Ethanol pipettiert. Nach einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 3000 rpm
wurden die Uberstinde erneut verworfen und diese Ethanol-Reinigung noch zweimal wiederholt.
Anschlieend wurde die Probenplatte kurz umgedreht zentrifugiert und zum vollstindigen Trock-
nen der Proben fiir ein paar Minuten stehen gelassen. Zuletzt wurde jede Probe mit 16 ul Aqua

bidest versetzt und die Platte in den Sequenzierautomaten gegeben.

3.3.3.8 Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte anhand einer Weiterentwicklung der 1977 von Sanger et

al. vorgestellten Strangabbruch-Methode [82]. Hierbei synthetisiert eine Polymerase wie bei ei-
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ner PCR ausgehend von einem Primer einen neuen DNA-Strang komplementédr zu dem bereits
vorhandenen. In diesem Fall enthilt der Reaktionsansatz zusitzlich zu den Desoxynukleosidtri-
phosphaten (ANTP) jedoch auch fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP),
die keine 3‘-Hydroxygruppe besitzen und somit nach ihrem Einbau eine weitere Verldngerung der
DNA-Kette verhindern. Im Sequenzer werden die verschieden langen DNA-Stringe nun kapillar-
elektrophoretisch aufgetrennt und kurz vor der positiven Elektrode von einem Laser zur Fluores-
zenz angeregt. Aufgrund ihrer speziellen Markierung fluoreszieren die vier ddNTPs verschieden-
farbig und konnen so von einem Detektor registriert werden, wobei die Reihenfolge der erfassten

Farbsignale der Sequenz des untersuchten DNA-Strangs entspricht.

3.3.4 Statistik

Fiir die Auswertung der Methylierung des MSH2-Promotors bei NF1-Patienten mit unterschied-
licher Schwere der Krankheitsausprigung wurden der exakte Fischer-Test und der y2-Test einge-
setzt. Der intraindividuelle Vergleich der Methylierung einzelner CpGs erfolgte per k-Statistik.

Fiir die Auswertung der Methylierung des NFI-Promotors bei eineiigen Zwillingspaaren wurde
zum FEinen ein zweiseitiger T-Test benutzt, um zu testen, ob sich die Differenz der Methylierung
einer bestimmten Region des untersuchten Bereichs innerhalb der Paare signifikant von O unter-
schied. Unter Beriicksichtigung des multiplen Testens wurde das Konfidenzintervall der Variable
auf 99 % erweitert. Desweiteren wurde untersucht, ob das Auftreten eines Optikusglioms inner-
halb eines diskordanten Paares in Zusammenhang mit Methylierungsunterschieden innerhalb einer
bestimmten Region des Promotors steht. Hierzu wurde die Differenz der Methylierung innerhalb
der Paare ermittelt und mithilfe des Mann-Whitney-U-Test die Gruppe der diskordanten Paare mit
der Gruppe der konkordanten Paare verglichen. Um eine Korrelation des Vergleichswertes fiir die
Anzahl der Neurofibrome (ANf) mit Methylierungsunterschieden in Subregionen zu evaluieren,

wurde die Rangkorrelation nach Spearman eingesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Promotormethylierung der ,,Mismatch Repair“-Gene

4.1.1 Methylierungsstatus der Promotoren von MLH1, MSH6 und PMS2 bei
NF1-Patienten

Die Promotoren der ,,Mismatch Repair*“-Gene MLH1, MSH6 und PMS2 von 79 nicht verwandten
NF1-Patienten wurden mittels Methylierungsspezifischer Polymerasekettenreaktion (MSP) hin-
sichtlich ihres Methylierungsstatus untersucht. Hierbei konnten in keiner der Proben Methylierun-

gen in der untersuchten Region nachgewiesen werden (Abb. 4.1).

MILH1
MSH?2
MSH6
PMS2
bpL U M U M U M U M
L I
NF117 NFI 18 NF119 NF120 KMet KUnmet Kleer

Abbildung 4.1: Beispiel einer Fotodokumentation nach MSP und Gelelektrophorese

Dargestellt sind die Ergebnisse der NF1-Patienten 17-20, sowie die bei jeder MSP mitgefiihrten Kon-
trollen: K Met = Kontrollreaktion mit komplett methylierter DNA, K Unmet = Kontrollreaktion mit
vollstindig unmethylierter DNA, K leer = Leerprobe. Zur Lingendifferenzierung der Banden wurde
der O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder (bp L) eingesetzt. Je zu untersuchender DNA wurde eine Re-
aktion mit Primern, die nur an unmethylierte DNA binden (U) und eine Reaktion mit Primern, die nur
an methylierte DNA binden (M) durchdefiihrt. Wie gewiinscht zeigte die komplett methylierte DNA
lediglich eine Reaktion mit den Primern fiir methylierte DNA. Die komplett unmethylierte DNA rea-
gierte ausschlieBlich mit den Primern fiir unmethylierte DNA. Bei der Leerprobe waren keine Banden
nachweisbar. In allen Patientenmaterialien lie} sich eine Reaktion mit den Primern fiir unmethylierte
DNA nachweisen. Bei der Untersuchung des MSH2-Promotors zeigten sich zusitzlich unterschiedlich
starke Banden bei der Reaktion mit den Primern fiir methylierte DNA, hier bei den Patienten 19 und 20.
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4.1.2 Methylierung des MSH2-Promotors bei NF1-Patienten und Kontrollpersonen
4.1.2.1 Uberblick iiber die untersuchte Region

Der Promotor des MSH2-Gens beinhaltet eine CpG-Insel von 1,5 kb Linge und ist sehr CG-reich.
Eine TATA-Box, wie sie bei vielen eukaryotischen Genen meist 25 bis 30 Basenpaare vor dem
Transkriptionsstart zu finden ist, ist im Promotor des MSH2-Gens nicht nachweisbar. Diese Kon-
stellation ist typisch fiir sogenannte Haushaltsgene (,,housekeeping genes®).

Zwei Transkriptionsstartpunkte, bei -85 und -65 in Relation zum Startkodon, konnten identifiziert
werden [42]. In deren unmittelbarer Nihe befinden sich einige regulatorische Sequenzmotive (cis-
wirkende Elemente), wie SP1 und AP1. Der Minimalpromotor des MSH2-Gens, also der kiirzeste
Bereich, der fiir die Expression eines Gens erforderlich ist, wurde in den 300 Basenpaaren strom-
aufwirts der kodierenden Sequenz lokalisiert.

Fiir diese Arbeit wurde ein Bereich von -110 bis +33 in Relation zum Startkodon des MSH2-Gens
untersucht (Abb. 4.2). Zunichst wurde mittels Methylierungsspezifischer PCR (MSP) der Methy-
lierungsstatus der CpGs bei -107, -104, -98, -94, -91, -87, +5, +14 und +23 ermittelt. Anschlie3end
erfolgte eine exakte Bestimmung des Methylierungsgrades der CpGs bei -98, -94, -91, -87, -80 und

-66 per Pyrosequenzierung.

-110 MSH2-unmet for

| | " 8 EUF spr -38

ggthccqtqgccqqacqccqcthggggaCgtgqgaggqgaggcqggaaaCagCttagtgggtgtggggtCg
CpGl CpG2 CpG3  CpG4 CpGS CpG6

MSH2-met for

MSH2-unmet rev

‘ ‘ +36
cgcattttcttcaaccaggaggtgaggaggtttcgacatggcggtgcagccgaaggagacgctgcagttggag

+1
MSH2-met rev

Abbildung 4.2: Die untersuchte Region des MSH2-Promotors

Die groBen Klammern zeigen die Bindungsstellen der fiir die Methylierungsspezifische PCR (MSP)
verwendeten Primer an. Fett hervorgehobene CpGs wurden mittels MSP untersucht. Die per Pyrose-
quenzierung niher untersuchten CpGs sind unterstrichen dargestellt und nummeriert (CpGs 1 - 6). Die
beiden Transkriptionsstartpunkte (Postitionen -85 und -65) sind durch Pfeile oberhalb der Sequenz ge-
kennzeichnet. Graue Boxen markieren die in der Region identifizierten cis-wirkenden Elemente [42].
+1 steht fiir die erste Base des Startkodons.
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4.1.2.2 Methylierungsspezifische PCR

Der Promotor des ,,Mismatch Repair*“-Gens MSH2 von 79 nicht verwandten NF1-Patienten (Tabel-
le 4.2) sowie von 39 gesunden Kontrollpersonen im Alter von 18 bis 74 Jahren (Tabelle 4.1) wurde
ebenfalls zunédchst mittels Methylierungsspezifischer PCR (MSP) untersucht. Jede MSP wurde
mindestens zweimal wiederholt und die Ergebnisse aller Durchgiinge fiir jede DNA-Probe zu ei-
nem Gesamtergebnis zusammengefasst. Als methyliert wurde jede Probe gewertet, die mindestens
in einer MSP eine Reaktion mit den Primern fiir methylierte DNA zeigte (siehe zun Beispiel Pa-
tienten 19 und 20 in Abb. 4.1). Dabei lieB sich lediglich bei 20 von 79 NF1-Patienten (25 %) und
16 von 39 Kontrollpersonen (41 %) sicher keine Methylierung im untersuchten Bereich nachwei-
sen. Der MSH2-Promotor in Blutzellen von NF1-Patienten war somit hdufiger methyliert als bei
gesunden Kontrollpersonen, statistisch signifikant war dieser Unterschied jedoch nicht (p = 0,093;
Fisher-Test). Zur Graduierung der Methylierung wurden die als methyliert eingestuften Proben ent-
sprechend der Intensitit der Banden mit den Primern fiir methylierte DNA den Gruppen ,,schwach
methyliert” und ,,stark methyliert* zugeordnet. Hierbei ergab sich eine statistisch signifikant hiu-
figere ,,starke Methylierung* bei NF1-Patienten, wihrend der MSH2-Promotor bei gesunden Kon-
trollpersonen hiufiger unmethyliert war (p = 0,001; y2-Test).

Fiir die Beurteilung des Einflusses der MSH2-Promotor-Methylierung auf den Phidnotyp der Neu-
rofibromatose Typ 1 wurden die NF1-Patienten anhand der Anzahl ihrer intrakutanen und sub-

kutanen Neurofibrome in zwei Gruppen eingeteilt. Die Neurofibromzahl der Patienten mit einen

Nr. | Alter | m/w | MSP | Nr. | Alter | m/w | MSP | Nr. | Alter | m/w | MSP
d.) dJ.) dJ.)
K01 70 m 0 K14 46 m 0 K27 62 m 1
K02 54 m 0 K15 60 w 1 K28 18 w 2
KO3 62 m 0 K16 72 \W% 1 K29 50 W 0
K04 35 m 1 K17 66 A 1 K30 67 m 1
K05 72 \ 0 K18 72 W 1 K31 64 m 1
K06 64 \ 0 K19 68 \ 1 K32 31 m 0
K07 37 m 1 K20 45 W 0 K33 67 m 0
KO8 32 m 1 K21 60 W 1 K34 59 m 0
K09 68 W 1 K22 69 % 1 K35 49 m 1
K10 55 m 1 K23 39 A 1 K36 69 m 1
K11 63 W 1 K24 58 m 1 K37 60 m 0
K12 63 W 1 K25 72 A 0 K38 59 m 0
K13 74 W 1 K26 62 W 0 K39 74 m 0

Tabelle 4.1: Untersuchungsergebnisse der MSP fiir MSH2 bei Kontrollprobanden

Das Alter der Probanden entspricht ihrem Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme. In der Spalte ,,MSP*
ist die Intensitédt der detektierten Bande mit den Primern fiir methylierte DNA angegeben: 0 = keine
Bande, 1 = schwache Bande, 2 = starke Bande.
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Pat.-Nr. | Alter (J.) | m/w | NF [ MSP | Pat.-Nr. | Alter (J.) | m/w | NF | MSP |

1 56 m 2 1 41 44 w 1 0
2 27 w 2 1 42 29 w 1 0
3 32 w 2 2 43 58 m 2 1
4 33 m 2 1 44 49 m 2 1
5 31 w 2 0 45 48 w 1 2
6 41 m 2 2 46 49 w 1 0
7 33 m 1 1 47 32 w 1 2
8 42 w 1 2 48 30 w 2 2
9 41 w 1 0 49 28 w 1 1
10 47 m 2 2 50 26 m 1 1
11 32 m 2 0 51 26 m 1 0
12 31 w 2 1 52 25 m 1 1
13 49 w 2 | 53 28 m 1 0
14 32 m 2 1 54 64 m 1 2
15 54 w 2 0 55 30 w 1 2
16 32 w 2 0 56 49 w 1 1
17 31 w 2 1 57 26 w 1 2
18 45 w 2 1 58 36 w 1 2
19 49 m 2 2 59 47 m 1 2
20 53 m 2 2 60 38 w 1 0
21 47 w 2 2 61 39 m 1 1
22 37 w 2 0 62 24 w 1 1
23 38 w 2 1 63 36 m 1 1
24 40 m 2 0 64 40 w 1 1
25 58 m 2 2 65 24 w 1 2
26 58 w 2 1 66 29 w 1 2
27 62 w 2 2 67 25 m 1 1
28 71 w 2 2 68 34 w 1 0
29 49 w 2 0 69 37 w 1 1
30 48 m 2 2 70 41 w 1 2
31 65 w 2 2 71 29 w 1 0
32 61 w 2 2 72 32 m 1 1
33 39 w 2 | 73 53 w 1 1
34 43 w 2 1 74 26 m 1 0
35 59 w 2 2 75 23 m 1 0
36 49 m 2 2 76 48 w 1 1
37 39 m 2 0 77 46 w 1 1
38 41 w 2 | 78 37 w 2 1
39 45 w 1 1 79 31 w 1 0
40 29 m 1 1

Tabelle 4.2: Untersuchungsergebnisse der MSP fiir MSH?2 bei NF1-Patienten

Angegeben ist das Alter der Patienten zum Untersuchungszeitpunkt sowie die Gruppeneinteilung an-
hand der Anzahl ihrer Neurofibrome (NF): 1 = 0-60 Neurofibrome (milder Phédnotyp), 2 = >100 Neu-
rofibrome (schwerer Phanotyp). In der Spalte ,,MSP* ist die Intensitit der detektierten Bande mit den
Primern fiir methylierte DNA angegeben: 0 = keine Bande, 1 = schwache Bande, 2 = starke Bande.
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4. Ergebnisse

milden Phénotyp betrug dabei zwischen null und 60, von denen knapp 80 % maximal 30 Neurofi-
brome aufwiesen. In der Gruppe der Patienten mit schwerem Phédnotyp waren Neurofibromzahlen
zwischen 112 und 2200 zu verzeichnen. Mehr als die Hilfte dieser Patienten wiesem mehr als 200,
20 % sogar mehr als 500 Neurofibrome auf. Hinsichtlich der Methylierung des MSH2-Promotors
lie} sich zwischen diesen beiden Gruppen kein Unterschied nachweisen. 28 von 40 , leicht betrof-
fenen* (70 %) sowie 31 von 39 ,,schwer betroffenen‘ Patienten (80 %) zeigten eine Reaktion mit
den Primern fiir methylierte DNA (p = 0,44; Fisher-Test).

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Lebensalter und der Methylierung des MSH2-
Promotors zu untersuchen, erfolgte die Einteilung der NF1-Patienten in drei Altersgruppen (< 40 J.,
40 - 507J., > 50 J.). Innerhalb dieser Gruppen zeigte sich mit steigendem Patientenalter ein zuneh-
mender Anteil an methylierten Proben von 66 % auf 93 % (p = 0,042; x>-Test). Auch der Anteil
der Patienten mit mehr als 100 Neurofibromen nahm innerhalb dieser Gruppen von 34 % kontinu-
ierlich auf 84 % zu (p = 0,034; x2-Test).

Die Abbildung 4.3 zeigt eine hdufigere Methylierung des MSH2-Promotors in gesunden Frauen
(73,7 %) gegeniiber gesunden Minnern (45,0 %). Dieser Unterschied ist zwar nicht statistisch si-
gnifikant (p = 0,10; y2-Test), jedoch bei den NF1-Patienten iiberhaupt nicht zu beobachten (74,0 %
versus 75,9 %; p = 1,0; xz—Test).

100 %

80 % A

60 %

40 %

20% 1

0% -
m w m w m w

NF1-Patienten Kontrollprobanden Gesamt
(n="79) (n=39) (n=118)

Abbildung 4.3: Methylierungsstatus des MSH2-Promotors in Abhéingigkeit vom Geschlecht
Dargestellt sind die Ergebnisse der Methylierungsspezifischen PCR fiir Méanner (m) und Frauen (w) im
Vergleich. Die dunklen Balken geben die Menge der Probanden mit methylierten MSH2-Promotoren
wieder. Helle Balken stehen fiir Individuen, bei denen sich keine Methylierung nachweisen lief3. Die
Nummern in den Balken entsprechen der Anzahl der Probanden in der jeweiligen Gruppe.
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4.1.2.3 Pyrosequenzierung
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DO: 3’-GTC AC TCC TC AC ATCC A TC TC A TC GC -5
STA: 3’- TCCC CCTCCCCTCCCAC TCCcCcC AA C A C TCC ACC -5
FS (mod): 3’- AGGG GGAGGGGAGGGTG AGGGGG TT G T G AGG TGG -5
FS: 3’- AGGG GGAGGGGAGGGTG AGGGGG TC G CcC G AGG CGG -5

Abbildung 4.4: Beispielergebnis einer Pyrosequenzierung

Die prozentuale Methylierung jedes CpGs ist oberhalb der Grafik angegeben. Da mit einem reversen
Primer gearbeitet wurde, erfolgte die Sequenzierung in 5°—3°‘-Richtung. Unter der Grafik sind die Rei-
henfolge, in der die Nukleotide vom Sequenzierer pipettiert wurden (DO = dispensation order), die zu
analysierende Sequenz (STA = sequence to analyze), die Sequenz des Forward-Stranges nach Bisul-
fidmodifikation (FS (mod)) sowie die genomische Forward-Sequenz (FS = forward sequence) angege-
ben. Blaue Buchstaben = untersuchte CpGs; rote Buchstaben = Nukleotide, die als Kontrollen dienten.

Um den Methylierungsstatus des Promotors des MSH2-Gens genauer und zusitzlich quantitativ
beurteilen zu konnen, wurde die gleiche Region der DNA von 70 der 79 NF1-Patienten (27 Min-
ner und 43 Frauen, Tabelle 4.4) sowie 40 gesunden Kontrollpersonen (20 Minner und 20 Frauen,
Tabelle 4.3) mittels Pyrosequenzierung untersucht. Pro DNA-Probe erfolgten im Durchschnitt acht
Pyrosequenzierungs-Durchgénge, deren Resultate (Abb. 4.4) fiir jede Probe zu einem Mittelwert
zusammengefasst wurden. Anhand dieser Mittelwerte erfolgte die Graduierung der Methylierung
in 0-10 %, >10-20 %, 20-30 % und >30 %.

Bei dem Vergleich des Methylierungsgrades des MSH2-Promotors konnte fiir vier von sechs CpGs
(CpGl, CpG3, CpG4 und CpGS) eine signifikant stirkere Methylierung bei NF1-Patienten gegen-
iber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.5 a). Die groften Gruppenunterschie-
de zeigte dabei das CpG4 an Position -87.

Der Vergleich des Methylierungsgrades innerhalb der Gruppe der NF1-Patienten ergab eine si-
gnifikant stirkere Methylierung der CpGs 3 und 4 bei stark betroffenen Patienten gegeniiber den
leichter betroffenen (sieche Abb. 4.5 b). Da auch in dem hier untersuchten Patientenkollektiv eine

Zunahme der NF-Zahl mit steigendem Patientenalter zu beobachten war (p = 004; xz—Test), wurde
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4. Ergebnisse

Ergebnisse der Pyrosequenzierung (%)
Nr. | AlterJ.) | m/w | CpGl | CpG2 | CpG3 | CpG4 | CpG5 | CpG6 | MW
KO1 54 m 9,55 | 10,15 | 7,23 | 25,65 | 7,23 | 2,53 | 10,39
K02 62 m 803 | 898 | 795 | 13,770 | 6,68 | 4,25 | 8,26
K03 72 w 7,03 | 1423 | 6,10 | 24,60 | 5,08 | 3,30 | 10,05
K04 72 w 515 | 11,63 | 5,58 | 21,65 | 438 | 280 | 853
K05 64 w 6,55 | 845 | 7,10 | 1433 | 698 | 548 | 8,15
K06 37 m 0,00 | 7,00 0,00 | 10,08 | 0,00 | 1,28 | 3,06
K07 32 m 490 | 4,75| 523 | 7,63 | 4,15| 145| 4,68
KO8 68 w 308 | 890 | 5,70 | 1438 | 430 | 1,73 | 6,35
K09 46 m 305 813 | 333 | 1518 | 855| 4,00| 7,04
K10 60 w 6,85 | 6,53 | 3,58 | 1598 | 7,05| 590 | 7,65
K11 72 w 807 | 6,68 | 9,63 | 16,63 | 550 | 227 | 8,13
K12 66 w 6,55 | 1390 | 7,00 | 1643 | 7,00 | 5,35 | 937
K13 72 w 2,35 | 11,15} 2,20 | 11,08 | 7,55 | 645 | 6,80
K14 68 w 0,00 | 12,13 | 0,00 | 10,83 | 2,20 | 1,70 | 448
K15 45 w 340 | 797 | 567 | 980 | 620 | 4,770 | 6,29
K16 60 w 0,00 280 000| 7,13| 000 1,67 | 193
K17 39 w 2,15 | 13,15 2,18 | 11,05 | 493 | 3,05| 6,08
K18 58 m 6,55 | 5,78 | 855] 1935| 455| 258 | 7,89
K19 72 w 2,18 | 13,53 | 2,15 | 10,78 | 2,18 | 0,00 | 5,13
K20 62 w 0,00 | 15,17 | 0,00 | 13,60 | 0,00 | 0,00 | 4,79
K21 62 m 0,00 | 17,10 | 590 | 10,68 | 4,60 | 1,60 | 6,55
K22 18 w 290 | 12,20 | 2,50 | 11,90 | 3,13 | 10,23 | 7,14
K23 50 w 0,00 | 9,75 | 1,98 | 10,85 | 0,00 | 0,00 | 3,76
K24 67 m 0,00 | 10,08 | 0,00 | 17,45 | 0,00 | 0,00 | 4,59
K25 36 w 3,80 | 1400 | 743 | 1640 | 648 | 495 | 8,84
K26 64 m 0,00 | 11,55 | 238 | 888 | 245| 0,00 | 421
K27 62 w 345 | 1745 | 393 | 20,20 | 548 | 2,83 | 8,89
K28 61 w 2,80 | 13,77 | 2,60 | 23,88 | 13,48 | 3,40 | 9,99
K29 31 m 0,00 | 9,65| 240 | 10,28 | 3,00 | 0,00 4,22
K30 51 w 795 | 13,03 | 8,28 | 17,58 | 645 | 5,08 | 9,73
K31 31 m 0,00 | 883 | 3,77 | 13,60 | 3,20 | 0,00 | 4,90
K32 49 m 0,00 | 12,50 | 0,00 | 420 | 1,85 | 1,43 | 3,33
K33 69 m 2,70 | 12,38 | 0,00 | 11,13 | 593 | 0,00 | 5,35
K34 59 m 0,00 | 10,03 | 0,00 | 8,13 | 4,65| 0,00 3,80
K35 74 m 0,00 | 11,57 | 0,00 | 11,70 | 0,00 | 0,00 | 3,88
K36 70 m 0,00 | 938| 000| 965| 193 | 0,00 349
K37 66 m 3431 16,05 | 5,15| 990 | 513 | 193] 6,93
K38 43 m 393 | 17,23 | 3,40 | 20,28 | 3,83 | 093 | 8,26
K39 74 m 553 | 493 | 290 | 730 | 5,03 1,63 | 4,56
K40 60 m 5,15 838 | 5,65 20,23 | 488 | 420 | 8,08

Tabelle 4.3: Untersuchungsergebnisse der Pyrozequenzierung bei Kontrollprobanden

Alter = vollendete Lebensjahre zum Untersuchungszeitpunkt. Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung
sind fiir jedes CpG als Mittelwert aus allen Sequenzierungen angegeben; MW ist der Mittelwert der
CpGs 1-6 eines Patienten.
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Pat.- Ergebnisse der Pyrosequenzierung (%)

Nr. | Alter J.) | m/w | NF | CpGl1 | CpG2 | CpG3 | CpG4 | CpG5 | CpG6 | MW
1 56 m | 2 410 830 4,02 1751 ] 589 1,36] 6,86
2 27 w | 2 | 11,55 1725 14,60 | 2589 | 11,79 | 7,64 | 14,79
3 32 w | 2 9,06 | 11,68 | 11,31 | 24,01 | 11,46 | 5,03 | 12,09
4 33 m | 2 | 12,69] 1825 12,36 | 28,47 | 12,74 | 9,31 | 15,64
5 31 w | 2 3,37 6,80 0,00 23,20 | 10,43 | 0,00 | 7,30
6 41 m | 2 559 857 7,30 27,14 186 2,60 | 884
7 33 m | 1 7,70 | 836 | 7,67 33,54 | 10,49 | 391 | 11,94
9 41 W 1 8,98 | 24,53 | 8,57 ] 28,33 | 12,14 | 3,36 | 14,32
10 47 m | 2 528 822 7,32 2295| 9,02| 1,55] 9,05
11 32 m | 2 6,13 1329 | 6,06 | 27,94 | 6,21 | 1,81 ] 10,24
12 31 w | 2 | 3246 43,62 | 36,27 | 53,76 | 34,16 | 25,20 | 37,58
13 49 w | 2 3,05 7,741 255 1883 | 1,11 | 0,00 5,55
14 32 m | 2 | 1561 ] 32,02 | 13,83 | 39,60 | 15,69 | 9,67 | 21,07
15 54 w | 2 | 11,52 17,56 | 10,83 | 32,08 | 11,00 | 6,87 | 14,98
16 32 w | 2 | 2458 31,12 | 27,05 | 45,75 | 23,48 | 19,28 | 28,54
17 31 w | 2 | 1735 27,84 | 12,16 | 24,00 | 16,05 | 13,81 | 18,54
18 45 w | 2 3281 500 6,60/ 13,48 2,39 | 126] 5,33
19 49 m | 2 | 1438 16,82 | 13,19 | 33,49 | 13,07 | 11,73 | 17,11

20 53 m | 2 | 1584 19,81 | 18,23 | 35,33 | 14,69 | 12,06 | 19,33

21 47 w | 2 5,84 | 4,05 546 21,54 | 854 | 349 8,15

22 37 w | 2 9,34 | 13,17 | 14,09 | 27,47 | 6,79 | 5,77 | 12,77

23 38 w | 2 795 2508 | 7,50 2544 | 526 | 3,88 12,52

24 40 m | 2 7,47 | 2850 | 9,20 | 1820 | 423 | 3,57 11,86

25 58 m | 2 7271 2698 | 7,83 33,05| 5,67 | 1,32] 13,69

26 58 w | 2 456 | 590| 7,10] 1620 | 1,50 | 3.43]| 645

27 62 w | 2 2,66 2,85 4,731 10,03 295| 1,63| 4,14

28 71 w | 2 3,11 460 1,98 1664 | 132 1,82] 491

30 48 m | 2 422 123,13 1,30 1930 | 1,28 0,80 | 8,34

32 61 w | 2 506] 0,00 5382080 12,10 290 | 7,71

33 39 w | 2 3,71 | 24,07 | 1,53 ] 14,02 090| 057 ]| 7.46

34 43 w | 2 1,59 | 9,00 0,00/ 10,13 ] 0,00 0,00]| 3,45

35 59 w | 2 488 | 0,00 10,87 | 10,08 | 10,02 | 3,18 | 6,50

37 39 m | 2 2,69 3,80 1,82 2546 1,15| 0,00 5,82

38 41 w | 2 419 2,83 3,83 20,13 ] 9,00| 1,76 | 6,96

39 45 W 1 [ 13,74 ] 21,65] 10,90 | 34,40 | 18,73 | 7,67 | 17,85

40 29 m | 1 6,61 | 23,05| 4,13 19,85 | 11,73 | 1,05 11,07

41 44 w 1 | 1094 | 23,63 | 6,55] 24,20 | 13,92 | 6,62 | 14,31

42 29 w 1 3,67 3,60 000| 1,53] 0,00 4,67]| 2725

43 58 m | 2 4431 11,00 | 2,60 | 17,60 | 1,88 | 1,28 | 6,47

44 49 m | 2 733 | 6,13 294 1830 | 1522 ] 6,28 | 9,37

45 48 W 1 535 572 7,521 1437 6,79 3,50 7,21

46 49 W 1 3,66 7,701 0,00 24,15| 488 ] 000]| 6,73

47 32 W 1 | 12,57 ] 19,38 | 13,40 | 25,98 | 9,10 | 10,07 | 15,08

48 30 w | 2 7,04 | 1523 | 220 30,33 | 14,00 | 1,23 | 11,67

49 28 w 1 3251 720 285] 19,66 | 9,28 0,00 7,04
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Pat.- Ergebnisse der Pyrosequenzierung (%)
Nr. | Alter J.) | m/w | NF | CpGl1 | CpG2 | CpG3 | CpG4 | CpG5 | CpG6 | MW
50 26 m [ 1] 411[ 367 8638|1772 13776 ] 0,78 [ 8,12
51 26 m [ 1 | 487[ 380 5261692 | 11,87 | 244 | 7,53
52| 25 m [ 1 | 487[ 737 538|2982| 130[ 2,08 847
54| 64 m [ 1 | 1429 1588 2445 3526 | 14,74 | 7,26 18,65
55] 30 w | 1 [ 568 633] 7442044 846 1,79] 835
571 26 w [ 1 ]| 382] 498] 000] 269 | 652] 000] 7,04
58] 36 w | 1 | 345] 000] 000] 658 6,08]| 4,10]| 337
59 47 m [ 1] 323[ 1,02] 6,80 1954 | 4,11 ] 047 ] 586
60| 38 w | 1| 28] 415| 3,16[ 128 | 6,00 | 0,00 | 4,84
61| 39 m [ 1 | 340[ 265] 4741416 | 164 | 232] 482
63| 36 m [ 1 | 400[ 11,00 225] 13,60 | 17,54 | 0,00 | 8,07
64| 40 w | 1 | 653]2008] 614 1854 | 194 | 274] 933
65| 24 w | 1| 700 690] 9641552 13,08| 492 | 951
66| 29 w | 1 | 1049 18,10 | 8,553[ 27,68 13,10 | 5,88 | 13,96
67| 25 m [ 1] 605 657 8032450 | 886 | 2,.86] 948
68| 34 w | 1| 237] 623] 430[ 1260 525| 0,00 5,12
69| 37 w [ 1] 539] 7.06] 732]2615] 394| 236] 872
70| 41 w [ 1] 413] 903] 7841054 | 657| 1,68 6,63
71 29 w | 1 ]| 546] 822] 577 1408 | 381 | 286]| 6,70
2] 32 m [ 1 | 544] 525] 590 1560 | 545] 3,80 691
73| 53 w | 1 | 421[2157] 000] 16,03 785]| 0,73 ] 840
74| 26 m [ 1 ]| 775[1043 ] 4482160 | 344| 652] 9,04
75| 23 m [ 1] 373[ 653 2,14 1234 | 341 ] 290 5,18
76| 43 w [ 1] 320]1013] 1,04 1580 | 11,42] 0,00 ] 6,93
8] 37 w | 2] 304] 468] 0741968 ] 6,04] 076] 582

Tabelle 4.4: Untersuchungsergebnisse der Pyrozequenzierung bei NF1-Patienten

Alter = vollendete Lebensjahre zum Untersuchungszeitpunkt. Anzahl der Neurofibrome (NF): 1 = 0-60
NF (milder Phénotyp), 2 = >100 NF (schwerer Phénotyp). ,,MSP*“Z Intensitét der detektierten Ban-
de mit den Primern fiir methylierte DNA: O = keine Bande, 1 = schwache Bande, 2 = starke Bande.
Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung sind fiir jedes CpG als Mittelwert aus allen Sequenzierungen
angegeben; MW ist der Mittelwert der CpGs 1-6 eines Patienten.

auf eine mogliche Altersabhédngigkeit der Methylierung dieser CpGs hin untersucht. Hierbei fand
sich kein Zusammenhang (CpG3: p = 0.99; CpG4: p = 0,89; x2-Test), so dass nicht davon auszu-
gehen ist, dass das Alter die beschriebene Korrelation zwischen der Methylierung der CpGs 3 und
4 und der Gruppe der stark betroffenen Patienten beeinflusst.

Wie in Abb. 4.5 ersichtlich, zeigt das CpG4 insgesamt eine stirkere Methylierung. Um dies sta-
tistisch zu belegen, wurden k-Koeffizienten fiir die Konkordanz der Methylierung (< 20 % versus
> 20 %) bestimmt. Der Vergleich der CpGs 1, 2, 3 und 5 ergab k-Koeffizienten zwischen 0,10 und
0.79 (p < 0.05), was auf eine hohe Konkordanz der Methylierung hinweist. Im Gegensatz dazu re-
sultierte der Vergleich des CpG4 mit den anderen CpGs in k-Koeffizienten zwischen 0.03 und 0.14
(p > 0.05). Dies belegt, dass sich die Methylierung des CpG4 von der der anderen unterscheidet.
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Abbildung 4.5: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Pyrosequenzierung
a) CpG-Methylierung bei NF1-Patienten (dunkle Balken) und Kontrollpersonen (helle Balken).
b) CpG-Methylierung bei NF1-Patienten mit > 100 NF (dunkle Balken) und < 60 NF (helle Balken).

4.1.3 MMR-Methylierung in NF1-assoziierten Tumoren

Insgesamt wurden 38 DNA-Proben aus 33 Tumoren von 25 NF1-Patienten hinsichtlich der Promo-
tormethylierung der ,,Mismatch Repair“-Gene (MMR) MLHI, MSH2, MSH6 und PMS2 mitttels
Methylierungsspezifischer PCR (MSP) untersucht. Fiir die Promotoren von MSH6 und PMS?2 lief3
sich hierbei in keiner der Proben eine Methylierung nachweisen. Bei der Untersuchung der Pro-
motoren von MLH 1 und MSH?2 zeigten sich bei lediglich vier Proben extrahiert aus zwei MPNSTSs
von zwei Patienten Reaktionen mit den Primern fiir methylierte DNA. Nachfolgend ist fiir jedes

der MMR-Gene die Anzahl der methylierten Proben pro untersuchter Tumorentitit angegeben:

MLH1 MSH2 MSH6 PMS2

kutane Neurofibrome 0/10 0/10 0/10 0/10
plexiforme Neurofibrome 0/8 0/8 0/8 0/8
maligne periphere 2/11 4/14 0/9 0/14
Nervenscheidentumore (18 %) (29 %)

pilozytische Astrozytome 0/4 0/4 0/4 0/4
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4.2 Methylierungsmuster des NF1-Promotors bei eineiigen

Zwillingen

4.2.1 Uberblick iiber die untersuchte Region

Fiir diese Arbeit wurde ein Bereich von -286 bis +650 in Relation zum Transkriptionsstart entspre-
chend der Nummerierung von Hajra et al. untersucht (Abb. 4.6) [33]. Nach Ausschluss der Primer-
bindungsstellen blieben fiir die weitere Auswertung ein Bereich von -256 bis +180 und ein Bereich
von +204 bis +622 , die insgesamt 327 Cytosinreste enthielten. Diese verteilten sich auf 72 CpGs
(davon 20 CCGs, 5 CCCGs, 3 CCCCGs, 1 CCCCCG und 1 CCCCCCQG) sowie 255 Non-CpGs
(43 CpAs, 148 CpCs und 64 CpTs).

TLF -234

286 Primer P1-mod_for -170

r 1
agcttaagctgagagcacagcctccccaggagattageggcagagatcegegegectgggagaaaggctageccccagggegecctaacttccaactcegggagcaatccaaaccegga

-166 AP2
169 |-163SPI G2~ -138SP1 138 4p2 MI1 Oct

-53
ggceggegggggalggggacagctgtagggggeggitggggatgggagtggatgecteccegggtcagetctggecactagecagetgageccagegecagtctaggtgageccccacggegg

.52 CRE SRE MMLV/e 465
tgagggacgctegccagacggcccagaggagttagatgaegtcacctccaggaggactegetttttcattaatgaaaceggceggegegggegecatgegeggicaggcegecttecct
+1
KBF ICE
+66 AP2 +151 NFIHCS +174 +182

ctcgcttccccctcccctttcccagccgcgctctcaatctctagcttgctcgcgctccctctccccgggccgtggaaaggatcCCFCttccggtggggtgtcatggcggfgtctcgg
i) —_ — —7 = — — =

AP2

Primer P1-mod rev ApoE2 1200

actgtgatggctgtggggagabggcgctagtggggagagcgaccaagaggccccctcccctccccgggtccccttcccctatccccctccccccagcctccttgccaacgccccctt
| —— — = —

Primer P2-mod _for
+
1300 AP2 AP2 416

tccctdtcccecctecaegeteggegetgacccececatccccaccecegtgggaacactgggagectgecactccacagaccctetecttgectettecctcacctcagectecegetedce

SPI SPL 4p2 484 Exon 1 +533

cgccctcttcecceggecccagggegeeggeccaccctteectcegicegccccceggecgeggggaggacatggecegegecacaggeceggtggaatgggtccaggecegtggtcageegett

+534 +543 4650

cgacgagcaggtaaceggccegtggegggegggaggtgggageggagtgggggtggggacagagtaggtgaggggaggtaggageggecegectccccegeggectgectcaggetetg
== _— s — — = —_—

Primer P2-mod _rev

Abbildung 4.6: Uberblick iiber die untersuchte Region des NFI-Promotors

Die Klammern ober- und unterhalb der Sequenz kennzeichnen die Bindungsstellen der fiir die PCR
verwendeten Primer. Alle untersuchten CpGs sind Fett hervorgehoben und unterstrichen. Der Tran-
skriptionsstartpunkt ist durch einen Pfeil oberhalb der Sequenz markiert und entsprechend Hajra et al.
mit +1 nummeriert [33]. Die grau unterlegte Box entspricht dem Exon 1. Wichtige Promotorelemente
wurden mit schwarzen Rahmen versehen.
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4.2.2 Durchschnittliche Methylierung einzelner Abschnitte der untersuchten Region

Pro zu untersuchender DNA wurden zwischen 8 und 46 Klone (durchschnittlich 25) sequenziert
und anschlieBend die prozentuale Methylierung fiir jeden Cytosinrest ermittelt. Waren beispiels-
weise 5 von 25 sequenzierten Klonen an einer Position methyliert, so betrug die prozentuale Me-
thylierung an dieser Position 20 %. Insgesamt schwankte der Methylierungsgrad der einzelnen
Cytosinreste im untersuchten Patientenkollektiv zwischen 0 % und 40,5 %. Zur Berechnung des
Methylierungsgrades eines bestimmtes Fragmentes innerhalb der untersuchten Region wurde die
Summe aller Prozentwerte dieses Fragmentes durch die Anzahl der enthaltenen Cytosinreste bezie-
hungsweise CpGs dividiert. Abbildung 4.7 zeigt die durchschnittliche Methylierung verschiedener
Bereiche der untersuchten Region unter Einbeziehung der Daten aller Zwillinge. Dabei zeigt sich,
dass das Exon 1 durchschnittlich am stirksten methyliert war. Ebenso zeigen die CpGs im Mittel

eine hohergradigere Methylierung als die Non-CpGs.

Promotor 5"UTR Exon 1 Intron 1 gesamt
(-256 bis -1) (+1 bis +483) | (+484 bis +343)| (+544 bis +622) | (-256 bis +622)
Methylierung 2,91 % 2,50 % 5,55 % 2,36 % 2,76 %
der Cytosine +2,78 % + 1,63 % +6,01 % +2,14 % + 1,98 %
Methylierung 3,69 % 3,17 % 5,53 % 2,52 % 3,47 %
der CpGs +2,74 % + 1,96 % + 6,08 % +2.27% +2,26 %

Abbildung 4.7: Durchschnittliche Methylierung verschiedener Bereiche des NFI-Promotors
Angegeben sind die Mittelwerte der Methylierung aller Cytosinreste (obere Reihe) beziehungsweise al-
ler CpGs (untere Reihe) der jeweiligen Region des NF/-Promotors plusminus der Standardabweichung.
Die unterschiedlich dunkle Einfdarbung der Boxen gibt die Stirke der Methylierung wieder: von hell-
nach dunkelgrau zunehmende Methylierung.

4.2.3 Unterschiede in der Methylierung innerhalb der Paare

In Abbildung 4.8 ist die Methylierung aller Cytosinreste und CpGs im untersuchten Fragment gra-
phisch Dargestellt. Innerhalb der Zwillingspaare erkennt man deutliche Unterschiede im Methylie-
rungsgrad einzelner Cytosine sowie langerer DNA-Abschnitte. Um regionale Unterschiede in der
Methylierung zwischen den Zwillingen zu detektieren, wurden zunéchst alle Positionen notiert, an
denen sich die Methylierung zweier Geschwister um mindestens 10 Prozentpunkte unterschied.
Diese werden im Folgenden fiir die einzelnen Paare beschrieben. Die Paare A, B und H zeigten
deutliche Methylierungsunterschiede in Exon 1, das Paar D im Promotor. Die grofte Differenz der
Methylierung in einer Region lief sich bei Paar D fiir die CRE-Position (0 gegeniiber 16,67 %)

nachweisen.
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Abbildung 4.8: Darstellung der Methylierung aller Cytosine im untersuchten Fragment

Auf der linken Seite (a) ist der Methylierungsgrad aller Cytosine im untersuchten Bereich dargestellt.
Rechts (b) findet dich eine Darstellung nur der CpGs in der gleichen Region. Fiir diejenigen CpGs,
deren Methylierung sich zwischen den Geschwistern um mindestens 10 Prozentpunkte unterscheidet
wurde ihre Positionsnummer entsprechend Hajra et al. angegeben [33].

Zwillingspaar A (Zwillinge 1 und 2)

Das Zwillingspaar A wies die meisten Cytosine und CpGs mit unterschiedlichem Methylierungs-
grad auf. Zwilling 2 zeigte vor allem in naher Umgebung zum Exon 1 aufféllig starke Methy-
lierungen, insbesondere zwischen den Positionen +355 und +441. In dieser Region befinden sich
mutmaBliche Bindungsstellen fiir SP1 und AP2 (+336 bis +345, +416 bis +421 und + 460 bis 465).
Im restlichen untersuchten Fragment lieBen sich dagegen nur geringe Methylierungen nachweisen.
Klinisch hervorzuheben ist bei dieser Patientin das Vorhandensein von zwei plexiformen Neurofi-
bromen. Bei Zwilling 1 hingegen zeigte sich die Region um das Exon 1 nur geringfiigig methyliert.
Bemerkenswert ist jedoch die relativ starke Methylierung der TLF-Bindungsregion (-249 bis -234)

in Zusammenhang mit dem Vorhandensein eines Optikusglioms (siehe hierzu auch Kapitel 4.2.6).
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Zwillingspaar B (Zwillinge 3 und 4)

Das Zwillingspaar B, das sich phinotypisch diskordant beziiglich der Pignentierung sowie des Vor-
handenseins einer Skoliose prisentierte, wies insgesamt eine deutlich geringere Methylierung und
weniger Unterschiede im Methylierungsgrad einzelner Cytosine auf. Eine deutlich unterschiedli-

che Methylierung zeigte sich jedoch im Exon 1.

Zwillingspaar C (Zwillinge 5 und 6)
Bei Zwillingspaar C zeigten sich zwar regionale Unterschiede in der Methylierung. Jedoch wa-
ren nur wenige Cytosinreste mehr als zu 10 % methyliert. Lediglich das Exon 1 war bei beiden

Patienten etwas stirker methyliert.

Zwillingspaar D (Zwillinge 7 und 8)

Das Zwillingspaar D wies deutliche Unterschiede in der Methylierung im gesamten untersuchten
Fragment auf. Wihrend Zwilling 7, klinisch auffillig durch das Vorhandensein eines Optikus-
glioms, besonders im Bereich der TLF-Bindung sowie um den Transkriptionsstart Methylierungs-
grade von bis zu 20 % aufwies, zeichnete sich Zwilling 8 durch die im gesamten untersuchten

Patientenkollektiv geringste Methylierung aus.

Zwillingspaar E (Zwillinge 9 und 10)
In der NFI-Promotorregion von Zwillingspaar E lie} sich nur eine sehr geringe Methylierung
nachweisen. Bei jedem zeigte lediglich ein CpG eine Methylierung grofler als 10 %. Dieses war bei

Patient 10, der unter einem Optikusgliom litt, im TLF-Bindungsbereich (Position -249) gelegen.

Zwillingspaar G (Zwillinge 13 und 14)
Zwillingspaar G, welches von allen eingeschlossenen Patienten den mildesten NF1-Phénotyp auf-
wies, prasentierte von allen Paaren die geringsten Methylierungsunterschiede. Allein an Position

-76 zeigte Zwilling 14 eine stirkere Methylierung (28,13 % gegeniiber 0 %).

Zwillingspaar H (Zwillinge 15 und 16)

Bei dem in dieser Untersuchung jiingsten Zwillingspaar lie} sich die stiarkste Methylierung des
NFI-Promotors nachweisen, wobei die Unterschiede innerhalb des Paares nur gering waren. Zwil-
ling 15, symptomatisch vor allem durch ein Optikusgliom und einzelne Neurofibrome, zeigte je-

doch im Bereich der TLF-Bindung sowie im Exon 1 eine deutlich stirkere Methylierung.

Zwillingspaar | (Zwillinge 17 und 18)
Das élteste Zwillingspaar wies nur eine sehr geringe Methylierung des NF/-Promotors mit weni-
gen Unterschieden innerhalb des Paares auf. Lediglich ein eng umschriebener Bereich von +150

bis +180 war bei Zwilling 17 etwas stirker methyliert.
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4.2.4 Methylierung spezifischer Promotorelemente

Da einige der Zwillinge eine verstirkte Methylierung in umschriebenen Abschnitten des untersuch-
ten Fragmentes aufwiesen, wurde auch die durchschnittliche Methylierung verschiedener bisher
identifizierter Promotorelemente bestimmt. Um ein MaB fiir die ,,Epigenetische Distanz* zu er-
halten, welches eine Quantifizierung der Methylierungsunterschiede innerhalb der Zwillingspaare
erlaubt, wurden zunéchst die Differenzen der Werte der durchschnittlichen Methylierung fiir jedes
Paar berechnet. Anschlieend wurden die erhaltenen Werte aller Paare fiir verschiedene Regionen
mithilfe eines t-Tests gegen 0 verglichen. Die Ergebnisse hierzu sind in Tabelle 4.5 dargestellt.
Sowohl fiir die CpG- als auch die Cytosin-Methylierung ergaben sich dabei fiir fast alle untersuch-
ten Subregionen und Promotorelemente p-Werte, die auf statistisch signifikante Differenzen in der
Methylierung schlieBen lassen. Lediglich die SP1-Bindungsstelle an Position -141 (CpG bei -138)
zeigte liberhaupt keine Methylierungsunterschiede. Beziiglich des Intron 1, des minimalen proxi-
malen Promotors, des tax-Elements sowie der ,,CRE site* an Position -13/-10 waren nur die Werte
fiir die CpG-Methylierung signifikant.

Nach Erweiterung des Konfidenzintervalls der Variable auf 99 % zur Beriicksichtigung des mul-
tiplen Testens blieben fiir die Region, welche die 5‘'UTR sowie Exon und Intron 1 umfasst (+1
bis +622) und fiir den Repressor (+144 bis +474) statistisch signifikante Resultate sowohl fiir
CpG- als auch Cytosin-Methylierung erhalten. Der neudefinierte Promotor (-228 bis +373), eine
mutmaBliche AP2-Bindungsstelle (+463 bis +472) und die NF1HCS (+151 bis +174) zeigten wei-
terhin statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Cytosin-Methylierung, wohingegen ein
Kernpromotor (+248 bis +399) nur signifikante Unterschiede in der CpG-Methylierung aufwies.
Auch die mutmaBliche SP1/AP2-Bindungsstelle (CpGs bei -166 und -163) zeigte eine statistisch

signifikante Differenz in der Methylierung bei einem Konfidenzintervall von 99 %.

4.2.5 Methylierungsunterschiede in Relation zur Anzahl der Neurofibrome

Zunichst wurde der Vergleichswert ANT als MaB fiir die Diskordanz der Paare beziiglich der An-
zahl der Neurofibrome definiert, wobei Werte von O fiir vollige Konkordanz und Werte von 1 fiir
maximale Diskordanz standen (siehe hierzu auch Kapitel 3.2.2 und Tabelle 3.1). Dieser wurde dann
fiir jedes Paar anhand des Spearman Rangkorrelationskoeffizienten mit den Methylierungsunter-
schieden in den analysierten Subregionen verglichen. Dabei liel} sich jedoch kein Zusammenhang
zwischen der Diskordanz beziiglich der Anzahl der Neurofibrome und Methylierungsunterschie-
den innerhalb der Zwillingspaare beziehungsweise dem Grad der Methylierung nachweisen.

Auch hinsichtlich anderer NF1-Merkmale zeigte sich kein derartiger Zusammenhang.
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4.2.6 Methylierung der Subregion -256 bis -234 in Relation zum Vorhandensein

eines Optikusglioms

Um zu untersuchen, ob sich die NF/-Promotor-Methylierung bei Zwillingspaaren, die diskordant
fiir bestimmte Krankheitsmerkmale sind, von konkordanten Paaren unterscheidet, war es notig,
das Patientenkollektiv in gleich groe Gruppen zu teilen. Wie aus Tabelle 3.1 auf Seite 20 er-
sichtlich ist, waren jeweils vier Paare konkordant und vier Paare diskordant fiir das Vorhandensein
eines Optikusglioms beziehungsweise einer Skoliose. Fiir diese beiden Merkmale erfolgte daher
der Vergleich konkordanter und diskordanter Paare, wobei insgesamt 26 Regionen mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests untersucht wurden. Fiir alle anderen erfassten Krankheitsmerkmale konn-
te keine statistische Analyse vorgenommen werden, da aufgrund der begrenzten Patientenzahl, die
Gruppengroflen zu asymmetrisch ausgefallen wiren.

Beziiglich des Optikusglioms fanden sich hierbei statistisch signifikante Unterschiede (p = 0,021)
in der Methylierung des Bereichs von -249 bis -234, welcher ein Teil der TLF-Bindungsregion
darstellt. Wie die Abbildung 4.9 zeigt, weisen Paare, die konkordant fiir das Fehlen eines Optikus-
glioms sind, nicht nur geringere Unterschiede in der Methylierung dieser Region auf sondern auch
insgesamt ein deutlich geringere Methylierung. Paare, die diskordant fiir das Vorhandensein eines
Optikusglioms sind, zeigen hingegen grofere Unterschiede in der Methylierung bedingt durch eine
starkere Methylierung bei dem Zwilling mit Optikusgliom.

Ahnliche Unterschiede konnten fiir keine weitere Region gefunden werden. Auch der Vergleich
von Paaren, die diskordant fiir das Vorhandensein einer schweren Skoliose waren, mit denjenigen

ohne Skoliose, erbrachte keine signifikanten Gruppenunterschiede.

a) Zwilingspaare diskordant fiir ein Optikusgliom b) Zwillingspaare ohne Optikusgliom

40 —
Paar A Paar D PaarE I Paar H Paar B Paar C Paar G Paar 1

0 | LIILLm Im T m

Zw.l | Zw.2 | Zw.7 | Zw.8 |Zw. 10| Zw.9 | Zw. 15 | Zw. 16 Zw.3 | Zw.4 | Zw.5 | Zw.6 | Zw. 13 | Zw. 14 | Zw. 17 | Zw. 18
Met. (%) | 83 0 13,3 7.7 7.1 2,0

L1 | 180 22 52 7,0 0 0 0,9 3,1 6,7

Methylierung in %

Diff. (%) 8.3 56 6,0 15,8 1.8 0 22 47

Abbildung 4.9: Methylierung der TLF-Bindungsregion bei Vorliegen eines Optikusglioms

Fiir jeden Patienten ist die Methylierung der sechs Cytosinreste der Region -256 bis -234 dargestellt.
Die Grafiken beider Zwillinge eines Paares sind jeweils nebeinanander abgebildet und durch vertika-
le Linien von denen der anderen Paare getrennt. In der linken Abbildung (a) sind die Zwillingspaare
dargestellt, die diskordant fiir ein Optikusgliom sind, wobei die dunklen Balken den Zwilling mit Op-
tikusgliom kennzeichnen. Die rechte Abbildung (b) zeigt die Daten fiir die Paare, in denen kein Opti-
kusgliom aufgetreten ist. Unter der Grafik sind fiir jeden Patienten die durchschnittliche Methylierung
der Region (Met. (% )) und fiir jedes Paar die Differenz der Methylierung (Diff. (%)) angegeben.
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5 Diskussion

5.1 Promotormethylierung bei MMR-Genen als potentieller
.Modifizierer” der NF1

5.1.1 Promotormethylierung der MMR-Gene MLH1, MSH6 und PMS2 in

Leukozyten von NF1-Patienten

Fiir diese Arbeit wurde die DNA aus Leukozyten von insgesamt 79 NF1-Patienten untersucht, wo-
bei sich keine Methylierung in den Promotoren der ,,Mismatch Repair“-Gene MLHI, MSH6 und
PMS2 nachweisen lieB3.

In anderen Studien wurde jedoch bei bisher 25 Individuen eine konstitutionelle Methylierung im
Promotor des MLHI-Gens gefunden [14]. Diese sogenannte Epimutation fiihrte auch ohne nach-
weisbare Verdnderung in der DNA-Sequenz zu einem Verlust der Expression des betroffenen Al-
lels. Die meisten dieser Patienten entwickelten multiple Tumore und bei einigen konnte die Dia-
gnose eines Lynch-Syndroms gestellt werden. In einer Studie an transgenen NF1-Miusen erhohte
eine MLH1-Defizienz die Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung von Leukdmien, was als Hin-
weis auf eine entscheidende Bedeutung der DNA-Reparatur fiir die Entstehung NF1-assoziierter
Tumoren gedeutet werden kann [32].

Desweiteren konnte eine reduzierte Expression von ,,Mismatch Repair“-Genen in T-Zell-Leuk-
dmiezellen nachgewiesen werden [64]. PMSI und MSH?2 waren dabei in allen Féllen supprimiert,
wobei sich im Gegensatz zu PMS1 die MSH2-Suppression nicht durch Demethylierung autheben
lie3, was gegen eine Reduktion der Expression durch Methylierung spricht. Bei fiinf gesunden

Kontrollprobanden zeigten die ,,Mismatch Repair“-Gene eine normale Aktivitit.

5.1.2 Promotormethylierung des MMR-Gens MSH2 in Leukozyten von

NF1-Patienten und Kontrollpersonen
5.1.2.1 Konstitutionelle MMR-Defekte und die Neurofibromatose Typ 1

Obwohl sich in den letzten Jahren Berichte iiber Kinder mit konstitutionellen ,,Mismatch Repair*-
Defekten und Merkmalen der Neurofibromatose Typ 1 hdufen, konnte bisher lediglich in einem
Fall auch eine NFI-Mutation nachgewiesen werden. Es handelte sich dabei um ein Kind, das im
Alter von 12 Monaten an einer atypischen chronisch-myeloischen Leukimie erkrankte und dariiber
hinaus mehr als 10 Café-au-lait-Flecken sowie zwei kutane Neurofibrome aufwies [2]. Genetische
Untersuchungen identifizierten schlieBlich eine homozygote Mutation im MLH-Gen sowie eine
heterozygote NF[-Mutation, die zur Ausbildung eines verkiirzten Neurofibromins (p.R1241X) oh-
ne GTPase-aktivierende Funktion fiihrte.

Zahlreiche weitere Berichte von Kindern mit homozygoten Mutationen in einem der ,,Mismatch
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Repair“-Gene und Merkmalen der NF1 finden sich in der Literatur (siehe auch Tabelle 1.1 auf
Seite 8). NF'[-Mutationen lieBen sich in den meisten Fillen jedoch nicht nachweisen. Wimmer
und Etzler prigten fiir dieses Phinomen den Begriff des ,,Constitutional Mismatch Repair-Defiency
(CMMR-D) Syndrome* und fiihrten die NF1-Merkmale auf ein moglicherweise bestehendes NF -
Mosaik zuriick [114].

5.1.2.2 Bedeutung des MMR-Gens MSH?2 fiir die Enstehung von Neurofibromen

Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen zu einem moglichen Zusammenhang zwischen Verin-
derungen in einem der ,,Mismatch Repair*“~-Gene und der Entstehung von Neurofibromen. Maer-
tens et al. konnten jedoch ein gehiduftes Auftreten einer Variante des MSH2 bei NF1-Patienten mit
vielen Neurofibromen nachweisen [60]. Diese Variante (p.G322D) fiihrt zu einer verminderten Ef-
fizienz der DNA-Reparatur im Saccharomyces cereviaiae-Modell, wodurch die Hypothese gestiitzt
wird, dass MMR-Defekte zu einer verstirkten Neurofibromentstehung pradisponieren.

Eine erst kiirzlich veroffentlichte Arbeit erbrachte den Nachweis von Mikrosatelliteninstabilitéit
(MSI) als typisches Zeichen einer reduzierten DNA-Reparatur in 21 von 89 Neurofibromen (24 %)
von drei NF1-Patienten mit einer hohen Anzahl an Tumoren [92]. Mutationen in den ,,Mismatch
Repair“-Genen fanden sich jedoch nicht, so dass die MSI moglicherweise auf epigenetische Ver-

dnderungen zuriickzufiihren ist.

5.1.2.3 Einfluss der MSH2-Methylierung auf Genexpression und Tumorentstehung

Kiirzlich konnte in einer Untersuchung an priméren Brust-Tumoren von 232 indischen Frauen ge-
zeigt werden, dass die Methylierung des MSH2-Promotors zu DNA-Reparaturdefekten fiihrt [67].
Dabei lieB sich ein starker Zusammenhang zwischen der MSH2-Promotormethylierung, detektiert
durch eine Methylierungsspezifische PCR mit den gleichen Primern wie die fiir diese Arbeit ver-
wendeten, und der Expression des MSH2-Gens nachweisen. Daraus lisst sich schlieBen, dass die
Hypermethylierung des MSH2-Promotors eine mogliche Ursache fiir die eingeschrinkte DNA-

Reparatur in Tumorzellen darstellt.

5.1.2.4 Zusammenhang zwischen der MSH2-Promotormethylierung und der

Entstehung von Neurofibromen

Da bisher keine konstitutionellen Mutationen im MSH2-Gen bei NF1-Patienten nachgewiesen wer-
den konnten, es aber Hinweise auf eine reduzierte DNA-Reparatur als Ursache fiir die Entstehung
von Neurofibromen gibt, konnten epigenetische Verdnderungen, wie die Methylierung des MSH2-
Promotors, eine mogliche Erkldrung fiir einen ,,Mismatch Repair*‘-Defekt darstellen.

In dieser Arbeit konnte zunédchst durch zwei verschiedene Methoden, die Methylierungsspezifische

PCR (MSP) und die Pyrosequenzierung, gezeigt werden, dass der Promotor des MSH2-Promotors
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im Blut von NF1-Patienten stiarker methyliert ist als bei gesunden Kontrollprobanden. Zusétzlich
belegen die Ergebnisse der Pyrosequenzierung eine positive Korrelation zwischen der Stirke der
Methylierung zweier CpGs im MSH2-Promotor und der Anzahl der Neurofibrome. Somit kann
angenommen werden, dass die Reduktion der DNA-Reparatur durch Methylierung des MSH2-
Promotors ein potentieller ,,Modifizierer* des Phinotyps der Neurofibromatose Typ 1 ist und sich
insbesondere auf die Entstehung von Neurofibromen durch eine Neigung zu ,,second hits* aus-
wirkt.

Bei den Untersuchungen fiir diese Arbeit zeigten sich fiir einige der CpGs Unterschiede in der Me-
thylierung beim Vergleich von NF1-Patienten mit vielen beziehungsweise wenigen Neurofibromen
(CpG3 und CpG4) sowie beim Vergleich von NF1-Patienten mit Kontrollprobanden (MSP, CpGl,
CpG3, CpG4, CpGS). Daraus ergibt sich die Frage nach der Bedeutung einzelner CpGs. Das CpG5S
an Position -80, das bei NF1-Patienten im Vergleich zu Kontrollprobanden signifikant stiarker me-
thyliert war, liegt inmitten einer potentiellen E1 AF-Bindungsstelle [42]. Ob die Bindung des E1AF
an dieser Stelle methylierungssensitiv ist und welche Auswirkungen eine Methylierung des CpG5
auf die Genexpression von MSH2 hat, wurde bisher zwar noch nicht untersucht. Shin et al. konn-
ten jedoch im Luziferase-Assay zeigen, dass die Insertion eines Adenin an Position -80 zu einem
82 %-igen Riickgang der Promotoraktivitit des MSH2 fiihrt [86]. Diese Insertion wurde bei einigen
HNPCC-Patienten gefunden und wies eine neue Fihigkeit zur Bindung von Transkriptionsfaktoren
auf. Diese Ergebnisse lassen zumindest vermuten, dass die E1 AF-Bindungsstelle eine besondere
Bedeutung fiihr die Genexpression des MSH?2 hat.

Auch das CpG4, welches klare Gruppenunterschiede in der Methylierung im Vergleich von NF1-
Patienten mit Kontrollprobanden sowie im Vergleich von NF1-Patienten mit vielen beziehungs-
weise wenigen Neurofibromen aufweist, liegt in einer potentiell bedeutsamen Region, ndmlich in
unmittelbarer Nidhe zum Transkriptionsstartpunkt bei Position -85. Die Untersuchung des tatsédch-

lichen Einflusses der Methylierung an dieser Stelle auf die Genexpression steht jedoch noch aus.

5.1.2.5 Bedeutung der MSH2-Promotormethylierung fiir den Umgang mit
NF1-Patienten

Da die Untersuchungen fiir diese Arbeit sich auf Leukozyten beschrdnkten, konnen lediglich Ver-
mutungen iiber die tatsdchliche Bedeutung dieser Ergebnisse fiir die Rolle des MSH2 bei der Ent-
stehung der klinischen Variabilitit der Neurofibromatose Typ 1 angestellt werden. Weitere Un-
tersuchungen wie die Analyse der MSH2-Expression in Schwannzellen und anderen Geweben
sind notwendig. Sollte sich die MSH2-Expression jedoch als ,,Modifizierer* der NF1 bestétigen,
so konnte die MSH2-Promotormethylierung als diagnostischer Marker fiir den zu erwartenden
Schweregrad der Erkrankung bei betroffenen Patienten genutzt und Vorsorgeuntersuchungen ent-

sprechend individuell gestaltet werden.
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5.1.2.6 MSH2-Promotormethylierung bei gesunden Kontrollpersonen

Soweit bekannt, konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals eine MSH2-Promotormethylierung in
Leukozyten gesunder Probanden nachgewiesen werden. In weiteren Untersuchungen gilt es nun zu
erforschen, wie sich dies auf die Effizienz der DNA-Reparatur in den verschiedenen Geweben aus-
wirkt. Dariiber hinaus stellt sich die Frage, ob die beobachtete Methylierung eine konstitutionelle
Modifikation darstellt oder ob sich diese Verdnderung im Laufe des Lebens in einzelnen Geweben
einstellt.

Chan et al. identifizierten eine Epimutation im MSH2-Promotor, die bei einer Familie mit gehéuf-
tem Auftreten kolorektaler Karzinome in drei Generationen nachgewiesen werden konnte, unter
anderem anhand einer Methylierungsspezifischen PCR mit Primern wie auch in der vorliegenden
Arbeit [10]. Die Methylierung zeigte sich dabei in den verschiedenen Geweben unterschiedlich
stark ausgeprigt, am geringsten in Leukozyten. Im Blut von vier gesunden Kontrollprobanden lief3

sich jedoch keine Methylierung nachweisen.

5.1.3 Promotormethylierung der MMR-Gene in Tumoren von NF1-Patienten

38 DNA-Proben aus 33 Tumoren von 25 NF1-Patienten wurden mittels Methylierungsspezifischer
PCR hinsichtlich des Methylierungsstatus der ,,Mismatch Repair“-Gene MLHI1, MSH2, MSH6 und
PMS?2 untersucht. Dabei lieB sich lediglich in 2 von 9 MPNSTs eine Methylierung der Promotoren
von MLHI und MSH?2 nachweisen. Maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST) gehen im
Rahmen der Neurofibromatose Typ 1 oft durch Entartung aus plexiformen Neurofibromen hervor
und fiithren zu einer erhdhten Mortalitit.

In einer Untersuchung an Tumorgewebe von 232 indischen Brustkrebspatientinnen konnte ein Zu-
sammenhang zwischen der Methylierung der Promotoren von MLHI und MSH2 und dem Ver-
lust der Expression dieser Gene nachgewiesen werden [67]. Die Evaluation des Methylierungssta-
tus erfolgte dabei mittels Methylierungsspezifischer PCR unter Verwendung der gleichen Primer
wie fiir diese Arbeit. Dariiber hinaus fanden sich die Methylierungen besonders héufig in Zellen
aus fortgeschrittenen Tumoren, was darauf schliefen lésst, dass die Inaktivierung von ,,Mismatch
Repair“-Genen durch Promotormethylierung ein Ereignis ist, welches erst spéter in der Tumorpro-
gression auftritt. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass auch im Rahmen der vorliegenden
Arbeit lediglich in MPNSTs MMR-Methylierungen nachweisbar waren. Andererseits bestehen be-
nigne Neurofibrome aus einer Mischung neoplastischer Schwannzellen, perineuriumartiger Zellen
und Fibroblasten in einer Matrix von kollagenen Fasern und mukoider Substanz. Es ist folglich
durchaus denkbar, dass eventuell existierende Methylierungen in Schwannzellen durch die ande-

ren Zelltypen maskiert werden.
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5.1.4 Limitierungen der Aussagekraft der Methylierungsspezifischen PCR

Die Methylierungsspezifische PCR (MSP) ist eine einfache und kostengiinstige Methode zur Un-
tersuchung des Methylierungsstatus begrenzter Regionen der DNA. Erfasst werden dabei stets nur
wenige CpGs, namlich jene, die im Bereich der Primerbindung lokalisiert sind. Die Bindung der
Primer fiir methylierte DNA soll dabei nur dann erfolgen, wenn alle erfassten CpGs methyliert
sind. Die Primer fiir unmethylierte DNA binden entsprechend nur an vollstindig unmethylierte
DNA. Sind lediglich einige der CpGs im Primerbindungsbereich methyliert, erfolgt keine Ampli-
fizierung eines PCR-Produktes. Eine Differenzierung der Metyhlierung einzelner CpGs und somit
eine Evaluation des Methylierungsgrades sind folglich nicht moglich.

In verschiedenen Versuchsdurchlédufen fiir eine Probe lassen sich unterschiedlich stark ausgeprigte
Banden mit den Primern fiir methylierte DNA detektieren. Die Beurteilung des Methylierungssta-
tus einer Probe erfordert aus unserer Sicht daher zwingend mehrere Versuchsdurchginge und ist
gegebenenfalls untersucherabhingig, was den Einsatz der MSP als Screeningmethode in der Dia-
gnostik erheblich einschrénkt.

Unabhiéngig von der Beurteilung des qualitativen Methylierungsstatus stellt sich die Frage, worauf
die Schwankung der Intensitdt der Banden zuriickzufiihren ist. Bei Tumorgewebe ist es denkbar,
dass Zellen verschiedener Gewebe mit unterschiedlichem Methylierungsmuster in einer Probe ent-
halten sind. Die hier festgestellten Abweichungen in der Bandenstérke bei der Untersuchung kon-
stitutioneller Veridnderungen lassen sich so jedoch nicht hinreichend erkliren. Es ist daher auch
denkbar, dass die Primer in geringerem Umfang auch an DNA binden, die lediglich teilweise me-
thyliert ist. Ein Beispiel fiir unspezifische Primerbindung stellen die MSP-Primer dar, die aus der
Literatur tibernommen und zunéchst fiir die Untersuchung des MLH I-Promotors verwendet wur-

den [31]. Wie die Abbildung 5.1 zeigt, amplifizierten die Primer fiir methylierte DNA in Versuchen

bpL U M U M U M U M U M U M

Probe 1  Probe 2 Probe 3 KMet KUnmet Kleer

Abbildung 5.1: MLH1-MSP mit Primern von Grady et al. [31]

Dargestellt ist die Geldokumentation der Methylierungsspezifischen PCR des MLHI-Promotors
der Proben 1 bis 3 mit unbekanntem Methylierungsstatus sowie der mitgefiihrten Kontrollen.
K Met = Kontrollreaktion mit komplett methylierter DNA, K Unmet = Kontrollreaktion mit komplett
unmethylierter DNA, K leer = Leerprobe, U = Produkt mit den Primern spezifisch fiir komplett unme-
thylierte DNA, M = Produkt mit den Primern spezifisch fiir komplett methylierte DNA.
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fiir die vorliegende Arbeit auch mit vollstindig unmethylierter DNA ein Produkt. Daher erfolgten
die nachfolgenden Versuchsreihen fiir unsere Studie mit anderen Primern (siehe Seite ??).

Nicht zuletzt stellt auch der sogenannte PCR-Bias, der insbesondere bei bisulfitbehandelter DNA
zu einer unterschiedlichen Amplifikationseffizienz verschiedener DNA-Fragmente fiihrt, eine mog-

liche Erklédrung fiir die variierende Bandenstirke in den einzelnen MSP-Durchldufen dar [109].

5.2 Methylierung des NF1-Promotors als potenzieller
»,Modifizierer” der NF1

5.2.1 Unterschiede in der DNA-Methylierung einzelner Regionen im NF1-Promotor

Fiir diese Arbeit wurde ein mehr als 900 Basenpaare umfassendes Fragment der Promotorregion
des NF1-Gens bei 8 monozygoten Zwillingspaaren hinsichtlich der Methylierung der Cytosine un-
tersucht. Sowohl in der ortlichen Verteilung als auch in der Stirke der Methylierung in bestimmten
Subregionen zeigten sich dabei deutliche Unterschiede innerhalb der Paare. Fiir die Mehrzahl der
untersuchten Regionen und Promotorelemente lieBen sich dabei signifikante Unterschiede der Me-
thylierung in allen Zwillingspaaren nachweisen. Diese Signifikanz blieb fiir einige Regionen, die
eine wichtige Rolle fiir die NF/-Gentranskription spielen und zum Teil erwiesenerma3en methy-
lierungssensitiv sind, auch nach Erweiterung des Konfidenzintervalls erhalten.

Fiir das ,,cAMP response element (CRE, -16 bis -9) konnte bereits gezeigt werden, dass die
Bindung des CREB-Proteins in vitro stark methylierungsabhéngig ist [61]. Da die Bindung des
CREB-Proteins eine verstirkte Transkription bewirkt und somit eine wichtige Rolle in der Gen-
expression spielt, ist der Nachweis nur geringer Methylierungsunterschiede in diesem Bereich des
NF1-Promotors nicht verwunderlich. Demgegeniiber fanden sich in einer Region, die eine iden-
tische Sequenz von 24 Basenpaaren in Mensch, Maus und Ratte und lediglich eine Base Abwei-
chung in Fugu aufweist (NFIHCS, +151 bis +174), deutliche Unterschiede hinsichtlich der Cyto-
sinmethylierung. Die genaue Funktion dieses Segmentes ist zwar bisher nicht geklirt. Aufgrund
der beachtlichen Homologie und seiner Lage in der Nihe des Transkriptionsstartpunktes, ist je-
doch eine entscheidende Bedeutung fiir die Genexpression denkbar [56]. Weitere Untersuchungen
zur Methylierungssensitivitdt dieses Promotorelementes sowie seiner potentiellen Bedeutung als
,Modifizierer* der NF1 sind somit notwendig.

Bereits in fritheren Untersuchungen konnten deutliche Unterschiede im Grad und der Verteilung
epigenetischer Modifikationen bei Zwillingen nachgewiesen werden [27, 47]. Unterschiede in der
Methylierung einzelner Gene werden folglich als mogliche Erkldrung fiir das Auftreten diskordan-
ter Phinotypen bei monozygoten Zwillingen angesehen. Zusitzlich gestiitzt wird diese Vorstel-
lung durch Untersuchungen der Gene DRD2, COMT, DLX1 und KCNQI1OTI. Bei monozygoten
Zwillingen, die diskordant fiir bestimmte Merkmale waren, lieBen sich im Bereich dieser Gene

epigenetische Differenzen nachweisen [46, 63, 74, 110].
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5.2.1.1 Bedeutung der Methylierung der SP1-Bindungsstelle (CpG bei -138)

Bei genauerer Untersuchung der bedeutsamen SP1-Bindungsstelle (CpG bei -138) konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der Methylierung festgestellt werden. Lediglich bei drei
von 16 Patienten lief} sich an dieser Stelle iiberhaupt eine Methylierung nachweisen: bei Zwilling 1
in 7,1 %, bei Zwilling 15 in 5,4 % und bei Zwilling 16 in 2,6 % der Klone.

SP1 ist ein basaler Transkriptionsfaktor, der in verschiedene Prozesse der Zellproliferation sowie
der Tumorentstehung involviert ist [5S7]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass SP1 die CpG-
Insel des APRT-Gens der Maus vor de novo-Methylierung schiitzt und somit moglicherweise eine
entscheidende Rolle bei der Verhinderung der Zellentartung spielt [9, 59].

Friithere Untersuchungen detektierten eine um fast 50 % verminderte SP1-Bindung, wenn das &du-
Bere C des reversen Stranges methyliert war [13, 61]. Dieser Effekt wurde durch die zusétzliche
Methylierung des benachbarten Cytosins sogar noch verstirkt. Demgegeniiber hat die Methylie-
rung des zentralen CpG des Vorwirtsstranges scheinbar nur einen geringen Einfluss auf die Bin-
dung von SP1 [36, 38].

Da fiir die vorliegende Arbeit ausschlieBlich der Vorwértsstrang der DNA untersucht wurde, kon-
nen keine allgemeinen Aussagen beziiglich der Bedeutung der nur geringen nachgewiesenen Me-
thylierung des CpG bei Position -138 getroffen werden. Jedoch scheinen DNA-Methylierungen
an dieser Stelle im NF/-Promotor generell eher ein seltenes Ereignis zu sein, denn auch bei einer
fritheren Untersuchung an NF1-assoziierten Tumoren fanden sich keine nennenswerten Methylie-

rungen [35].

5.2.1.2 Zusammenhang zwischen der Methylierung der TLF-Region und der
Entstehung eines Optikusglioms bei NF1-Patienten

In der Region von -249 bis -234 zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede in der Methy-
lierung bei dem Vergleich von Zwillingspaaren, die kein Optikusgliom aufwiesen, mit den Paaren
die diskordant fiir das Vorhandensein dieses Tumors waren. Patienten ohne Optikusgliom wiesen
dabei eine deutlich geringe DNA-Methylierung in diesem Bereich auf als Patienten, die an einem
Optikusgliom erkrankt waren (siche auch Abbildung 4.9 auf Seite 48).

Diese Region ist Teil der von Chong et al. identifizierten TLF-Bindungsstelle (,, TATA-Binding
Protein-Like Factor*; -337 bis -234) [11]. Der basale Transkriptionsfaktor TLF wird in verschie-
denen Geweben, einschliellich dem Gehirn, exprimiert und stimuliert durch Bindung an das NFI-
Gen dessen Transkription. Uber die gewebespezifische Rolle von TLF ist bisher jedoch nur wenig
bekannt, so dass hinsichtlich seiner Bedeutung fiir den Phénotyp der NF1 lediglich Spekulationen
moglich sind. Sollte die Bindung von TLF jedoch methylierungssensitiv sein, konnte dadurch die
Transkription des NFI1-Gens beeinflusst werden. Die Entstehung eines Optikusglioms, getriggert

durch eine epigenetische Herabsetzung der NFI-Transkription in Astrozyten oder aber auch in
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Zellen des umliegenden Gewebes, wire vorstellbar.

In einer Untersuchung eines 119 Basenpaare umfassendes Fragmentes um den NF/-Transkriptions-
startpunkt (-45 bis +63) mittels Methylierungsspezifischer PCR konnte zwar keine Methylierung
in Astrozytomen, einschlieBlich Optikusgliomen, nachgewiesen werden [20]. Allerdings war in
diesem Fragment die TLF-Bindungsstelle nicht enthalten, so dass hieriiber Aussagen fehlen.
Weitere Untersuchungen zu der Bedeutung von TLF fiir die Entstehung von Tumoren sowie zu
den Auswirkungen von DNA-Methylierungen auf die Genexpression von TLF sind somit notwen-
dig, um den hier beschriebenen Zusammenhang zwischen der Methylierung der TLF-Region im
NF1-Promotor und der Entstehung eines Optikusglioms im Rahmen der NF1-Erkrankung besser

beurteilen und gegebenenfalls diagnostisch oder therapeutisch nutzen zu konnen.

5.2.2 Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und Alter

Hinsichtlich eines Zusammenhanges zwischen der DNA-Methylierung und dem Alter des Pati-
enten finden sich in der Literatur unterschiedliche Aussagen. Sowohl eine Zunahme als auch ei-
ne Abnahme der generellen DNA-Methylierung mit steigendem Alter wurde bisher beschrieben
[27, 28].

In dieser Arbeit zeigte das jiingste Paar (Paar H, 6 Jahre) insgesamt die stirkste Methylierung so-
wie viele Positionen mit Unterschieden im Grad der Methylierung. An 14 CpGs unterschied sich
bei ihnen die Methylierung um mindestens 10 %, wihrend das élteste Paar (Paar I, 43 Jahre) eine
geringe Methylierung und lediglich an 3 CpGs deutliche Methylierungsunterschiede aufwies. Die
meisten Unterschiede im Grad der Methylierung lieBen sich bei Paar A (17 Jahre, 20 CpGs) nach-
weisen. Die Stirke der Methylierung aller Paare ist in der Graphik 5.2 dargestellt.

Aufgrund der nur geringen Fallzahl in dieser Untersuchung lésst sich hierbei zwar kein statisti-
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Abbildung 5.2: Grad der Methylierung des NF1-Promotors aller untersuchten Zwillingspaare
Dargestellt ist die durchschnittliche Stirke der Methylierung in % iiber das gesamte Fragment fiir jeden
Patienten sowie die Anzahl der CpGs, an denen sich die Methylierung des jeweiligen Zwillingspaa-
res um mindestens 10 % unterschied. Die Anordnung der Paare erfolgte entsprechend des Alters der
Patienten zum Untersuchungszeitpunkt.
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scher Zusammenhang zwischen der DNA-Methylierung und dem Patientenalter herstellen. Jedoch
deuten die Ergebnisse eher auf eine Abnahme der Methylierung in Leukozyten mit steigendem

Alter hin, was den Resultaten von Fuke et al. entspricht [28].

5.2.3 Limitierungen dieser Arbeit

Zum FEinen wurden fiir diese Arbeit lediglich Leukozyten hinsichtlich ihrer Methylierung unter-
sucht, obwohl die DNA-Methylierung vermutlich gewebsspezifisch variiert. Weitere Untersuchun-
gen an verschiedenen Geweben sind somit notwendig, um eventuelle Unterschiede in der Methy-
lierung und deren Bedeutung fiir die Genexpression zu evaluieren. Eine Studie konnte zwar bereits
zeigen, dass die Promotormethylierung des COMT-Gens in Blutzellen und Hirngewebe nahezu
identisch ist [66]. Fiir das NF'/-Gen fehlen derartige Untersuchungen jedoch bisher ganz. Trotz die-
ser Limitierung konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durchaus epigenetische Unterschiede
bei monozygoten Zwillingen bestehen und diese somit exemplarisch eine mogliche Erkldrung fiir
die Variablitit des Phinotyps dargestellen.

Zum Anderen war es nicht moglich, die Bedeutung der Methylierung fiir die Genexpression zu eru-
ieren, da lediglich DNA als Untersuchungsmaterial vorlag. Erst weitere Untersuchungen, wie in
vitro Luziferase-Reportergen-Analysen an Gen-Konstruktion mit eng umschriebenen methylierten
Regionen konnen zeigen, ob die Methylierung scheinbar bedeutsamer DNA-Bereiche zu einer ver-
dnderten Transkription fiithrt. Derartige Versuche sind technisch jedoch noch sehr limitiert. Auch
in vivo ist die Beurteilung der Auswirkungen von Methylierungen in bestimmten DNA-Bereichen
auf die Transkription anspruchsvoll. Hierfiir ist die Gewinnung von DNA und RNA aus einem
bestimmten Gewebe zu einem definierten Zeitpunkt erforderlich, da sich die DNA-Methylierung

und damit eventuell auch die Gentranskription tiber die Zeit verdndern kann.
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6 Zusammenfassung

Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) ist eine sehr hiufige genetische Erkrankung, die durch das Auf-
treten von Café-au-lait-Flecken, intertrigindsem Freckling, Irishamartomen, Neurofibromen, ma-
lignen peripheren Nervenscheidentumoren (MPNST), Optikusgliomen und Knochenmalformatio-
nen charakterisiert ist. Zahlreiche krankheitsverursachende Mutationen wurden bereits detektiert,
eine Genotyp-Phinotyp-Korrelation lieB sich bis auf wenige Ausnahmen jedoch nicht nachweisen,
so dass von der Existenz weiterer ,,Modifizierer* ausgegangen wird.

Untersuchungen zu verschiedenen moglichen modifizierenden Genen deuteten unter anderem auf
einen Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der NF1 und einer Beeintrachtigung der DNA-
Reparatur (,,Mismatch Repair® = MMR). So lie} sich bereits nachweisen, dass das NFI-Gen
bei Vorliegen einer MMR-Defizienz ein bevorzugtes Ziel fiir Mutationen darstellt und in NF1-
assoziierten Tumoren gehiuft solche Mutationen auftreten, die typisch fiir eine eingeschrinkte
DNA-Reparatur sind. Dariiber hinaus finden sich bei dem sogenannten ,,Constitutional Mismatch
Repair-Defiency (CMMR-D) Syndrome*, bedingt durch eine biallelische Keimbahnmutation in ei-
nem der MMR-Gene, oftmals mehrere NF1-assoziierte Krankheitsmerkmale. Eine konstitutionelle
MMR-Mutation konnte bisher jedoch lediglich bei einem NF1-Patienten nachgewiesen werden.
Ziel dieser Arbeit war es daher den potentiellen Einfluss epigenetischer DNA-Verdnderungen auf
den Phénotyp der NF1 zu untersuchen. Die Epigenetik beschreibt Modifikationen des Erbgutes, die
nicht die Basensequenz betreffen und dennoch zu einer verdnderten Genexpression fithren konnen.
Einen der bedeutensten Mechanismen stellt hierbei die Methylierung des C5-Atoms des Cytosins
dar.

Zunichst erfolgte die Untersuchung des Methylierungsstatus der Promotoren der MMR-Gene
MLHI, MSH2, MSH6 und PMS?2 aus verschiedenen Geweben mittels Methylierungsspezifischer
PCR (MSP) und Pyrosequenzierung. DNA-Proben aus 33 Tumoren verschiedener Entititen von
25 NF1-Patienten wurden untersucht, wobei sich Methylierungen an den Genen MLHI und MSH?2
in MPNSTs nachweisen lieBen. Bei der Analyse der DNA aus Leukozyten von insgesamt 79 NF1-
Patienten und 79 Kontrollprobanden fanden sich lediglich fiir das MSH2-Gen Promotormethylie-
rungen, wobei sich bei NF1-Patienten signifikant hiufiger stirkere Methylierungen fanden. Das
MSH?2-Gen der Kontrollprobanden war hingegen hiufiger unmethyliert. Mittels Pyrosequenzie-
rung lie sich sogar eine signifikant stiarkere Methylierung zweier CpGs bei NF1-Patienten mit
einem schweren Phinotyp gegeniiber leichter betroffenen nachweisen.

In einer zweiten Studie sollte evaluiert werden, ob DNA-Methylierungen in der Promotorregi-
on des NFI-Gens selbst zu einer Haploinsuffizienz und somit zu einem bestimmten Phénotyp
fiihren konnen. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Unterschiede in der DNA-Sequenz
auszuschlieBen, wurde hierfiir die DNA aus Leukozyten von acht monozygoten Zwillingspaaren

mit NF1 untersucht, die fiir einige der krankheitstypischen Symptome diskordant waren. Mittels
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6. Zusammenfassung

DNA-Sequenzierung nach Bisulfitmodifikation (,,bisulfite genomic sequencing®) wurde der Me-
thylierungsgrad aller Cytosinreste eines mehr als 900 Basenpaare umfassenden Fragments des
NF'I-Promotors bestimmt. Hierbei lie} sich insgesamt zwar lediglich eine geringe Methylierung
nachweisen, jedoch fanden sich deutliche Methylierungsunterschiede innerhalb der Paare fiir fast
alle untersuchten Promotorelemente. Besonders hervorzuheben ist die statisch signifikante unter-
schiedliche Methylierung im Bereich der TLF-Bindungsregion bei Diskordanz fiir das Vorhan-
densein eines Optikusglioms, wobei Patienten mit diesem Tumor eine stirkere Methylierung im
genannten Bereich aufwiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig die Existenz von DNA-Methylierungen im Promo-
torbereich des MSH2-Gens bei NF1-Patienten nachgewiesen werden. Die Methylierung dieses
ungekoppelten modifizierenden Gens (MSH?2) konnte, unter der Voraussetzung, dal sich solche
Verdnderungen auch in anderen Geweben finden, iiber eine verminderte Gen-Expression zu ei-
nem DNA-Reparaturdefekt fithren, was eine mogliche Erklidrung fiir die hohe Tumoranzahl eini-
ger NF1-Patienten darstellen konnte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der
DNA-Methylierung im Bereich des NFI-Promotors, also einer intragenischen Modifikation, bei
monozygoten Zwillingen mit Neurofibromatose Typ 1 bestehen, welche iiber die daraus resul-
tierende unterschiedliche Expression des gesunden NFI-Allels die Diskordanz beziiglich einiger
Krankheitsmerkmale erkldren konnen.

Epigenetische Verinderungen ungekoppelter Gene, wie der MMR-Gene, oder aber auch der gesun-
den NFI-Genkopie stellen somit potenzielle ,,Modifizierer der Neurofibromatose Typ 1 dar und
sollten in zukiinftigen Studien nédher untersucht werden. Fortschritte bei der Suche nach ,,Modifi-
zierern* der NF1 wiirden nicht nur zum besseren Verstidndnis der Pathogenese dieser Erkrankung

beitragen, sondern womdglich auch neue Ansatzpunkte fiir die Diagnostik und Therapie bieten.
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