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Abstract

The congenital hypothyroidism is the most common neonatal endocrine disorder with an
incidence of 1:4000 — 1:3000 worldwide. The disease is primarly caused by a develop-
mental defect called thyroid dysgenesis (TD). Genetic causes are known in less than 5%
of patients with TD. In general monozygotic twins with the disorder have been reported
as discordant. Therefore it is suggested that TD does not result from Mendelian inher-
itance but epigenetic defects. In 2015 a first epigenetic defect, a DNA-methylation defect,
was found in the GNAS gene in a patient with congenital hypothyroidism. GNAS is en-
coding for the Gsa-subunit of the G-protein. G-protein linked mechanisms mediate the
action of a number of hormones, including TSH (thyroid-stimulating hormone). It is sup-
posed that an epigenetic defect in GNAS leads to a dysfunction of the TSH-receptor and
therefore to a disrupted thyroid development. Two fragments of the GNAS locus were
chosen to be analyzed. The first fragment is located in a region that is already known for
DNA methylation defects in correlation to TSH resistance. The second fragment is located
in the exon 1 promoter region of the GNAS-gene. DNA-methylation was analyzed by py-
rosequencing of bisulfite treated DNA of discordant monozygotic twins with TD. One of
the two fragments showed little DNA-methylation differences between the affected and
the healthy twins. Although it is unlikely that this difference could be a cause for TD,
further studies are needed to find out wether DNA-methylation defects in GNAS are a

cause of the disease or other mechanisms are more relevant.



Abstrakt

Die primare kongenitale Hypothyreose ist die héufigste angeborene endokrine Stdrung.
Sie tritt weltweit mit einer Inzidenz von 1:4000 — 1:3000 auf. Die haufigste Ursache ist ein
Entwicklungsdefekt der Schilddrise, die sogenannte Schilddriisendysgenesie. Geneti-
sche Ursachen fur diese Erkrankung wurden bei weniger als 5% der Betroffenen gefun-
den. In der Regel sind von Schilddrisendysgenesie betroffene monozygote Zwillinge hin-
sichtlich der Erkrankung diskordant. Da dies gegen eine klassische Mendelsche Verer-
bung spricht, wird angenommen, dass die Schilddrisendysgenesie durch epigenetische
Defekte verursacht wird. 2015 wurde erstmals eine kongenitale Hypothyreose mit den zu
den epigenetischen Defekten gehérenden DNA-Methylierungsdefekten auf dem GNAS-
Genlokus in Verbindung gebracht. GNAS codiert fur die Gsa-Untereinheit des G-Proteins.
G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermitteln die Aktion zahlreicher Hormone, unter an-
derem die des Thyroidea-stimulierenden Hormons (TSH). Es wird angenommen, dass
ein epigenetischer Defekt auf dem GNAS-Gen zu einer Fehlfunktion des TSH-Rezeptors
und somit zu einer defekten Schilddrisenentwicklung fuhrt.

Es wurden zwei Fragmente des GNAS-Genlokus zur Untersuchung ausgewahlt. Das
erste Fragment liegt in einer Region, in der bereits DNA-Methylierungen mit TSH-Resis-
tenz in Verbindung gebracht werden konnten. Das zweite Fragment befindet sich in der
Exon 1-Promoterregion des GNAS-Gens. Die dort lokalisierten DNA-Methylierungen wur-
den anschlieBend mittels Pyrosequenzierung bisulfitumgewandelter DNA von diskordan-
ten monozygoten Zwillingen mit Schilddrisendysgenesie analysiert. Eines der beiden
Fragmente zeigte geringe DNA-Methylierungsdifferenzen zwischen den erkrankten und
gesunden Zwillingen. Es ist unwahrscheinlich, dass diese Differenzen eine Ursache fur
die Erkrankung darstellen. Es werden jedoch weitere Studien benétigt, um herauszufin-
den, ob Methylierungséanderungen in GNAS eine Ursache fiur die Erkrankung sein kénn-

ten oder eher andere Mechanismen Einfluss darauf Gben.
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1 Einleitung

1.1 Kongenitale Hypothyreose

Die primare kongenitale Hypothyreose ist die haufigste angeborene endokrine Stérung.
Sie tritt weltweit mit einer Inzidenz von 1:4000 — 1:3000 auf. Eine Ausnahme bilden jedoch
zwei Bevolkerungsgruppen der USA. Dazu gehdren hispanische Neugeborene, bei de-
nen die Erkrankung mit einer erhdhten Inzidenz von 1:2000 auftritt und solche afro-ame-
rikanischen Ursprungs mit einer deutlich geringeren Inzidenz von 1:10000 (Griters und
Krude, 2011; Romanet et al., 2015). Madchen sind zwei- bis viermal haufiger betroffen
als Jungen (Lorey und Cunningham1992; Devos et al., 1999).

Im Allgemeinen unterscheidet man die primére Hypothyreose, bei der die Schilddrise
einen Defekt aufweist, von der zentralen Hypothyreose, die durch Stérungen der Hypo-
physe (sekundar) oder des Hypothalamus (tertiar) verursacht wird und sehr viel seltener
als die primare Form mit einer Inzidenz von 1:50000 auftritt (Gruters et al., 2003). Bei
beiden Formen kann der Korper nicht adaquat mit Schilddriisenhormon versorgt werden.
Die primare Hypothyreose weist im Blut erhohte Werte des Thyroidea-stimulierenden

Hormons (TSH) auf. Bei der zentralen Hypothyreose sind die TSH-Werte erniedrigt.

1.1.1 Klinik

Schilddriisenhormone spielen eine essentielle Rolle in der Entwicklung des Nervensys-
tems von Neugeborenen und Kindern. So hat eine unbehandelte kongenitale Hypothy-
reose neurologische Defizite zur Folge, zum Beispiel mentale Retardierung oder motori-
sche Entwicklungsstérungen (Leger et al., 2014).

Durch die rechtzeitige und lebenslange Substitution der Schilddriisenhormone in Form
von L-Thyroxin kénnen diese und andere Folgen verhindert werden.
Neugeborenenscreenings zum Erkennen der kongenitalen Hypothyreose, die bei Geburt
nur sehr unspezifische klinische Zeichen aufweist, werden seit etwa dreil3ig Jahren in den
meisten Industrielandern durchgefihrt. Sie sorgen fur eine schnelle Erkennung und Még-
lichkeit zur Behandlung der Erkrankung. Bei mehr als 90 Prozent der Patienten, die eine
rechtzeitige und ausreichend hohe Substitutionstherapie erhielten, konnte eine normale
geistige Entwicklung in Langzeitstudien beobachtet werden. Es konnten keine 1Q-Unter-
schiede zwischen den Patienten und ihren gesunden Geschwistern gefunden werden
(Aleksander et al., 2018; Gruters et al., 2002).
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1.1.2 Defekte der Schilddrisenhormonbiosynthese
Das im Hypothalamus gebildete Thyreotropin-releasing Hormon (TRH) stimuliert in der
Adenohypophyse die Freisetzung des TSH, das wiederum Uber einen G-Protein gekop-
pelten Rezeptor (TSHR) die Synthese und Freisetzung der Schilddrisenhormone Tetra-
iodthyronin (T4, L-Thyroxin) und Triiodthyronin (T3) in den Follikeln der Schilddrise
steigert. Die Schilddrisenhormone werden aus der Aminosaure Tyrosin synthetisiert
und enthalten drei beziehungsweise vier lod-Atome. Der Ablauf ihrer Synthese wird in
Abb. 1.1 veranschaulicht.

o

Follikellumen

iodiniertes

Abb. 1.1: vereinfachtes Schema der Funktion eines Schilddrisenfollikels

Thyreoglobulin (TG, hellblau) wird in den Thyreozyten synthetisiert und intrazellulér gespeichert. Zur Schild-
driisenhormonsynthese wird es in das Follikellumen sezerniert. Uber den Na*/I--Symporter (NIS, griin) wird
lodid in den Thyreozyten angereichert und gelangt iber den Anionentransporter Pendrin (turkis) ebenfalls
in das Follikellumen, wo es katalysiert durch das Dualoxidase 1 und 2-enzymatische System (DUOX, lila)
mit Hilfe von H202 zuné&chst oxidiert und dann, katalysiert durch die Thyreoperoxidase (TPO, gelb), zur
lodinierung von Tyrosylresten des TG verwendet wird. Durch Kopplung dieser Produkte entstehen, eben-
falls durch die TPO katalysiert, T3 und T4 (orange). Nach proteolytischer Spaltung vom TG kénnen sie ins
Blut freigesetzt werden (Gruters und Krude, 2011).
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Bei 15% — 20% der primaren angeborenen Schilddrisenunterfunktionen treten Defekte
in der Schilddrisenhormonbiosynthese deutlich seltener auf als die Schilddriisendys-
genesie (Kuhnen et al., 2013).

Ursachlich fur Schilddriisenhormonbiosynthesedefekte sind Uberwiegend Enzymfehl-
funktionen, die dazu fuhren, dass eine adaquate Schilddrisenhormonbildung in der an-
gelegten Schilddruse nicht oder nur eingeschrankt maglich ist. Hervorgerufen werden sie
vor allem durch rezessive Mutationen in den Genen SLC5A5 (NIS-Gen), TPO, DUOX2
(Dualoxidase-2-Gen), SLC26A4 (Pendrin-Gen), und TG (Thyreoglobulin-Gen) (Kihnen
et al., 2013; Leger et al., 2014).

Patienten mit solchen Defekten weisen eine normal angelegte bis vergroRerte Schild-

drise auf, erhéhte TSH-Werte und niedrige bis nicht nachweisbare T4-Werte im Serum.

Durch einige Besonderheiten lassen sich die Enzymdefekte voneinander abgrenzen.
Bei einem Aktivitatsverlust der TPO oder Funktionsverlust von TG haben die Betroffe-
nen eine Schilddrisenunterfunktion mit Struma. Bei einem mit angeborener Schilddri-
senunterfunktion einhergehenden Gehérverlust sollte von SLC26A4-Mutationen ausge-
gangen werden, da Pendrin nicht nur im Schilddriisenfollikel, sondern auch im Innenohr
wichtige Funktionen Gbernimmt. Defekte im DUOX, dem Enzymsystem, das die H20:-

Synthese fir die lod-Oxygenierung katalysiert (s.

Abb. 7. 7), rufen oft nur schwach erh6hte TSH-Werte hervor, moglicherweise, weil die
restlichen Enzyme des Systems den Defekt abfangen konnen (Gruters und Krude,
2011).

1.1.3 Schilddrusendysgenesie

Eine Anlagestdrung der Schilddrise ist mit 80% — 85% der Falle der haufigste Grund fir
die primare Form einer angeborenen Schilddrisenunterfunktion (Kihnen et al., 2013).
Patienten mit Schilddriisendysgenesie weisen entweder ein komplettes Fehlen der
Schilddrise auf, die sogenannte Agenesie, eine Schilddriisenektopie, bei der eine La-
geannomalie der Schilddriise auftritt, oder eine Hypoplasie des Schilddrisengewebes (s.
Abb. 1.2)
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Abb. 1.2: Schilddrisendysgenesien nach Gruters und Krude (2011)

Die drei unterschiedlichen Formen der Schilddriisendysgenesie: 1) Agenesie, Szintigraphiebild 2) Ektopie,
Szintigraphiebild 3) Hypoplasie, Ultraschallbild

Die Schilddrise entwickelt sich aus zwei unterschiedlichen embryonalen Geweben.

Die Schilddrisenhormone produzierenden Follikelzellen entstehen aus dem Endoderm
der Mundhohle (s. Abb. 1.3), wahrend sich die Calcitonin bildenden C-Zellen aus dem
ultimobranchialen Korper bilden, der urspringlich aus der Neuralleiste entsteht. Nach-
dem die Wanderung der Gewebe abgeschlossen ist, reifen die Follikelzellen der Schild-
drise weiter.

Die Calcitoninwerte und die Anlage der C-Zellen bei Patienten mit Schilddrisendysgene-
sie bleiben normal. Mit Hilfe von natirlich vorkommenden und Knock-out-Mausmodellen
konnten Gene, die fir die Schilddrisenentwicklung und Follikelreifung wichtig sind, ge-

funden werden:

Pax 8 (Mansouri et al., 1998)

Nkx 2-1 (Kimura et al., 1996)

Foxel (De Felice et al., 1998)

Tshr (Stein et al., 1994)

Zu welchem Zeitpunkt der Embryonalentwicklung diese Gene und die funktionellen Gene
des TSH-Rezeptors, der Thyreoperoxidase (TPO) sowie des Thyreoglobulins (TG) im

Mausmodell exprimiert werden, wird in Abb. 1.3 veranschaulicht.
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Gene fur Transkriptionsfaktoren: Pax8, Nkx2-1, Foxel, Nkx2-5 >

Funktionelle Gene fir
TSHR, TPO, TG

Abb. 1.3: Schritte der Schilddriisenentwicklung in Mausembryos in 3D-Rekonstruktion nach Alt et
al. (2006)

Aus dem endodermalen Pharynx (griin) entwickelt sich an Tag 10 der Mausentwicklung das Schilddriisen-
gewebe (grau). Es bleibt mit den rot abgebildeten GefaRen in Kontakt, bis der Aortenbogen in spateren
Stadien nach kaudal ins Mediastinum wandert. Die Schilddriise wandert zuriick nach kranial um dort an
Tag 15, dem die Woche 12 in der menschlichen Embryonalentwicklung entspricht, die seitlichen Schilddri-
senlappen auszubilden. Wahrend dieser unterschiedlichen Schritte werden kontinuierlich die fur Transkrip-
tionsfaktoren kodierenden Gene exprimiert. Das TSHR-Gen und andere funktionelle Gene, die fir die
Schilddrisenhormonbiosynthese eine Rolle spielen, werden ausschliellich in spaten Stadien der embryo-
nalen Entwicklung exprimiert.

Nach der Untersuchung der genannten Gene im Mausmodell wurden auch im Menschen
Mutationen in diesen vier Genen nachgewiesen, die fur eine Schilddrisendysgenesie

verantwortlich gemacht werden kdnnen:

TSHR (TSH-Rezeptor-Gen), im Jahr 1997 erstmalig beschrieben als compound-hetero-
zygote loss-of-function-Mutation (Biebermann et al., 1997). Da davon ausgegangen wird,
dass der TSH-Rezeptor wie im Mausmodell erst in spaten Stadien der embryonalen Ent-
wicklung synthetisiert wird (s. Abb. 1.3), weisen Patienten mit einer Mutation im TSHR
typischerweise eine Hypoplasie (s. Abb. 1.2) und kein komplettes Fehlen der Schilddriise

auf.
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TTF1 (Thyroidaler Transkriptionsfaktor 1-Gen, auch NKX2-1), im Jahr 2002 beschrieben
als heterozygote loss-of-function-Mutation (Krude et al., 2002). Die Patienten mit einer
solchen Mutation leiden zuséatzlich zu der kongenitalen Hypothyreose an Lungenerkran-

kungen und einer neurologischen Stérung, der Choreoathetose.

TTF2 (Thyroidaler Transkriptionsfaktor 2-Gen, auch FOXE1), im Jahr 1998 erstmalig be-
schrieben als homozygote missense-Mutation (Clifton-Bligh et al., 1998). Diese Mutation
wird mit dem Bamforth-Lazarus Syndrom in Verbindung gebracht (Entwicklungsverzége-
rung, kongenitale Hypothyreose, Lippenkiefergaumenspalte, krauses Haar und Cho-
analatresie).

PAX8 (Paired Box Protein 8-Gen), im Jahr 1998 beschrieben als heterozygote loss-of-
function-Mutation (Macchia et al., 1998). Patienten mit einer solchen Mutation weisen
meist eine isolierte Hypothyreose auf, nur in seltenen Fallen zusétzlich eine Hypo- oder

Aplasie der Niere.

Zusatzlich zu den Mutationen in Genen, die eine bekannte Rolle in der Schilddriisenent-
wicklung der Maus spielen, konnte eine weitere Genmutation mit der Schilddisendys-

genesie in Verbindung gebracht werden:

GLIS-3, beschrieben als eine frameshift-Mutation, die im Rahmen eines Syndroms so-
wohl zu angeborener Hypothyreose, als auch eines angeborenen Diabetes fuhren
(Senee et al., 2006).

Jedoch konnte nur bei weniger als funf Prozent aller bekannten Patienten mit Schilddru-
sendysgenesie eine Mutation in diesen beschriebenen Kandidatengenen gefunden wer-
den. Die Erkrankung tritt in der Mehrzahl der Falle sporadisch und von Jahreszeiten un-
abhangig auf (Deladoey et al., 2007). Sogar bei monozygoten Zwillingen erkrankt tber-
wiegend nur ein Zwilling an Schilddrisendysgenesie, was gegen eine klassische Men-
delsche Vererbung als Ursache der Erkrankung spricht (Carre et al., 2017; Leger et al.,
2014).
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1.2 diskordante monozygote Zwillinge

Monozygote Zwillinge sind fur das Verstandnis des Pathomechanismus einer angebore-
nen Erkrankung besonders interessant, weil sie die Umgebung im Mutterleib und vor al-
lem das gleiche Genom teilen, da sie von derselben befruchteten Eizelle abstammen.
Somit ist es mdglich, herauszufinden, ob eher genetische oder andere pathologische
Konzepte mit dem Krankheitsmechanismus in Verbindung gesetzt werden kénnen.
Mehrere publizierte Fallberichte zeigen, dass die kongenitale Hypothyreose bei monozy-
goten Zwillingspaaren nur bei einem Zwilling dieser Paare auftreten kann, wahrend der
andere gesund ist, die Zwillinge also hinsichtlich der Erkrankung diskordant sind (Azam
et al., 2012; Kuhnen et al., 2009; Perry et al., 2002; Warkany und Selkirk, 1955).

Nur zwei konkordante Zwillingspaare werden in der Literatur erwdhnt, wobei sich der
Phéanotyp des einen Paares in dem Sinne unterscheidet, dass der eine Zwilling eine per-
manente kongenitale Hypothyreose mit einer ektopisch gelegenen Schilddriise kranial
des Zungenbeines (Os hyoideum), hingegen der andere Zwilling eine transiente konge-
nitale Hypothyreose mit einer Hemiagenesie der Schilddriise aufweist (McLean et al.,
1985). Der zweite beschriebene Fall konkordanter Zwillinge mit sehr mild ausgepragter
Schilddrisenhypoplasie geht mit dem Rubinstein-Taybi Syndrom (RSTS) einher. Dies ist
eine genetische Erkrankung, die mit physischer und mentaler Retardierung auftritt. In
dem Fallbericht wird die Hypothese aufgestellt, dass die Schilddrisenunterfunktion als
Komponente des RSTS auftreten konnte. Dadurch kann die Ausnahme der konkordant

mit kongenitaler Hypothyreose auftretenden Zwillinge erklart werden (Akin et al., 2011).

1.3 Konzepte fur die Erklarung diskordanter monozygoter Zwillinge

Eine klassische Mendelsche Vererbung der Schilddrisendysgenesie passt nicht mit dem
so haufigen Auftreten von diskordanten monozygoten Zwillingen zusammen. Die mo-
nozygoten Zwillinge entstehen aus einer Eizelle und weisen dasselbe genetische Material
auf. Deshalb wirden im Falle einer Mendelschen Vererbung beide Geschwister eine Mu-
tation in einem Gen wie TSHR aufweisen, die zu einer Schilddriisendysgenesie fihren
kann. In einem solchen Fall waren jedoch beide Zwillinge erkrankt, was bei der Erkran-
kung in der Regel nicht der Fall ist. Der Grol3teil der aufgetretenen Falle tritt aul3erdem
sporadisch und jahreszeitenunabhéngig auf. Dies spricht auch dafirr, dass andere Kon-
zepte zur pathophysiologischen Erklarung dieser Erkrankung herangezogen werden

mussen.
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Es gibt sowohl genetische als auch epigenetische (s. 1.3.1) Mechanismen und ein Zu-
sammenspiel der beiden. Diese Mechanismen kdnnen als Begrindung fur unterschiedli-

che Phanotypen bei eineiigen Zwillingen herangezogen werden (Silva et al., 2011).

Zu den genetischen Ursachen gehdren unter anderem Chromosomenaberrationen, die
uber zwei verschiedene Wege zu einem unterschiedlich ausgepragten Phanotyp mo-
nozygoter Zwillinge fihren kénnen. Entweder tritt ein mitotischer Fehler bereits vor der
Trennung der Zygote auf und wird anschlielend unterschiedlich auf die beiden sich ent-
wickelnden Zelllinien verteilt oder der Fehler tritt erst nach der Teilung der Zygote und
somit nur bei einem Zwilling auf. Solche Annomalien bei eineiigen Zwillingen mit unter-
schiedlichen Phanotypen werden beispielsweise bei Auftreten des Turner-Syndroms o-

der der Trisomie 21 beschrieben (Nieuwint et al., 1999).

Berichte Uber das Auftreten postzygotischer, chromosomaler Mutationen als Ursache fur
die Diskordanz sind ebenfalls in der Literatur zu finden. So unter anderem bei Oro-fazio-
digitalem Syndrom (Shotelersuk et al., 1999) oder Williams-Beuren-Syndrom (Castorina
et al., 1997).

Diese genetischen Beispiele treten allerdings extrem selten auf und wirden nur als Aus-
nahmen bei eineiigen Zwillingen mit CH zu finden sein. Da die Diskordanz bei monozy-
goten Zwillingen mit Dysgenesie aber die Regel ist, spricht dies gegen einen solchen

Mechanismus.

1.3.1 Epigenetik

Die Epigenetik ist das Studium der Genfunktionsanderungen, die keine Veranderungen
der DNA Sequenz beinhalten (Wu und Morris, 2001).

Mechanismen, die einen Einfluss auf die Genexpression haben, die nicht auf der Ande-
rung der DNA Sequenz beruht, kbnnen mit DNA-Methylierungen, Histonmodifizierungen
(Acetylierung / Methylierung) zusammen mit einer Veranderung der Chromatinstruktur
und regulatorischen RNAs in Verbindung gesetzt werden (Holliday, 2006). Histonacety-
lierung und DNA-Hypomethylierung sind hauptsachlich mit einer aktiven Genexpression
assoziiert, wahrend eine Histon-Deacetylierung und DNA-Methylierung zusammen mit

einer Genrepression auftreten.
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1.3.2 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist eine der am besten untersuchten epigenetische Modifikationen.
Sie entsteht, indem Methylgruppen durch Methyltransferasen katalysiert an die DNA-Ba-
sen angehangt werden. Typischerweise werden die Methylgruppen an das flinfte Koh-
lenstoffatom des Cytosinrings eines Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Dinukleotids (CpG)
angehéngt (Bird, 1980). Diese Dinukleotide kbnnen verstreut in der DNA sowie gehauft
als so genannte CpG-Inseln vorliegen. Sie werden laut Gardiner-Garden und Frommer
(1987) definiert als ein Sequenzbereich von mindestens 200 Basenpaaren, in dem ein
CpG-Gehalt von mindestens 60% vorliegt. Die Inseln liegen meist in den regulationsrele-
vanten Bereichen von Genen. Methylierte CpG-Inseln in diesen Bereichen werden mit
einer Genrepression und unmethylierte mit einer normalen Genexpression in Verbindung
gesetzt (Razin und Riggs, 1980). DNA-Methylierungsdefekte als epigenetische Modifika-
tion wurden bereits als Ursache fir Organmalformationen beschrieben, so zum Beispiel

bei diskordanten Zwillingen mit Kaudaduplikation (Oates et al., 2006).

1.3.21 Ausbildung der DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierungsmuster bei Sdugetieren entstehen in zwei Entwicklungsperioden:
der Keimzellreifung und der Embryonalentwicklung. Der Grundmechanismus in beiden
Perioden ist eine aktive oder passive Demethylierung und eine zu einem spéateren Zeit-
punkt statt findende Remethylierung (Lister et al., 2009; Mayer et al., 2000; Reik et al.,
2001). Veranschaulicht und beschrieben werden die Prozesse in Abb. 1.4 basierend auf

der Keimzellreifung der Maus.
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Abb. 1.4: Ausbildung der DNA-Methylierung modifiziert nach Reik et al. (2001)

Bei der Keimzellreifung (obere Abbildung) der Maus werden die Zellen frih in der Entwicklung demethyliert.
Die de-novo-Methylierung findet in Spermien (blau) bereits vor der Geburt der Mausembryonen statt, bei
den weiblichen Linien erst in wachsenden Oozyten vor der Ovulation. In der unteren Abbildung ist veran-
schaulicht, dass das paternale Genom (blau) bereits aktiv direkt nach der Befruchtung, das maternale (rot)
erst gleichzeitig mit DNA-Replikation passiv demethyliert wird. Beide werden zur Zeit der Implantation
remethyliert zu embryonalen (EM) und extraembryonalen Zelllinien (EX). Die gestrichelten Linien stehen
fur Imprinting-Gene, die entweder nicht de- oder nicht remethyliert werden.

1.3.2.2 »Skewed“ X-Inaktivierung und Imprinting

Zwei bekannte epigenetische Phdnomene, die zu einer Diskordanz von monozygoten
Zwillingen fuhren kénnen, sind die skewed X-Inaktivierung und das Imprinting.

Bei der ,skewed® X-Inaktivierung wird ein X-Chromosom in allen Zellen durch epigeneti-
sche Prozesse wie beispielsweise DNA-Methylierung stillgelegt.

Dadurch kénnen Krankheiten durch X-Chromosom-gebundene, heterozygote Mutationen
auftreten. Diese kdnnten sonst nicht manifestieren, da das gesunde, aktive X-Chromo-

som den Defekt kompensieren wirde.



11 | Einleitung

Krankheiten, die durch diese ,skewed® X-Inaktivierung bei weiblichen eineiigen Zwillingen
diskordant auftreten, sind unter anderem das fragile X-Syndrom (Kruyer et al., 1994),
Farbenblindheit (Jorgensen et al., 1992), Muskeldystrophie Duchenne (Zneimer et al.,
1993), Haemophilie B (Tiberio, 1994) sowie die Hunter- und Fabry-Krankheit (Tiberio,
1994).

Da aber sowohl weibliche als auch mannliche Zwillinge diskordant mit Schilddriisendys-
genesie auftreten (s. Tabelle 2.3), sollte ein anderes Konzept zur Erklarung der Erkran-

kung herangezogen werden.

Imprinting beschreibt ein epigenetisches Phdnomen, bei dem Gene an den beiden pater-
nalen Allelen unterschiedliche DNA-Methylierungen oder Histonmodifikationen aufwei-
sen. So kann beispielweise fur ein bestimmtes Gen das paternale Allel durch eine DNA-
Methylierung inaktiviert sein, wahrend das maternale Allel keine Methylierung an dieser
Stelle aufweist und somit aktiv ist (Ferguson-Smith, 2011).

Die weiblichen und ménnlichen Keimzellen weisen an mehreren Stellen des Genoms un-
terschiedliche Methylierungen auf, von denen nur ein kleiner Anteil an die Nachkommen
weitergegeben wird. Diese unterschiedlich methylierten Bereiche werden DMRs (,diffe-
rentially methylated regions®) oder ICRs (,Imprinting control regions®) genannt. Sie sind
verantwortlich fur die Expression von nur einem Allel in den Imprinting-Genen. Eine DMR

kann die Kontrollregion fur mehrere Gentranskripte sein (Kelsey und Feil, 2013).

Auch Imprinting-Defekte werden in der Literatur als eine mégliche Ursache fir die Dis-
kordanz von monozygoten Zwillingen beschrieben. So beispielsweise beim Beckwith-
Wiedemann Syndrom. Hier konnten Imprinting-Defekte im KCNQ1OT1-Gen auf Chromo-
som 11p15 bei zehn betroffenen Zwillingen nachgewiesen werden. lhre jeweiligen ge-
sunden Geschwister wiesen den Defekt nicht auf (Weksberg et al., 2002).

Die Diskordanz bei monozygoten Zwillingen mit Schilddriisendysgenesie und das spora-
dische Erscheinen der Erkrankung konnte ebenfalls durch DNA-Methylierungsdefekte in

Imprinting-Genen verursacht sein.
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1.4 GNAS

Romanet et al. haben (2015) den ersten und bisher einzigen Fall veroffentlicht, der den
Zusammenhang zwischen DNA-Methylierungsdefekten in einem Imprinting-Gen und
dem Pathomechanismus der Schilddrisenunterfunktion herstellt. Berichtet wurde von ei-
ner Patientin, bei der nach der Geburt eine primare Hypothyreose mit einer normal ange-
legten Schilddrise festgestellt wurde. Da im Adoleszenzalter aufgrund von erhohten
PTH-Werten und nachweisbarer Parathormonresistenz ein Pseudohypoparathyreodis-
mus diagnostiziert wurde, kam man auf die Idee, nach Mutationen im GNAS-Lokus zu
suchen. GNAS ist ein Gen, das fir das Gsa-Protein, eine Untereinheit von Gs-Proteinen,
kodiert und dessen Defekte haufig als Ursache fur einen Pseudohypoparathyreodismus
gefunden werden konnten (Levine et al., 1980; Patten et al., 1990; Weinstein et al., 1990).
Es wurden zwar keine Mutationen, stattdessen aber DNA-Methylierungsdefekte in dem

genannten Lokus gefunden.

Der humane GNAS-Genlokus auf Chromosom 20g13.11 hat einen sehr komplexen Auf-
bau. Es ist ein Imprinting-Lokus, der hauptsachlich biallele und ebenso rein maternale
oder paternale Transkripte exprimiert. Insgesamt beinhaltet er sechs unterschiedliche,
sich Uberlappende Transkripte, wovon eins ein ,antisense“-Transkript vom gegenuberlie-
genden DNA-Strang darstellt. Diese stammen von vier alternativen Promotern und Exons
(s. Abb. 1.5).

Die wichtigsten Transkripte des Lokus stellen die beiden dar, die firr die G-Protein-Un-
tereinheit Gsa und fur die groRere Variante davon, XLas, kodieren. Beide besitzen drei-
zehn Exons, wobei das Exon 1 von GNASXL (fur XLas kodierendes Transkript) etwa 35
Kilobasenpaare 5° des ersten Exons des Exon 1 von GNAS (fir Gsa kodierendes Tran-
skript) liegt. Die restlichen Exons 2-13 teilen sich die beiden Transkripte.

Den anderen vier Transkripten NESP55, ALEX, 1A (auch A/B) und NESPAS (,antisense®)
des GNAS-Lokus wird eine Funktion in der Imprintingkontrolle oder einer Beeinflussung
der Gsa-Aktivitat zugeschrieben (Bastepe, 2007; Kelsey, 2010).

Als Untereinheit von Gs-Protein gekoppelten, membranstandigen Rezeptoren, ist Gsa
bei Bindung eines Liganden an den Rezeptor mit fur das Ausldsen einer stimulierenden
intrazellularen Kaskade verantwortlich. Nach Aktivierung des Gs-Protein gekoppelten
Rezeptors dissoziiert die nun GTP-bindende a-Untereineit vom Protein ab und stimuliert

durch Bindung die Adenylycyklase, die wiederum den Spiegel des zyklischen Adenosin-
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monophosphats (CAMP) erhéht. (Hamm, 1998). Das cAMP fungiert im Anschluss als se-
cond messenger und aktiviert seinerseits wichtige Enzyme fur unterschiedlichste Synthe-
seprozesse. Somit spielt es eine essentielle Rolle bei Prozessen in ganz unterschiedli-
chen Geweben. Das Gsa-Transkript wird sowohl in Lymphozyten, Nebennieren, weil3em
Fettgewebe, Knochen und Chondrozyten biallelisch exprimiert (Bastepe et al., 2004;
Mantovani et al., 2004).

Imprinting auf dem GNAS-Genlokus unterscheidet sich nicht nur in den einzelnen Tran-
skripten (s. Abb. 1.5),sondern auch in den einzelnen Geweben in denen GNAS fur Gsa
codiert (s. Tabelle 1) (Kelsey, 2010).
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Abb. 1.5: Schema des imprinteten Gnas-Lokus und seiner Proteine nach Plagge et al. (2008)

Dargestellt sind die Exon-Intron-Struktur (kodierende Exons sind ausgefiillt, nicht-codierende weil} gelas-
sen), Promoteraktivitaten und alternatives Splicing (gestrichelte Linien) des Gnas-Lokus. Die maternal und
paternal aktiven Allele sind rot oder blau hervorgehoben. Die Pfeile zeigen die Promoter und die Transkrip-
tionsrichtung der RNAs an. DMRs sind mit ,M“ markiert. Gnas wird in den meisten Allelen biallelisch expri-
miert (s.0.), mit der Ausnahme einiger weniger Zelltypen (s. Tabelle 1, hier dargestellt durch blau schraf-
fierte Box). Gnasxl wird ausschlieR3lich paternal exprimiert. Das Exon 1 von Gnasxl wird an die Exons 2-12
von Gnas gesplict (Exon 2-13 im humanen GNAS). Das Gnasxl-spezifische Exon beinhaltet einen weiteren
Transkriptionsstart fir das Protein Alex. Nesp wird ausschlie3lich maternal exprimiert. Exon 1A und Nespas
produzieren nichtkodierende, regulatorische RNAs. Dieses Schema basiert auf dem Gnas-Lokus der Maus.
Der humane ist diesem sehr &hnlich, beinhaltet jedoch 13 Exons. Aul3erdem ist das NESP-spezifische
Exon im Menschen nicht unterbrochen und somit alleinstehend.
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Tabelle 1: Auflistung der Gewebe, in denen das Gsa-Transkript monoallelisch ex-
rimiert wird

Gewebe Exprimierung (Allel)

vorderer Hypophysenlappen maternal (Hayward et al., 2001; Mantovani
et al., 2004)

Schilddruse maternal (Germain-Lee et al., 2002;

Mantovani et al., 2004)

Ovar maternal (Germain-Lee et al., 2002;
Mantovani et al., 2004)

in der Maus auRerdem:

proximaler Nierentubulus maternal (Yu et al., 1998)

braunes Fettgewebe maternal (Yu et al., 1998)

paraventrikularer Nukleus des Hypotha- | maternal (Chen et al., 2009)

lamus

Mutationen und DNA-Methylierungsdefekte, die entweder alleinstehend oder in Folge von
Mutationen im GNAS-Lokus auftreten, wurden mit Pseudohypoparathyreoidismus Typ la
(Weinstein et al., 2001), 1b (Bastepe et al., 2003) und 1c (Brix et al., 2014; Thiele et al.,
2011), McCune-Albright-Syndrom (Weinstein et al., 1991) und Hypophysentumoren
(Landis et al., 1989) in Verbindung gebracht. Mutationen, die zum Pseudohypoparathy-
reoidismus Typ 1a fUhren, treten zusammen mit einer milden TSH-Resistenz auf. Aber
auch Pseudohypoparathyreoidismus Typ 1b-Patienten, die unter anderem eine Hypome-
thylierung in der 1A DMR prasentieren, weisen haufig milde TSH-Resistenzen auf. Durch
die Komplexitat des Gen-Lokus treten die Erkrankungen mit sehr variablen Phanotypen

auf, was durch die Imprinting Mechanismen erklart wird (Kelsey, 2010).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Schilddriisendysgenesie tritt sporadisch und von Jahreszeiten unabhéngig auf. Mo-
nozygote Zwillinge sind hinsichtlich der Erkrankung regelhaft diskordant. Deshalb kom-
men epigenetische Konzepte infrage, um das Krankheitsbild auf molekularer Ebene zu
erklaren.

Der von Romanet et al. (2015) publizierte Fallbericht zeigt, dass DNA-Methylierungsde-
fekte im GNAS-Lokus gemeinsam mit einer kongenitalen Hypothyreose auftreten kon-
nen. Der beschriebene Fall beschreibt jedoch keine einzeln auftretende Schilddriisenun-
terfunktion, sondern eine damit einhergehende PTH-Resistenz.

TRH aus dem Hypothalamus stimuliert TSH in der Hypophyse uber einen Gs-Protein-
gekoppelten Rezeptor. TSH stimuliert ebenfalls Uber einen Gs-Protein gekoppelten Re-
zeptor die Schilddrisenentwicklung wahrend der Embryogenese und die Schilddriisen-
hormonbiosynthese. Dies geschieht unter anderem durch Signalwege uber den second
messenger CAMP, dessen Spiegel bei Aktivierung eines Gs-Protein gekoppelten Rezep-
tors erhoht wird.

Nguyen et al. schildern (2000) in einem Mausmodell, dass veranderte cAMP-Spiegel
durch Blockade des TSH-Rezeptors in der Embryogenese dazu fuhren, dass die Schild-
druse sich nicht richtig entwickelt. Die zentrale Bedeutung dieses Mechanismus fur die
Schilddriisenentwicklung spiegelt sich auch in den starken Hypoplasien wieder, die bei
TSHR-Mutationen gefunden wurden (Biebermann et al., 1997).

Veranderte DNA-Methylierungen 5° des ersten Exons des GNAS-Gens, das fur die Gsa-
Untereinheit codiert, kdnnten zu einer Dysfunktion des G-Protein gekoppelten TSH-Re-
zeptors und somit zu veranderten cAMP-Spiegeln fuhren. Dies kdnnte méglicherweise
eine defekte Schilddriisenentwicklung verursachen. Tritt ein solcher Methylierungsdefekt

nur bei einem Zwilling auf, lie3e sich so die Diskordanz epigenetisch erklaren.

Die bis jetzt beschriebenen DNA-Methylierungsdefekte haben immer auch zu einer PTH-
Resistenz gefihrt.

Deshalb ist eine Hypothese, dass bei den mit Schilddriisenunterfunktion erkrankten Zwil-
lingen DNA-Methylierungsdefekte in der Promoterregion 5° des ersten Exons des GNAS-
Gens liegen, in der bis heute noch keine Defekte beschrieben wurden.
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Der 1A DMR des GNAS-Gens wird eine Regulierung des GNAS-Exon 1-Promoters zu-
geschrieben (Kelsey, 2010). Deswegen ist vorstellbar, dass bei Defekten im stark methy-
lierten Exon 1A ebenfalls Defekte in der schwach methylierten Promoterregion dahinter
entstehen.

Das alternative Exon 1A ist in allen publizierten Pseudohypoparathyreoidismus-Féllen,
die mit einer milden TSH-Resistenz einhergehen, mit epigenetischen Veranderungen be-
troffen (Liu et al., 2003; Mantovani et al., 2007). Auch im (2015) von Romanet et al. publi-
zierten Fallbericht ist diese Region beteiligt.

Deshalb sind sowohl der Bereich des Exon 1A des GNAS-Lokus als auch die Promoter-
region des ersten Exons von GNAS die Haupt-Kandidaten fir mogliche Methylierungs-
defekte.

Aufgrund dessen sollen sowohl eine Region, die auf dem Exon 1A lokalisiert ist, als auch
eine Region in der Promoterregion des Exon 1 (3 von Exon 1A und 5’ von Exon 1) Un-
tersuchungsgegenstande der vorliegenden Arbeit sein.

Die Arbeitshypothese ist, dass relevante DNA-Methylierungsunterschiede (z.B. 50% Dif-
ferenz) in diesen Regionen zur Diskordanz bei monozygoten Zwillingen mit Schilddri-
sendysgenesie fuhren kénnen.

Diese Hypothese fuhrt zu folgenden Fragen, die in der Arbeit beantwortet werden sollen:

1) Kann mit Pyrosequenzierung die GNAS-Lokusmethylierung quantifiziert werden?

2) Wie sieht die DNA-Methylierung in den zwei ausgewahlten Regionen bei Schild-

drisengesunden aus?

3) Unterscheidet sich die GNAS-Methylierung bei diskordanten eineiigen Zwillingen

mit kongenitaler Hypothyreose aufgrund einer Schilddriisendysgenesie?
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2 Material und Methoden

2.1 Material
Die fiur die Experimente verwendeten Materialien (siehe Tabelle 2.1) und Geréate (siehe
Tabelle 2.2) wurden vom Institut fir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie (Charitée,

Berlin) bereitgestellt.

Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Substanzen, Chemikalien und deren Her-
steller
Bezeichnung Hersteller

Sigma
Primer: Oligonukleotide (Sequenzen siehe Tabelle 2.8/9)

Puffer fir PCR und Pyrosequenzierung:

Mango Buffer Bioline
MgCl2 Bioline
PyroMark Annealing Buffer, version 1 Qiagen
PyroMark Binding Buffer Qiagen
PyroMark Denaturation Solution Qiagen
PyroMark Wash Buffer 10x concentrate Qiagen
Loésungen fir die Gelelektrophorese Sonstige
S5XTBE; Zusammensetzung:

Tris 54 g/l

H3BO3 27549

EDTA (0,5M) 20 ml/I

in H20; pH 8,0

Loading-DYE ; Zusammensetzung:
Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %
Glycerol 25 %
in H20

Enzyme:
MangoTaq DNA Polym. Bioline

Reagenzien:
Bioline
dNTP Sigma

Ethidiumbromid
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Bezeichnung

Hersteller

Reagenziensysteme:
EZ DNA Methylation Kit

QuantiFluor dsDNA System
AMPure® XP- Kit

Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit
PyroMark Gold Q24 Reagents

Streptavidin Sepharose High Performance

Zymo Research
Promega
Qiagen
Promega
Agencourt
GE Healthcare

Auf Wasser basierende Losungen und Puffer wurden mit Reinstwasser aus der MilliQ-

Anlage hergestellt.

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Geréate

und Spannungsquelle

Microcomputer Electropho-
resis Power Supply

Gerat Bezeichnung Hersteller
Fluorometer Quantus Fluorometer Biozym
Gelkammern Whatman compact XS/S, Biometra,

Renner GmbH

Speedy
Mastercycler nexus eco
Mastercycler nexus gradi-
ent

500/500
Geldokumentations-system | GeneFlash Syngene
Heizblock UNO - Thermoblock Biometra
Magnetstander diagenode diagenode
Mikrowelle MW 802 Exquisit
MilliQ-Anlage Millipore Water Purification | Merck Millipore
Systems
Pipetten eppendorf research plus Eppendorf
Matrix Multipipette Thermo
accu-jet pro Brand
Pyrosequenzierer PyroMark Q24 Qiagen
PyroMark - Aufreinigungs- | PyroMark Q24 Workstation | Qiagen
station
Software PyroMark Q24 2.0.6 Qiagen
GraphPad Prism 6 Prism
Thermocycler Mastercycler® gradient Eppendorf
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Gerat Bezeichnung Hersteller
Thermomixer ThermoMixer F1.5 Eppendorf
ThermoMixer FP
TiefkUihlschrank Forma -86C ULT Freezer | Thermo
Vortexer Vortex Genie 2 Bender und Hobein
Waage Kern PCB Kern GmbH
Zentrifugen Galaxy Mini VWR
Centrifuge 5417R/C Eppendorf

2.2 Untersuchte Proben

Tabelle 2.3: Auflistung der in der Arbeit untersuchten Zwillingspaare

Zwillingspaar Geschlecht Diagnose er- | Schilddriusen- | Padiatrisch —
krankter Zwil- | morphologie | endokrinolo-
ling erkrankter gisches Zent-
Zwilling rum
Nr. | weiblich primare CH Hypolasie Charité Berlin
Nr. 1l weiblich primare CH Ektopie Charité Berlin
Nr. 1 mannlich primare CH Hypoplasie Charité Berlin
Nr. IV weiblich primare CH Agenesie Medizinische
Universitat
Innsbruck
Nr. V mannlich primare CH Hypoplasie Charité Berlin
Nr. VI weiblich primare CH Ektopie (Azam Wellington
Hospital,
etal,, 2012) Neuseeland

Alle in Tabelle 2.3 aufgelisteten Zwillingspaare sind monozygot und hinsichtlich ihrer pri-

maren kongenitalen Hypothyreose (CH) diskordant. Die nicht betroffenen Zwillinge jedes

Paares sind schilddrisengesund.

Als Kontrollen (siehe Tabelle 2.4) wurden ebenfalls ausschliel3lich DNA-Proben von

schilddriisengesunden, adulten Probanden genutzt. Die Arbeit wurde von der Ortlichen

Ethikkommission genehmigt.
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Tabelle 2.4: Auflistung der in der Arbeit verwendeten schilddriisengesunden Kon-
trollen

Kontrolle Geschlecht Kontrolle Geschlecht
1 mannlich 13 mannlich
2 weiblich 14 weiblich
3 weiblich 15 weiblich
4 mannlich 16 weiblich
5 mannlich 17 weiblich
6 mannlich 18 weiblich
7 mannlich 19 mannlich
8 weiblich 20 mannlich
9 mannlich 21 weiblich
10 weiblich 22 mannlich
11 mannlich 23 mannlich
12 weiblich 24 mannlich

2.3  Erklarung und Durchfuhrung der angewandten Methoden

2.3.1 DNA Isolation aus Leukozyten
Alle DNA-Proben, die im Institut fir experimentelle padiatrische Endokrinologie generiert
wurden, wurden aus EDTA-Vollblut mit Hilfe des LEV-Kits (Promega) gewonnen und an-

schlie3end bei -20°C im Tiefkuhlschrank gelagert.

2.3.2 Natriumbisulfitumwandlung genomischer DNA

Diese Methode wurde erstmalig 1992 beschrieben (Frommer et al., 1992) und wurde
durch Clark et al. (1994) optimiert. Inzwischen ist die Bisulfitumwandlung mit anschlie-
Renden Sequenzierungsmethoden der Goldstandard fur die Quantifizierung des Methy-
lierungsstatus von genomischer DNA oder Teilen davon. Die Methode beruht auf einer
selektiven Umwandlung von nicht methyliertem Cytosin zu Uracil. In der spéateren PCR
(s. 2.2.4) und Sequenzierung (2.3.6) wird dieses Uracil als Thymin gelesen. Eine Methy-
lierung an Position 5 des Pyruvatrings des Cytosins verhindert eine Umwandlung zu Ura-

cil. Eine detaillierte Veranschaulichung, wie die Umwandlung von genomischer DNA zu
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Bisulfit-DNA stattfindet, ist in Abb. 2.1 zu finden. In der Arbeit wurde zur Durchfiihrung
der dort gezeigten Schritte das EZ DNA Methylation Kit von Zymo Research genutzt. Es
wurden von jeder zu untersuchenden Probe 500ng von mit dem Quantus Fluorometer
gemessener genomischer DNA umgewandelt und in 20 ul Elution Buffer eluiert.

m m m

(@) 5 - ATGAGGACCTACCATGCCGAATCGGCGG.. TCGCTATCGACCAGCTGCCACTT.. - 3°
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Abb. 2.1: Schema der Bisulfitkonvertierung modifiziert nach Clark et al. (2006)

Eine DNA Sequenz von 5‘ nach 3‘ wird zur Veranschaulichung mit dem oberen (a) und komplementaren
unteren (b) Strang gezeigt. Die CpG Positionen sind pink und methylierte Positionen mit einem schwarzen
»,m“ markiert. In den Steps 2, 3 und 4 werden alle nicht methylierten Cytosine zu Uracil umgewandelt. Eine
Methylierung am C5 des Pyrimidinrings (CH3, rot) verhindert Step 2. Die DNA liegt einzelstrangig vor und
sowohl Strang (a) als auch Strang (b) kdbnnen mit strang- und bisulfitspezifischen Primern amplifiziert wer-
den. Diese Primer sind in der Abbildung ober- und unterhalb der DNA-Strdnge aufgezeigt. In der realen
Reaktion sind diese Primer deutlich langer. In der Amplifizierung bei den Vorwartsprimern werden die Cy-
tosinreste durch Thymin ersetzt und bei den Ruckwartsprimern die Guaninreste (komplementare Base von
Cytosin) durch Adenin.

2.3.3 PCR und Primerdesign

Zur Amplifikation von ausgewdahlten Regionen der Natriumbisulfit-behandelten DNA-Pro-
ben wurde das in der Gentechnologie standardmafig eingesetzte Verfahren, die Poly-
merase-Ketten-Reaktion (kurz: PCR), verwendet.

Sie ermoglicht die exponentielle Vervielfaltigung von spezifischen DNA-Fragmenten un-
ter Verwendung von Oligonukleotidprimern und einer Tag-Polymerase. Die Reaktion er-

folgt in einem Dreischrittprozess in einem Thermocycler:
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Bei der Denaturierung (Schritt 1) werden die DNA-Doppelstrange bei 90°C in ihre beiden
Einzelstrange aufgeschmolzen.

Anschliel3end lagern sich die Primerpaare an (Annealing, Schritt 2), in dem sie Uber kom-
plementare Basenpaarung vor und hinter dem zu amplifizierenden DNA-Bereich binden.
In der Elongationsphase (Schritt 3) werden diese Primer bei einer Temperatur von 72°C
verlangert, in dem in dem PCR-Ansatz vorhandene Desoxyribonukleosidtriphosphate
(kurz: dNTPs) eingebaut werden, was zu einer quantitativen Verdopplung der gesuchten
DNA-Region fuhrt (Erlich, 1989).

Die Natriumbisulfitumwandlung von Cytosin zu Uracil und somit einem Vorhandensein
von nur drei Basen in grof3en Teilen der DNA, fuhrt zu erhéhten unspezifischen Primer-
bindungen. Deshalb hat sich fur die Bisulfit-PCR als hilfreich erwiesen lange Primerse-
quenzen auszuwahlen (25 — 30 Basenpaare (kurz: bp)). Die dadurch erhdhte Annealing
Temperatur und die Annahme, dass eine so lange Sequenz nicht mehrmals in der DNA
auftritt, machen eine spezifische Bindung der Primer wahrscheinlicher. Fir die anschlie-
Rende Pyrosequenzierung musste aul3erdem darauf geachtet werden, dass das Amplifi-
kationsprodukt mdglichst klein gehalten wird (180 — 300bp). Als Grundlage fur das Pri-
merdesign wurde eine Dreizehn-Exonsequenz des humanen GNAS-Gens verwendet, die
sich aus der Isoform ENST00000371085 aus der Datenbank ,Ensembl zusammensetzt.
Fur jede, der in der Arbeit untersuchten Regionen, wurden per Hand oder mit Hilfe des
,Bisulfite Primer Seekers“ unterschiedliche Primerpaare ausgewahlt, s. Tabelle 2.7, von
denen jeweils nur ein Paar eine spezifische Bindung zeigte. Diese spezifischen Primer
sind in Tabelle 2.8 aufgelistet. Es wurde nach dem ersten PCR-Zyklus mit 40 Zyklen ein
Aufreinigungsschritt mittels Magnet Beads durchgefihrt (s. 2.3.5). Das entstandene Pro-
dukt wurde in einer zweiten PCR mit weiteren 20 Zyklen amplifiziert. Die Lange der bei-
den untersuchten Produkte betragt bei der Region GNAS1A2 248 Basenpaare und der
zweiten Region, GNAS1A1 263 Basenpaare.
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In der Arbeit wurden folgende Cycler-Programme fur die PCR verwendet:

GNAS PCR GNAS PCR
Programm  mit 40 Zyklus- Programm  mit 20 Zyklusdurch-
1 durchldufen 2 ldufen
Schritt Temperatur Zef't Schritt Temperatur Zef't
(min) (min)
Denaturierung 95°C 2 Denaturierung 95°C 2
95°C| 30" 95°C| 30"
Annealing s. Tabelle 2.6 | 30" Annealing s. Tabelle 2.6 30"
72°C| 30" 72°C| 30"
Elongation 72°C 8' Elongation 72°C 8
Hold 10°C| oo Hold 10°C| o0
Durchfihrung:

Fur eine PCR wurden jeweils 2 pl DNA-Template fiir die PCR mit den Primern F2.3 und
bR2 fur die Region GNAS1A2 und 4 ul DNA-Template fur die PCR mit den Primern F1.4
und bR1.4 fir die Region GNAS1AL1 in ein Tube eines 8er PCR-Strips pipettiert. Anschlie-
Rend wurde mit dem in Tabelle 2.5 dargestellten Ansatz auf 50 pl aufgefullt. FUr die zweite

PCR wurden 2,5 pl des aufgereinigten Produkts aus der ersten PCR als Template einge-
setzt.

Tabelle 2. 5:
GNAS PCR
Pipettierschema
pul
dH20 32,5
PCR Mango Buffer
10
(5x)
MgCI2 (50mM) 15
dNTPs (10mM) 0,25
forward primer 5
(10pM)
reverse primer 5
(10pM)
Taq (Mango, 5u/pl) 0,2
Template 214/2,5
> 50
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Die PCR Bedingungen wurden mit Hilfe einer Gradienten-PCR ermittelt. Hierflr wurden
jeweils 12ul des PCR-Mix (2x, 100ul) (s. Pipettierschema, s. Tabelle 2.5) in ein Tube
eines PCR KOMBI 8er-Strips pipettiert und anschlieend im Thermocycler mit einem

Temperaturgradienten von acht unterschiedlichen Temperaturen (s. Tabelle 2.6) durch-

geftuhrt.

Tabelle 2.6 GNAS Temperaturgradient 50 — 70 °C:

Positionen

Temperatur in
e

0O ~NO O WN PR

51,5
53,4
55,5
58,3
61
63,7
66,1
66,8

Tabelle 2.7: Primer, fir die keine Spezifitat nachgewiesen werden konnte

Oligo Name Sequence 5'to 3'

GNAS1AF1.2 GAAAATTGGGAGGTAGGTTTGGGAGGT
GNAS1AR1.2 CTTTAAACTTCATAACCATCTTCAACATAATAACCC
GNAS1AF1.3 GTTTTTTGAAGAGGT

GNAS1ARL1.3 CTCCTTAATTTAACTC

GNASIAF1 GGTTAGAAGTTTTGTTTTT

GNAS1AR1 CTCCTTAATTTAACTCTTAAACAC
GNAS1AF2 TAATTTTTAGGTAGTTAGTTTAGTAGTT
GNAS1AF2.2 GTTATTATGTTGAAGATGGTTATGAAGTTTAAAGT
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Tabelle 2.8: Die in der Arbeit verwendeten Primer

Temperatur An-
Oligo Name Sequence 5'to 3' nealing
GNAS1AF2.3 GGGTTATTATGTTGAAGATGGTTATGAAG 61°C
[BtnN|GAACTTCTTACACTCCT- 61°C
GNAS1AbR2 TATCTATTAAAAAC
GNAS1ASeq2.3 s.Pyrosequenzie-
GATGGTTATGAAGTTTAAAG rung
GNAS1AF1.4 GTTATGGGTYGGTTTTTTGAAGAGGTT- 63,7°C
GGGG
[BtN]TCCCCRACTTACATA- 63,7°C
GNAS1AbR1.4 TAAATAAAATACACTCAC
GNAS1ASeql.2 s.Pyrosequenzie-
GAGTTTTTGTTT rung

Die Primer bR2 und bR1.4 haben einen Biotinanhang, der fur die anschlielende Pyrosequenzierung be-
notigt wird.

2.3.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein analytisches Trennverfahren von Probenkomponenten, das
auf ihrer unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld auf einem
bestimmten Trennmedium beruht. Das Trennmedium ist in diesem Fall ein Agarose-Gel
mit Ethidiumbromid. Zur Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde zunachst 1 %
Agarose in 0,5xTBE-Puffer durch Aufkochen vollstandig gelést. Nach Zugabe von Ethidi-
umbromid (Konzentration: 10 mg / ml) wurde die Suspension in eine Gelvorrichtung mit
Kamm gegossen, um anschlieBend bei Raumtemperatur zu harten. Nach Uberfiihrung
des Gels in die mit 0,5xTBE-Puffer geflillte Gelelektrophorese-Apparatur wurde das Gel
mit 1,5 yl Easy Ladder | (Referenz-DNA-Leiter) und 3 ul der entsprechenden Produkte
(Gradienten - oder PCR - Produkte) + 1ul Loading - DYE beladen. Nach Anlegen einer
Spannung von 90 — 100 V fur ca. 20 Minuten konnte der Lauf der Proben nachvollzogen
und auf die DNA-Leiter beziehend unter UV-Licht im ,GeneFlash“ ausgewertet werden.

2.3.5 Aufreinigung der PCR mit Magnet Beads

Die Aufreinigung der PCR-Produkte nach dem ersten PCR-Zyklus und vor der Pyrose-
guenzierung fand mit Hilfe des AMPure® XP- Kits statt. Das Kit enthalt ein Gemisch mit
magnetischen Beads, die je nach Konzentration unterschiedlich gro3e DNA-Fragmente
binden. Mit Hilfe eines Magnetstanders und mehreren Waschschritten konnten so alle
Fragmente, die kleiner als das gewtinschte Produkt waren (in diesem Fall die aneinander

bindenden Primer), weggespult werden.



26 | Material und Methoden

Um die in etwa 250 bp groRen PCR-Produkte aufzureinigen, wurde das 0,75-fache des
PCR-Produktes an Bead-Flussigkeit aus dem Kit zu der aufzureinigenden Probe hinzu-
pipettiert. Nach zehnminttiger Inkubationszeit konnte der Uberschuss, der nicht an den
Beads haften blieb, mit Hilfe eines Magnetstanders, der die Magnete gemeinsam mit dem
Produkt an die Tubewand zog, verworfen werden. Das an der Tubewand haftende Pro-
dukt wurde auf dem Magnetstander zweimal mit 80%-igem Ethanol gewaschen und an-
schlieBend bei Raumtemperatur getrocknet. Im letzten Schritt wurden die Beads in EB-
Puffer eluiert und das Eluat wurde ohne die Beads erneut mit Hilfe des Magnetstanders

in ein neues Tube Uberfuhrt. Darin war nun das aufgereinigte Produkt enthalten.

2.3.6 Pyrosequenzierung

Um eine quantitative Analyse der DNA-Methylierung durchzufihren, wurde in dieser Ar-
beit die Pyrosequenzierung genutzt. Die Methode beruht auf der Detektion von einem
durch Pyrophosphat generierten Lichtsignal. Schrittweise werden in der Sequenzreaktion
Nukleotide eingebaut. Dabei entstehendes Pyrophosphat wird anschlieRend durch eine
Enzymkaskade zu einem Lichtsignal generiert (s. Abb. 2.3), was als Sequenz Signal Peak
im sogenannten Pyrogramm (s. Abb. 2.4) resultiert. Die Menge an entstehendem Pyro-
phosphat und Lichtsignal sind proportional zu der Anzahl der eingebauten Basen (s. Abb.
2.4), (Delaney et al., 2015). Alle Proben wurden unter Beachtung des Pyro Mark User
Manuals 2015 pyrosequenziert:

Mit Hilfe von Sepharose Beads, Puffern, Ethanol und einer Aufreinigungsstation wurden
die zu sequenzierenden PCR-Produkte in mehreren Schritten so aufgereinigt, dass sie
bereit zum Binden an die in Annealing Puffer auf 0,3uM verdinnten Sequenzierprimer
waren. Die Annealingzeit fur die Proben kann variiert werden. In dieser Arbeit wurde das
PCR-Produkt-/ Sequenzierprimer-Gemisch zunachst 2 Minuten bei 80°C und anschlie-
Rend 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einen daflir vorgesehenen ,Primerplatten-
schlitten” gestellt und anschlie3end in das Pyrosequenzier-Geréat eingelegt, wo nach und
nach tber eine zuvor mit Nukleotiden, sowie Enzym- und Substratgemisch befillte Kar-
tusche, die Reagenzien eingespritzt wurden (s. Abb. 2.3 und Abb. 2.4). Jeder Pyrose-
guenzierdurchlauf zum Vergleich der Zwillingsmethylierungen wurde doppelt durchge-
fuhrt und fur die Ergebnisse der Mittelwert der Methylierungsangaben errechnet, um Feh-
lerquellen zu reduzieren.

Es wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Regionen mittels Pyrosequenzierung unter-
sucht. Die erste Lokalisation (Chromosom (kurz: chr) 20:57,464,343-57,464,388) wird als
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GNAS1A1 und die zweite Lokalisation (chr 20:57,464,965-57,465,020) als GNAS1A2
bezeichnet.

Es wurden jeweils zehn CG Positionen in den ausgewéhlten Gen-Loki GNAS1Al1 und
GNAS1AZ2 untersucht (s. Abb. 2.2).

GNAS1A1

CGTTATCGGGGTCGGTTAGAAGTTTTGTTTTTCGGC
GGGGATATTTAGTCGCGTCGGTATCGCGGAGCGGGTTGCGTTAGGTGGTTGGTCGGCGCGGCGTTTT

TTTGTTTTTTGGTTTCGGGTTGCGGCGCGGCGGTTGGAGT) CGGCGCGGGGCGGCE
GCGGGCGGETCEETAGGCGTTGTTTTGCGT
GNAS1A2

TTCGGGCGGCGGAGAGCGAGAAGAAGACGGT
CGCGGCGGTTGTCGAGGTGGTTGTCGAAGTTGCGGCGGCGGTTGCGGCGTTGGTCGAGT CGAGAGAG
TCGTTCGCGTCGCGGAAGAGCGGGGATTTCGAGAAGTTCGCGAAGAATTTTAAGAATTCGGCGCGGG
AGGCGTTTTTCG

Abb. 2.2: In der Arbeit untersuchte CG-Positionen

PCR-Primer blau, Sequenzierprimer pink, in der Pyrosequenzierung untersuchte DNA-Methylierungsposi-
tionen gelb unterlegt.
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Abb. 2.3: Prinzip der Pyrosequenzierung nach Centre for Genomic Sciences (The University of Hong
Kong, 2015)

Nach einem vorher festgelegten Programm werden Nukleotide (hier T) zu einer Probe (hier vereinfacht
dargestellt als einzelner DNA-Tochterstrang) hinzugegeben. Die in einem Enzym-/Substratgemisch enthal-
tene Polymerase baut dieses Nukleotid ein, wodurch Pyrophosphat (PPi) entsteht. PPi wird durch die Sul-
furylase aus dem Gemisch zu ATP umgewandelt, das durch die Luciferase ein Lichtsignal generiert. Uber-
schiissiges Nukleotid (T) wird durch die Apyrase wieder abgebaut und steht fiir den nachsten Sequenzie-
rungsschritt somit nicht mehr zur Verfligung.

A6 TTYGGEGEYGGEYGGAGAGY GAGAAGAAGAY GETYGYGGEYGGETTGTYGAGGTGGETTGTYGAAGTT

3a8]  308] 308 31%] 3a8]  31s] 284

Abb. 2.4: Beispiel eines Pyrogramms fiur die Region GNAS1A2

Auf der x Achse ist die Reihenfolge der Nukleotide, in der sie von der Kartusche eingespritzt werden, an-
gegeben. Darunter sind numerisch die Positionen der eingespritzen Nukleotide angeben. Auf der y-Achse
ist die H6he des Lichtsignals in RLU (relative light unit) angegeben. E und S steht fir den Enzym/Substrat-
mix. Der entstehende Peak an dieser Stelle entsteht durch (hier kaum vorhandene) Verunreinigungen in
der Probe oder der Kartusche, die zu Pyrophosphatgenerierung fitlhren. Das bei Nukleotideinbau entste-
hende Lichtsignal wird als Peak angegeben, dessen Hohe proportional zur Menge des eingebauten Nuk-
leotids steht. An Position 24 wurden beispielsweise doppelt so viele A’s eingebaut wie an Position 22. Dies
resultiert in einem doppelt so hohen Peak und lasst die Software ein doppeltes AA in der Sequenz angeben.
Die Prozentangaben der DNA-Methylierung sind errechnet aus der gemessenen Differenz von T und C
(denn methyliertes C wird in der Natriumbisulfitbehandlung (s. 2.2.2) nicht umgewandelt).
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2.3.7 Auswertung der Daten
Die qualitative Kontrolle der Pyrosequenzierergebnisse erfolgte direkt durch die Qiagen-
Software und die statistische Auswertung der Daten mit Hilfe der GraphPad Prism 6-

Software.

2.4  Richtlinien

Die DNA-Analysen wurden in dem molekularbiologischen Forschungslabor der Sicher-
heitsstufe 1 (Gentechnikgesetz) des Instituts fir Experimentelle Padiatrische Endokrino-
logie durchgefuhrt. Verantwortlich fur die Projektleitung war Prof. Dr. Heiko Krude. Bei
den Experimenten und der Erstellung der Dissertation wurden die ,Grundsatze der Cha-

rité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® eingehalten.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von sechs Zwillingspaaren untersucht, von
denen jeweils ein Zwilling an einer Schilddrisendysgenesie erkrankt und der andere ge-
sund ist. Es sollte gepruft werden, ob ein Methylierungsunterschied der DNA im GNAS-
Lokus als Ursache der Diskordanz der Schilddriisenfehlbildung vorliegt.

Hierfir wurden zwei Regionen auf dem GNAS-Genlokus ausgewahlt. Davon liegt die
erste (GNAS1Al) in der Region des Exon 1A des GNAS-Gens und die zweite
(GNAS1A2) einige Basenpaare 3° zu Exon 1A und 5° zu GNAS Exon 1 (s. Abb. 3.1).
Diese Regionen wurden mit Hilfe von Pyrosequenzierung analysiert. Diese Methode bie-
tet die Moglichkeit einer quantitativen DNA-Methylierungsanalyse, sodass der Methylie-

rungsgrad der jeweiligen Zwillinge verglichen werden konnte.

GNAS1A1
GNAS1A2

1A

+—a—H——

GNAS GNAS

NESPS5 GNASXL Exon 1 Exon 13

Abb. 3.1: Schema des GNAS-Genlokus mit GNAS1A1 und GNAS1A2

Zu sehen ist die Lage der in der Arbeit untersuchten Regionen auf dem Genlokus und ihre 6rtliche Bezie-
hung zu den Exons. Der GNAS-Lokus ist mit seinen alternativen Promotern NESP55 und GNASXL darge-
stellt. Exon 1A ist weil3, da es als einziges der Exons nicht codiert. Die in der Arbeit untersuchten Regionen
sind rot (GNAS1A1) und blau (GNAS1A2) markiert.

Die Ergebnisse werden entsprechend den Fragestellungen aus 1.5 dargestellt.
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3.1 Etablierung der Methode

Zur Analyse der beiden Regionen mittels Pyrosequenzierung musste die zu untersu-
chende bisulfitumgewandelte DNA zunéchst mit Hilfe von PCR amplifiziert werden. Ein
Amplifikationsprodukt entstand bei beiden untersuchten Regionen gemeinsam mit einem
zweiten, kleineren Produkt (s. Abb. 3.2).

GroRe in bp
2000
1000

500

250
100

Abb. 3.2: Ethidiumbromidgel-Foto: PCR Produkt

Zu sehen ist rechts die Referenz DNA (Easy Ladder I), die die Gro3e der Basenpaare von 100 — 2000
anzeigt und links das PCR-Produkt (oberer Balken) und Nebenprodukte (unterer Balken).

Es konnte beobachtet werden, dass ein fur die Pyrosequenzierung (s. 2.3.6) ausreichen-
des PCR- Produkt nur entstehen konnte, wenn die DNA-Qualitat hochwertig war. Das
bedeutet, dass die DNA neu aus EDTA-BIut gewonnen werden und anschlie3end nach
den oben beschriebenen Angaben in Bisulfit-DNA umgewandelt werden musste.

Da dies nur mit den wenigsten der zu untersuchenden Proben moglich war, wurde in
dieser Arbeit nach dem ersten Durchlaufen des Cycler Programms (GNAS PCR Pro-
gramm 1) ein Aufreinigungsschritt mit Magnet Beads durchgefihrt (s. 2.3.5). Das so auf-
gereinigte Produkt wurde in einer erneuten PCR-Reaktion mit weiteren zwanzig Zyklen
(GNAS PCR Programm 2) eingesetzt. Das nach diesem Durchlauf entstandene Produkt
war nach einer erneuten Aufreinigung mit den magnetischen Beads nun auch mit quali-
tativ schlechterer DNA gut genug (s. Abb. 3.3), um Pyrogramme (s. 2.3.6) mit ausreichen-
der Peakhdhe zu erzielen.
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Abb. 3.3: Ethidiumbromidgel-Foto Vergleich 1. (40 Zyklen) und 2. (40+20 Zyklen) PCR

Beispiel eines PCR Produkts vor (links) und nach (rechts) den Aufreinigungsschritten und zweitem PCR
Zyklus

Deshalb wurden die in der Arbeit verwendeten Ergebnisse mit einer hohen PCR-Zyk-
lusanzahl von insgesamt 60 generiert.

Vergleicht man nun die durchschnittlichen DNA-Methylierungslevel Schilddriisengesun-
der miteinander, so fallt auf, dass die Level der 2.PCR (40+20 Zyklen) im Durchschnitt
5% unter denen der 1.PCR (40 Zyklen) liegen (s. Abb. 3.4).

40 A

Methylierung %

Abb. 3.4: GNAS 1A2 Vergleich der Mittelwerte aller CpG-Positionen nach 40 (1. PCR) und nach 40+20
Zyklen (2.PCR)

Anzahl n=12 (schilddrisengesunde Kontrollen 12-24)
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Dies spiegelt sich auch in Abb. 3.5 wieder: Die Methylierungslevel an allen Positionen
unterscheiden sich prozentual um 5-10%. Aul3erdem ist zu erkennen, dass die Methyl-
ierungswerte der einzelnen Proben sich nach den Aufreinigungsschritten und erneuten
PCR-Zyklen enger um den Mittelwert verteilen. Die beiden Muster in Abb. 3.5 weisen

sich dhnelnde Merkmale auf.

Methylierungsmuster 1.PCR 40 Zyklen Methylierungsmuster 2.PCR 40+20 Zyklen
80 - 80 -
70 4 704
60 - 60 4
50, 50
404 P 3 _2_ 40+
0] ¥ ST % 301 :
204 .Q.;' & v 20-'¢_§f'”"#3
10+ 104
0 ' '
T EJEJEIR EEEEEEESES
S &

Abb. 3.5: Vergleich GNAS 1A2 DNA-Methylierungspattern nach 40 Zyklen (1.PCR) mit GNAS 1A2
DNA-Methylierungspattern nach 40+20 Zyklen (2.PCR)

n=12 (schilddrisengesunde Kontrollen 12-24)

In beiden Mustern ist ein heterogenes aber paralleles Pattern zu sehen, in dem die
hdchste Methylierung an Position 10 und die niedrigste an Position 3 zu finden ist.

Auch bei der Erstellung weiterer Methylierungsmuster in unabhangigen PCR’s mit ande-
ren Kontrollpersonen (Kontrollen 1-12) lie3 sich das Pattern reproduzieren (s.Abb. 3.7).
Fur die folgenden dargestellten Ergebnisse bedeuten die angewandten Aufreinigungs-
schritte, dass die dargestellten DNA-Methylierungen vermutlich etwa funf Prozent héher

liegen.

3.2 Methylierungspattern bei Schilddriisengesunden
Es wurde in beiden Regionen bei zwdlf schilddrisengesunden Kontrollen ein Methylie-
rungspattern erstellt. Dafiir wurden die Werte aller Kontrollen an den jeweils zehn unter-

suchten CpG-Positionen grafisch dargestellt.
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Abb. 3.6: GNAS1A1l DNA-Methylierungspattern schilddriisengesunder Kontrollen

n=12 (schilddrisengesunde Kontrollen 1-12), blau gibt die Werte der einzelnen Kontrollen an, die schwar-
zen Striche stehen fur das mittlere Methylierungslevel an der jeweiligen Position

In der Region GNAS1AL1 (s.Abb. 3.6) lasst sich erkennen, dass die Mittelwerte der schild-
drisengesunden Kontrollen bis auf eine Ausnahme um die 30% Methylierung aufweisen.
Position 8 ist bei allen Kontrollen auffallend hoch methyliert und im Mittel eher bei 40%.
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Abb. 3.7: GNAS1A2 DNA-Methylierungspattern schilddrisengesunder Kontrollen

n=12 (Kontrollen 1-12), blau gibt die Werte der einzelnen Kontrollen an, die schwarzen Striche stehen fiir
das mittlere Methylierungslevel an der jeweiligen Position
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GNAS1A2 (s. Abb. 3.7) zeigt bei schilddrisengesunden Kontrollen ein um die 20% Me-
thylierung schwankendes Methylierungspattern. Die hochste Methylierung und gleichzei-

tig die hochsten Schwankungen unter den Kontrollen sind an Position 10 zu erkennen.

3.3 GNAS1A1 bei diskordanten monozygoten Zwillingen

In der ersten untersuchten Region GNAS1A1, die im Exon 1A des GNAS-Lokus liegt (s.
Abb. 3.1), konnten geringe DNA-Methylierungsunterschiede zwischen gesunden und er-
krankten Zwillingen festgestellt werden (s. Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: GNAS 1A1 Vergleich der CpG Positionen 1-10 von gesunden und kranken Zwillingen sowie
schilddriisengesunden Kontrollen

n=6 (Zwillinge mit CH), n= 6 (gesunde Zwillinge), n=12 (schilddriisengesunde Kontrollen 1-12); CH steht
fur kongenitale Hypothyreose, pos.1-10 fur die untersuchten CG-Positionen im jeweiligen DNA-Abschnitt
(s. Abb. 2.2)

Einige der an kongenitaler Hypothyreose erkrankten Zwillinge zeigen eine hohere DNA-
Methylierung als die ihrer gesunden Geschwister. Der deutlichste Unterschied ist an Po-
sition 8 zu erkennen. Aul3erdem l&sst sich veranschaulichen, dass zwei Drittel der er-
krankten Zwillinge auf3erhalb des Bereiches der DNA-Methylierungsschwankungen der
gesunden Kontrollen und der gesunden Zwillinge liegen. Darauf basierend werden in

Abb. 3.9 noch einmal die DNA-Methylierungen der einzelnen Paare betrachtet.
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Abb. 3.9: Vergleich der erkrankten Zwillinge mit ihrer genetisch identischen Kontrolle an allen CG-
Positionen von GNAS1A1 sowie mit den Mittelwerten der schilddrisengesunden Kontrollen 1-12

Wahrend die Zwillingspaare 1-3 bis auf Position 8 kaum merkliche Unterschiede in ihren

DNA-Methylierungsmustern aufweisen, erkennt man bei den Zwillingspaaren 4-6 Diffe-

renzen von bis zu 10%. Auffallig ist au3erdem, dass Position 8 sowohl bei den gesun-

den als auch den erkrankten Zwillingen und den Kontrollen deutlich hoher methyliert ist

als die benachbarten Positionen. Auch ist an dieser Stelle bei Zwillingspaar 1 und 3

eine groRere Differenz als bei den restlichen Positionen zu erkennen. Die Mittelwerte

der Kontrollen weisen ahnliche Methylierungslevel wie die gesunden Zwillinge auf.
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3.4 GNAS1AZ2 bei diskordanten monozygoten Zwillingen
Das zweite untersuchte Fragment liegt, wie in Abb. 3.1 dargestellt, zwischen Exon 1A
und dem ersten Exon des fur die Gsa-Untereinheit codierenden GNAS-Gens.

50 -
40 4 ®
°® .. esunde Zwillinge

s e =T g
30 e ¢ % 82 % ob

oy f; P : ® . : ( N |

¢ B

20 4
10 -
0

N s k6 6 A D B0

(P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘ (P‘J‘Qo%.

Abb. 3.10: GNAS 1A2 Vergleich der CpG Positionen 1-10 von gesunden und kranken Zwillingen
n=6 (Zwillinge mit CH), n= 6 (gesunde Zwillinge), h=12 (schilddriisengesunde Kontrollen 1-12); CH steht

fur kongenitale Hypothyreose, pos.1-10 fur die untersuchten CG-Positionen im jeweiligen DNA-Abschnitt
(s. Abb. 2.2)

Anders als bei der ersten Lokalisation, weisen die zu vergleichenden Gruppen bei
GNAS1A2 keine nennenswerten Unterschiede auf. Dies &ndert sich auch bei der Be-
trachtung der einzelnen Paare in Abb. 3.11 nicht. Auffallig ist jedoch, dass die gesunden

Kontrollen niedrigere Methylierungslevel aufweisen als die diskordanten Zwillinge.
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Abb. 3.11: Vergleich der erkrankten Zwillinge mit ihrer genetisch identischen Kontrolle an allen
CG-Positionen von GNAS1A2 sowie mit den Mittelwerten der schilddrisengesunden Kontrollen 1-
12

Abb. 3.11 zeigt, dass die Zwillingspaare in Bezug auf das Methylierungsmuster in
GNAS1AZ2 recht homogen sind. Diese weisen nur leichte Schwankungen auf: So sind
die erkrankten Zwillinge im Gegensatz zu ihren gesunden Geschwistern mal hyperme-
thyliert (Zwillingspaare 3 und 5), mal hypomethyliert (Zwillingspaar 1). Wie bereits in
Abb. 3.10 gesehen, fallt auch hier die niedrigere Methylierung der schilddriisengesun-

den Kontrollen auf.
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Schaut man sich nun die letzte CG-Position in Abb. 3.12 genauer an, bei der die grofi3-
ten Differenzen zwischen den Zwillingspaaren zu sehen sind, lasst sich erkennen, dass
grof3e Schwankungen um 10% nicht nur unter den Zwillingen sondern auch bei gesun-

den Kontrollen auftreten.
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Abb. 3.12: Vergleich der Zwillingspaare und gesunden Kontrollen an Position 10 GNAS1A2
n=6 (gesunde Zwillinge), n=6 (CH-Zwillinge), n=12 (schilddriisengesunde Kontrollen)

Auffallend ist auch hier, dass die schilddrisengesunden Kontrollen im Durchschnitt 6%

niedriger methyliert sind als die Zwillingspaare.
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4 Diskussion

Die priméare kongenitale Hypothyreose ist mit einer Inzidenz von 1:4000 — 1:3000 die
haufigste angeborene endokrine Stérung. Eine Entwicklungsstorung der Schilddruse, die
Schilddriisendysgenesie, tritt mit 80 — 85% am haufigsten als Ursache der angeborenen
Schilddriisenunterfunktion auf. Die molekulare Ursache der Schilddriisendysgenesien ist
bis heute in etwa 95% der Falle ungeklart (Castanet et al., 2010).

Epigenetische Konzepte als Erklarung der Erkrankung kommen in Frage, weil die Schild-
drisendysgenesie sporadisch und von Jahreszeiten unabhéngig auftritt und eineiige
Zwillinge hinsichtlich der Erkrankung regelhaft als diskordant beschrieben werden (Azam
et al., 2012; Kuhnen et al., 2009; Perry et al., 2002; Warkany und Selkirk, 1955).
DNA-Methylierungsdefekte als epigenetische Modifikation wurden bereits als Ursache fir
Organmalformationen beschrieben, so zum Beispiel bei diskordanten Zwillingen mit Kau-
daduplikation (Oates et al., 2006).

Die in der Arbeit untersuchten sechs monozygoten Zwillingspaare sind hinsichtlich der
Schilddriisendysgenesie und der damit einhergehenden Schilddrisenunterfunktion
ebenfalls diskordant. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, DNA-Methylierungs-
defekte als Ursache fur die Schilddriisendysgenesie der diskordanten monozygoten Zwil-
linge zu beschreiben.

Auf Grundlage eines 2015 publizierten Fallberichts (Romanet et al.), der DNA-Methylie-
rungsdefekte auf dem GNAS-Gen mit einer Schilddrisenunterfunktion in Verbindung
bringen konnte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass DNA-Methylierungsdefekte des
GNAS-Gens zu Diskordanz bei monozygoten Zwillingen mit Schilddrisendysgenesie fuih-
ren kdnnen. Es wurden deshalb zwei Abschnitte des GNAS-Gens bei den sechs monozy-
goten und diskordanten Zwillingen untersucht. Genutzt wurde dafur die Pyrosequenzie-

rung von Bisulfit-umgewandelter DNA (s.Kapitel 2).

4.1 Diskussion der gewéhlten Region

Defekte des hier untersuchten Genlokus GNAS wurden bis heute nur im Zusammenhang
mit Resistenzen gegen das Parathormon (kurz: PTH) in Verbindung gebracht, dem so-
genannten Pseudohypoparathyreoidismus (s. 1.4). Damit einhergehend kénnen unter an-
derem auch Resistenzen gegen den TSH-Rezeptors vorliegen (Kelsey, 2010). Auch der
Fall von Romanet et al. (2015) beschreibt eine angeborene Hypothyreose nur mit einem

damit einhergehenden PHPIb und so einer zusatzlichen PTH-Resistenz. Bei den in der



41 | Diskussion

Arbeit untersuchten diskordanten monozygoten Zwillingen mit Schilddriisendysgenesie
ist keine PTH-Resistenz nachweisbar. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass DNA-
Methylierungsdefekte, die in der Region Exon 1A und im GNAS-Promoter auftreten, zu
einer alleinigen TSH-Resistenz fihren kdnnen. Dies erscheint zunéchst unwahrschein-
lich, da GNAS fiur das Gsa-Protein, einer Untereinheit von Gs-Proteinen, kodiert (Levine
et al., 1980). Dieses Protein spielt eine Rolle bei vielen G-Protein-gekoppelten Signalwe-
gen und erhéht unter anderem bei Aktivierung den second messenger cAMP. Besonders
anfallig auf Defekte im GNAS-Lokus sind die Organe, in denen GNAS monoallelisch ex-
primiert wird: der vordere Hypophysenlappen, die Schilddriise und das Ovar (s. Tabelle
1). In diesen Geweben kdnnen Defekte auf dem aktiven Allel nicht durch das zweite, in
dem Fall inaktive, Allel ausgeglichen werden. Da die Schilddrisenentwicklung besonders
vulnerabel auf cAMP-Schwankungen reagiert (Nguyen et al., 2000), ist es moglich, dass
bereits geringe DNA-Methylierungsdefekte zu einer Schilddrisendysgenesie, nicht aber
zu sichtbaren phanotypischen Verdnderungen bei anderen G-Protein gekoppelten Me-
chanismen fiihren. Die bisher vertffentlichten Falle von PHP mit einhergehender, milder
TSH-Resistenz haben gemeinsam, dass sie veranderte Methylierungen im Exon 1A des
GNAS-Lokus aufweisen (Liu et al., 2003; Mantovani et al., 2007). Auch im (2015) von
Romanet et al. publizierten Fallbericht ist diese Region mit betroffen. Deshalb ist die Re-
gion im Exon 1A des GNAS-Lokus der Haupt-Kandidat fir mdgliche Methylierungsde-
fekte. Ebenfalls untersucht wurden CG-Positionen in der Promoterregion von Exon 1 des
GNAS-Gens. Es ist vorstellbar, dass bei Defekten im methylierten Exon 1A ebenfalls De-
fekte in der sich 3‘ von Exon 1A befindenden schwach methylierten Promoterregion des
Exon 1 gefunden werden kénnen. Deshalb ist auch die Wahl dieser zweiten Region be-

rechtigt.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Etablierung der Methode

Wie in Abb. 3.2 zu sehen ist, konnte ein Amplifikationsprodukt der zu untersuchenden
Bisulfit-DNA immer nur gemeinsam mit einem zweiten, kleineren Produkt nachgewiesen
werden. Das zweite Produkt hat eine Lange von etwas weniger als 100 bp, wie auf der
Referenz-DNA-Leiter abzulesen ist. Deshalb stellt dieses Produkt vermutlich aneinander-
bindende Vorwarts- und Ruckwartsprimer dar. Die Entstehung des Produkts lie3 sich

auch nicht mit niedrigeren Primerkonzentrationen in der Reaktion vermeiden. Dadurch
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lasst sich vermuten, dass die Bindung der in der Arbeit genutzten Primer immer noch
recht schwach ist.

Durch die bisulfitumgewandelte DNA sind Poly(dT)-Abschnitte entstanden. Das bedeutet,
dass an vielen Stellen des GNAS-Lokus mehrere Thyminbasen (Beispiel in Abb. 4.1)
aufeinander folgen. Dies erschwert die Suche nach spezifisch bindenden Primern. Die
schlechte Primerbindung fuhrte vermutlich zu der erschwerten DNA-Amplifizierung mit-
tels PCR, was Aufreinigungsschritte und insgesamt 60 PCR-Zyklen nétig machte (s. 3.1).
Weil Ergebnisse durch eine so hohe Anzahl an Zyklen héaufig verfalscht werden, fand
eine pyrosequenzier-gestitze Kontrolle der Ergebnisse nach den ersten 40 Zyklen und
den darauffolgenden 20 Zyklen statt.

Da die Bindung der Primer in GNAS1A2 etwas starker zu erreichen war als in GNAS1A1,
war es moglich, einen Vergleich von einer PCR mit 40 Zyklen und anschlieRenden 20
Zyklen mit dem daraus aufgereinigten Produkt durchzufuhren.

Die daraus entstandenen Ergebnisse zeigen, dass die Methylierungsangaben der 2.PCR
(40+20 Zyklen) (s. Abb. 3.4) prozentual 5% unter denen der 1.PCR (40 Zyklen) liegen.
Aulerdem ist die Streuung nach 40 Zyklen héher als nach 40+20. Dies ist auch bei Be-
trachtung der einzelnen CpG-Positionen in Abb. 3.5 sichtbar. Die Methylierungsmuster
nach 40+20 Zyklen sind zwar 5-10% niedriger, aber &hneln sich. Auf3erdem ist das Me-
thylierungsmuster in allen Proben stabil und die Werte sind in voneinander unabhangigen
PCRs und Pyrosequenzierungen reproduzierbar. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass Aufreinigungsschritte und weitere PCR Zyklen die generierten Ergebnisse
nicht wesentlich verfalschen.

Diese Aussage wurde auch auf den analysierten Abschnitt GNAS1A1 tbertragen. Es ist
gut mdglich, dass sich GNAS1AL1 ahnlich verhalt wie GNAS1A2. Dies ist vor allem wegen
der hier ebenfalls stabilen Methylierungspattern in allen Proben von GNAS1A1 wahr-
scheinlich. Die Werte konnten in allen Kontrolllaufen mit unabhéngigen PCRs und Auf-
reinigungsschritten reproduziert werden. Dennoch héatte eine Kontrolle wie bei GNAS1A2
zur Etablierung der Region stattfinden sollen. Dies war durch die unspezifische Primer-

bindung nicht méglich.

4.2.2 Pyrosequenzierung von bisulfitumgewandelter DNA
Pyrosequenzierung ist eine zuverlassige Methode fur eine prazise quantitative Analyse

von DNA-Methylierungen. Durch die geringe Leseweite von maximal 100 bp pro Sequen-
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zierprimer ist es jedoch sehr aufwendig, grof3e Teile der DNA-Methylierungen zu analy-
sieren (Mashayekhi und Ronaghi, 2007). In den untersuchten DNA-Abschnitten konnten
qualitative Pyrogramme nur bei den ersten zehn CG-Positionen und so ca. 50bp erzielt
werden.

Bei der Pyrosequenzierung ist nur bei drei oder vier gleichen aufeinanderfolgenden Nuk-
leotiden eine strikte Korrelation zwischen Lichtsignal und Menge an eingebautem Nukle-
otid zu erwarten. Ab einer Lange von funf Thymidinen ist eine zuverlassige Quantifizie-
rung von darauf folgenden DNA-Methylierungsstellen also nicht mehr gegeben
(Lehmann, 2008). Dies erklart auch die geringe Leseweite in den untersuchten Regionen.
Durch diese Limitationen konnten nur wenige CpG-Positionen (insgesamt 20) im GNAS-

Lokus analysiert werden.

4.2.3 Leukozyten-DNA

Die in der Arbeit untersuchten DNA-Proben wurden ausschliel3lich aus Leukozyten ge-
wonnen. Es wurden Fehler in der DNA-Methylierung beschrieben, die sich in allen drei
Keimblattern wiederspiegeln (Tufarelli et al., 2003).

Bei der Schilddriisendysgenesie handelt es sich um einen Entwicklungsdefekt der ersten
Wochen in der Embryonalentwicklung. Deshalb wird davon ausgegangen, dass DNA-
Methylierungsdefekte, die einen Einfluss darauf haben, schon vor der Ausdifferenzierung
der drei Keimblatter entstanden sein missen.

Daraus wird geschlossen, dass diese Defekte sich in allen drei Keimblattern und ihren
Derivaten wiederspiegeln und so in Leukozyten genauso wie in Schilddriisengewebe
nachweisbar sein mussten.

Der GNAS-Lokus ist gewebsspezifisch imprinted und das Gsa-Transkript wird in Hypo-
physe, Schilddrise und Ovar maternal exprimiert (Germain-Lee et al., 2002; Hayward et
al., 2001; Mantovani et al., 2004). Klenke et al. fanden in einer Studie (2011) jedoch her-
aus, dass auch eine Linie von Vorlauferzellen von Leukozyten, die Lymphoblasten, im-
printed sind, maternal exprimiert werden und somit mdglicherweise ahnliche DNA-Methy-
lierungsmuster aufweisen wie die Schilddriisen-DNA. Die DNA-Methylierungsmuster der
Leukozyten-DNA sollten jedoch in weiteren Untersuchungen mit dem Muster von Schild-

drisen-DNA gleicher Individuen verglichen werden.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.2 Methylierungspattern bei Schilddriisengesunden

Der untersuchte Abschnitt GNAS1A1 liegt im Bereich der codierenden Sequenz des Exon
1A (auch Exon A/B genannt) des GNAS-Genlokus, der Abschnitt GNAS1A2 in der 3
folgenden Promoterregion des alternativen Exon 1 des GNAS (s. Abb. 3.1 und Abb. 4.1).

BRGAGTEETCEGGTTEEGGATAAGGTAGGGGEGTTEECGEET

ATTTTTTAATTTTTTTTTTTTTITITTTTTTAT TGGEET GTTTAAGAGTTAAATTAAGGAGEETTTGAGE
GTAAATAGATTTTTGTTATIEGEETTTTTGTATTTTTTTTTTTGAGTTGATATTTITTGGTGTTTTTTGG
TTTTT.TTGTTGTTGGGTGTTTTTTGGTTTGTTTTTGTTTTTTTTT.TTTGTTTATTTTTTTTGI

TAARTTTTTAGGTAGTTAGTTTAGTAGTT GTTEBGGTAGT T GGTAG

G.GGAAT TAGTTAAGTTTTT AlgA GGGGTIGGTA&AGG&GGGGTAAGT

AGGGAGTT GGTTAG GTTTTT GGTGGT GGTTATTATGTTGRAGATGGTTATGA

AGTTTAARGTTEG G GAAGAAGAEEG TTGTEBAGGTGGTTGTEGALGT
:TTGGT

TGEBG GTT GAGAg?T TEEEEGAACAGEBGGGATTTERAG
TTTTT

AAGTT GAATTTTAAGAATT G GGAG
GTAAGAAGTT.AGAAGAAGTTGTTGGAGTAGAGG.AAAGGAGGAGAAGAAGAAGGAGAAGGAGAGGAA
GAAGATGGAGAAGATGTTGAAGAAGAAGAAGRAAGARGGTGTTAGARAGTTTAG GAGGAGGTT.AT GTTTT

GAGGTEETEETCETEECE 6T EETCEAEER08AEEACCCEETEEACCACCERTEETERCCCCEETCR

GTTTTTAATAGATAAGGAGT

Abb. 4.1: Die untersuchten Genabschnitte GNAS1A1 und GNAS1A2 in ihrer Beziehung zu Exon 1A

Exon 1A ist lila umrahmt, die untersuchten Regionen rot markiert. GNAS1A1 ist 46bp und GNAS1A2 58bp
lang. Die CG-Positionen der Region sind grin hinterlegt.

Es gibt wenig veroffentlichte Daten zur quantitativen Methylierung der Exon 1A DMR im
Menschen. Publizierte, mit Pyrosequenzierung produzierte Daten zu Exon 1A geben in
dieser Region eine Methylierung von gesunden Menschen um die 50% an (Elli et al.,
2014; Romanet et al., 2015). Zu den CG-Positionen 3’ des Exon 1A gibt es bis heute
noch keine veroffentlichten quantitativen Daten von Menschen. Kelsey hat (2010; 2013)
in Mausmodellen zeigen kénnen, dass die Promoterregion des GNAS-Gens 3’ des Exon
1A und 5’ des Exon 1 des GNAS-Gens eher schwach bis gar nicht methyliert ist (s. Abb.
4.2). Auch wenn der Genlokus sich im Aufbau und Imprinting bei Maus und Mensch sehr
ahnelt, ist nicht bekannt, wie stark die Methylierungsdaten von Mausen und Menschen in
dieser Region korrelieren.
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Abb. 4.2: Gnas-Methylierung in Oozyten, Spermien und Blastozysten von Mausen aus Kelsey und
Feil (2013)

Die Abbildung veranschaulicht die Methylierung von Ooyzten, Spermien und Blastozysten von Mausen im
imprinteten Gnas-Lokus. Der obere Balken veranschaulicht die Lokalisation der CpG-Inseln und DMRs im
Lokus in Korrelation mit den einzelnen Transkripten und alternativen Exons. Die Lokalisationen der CpG-
Inseln sind als offene Boxen darunter aufgefihrt. Der Balken ,CpG density“ zeigt die Dichte an auftretenden
CG-Positionen an. Darunter werden die durch genomweite Bisulfitsequenzierung gewonnenen Methylie-
rungslevel von Wildtypoozyten, Dnmt3L-/-Oozyten, Spermien und Blastozysten angegeben. Jeder Punkt
steht fur das durchschnittliche Methylierungslevel einer einzelnen CG-Position. Die DMRs Nespas/Gnasx
und Exon 1A sind pink markiert. Wie erwartet sind die DMRs in Spermien unmethyliert, in Oozyten methy-
liert und haben intermediare Methylierungslevel in Blastozysten-DNA. Die CG-Insel des Gnas-Promoters
(hier: GnasCGl) stellt sich in allen Proben als unmethyliert dar. DNMT3L ist eine DNA-Methyltransferase,
die, wie in der Abbildung zu erkennen, essenziell fir die Methylierungsprozesse ist. Bei Abwesenheit (s.
Dnmt3L-/-Oozyten) kann keine Methylierung in Oozyten stattfinden.

Anders als in den Publikationen Ellis und Romanets (2014; 2015) wurde das Methylie-
rungspattern bei Schilddriisengesunden in der Region GNAS1A1 bei Werten um die 30%
Methylierung gefunden (s. Abb. 3.6.). Die Werte liegen nach 40+20 PCR-Zyklen vermut-
lich um etwa 5% niedriger vor (s. 3.1). Doch auch unter Bertcksichtigung dessen unter-
scheiden sich die Werte noch um etwa 15% von den publizierten Methylierungsleveln der
Exon 1A DMR. Es sollte bedacht werden, dass in den vorliegenden Ergebnissen eine
Streuung der schilddriisengesunden Kontrollen von beinahe 10% zu beobachten ist. Es
mussten in weiteren Arbeiten Methylierungspattern von grof3eren Kontrollgruppen erstellt

werden, um diese Werte sicher einordnen zu kénnen.
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In der Literatur sind zu den hier untersuchten CG-Positionen keine quantitativen Daten
von gesunden Menschen zu finden. In Kelseys Mausmodell (s. Abb. 4.2) ist jedoch zu
sehen, dass Methylierungswerte in Blastozysten sich im Mittel ebenfalls unterhalb der

50% anordnen.

Die zu Exon 1A publizierten Werte von Elli et al. (2014) geben die Methylierungwerte von
funf CG-Positionen im Bereich chr 20:57,463,553-57,463,848 an, die weiter 5’ der Exon
1A DMR lokalisiert sind als der in dieser Arbeit untersuchte Abschnit GNAS1A1l.

In der Region GNAS1A1 wurden die CG-Positionen am 3° Ende des Exon 1A an chr
20:57,464,343-57,464,388 untersucht. Deshalb ist eine mdgliche Erklarung, dass die Me-
thylierung an diesem Ubergang vom stark methylierten Exon 1A zur schwach methylier-

ten Promoterregion schon unterhalb des Methylierungslevels von 50% liegt.

Im Mausmodell Kelseys (s. Abb. 4.2) ist 3’ zu Exon 1A und 5’ zum ersten Exon des GNAS-
Gens ein starker Abfall der Methylierung bis hin zur Demethylierung in allen Proben zu
erkennen. Die Region GNAS1A2 zeigt im Methylierungspattern von Schilddriisengesun-
den jedoch Werte um die 20%.

Die quantitative Methylierung der gesamten Promoterregion vor Exon 1 wurde beim Men-
schen bis heute noch nicht veréffentlicht. Im Rahmen des ENCODE-Projekts (ENCODE:
Encyclopedia of DNA Elements), das vom National Human Genome Research Institute
(kurz: NHGRI) 2007 gegrundet wurde, wurden jedoch die ersten drei der hier untersuch-
ten CG-Positionen mittels Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) und In-
finium Human Methylation 450 platform untersucht. Beide Methoden sind genomweite
Bisulfitsequenziermethoden, mit der in den untersuchten Regionen zwischen nicht me-
thylierten und methylierten Cytosinen unterschieden werden kann. Es wird ein Uberblick
des Methyloms erstellt aber nicht jede CG-Position erfasst. Untersucht wurden in diesem
Bereich unterschiedliche Zelllinien durch das Dr. Richard Myers Lab des Hudson Alpha
Instituts fir Biotechnologie, die sowohl Krebszellen als auch gesunde humane Blutzellen
umfassen. Bei den hier angegebenen ersten drei CG-Positionen in der Region GNAS1A2
an chr 20:57,464,965-57,465,020 sieht man in allen Zelllinien ebenfalls eine vorhandene

Methylierung (Myers), sodass die hier dargestellten Ergebnisse unterstitzt werden.

Die meisten Imprinting-Cluster der Maus sind mit denen des Menschen vergleichbar
(Wan und Bartolomei, 2008). Anhand der in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse ist


http://www.genome.gov/10005107
http://www.genome.gov/
http://archive.hudsonalpha.org/myers-lab
https://hudsonalpha.org/
https://hudsonalpha.org/
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aber gut vorstellbar, dass Maus und Mensch in der Promoterregion des GNAS unter-
schiedliche Methylierungen aufweisen. Dafur sprechen auch die Ergebnisse des EN-
CODE-Projekts. Doch auch in der Region GNAS1A2 sollten quantitative Methylierungs-
pattern von gréf3eren Kontrollgruppen erstellt werden, um diese Aussage verifizieren zu

kdnnen.

4.3.3 GNAS1Al

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass relevante DNA-Methylierungsunter-
schiede (z.B. 50% Differenz) zwischen gesunden und erkrankten Zwillingen im Bereich
der untersuchten Regionen nachgewiesen werden kdnnen. Diese Annahme konnte mit
den Ergebnissen nicht bestatigt werden.

Die erkrankten Zwillinge 4, 5 und 6 in GNAS1A1 zeigen eine geringe Hypermethylierung
von bis zu 10% (s. Abb. 3.9) an allen Positionen im Vergleich zu ihren gesunden Ge-
schwistern. Diese Differenzen sind damit deutlich geringer als solche, die sonst mit Er-
krankungen in Verbindung gebracht werden konnten. So sind die Differenzen im von Ro-
manet et al. (2015) beschriebenen Fall zwischen der Patientin und gesunden Kontrollen
bei etwa 40%.

In den Abbildungen Abb. 3.6 und Abb. 3.8 ist zu erkennen, dass die Streuung der Methy-
lierungslevel mit steigender Gruppenanzahl zunimmt. Wéren die Gruppen der Zwillinge
grof3er, ist vorstellbar, dass sich auch die Werte gesunder Zwillinge ahnlich verhalten,
wie in den Paaren 4, 5 und 6. Deshalb ist als Erklarung fir den gefundenen Methylie-
rungsunterschied ein zufalliges Auftreten von Methylierungsdifferenzen in den drei ge-
nannten Zwillingspaaren als wahrscheinlich anzunehmen. Um diese zufélligen Unter-
schiede auszuschliel3en bzw. zu bestatigen, misste in einer grof3eren Gruppe von mo-
nozygoten Zwillingen die Variabilitdt der Methylierung an diesen Positionen untersucht
werden.

Auch wenn die Daten in zwei voneinander unabhéngigen Versuchen reproduziert werden
konnten, sind Methodikfehler, die zu solchen Differenzen flihren ebenfalls als mégliche
Ursache der Unterschiede nicht auszuschliel3en. Auffallend ist, dass die DNA-Proben der
drei sich unterscheidenden Zwillingspaare diejenigen sind, die nicht innerhalb der Charité
generiert, sondern eingeschickt wurden. Es sollte kontrolliert werden, wie stabil die Me-
thylierungsmuster an diesen Positionen in Abhangigkeit von der DNA-Aufbereitung sind.

Dabei sollte auch beriicksichtigt werden, ob die Muster sich durch Probenversand und
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durch unterschiedliche Lagerung verandern kdnnen. Ebenfalls sollte untersucht werden,
ob die Zeit zwischen Entnahme des Blutes und Umwandlung zu DNA eine Rolle spielt.
Falls nachgewiesen werden sollte, dass die Methylierungsunterschiede in den drei Zwil-
lingspaaren unabhangig von den hier diskutierten Einflussfaktoren unveréandert bleiben,
mussen weitere Studien folgen, um deren Relevanz fur die Pathogenese der Schilddru-
senstdrung nachzuweisen. Hierfir musste z.B. in weiteren diskordanten Zwillingsparen
mit kongenitaler Hypothyreose nach diesem Unterschied gesucht werden.
DNA-Methylierungen werden mit einer inaktiven Genexpression in Verbindung gebracht.
Das konnte dafur sprechen, dass die Funktion von Exon 1A bei schon gering erhthten
Methylierungsleveln eingeschrankt ist.

Geht man davon aus, dass die Hypermethylierungen einen pathogenetischen Wert ha-
ben, muss zunéachst die Funktion von Exon 1A naher beleuchtet werden.

Die Expression mit Verwendung des Exon 1A fuhrt zu einem alternativen Transkript des
GNAS-Lokus, das ausschliel3lich vom paternalen Allel exprimiert wird. Da Exon 1A kein
Codon fur den Translationsstart aufweist, scheint sein Transkript nicht fur ein Protein zu
kodieren (s. Abb. 4.3). Es wirkt so, als spiele es vor allem eine Rolle in der Imprinting-
Kontrolle des Genlokus als DMR (s. 1.4; (Kelsey, 2010).

GNAS
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-—--- 4+ 4+ ----
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Abb. 4.3: Schema des GNAS-Genlokus nach Kelsey (2010)

Die Eigenschaften des mutterlichen Allels sind oberhalb und die des patenalen Allels unterhalb der Linie
dargestellt. Die DMRs sind mit ,---” fur das unmethylierte und ,+++” fir das methylierte Allel gekennzeich-
net. Codierende Exons werden grau dargestellt und nichtcodierende Exons oder Regionen weil3. Aus
Griinden der Einfachheit sind Exons 3-12 und kleinere alternativ geplicte Exons ausgelassen. Die Spli-
cingmuster sind mit den hellgrauen Linien dargestellt. Nicht alle Splicingablaufe des NESPAS-Tranks-
kripts sind dargestellt. Die Pfeile zeigen den Trankskriptionsstart in der jeweiligen Transkriptonsrichtung
an. Das Schema ist nicht maf3stabsgerecht.



49 | Diskussion

In der Literatur wurde in der Exon 1A DMR bis heute nur ein ,Loss of methylation® (LOM),
eine Hypomethylierung, beschrieben (Jan de Beur et al., 2003; Liu et al., 2000; Maupetit-
Mehouas et al., 2011).

Es wird davon ausgegangen, dass ein LOM mit einer fehlenden Aktivitat von der Gsa-
Untereinheit des Gs-Proteins einhergeht und so Hormonresistenzen gegen PTH oder
auch TSH entstehen kdnnen. Jedoch ist bis heute der funktionelle Zusammenhang zwi-
schen Exon 1A und GNAS nicht ganzlich verstanden (Tafaj und Juppner, 2017). Der be-
schriebene LOM ist das Gegenteil der in dieser Arbeit méglicherweise gefundenen Hy-
permethylierung, eines ,Gain of methylation“ (GOM).

Im Mausexperiment wurde bei einer Repression des paternalen Allels bei Exon 1A eine
gleichzeitige Derepression des Gnas-Promoters bewirkt (Williamson et al., 2004).

Setzt man eine Repression nun mit einer Hypermethylierung des paternalen Allels gleich,
so kann davon ausgegangen werden, dass auch bei den erkrankten Zwillingen eine Dere-
pression des GNAS-Promotors folgt. Dies wiirde mit einer verstarkten Expression des
GNAS-Transkripts einhergehen. Es wird nicht ausgeschlossen, dass eine DNA-Methyl-
ierungsanderung in dieser Region ebenfalls mit einer Infunktionalitat des G-Proteins ein-
hergehen konnte. Ob eine Hypermethylierung in dieser Region Uberhaupt zu einer feh-
lenden Aktivitat der Gsa-Untereinheit des Gs-Proteins und damit des TSH-Rezeptors fih-
ren konnte, kann erst ganzlich geklart werden, wenn ein besseres Verstandnis fur die
Funktion von Exon 1A erlangt wurde. Dass geringe Methylierungsdifferenzen von 10%
zu einem derart stark ausgepragten Phanotyp wie einer Schilddrisendysgenesie fihren
kénnen, wurde bis heute jedoch in der Literatur nicht beschrieben. Dies macht die Hypo-
these, den geringen Hypermethylierungen einen pathologischen Wert zuzuschreiben, e-

her unwahrscheinlich.

4.3.4 GNAS1A2

Die zweite untersuchte Region GNAS1A2 liegt 5’ zu Exon 1 des GNAS-Gens und einige
Basenpaare 3’ zu Exon 1A und der Region GNAS1Al (s. Abb. 3.1 und Abb. 4.1). Es
konnten keine Unterschiede in dieser Region bei den diskordanten Zwillingen festgestellt
werden (s. Abb. 3.10 und Abb. 3.11).

Auffallend in den Ergebnissen der Region GNAS1A?2 ist, dass die gesunden Kontrollen
insgesamt schwacher methyliert sind als die monozygoten Zwillinge. Da jedoch die ge-

sunden Zwillinge ebenfalls hoher methyliert sind als die schilddriisengesunden Kontrollen
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(s. Abb. 3.10, Abb. 3.11, Abb. 3.12), lasst sich daraus kein pathogenetischer Zusammen-
hang zur Schilddrisendysgenesie herstellen. In Abb. 3.5 sieht man, dass bei Kontrollen
mit anderen schilddriisengesunden Individuen die Mehrzahl &hnliche Werte aufweist wie
die Kontrollen in Abb. 3.10 mit anderen Proben. Ebenfalls sichtbar sind jedoch Ausreil3er
an den Positionen 5, 6, 9 und 10. Dies lasst vermuten, dass die Ergebnisse eher zufallig
zustande gekommen sind und in gréReren Kohorten keine Unterschiede zwischen Kon-
trollen und Zwillingen mehr sichtbar wéaren. Methodikfehler, die zu diesen Ergebnissen
fuhren, sind ebenfalls nicht auszuschliel3en. Die DNA der Kontrollen wurde neu aus
EDTA-BIut gewonnen, wahrend die DNA der Zwillinge zu einem weit friheren Zeitpunkt
und mit anderen Methoden generiert wurde. Ebenfalls wurde die DNA der Kontrollen und
Zwillinge nicht zum selben Zeitpunkt bisulfit-umgewandelt. Dies birgt eine weitere mogli-
che Fehlerguelle. Wie bereits fir die Region GNAS1AL1 (s. 4.3.3) beschrieben, sollte auch
hier Uberprift werden, wie stabil die Methylierungsmuster bei unterschiedlicher Behand-
lung der DNA bleiben.

Eine Hypothese der Arbeit war, dass Methylierungsdefekte sowohl in der stark methylier-
ten Region des Exon 1A, als auch in der 3’ dazu liegenden Promoterregion des GNAS
Exon 1 vorliegen. Zwar wurden bei drei Zwillingspaaren Methylierungsunterschiede in
GNAS1A1 gefunden, jedoch keine Auffalligkeiten in GNAS1A2. Geht man von der Hypo-
these aus, dass eine Repression von Exon 1A zu einer Derepression des GNAS Exon 1-
Promoters fuhrt (s. 4.3.3), ware eine schwachere Methylierung in den Zwillingspaaren 4,5
und 6 gegeniber ihren gesunden Geschwistern zu erwarten. Dies ist nicht der Fall. Das
spricht ebenfalls dafur, dass den gefundenen Differenzen in GNAS1A1 kein pathologi-

scher Wert zuzuschreiben ist.

4.4 Weiteres Vorgehen

Die zentrale Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass ein epigenetischer Defekt auf
dem GNAS-Gen zu einer Diskordanz bei monozygoten Zwillingen mit Schilddrisendys-
genesie fuhren kann. Daftir wurden zwei Regionen untersucht. Eine der Regionen befin-
det sich im bereits mit TSH-Resistenzen in Zusammenhang gebrachten Bereich der Exon
1A DMR. Die weitere Region ist im 3‘ dazu liegenden Promoterbereich des Exon 1 von
GNAS lokalisiert. In beiden Regionen konnten keine Unterschiede gefunden werden, die

die Entstehung der Erkrankung mit einer hohen Wahrscheinlichkeit erklaren.
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Trotzdem kdénnen DNA-Methylierungsdefekte im GNAS-Genlokus zu Defekten des Gs-
Protein gekoppelten TSH-Rezeptors und somit zu Entwicklungsdefekten der Schilddrise
fuhren. Es wurde mittels Pyrosequenzierung nur ein kleiner Abschnitt von insgesamt
zwanzig CpG-Positionen untersucht. Deshalb ist nicht auszuschlie3en, dass Methylie-
rungsdefekte in der Promoterregion bei den Zwillingen vorliegen.

In einer 2012 von (Kuhnen et al.) vero6ffentlichten Studie wurden Methylierungsdefekte in
POMC am Ubergang einer stark methylierten Region zu einer schwach methylierten Re-
gion beschrieben. Die 3' an die methylierte Exon 1A DMR angrenzende Promoterregion
ist schwach methyliert. Es kbnnte demnach vielversprechend sein, in diesem vulnerablen
Ubergang nach Methylierungsdifferenzen zwischen den diskordanten Zwillingen zu su-
chen. Mittels Pyrosequenzierung ist dies jedoch erschwert, da in der Region viele aufei-
nanderfolgende Thyminbasen vorliegen (s. Abb. 4.1).

Auch weitere Untersuchungen sollten folgen, um die Rolle von GNAS bei der Entstehung
der angeborenen Schilddriisenunterfunktion einzuordnen und verstehen zu kénnen. Da-
bei sollte die Region des Exon 1A und des 3‘ dazu liegenden Promoterbereiches des
Exon 1 moglichst groRRflachig quantitativ untersucht werden. Sollten dabei Differenzen
zwischen den gesunden und monozygoten Zwillingen auftreten, missen diese ebenfalls
in gesunden monozygoten Zwillingen untersucht werden, um zu sehen, ob diese Varia-
bilitdit auch bei gesunden Zwillingspaaren auftritt. Dies gilt ebenfalls fir die Region
GNASI1A1, in der geringe Unterschiede bei drei Zwillingspaaren gefunden werden konn-
ten. Im Anschluss sollten DNA-Methylierungen von gréfl3eren Kohorten an CH-Patienten
sowie gesunden Kontrollen untersucht und Differenzen auf Signifikanz geprift werden.
Sollten sich dort signifikante Unterschiede zwischen Gesunden und Erkrankten zeigen,
missten weitere Untersuchungen folgen, um die DNA-Methylierungsdefekte an dieser
Position und eine defekte Schilddrisenentwicklung in Zusammenhang bringen zu kon-

nen.

Zudem sollte bertcksichtigt werden, dass auch Modifikationen anderer Gene fur die Pa-
thogenese der Schilddrisendysgenesie in Frage kommen. So zum Beispiel die Kandida-
tengene TSHR, TTF1, TTF2, PAX8, und GLIS-3 (s. 1.1.3). Auch ein Zusammenspiel von
DNA-Methylierungsdefekten unterschiedlicher Genloki wére vorstellbar. Die DNA der mo-
nozygoten Zwillinge sollte also mit epigenomweiten Methoden wie RRBS oder post-bisul-
fite adaptor Tagging (pBAT) analysiert werden, einer weiteren Methode, die in der Lage

ist, die DNA methylomweit zu untersuchen (Smallwood et al., 2014).
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Falls mittels dieser Methoden keine klaren Unterschiede in den genannten Kandidaten-
genen zu erkennen sein sollten, waren auch Epigenomweite Untersuchungen denkbar.
In solchen Studien kénnten die DNA-Methylierungen des gesamten Epigenoms von Pa-
tienten mit Schilddriisendysgenesie mit denen Schilddrisengesunder mittels Epigenom-
weiter Assoziationsstudien (kurz: EWAS) (Xu et al., 2016) verglichen werden. Krankheits-
bilder wie Schizophrenie (Montano et al., 2016), Parkinson (Moore et al., 2014) und Pso-
riasis (Zhou et al., 2016) wurden mittels EWAS bereits untersucht. An fehlerfreien, auto-
matisierten oder besser zuganglichen Methoden, die dies ermdéglichen, wird weltweit ge-
forscht. Diese Methoden wirden die Suche nach DNA-Methylierungen als Ursache fur
komplexe Krankheitsbilder stark erleichtern.

4.5 Alternative Erklarungsansatze

Epigenetische Konzepte als molekularpathogenetische Erklarung der Schilddrisendys-
genesie kommen in Frage. Es sollten jedoch nicht nur DNA-Methylierungen im Fokus des
gesuchten Pathomechanismus stehen.

Nach Wu und Morris (2001) ist Epigenetik das Studium der Genfunktionsdnderungen, die
keine Veranderungen der DNA-Sequenz beinhalten. Diese Definition ist sehr weitlaufig.
Allein dadurch wird offenbar, wie grof3 das Feld ist, das den Pathomechanismus der in
der Arbeit untersuchten diskordanten Zwillinge erklaren kdnnte. Es bleibt anzunehmen,
dass aul3er den DNA-Methylierungen viele weitere Faktoren eine Rolle bei der Auspréa-
gung einer Schilddriisendysgenesie spielen kénnen. Alle bekannten epigenetischen Ver-
anderungen fuihren zu einer Strukturdnderung des Chromatins. Es kann entweder in einer
aktiven, aufgelockerten Form, dem Euchromatin, oder einer inaktiven, stark zusammen-
gefalteten Form, dem Heterochromatin, vorliegen. Aul3er der DNA-Methylierung, die ih-
ren Beitrag zu einer Inaktivierung leistet, sind vor allem Histonmodifizierungen daftr be-
kannt, einen starken Einfluss auf die Chromatinstruktur zu haben. So sind beispielweise
Histonacetylierungen mit Euchromatin und deshalb mit einer Genaktivierung (Brownell et
al., 1996) assoziiert. Histonmethylierungen an einem der Lysine kbnnen entweder mit
einer Geninaktivierung (Rea et al., 2000) und somit Heterochromatin oder einer Aktivie-
rung (Bernstein et al., 2006) und Euchroamtin in Verbindung gebracht werden. Auch re-
gulatorische RNAs wurden mit einer Anderung der Chromatinstruktur assoziiert (Volpe et
al., 2002). Abb. 4.4 gibt einen Uberblick Uber die bis heute bekannten epigenetischen
Mechanismen und verdeutlicht die Komplexitat der Forschung an Erkrankungen, denen

ein Defekt in einem dieser Mechanismen zugeschrieben wird.
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Abb. 4.4: Veranschaulichung der epigenetischen Komplexitéat nach Allis und Jenuwein (2016):

Da es fiir einige der Mechanismen keine einheitliche deutsche Ubersetzung gibt, wurde die englische Be-
schriftung des Originals von Allis und Jenuwein genutzt. Im Zentrum der Abbildung ist ein Chromatinfrag-
ment mit vier Nukleosomen und den wichtigsten epigenetischen Mechanismen dargestellt: Histonmodifika-
tionen (Mod), DNA-Methylierung (Me), Histonvarianten, Remodelling (gelb) und nichtcodierende RNAs
(blaue Wellenlinien). Adaptionen des Chromatins konnten mit zahlreichen Funktionen des Epigenoms in
Verbindung gebracht werden (s. Bsp. in Textboxen). Die wichtigsten Chromatinfaktoren, die diese Um-
wandlung der Chromatinstruktur zur Folge haben, sind mit abgebildet. Die in der Arbeit untersuchte Modi-
fikation ist rot umrandet. Abkirzungen: Air: antisense insulin-like growth factor 2 receptor RNA; ATRX: a-
thalassemia/mental retardation syndrome X-linked; BAF: BRG1-associated factor; DAXX: death-domain-
associated protein; CTCF: CCCTC-binding factor; DNA-me: DNA methylation; DNMT: DNA (cytosine-5)-
methyltransferase; EED: embryonic ectoderm development; ESET: ERG-associated protein with SET do-
main; EZH2: Enhancer of zeste homologue 2; H2A.X: histone H2 variant; H3K4me3: histone H3 lysine 4
trimethylation; HAT: histone acetyltransferase; HP1: heterochromatin proteinl; KMT: lysine methyltransfer-
ase; IncRNA: long non-coding RNA; MLL: mixed-lineage leukaemia; PCAF: p300/CBP-associated factor;
PRC: Polycomb repressive complex; RNAi: RNA-mediated interference; SUV39H1: Su(var)3—9 homologue
1; TAFs: TATA-box binding protein associated factors; TET: ten-eleven translocation; TFs: transcription
factors; TGS: transcriptional gene silencing; TRR: Trithorax related; Xist: X-inactive specific transcript.
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4.6 Zusammenfassung

Die molekulare Ursache der Schilddrisendysgenesie ist bis heute in der Mehrzahl der
Falle ungekléart. Das sporadische Auftreten, die regelhafte Diskordanz von monozygoten
Zwillingen mit der Erkrankung und die Unabhangigkeit von jahreszeitlichen Schwankun-
gen zeigen, dass der Schilddriisendysgenesie zu grof3er Wahrscheinlichkeit epigeneti-
sche Mechanismen zugrunde liegen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fragestellung bearbeitet, ob die Diskordanz von
monozygoten Zwillingen mit Schilddrisendysgenesie durch Methylierungsdifferenzen
des GNAS-Gens an zwei ausgewahlten Regionen erklart werden kann. Diese Frage
konnte mit den vorliegenden Ergebnissen nicht geklart werden. GNAS bleibt jedoch zu-
sammen mit TSHR, TTF1, TTF2, PAX8, und GLIS-3 ein Kandidatengen.

Es wurde darauf hingewiesen, dass vor allem der vulnerable Ubergang von Exon 1A des
GNAS-Gens zur Promoterregion des Exon 1 in weiteren Studien untersucht werden
sollte. Methylierungsdefekte an dieser Stelle, aber auch bei einem der weiteren genann-
ten Kandidatengene, sowie ein Zusammenspiel derer konnten mdglicherweise eine mo-
lekulare Ursache der Schilddriisendysgenesie darstellen.

In der Arbeit wurde auf die Komplexitat der epigenetischen Forschung aufmerksam ge-
macht und ebenso auf die Tatsache, dass nur einer von vielen moglichen epigenetischen
Mechanismen untersucht wurde. Es ist wichtig, dass Methoden, die ein genomweites
Chromatinprofil erstellen kénnen, automatisiert und leichter zuganglich gemacht werden.
Damit konnten die heute bekannten epigenetischen Mechanismen miteinander in Ein-
klang gebracht und die Suche nach unbekannten Pathomechanismen mit vermutlich epi-
genetischen Faktoren erleichtert werden.

Auf Grund der regelhaften Diskordanz bei eineiigen Zwillingen spielt die Schilddrisen-
dysgenesie eine wichtige Rolle als Modellerkrankung in der epigenetischen Forschung.
Die Klarung ihrer Ursache kénnte als Beispiel fir andere ungeklarte Pathomechanismen

dienen.
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