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Abstract (dt.)

Brachydaktylie Typ E (BDE) beschreibt eine Fehlbildung der Extremitaten, die durch das
Fehlen oder die Verkirzung von Mittelphalangen charakterisiert wird. Die genetischen
Ursachen der Erkrankung sind mehrheitlich ungeklart. ZNF521 ist ein relevanter
Transkriptionsfaktor wahrend der Knochenentwicklung und direkter Effektor von PTHLH, das
als bekanntes Krankheitsgen fiir die Entstehung der BDE beschrieben ist. Um die Rolle von
ZNF521 an der Krankheitsentstehung der BDE zu kléaren, wurde das Gen in 67 nicht
verwandten Familien mit BDE auf Mutationen via Sanger Sequenzierung untersucht.
Zusétzlich wurde in 11 Familien mit gleicher Klinik das nicht-kodierende Genom und
insbesondere der regulatorische Archipel vor dem HOXD Cluster via Array CGH analysiert,
da Mutationen in HOXD ebenfalls zur Auspragung einer BDE fuhren. Die Validierung erfolgte
via gPCR. In einer Familie wurde eine bislang unbekannte Punktmutation in ZNF521
gefunden, die durch Pradiktionsprogramme mit einer hohen Wahrscheinlichkeit als pathogen
eingestuft wird. Um sie als Pathologie zu beweisen, sollten weitere Falle beschrieben und ein
Beweis mit einem Mausmodell erbracht werden. Im regulatorischen Archipel des HOXD
Clusters wurde in einer Familie eine bislang nicht beschriebene Deletion von vier nicht-
kodierenden regulatorischen Islands gefunden. Diese Deletion zeigte sich im Laufe weiterer
Forschung durch Untersuchungen an einem Mausmodell als ursachliche Mutation fur die
BDE. Dementsprechend sollten weitere ungeklarte Brachydaktylie Falle auf Mutationen in
diesem Bereich untersucht werden. Die Erkenntnis Uber die Rolle des regulatorischen
Archipels bei der Entwicklung von Extremitaten im Menschen liefert Informationen fur das
Verstandnis der Physiologie und Pathologie der Knochenentwicklung und kénnte

maoglicherweise fir die Entwicklung von Therapien hilfreich sein.
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Abstract (engl.)

Brachydactyly type E (BDE) is a limb malformation characterized by missing or shortening of
middle phalanges. Its genetic causes remain mostly unknown. ZNF521 is an important
transcription factor for bone development and direct effector of PTHLH, mutations of which
are already known to cause BDE. In order to investigate the role of mutations in ZNF521 in
disease development, 67 unrelated families with BDE were screened via Sanger sequencing.
In addition, 11 families of the same cohort were screened via Array CGH for mutations in the
noncoding regions of the genome. Special emphasis was laid on the regulatory archipelago
of the HOXD cluster, as mutations in this area are already known to cause BDE. The results
were validated via qPCR. Sanger sequencing showed a so far unknown missense mutation
in ZNF521 which various prediction software programs classified as probably disease
causing. A further case should be found to increase the probability of pathogenicity, whereas
the final proof could be furnished by a mouse model. Furthermore, a so far unknown deletion
involving four regulatory islands of the HOXD Cluster was found in one family. Further
research brought up a mouse model proving this deletion to be disease causing. Therefore,
more cases of BDE of unknown origin should be checked for mutations in the regulatory
domain of the HOXD Cluster. The awareness about its impact on limb development in human
organisms increases the comprehension of physiology and pathology of bone development

and could be helpful for future therapy progress.
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1. Einleitung

1.1 Klinik der Brachydaktylie

Brachydaktylie, auch ,Kurzfingrigkeit®, beschreibt eine Gruppe von Fehlbildungen der
Extremitaten, die durch eine disproportionale Verkirzung oder das Fehlen von Fingern
und/oder Zehen charakterisiert ist. Ursache ist die fehlerhafte Entwicklung der
Metacarpalia, Metatarsalia oder Phalangen 2. Brachydaktylie ist selten und wird i.d.R.
autosomal dominant vererbt. Sie kann isoliert oder als Teil von Syndromen auftreten.
Beispielsweise kann sie mit Kleinwuchs und anderen Fehlbildungen der Extremitaten wie
Syndaktylie, Polydaktylie und Symphalangismus einhergehen. Brachydaktylie gehort zur
Gruppe der Dysostosen und man geht davon aus, dass die Stérungen gewdhnlich in den
ersten acht Wochen der Embryonalentwicklung entstehen und nur die genannten
Knochen betreffen 34. Abgegrenzt wird sie damit von Osteochondrodysplasien, die
spatere Entwicklungsstorungen der Knochen bezeichnen und oft das gesamte Skelett
betreffen 3. Die Klassifikation nach Bell unterteilt die isolierte Brachydaktylie in funf

Gruppen: Brachydaktylie Typ A bis E 1.

Brachydaktylie Typ A (BDA)

11 _ 4 = = BDA  beschreibt die  Verkirzung der
0 0 o o
" ﬁ ﬁ ;f ¢ | o ﬁ ﬁ Eﬁﬂf ?1 ﬂ j ¢ | Mitelphalangen. Je nach betroffenem Finger wird
1]
'«ﬂﬂﬂ “@ 0y %ﬂ” die BDA weiter in Typ Al bis A3 unterteilt.
Q| QCU:E? | o |
Bei der BDAL sind die Mittelphalangen aller Finger

Al A2 A3 verkurzt. Verursacht wird das Krankheitsbild durch

S:Z'fé-e 1&3];gl;zzlézmea?;aﬁgxg;l;tylie-Typen Punktmutationen im Indian Hedgehoc (IHH) €.
IHH gehort zur Familie der Hedgehoc

Signalproteine, die elementare Aufgaben fur die Differenzierung von Chondrozyten
ubernehmen. Sind diese Signalkaskaden gestort, kommt es zu Fehlern bei der Knochen-
und Gelenkausbildung . Bei BDA2 sind die Mittelphalangen des zweiten und flnften
Fingers verkirzt oder fehlen ganz. Die Ursache sind verschiedene Mutationen im
Signalweg des bone morphogenetic proteins (BMP) 78, das eine Rolle im Prozess der
Knorpel- und Knochenentwicklung spielt °. Die BDA3 ist charakterisiert durch die
Verkurzung der Mittelphalanx im kleinen Finger. Bisher ist kein Gen fur die isolierte BDA3

bekannt 1. Im Gegensatz zu den anderen seltenen Formen der Brachydaktylie kommt
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BDA3 haufig vor: mit einer Pravalenz von 2 bis 4% 19,

Brachydaktylie Typ B (BDB)

12 o » . BDB bezeichnet die Hypo- oder Aplasie der Endphalangen.
H :
{ '11 0 [?5? . ﬁ ﬁ f:f Es gibt auch hier eine Untergliederung in Typ B1 und B2. Bei
%ﬂ%’ﬁﬁ D\dg ﬂﬂgg BDB1 sind die Endphalangen verkirzt - kein
Symphalangismus, keine Syndaktylie. Oft fehlen auch die
Bl B2

Fingernagel. In einigen Fallen sind zusatzlich die
Mittelphalangen verkirzt. Die Endphalanx des Daumens kann in schweren Fallen
gespalten, verdoppelt oder abgeflacht sein 2. Ursachlich sind Mutation im Tyrosin Kinase
Rezeptor ROR2 1112, BDB2 beinhaltet die Verkirzung der Endphalangen in Kombination
mit Symphalangismus, kutaner Syndaktylie oder Fusion der Metacarpalia/Metatarsalia *.
Typischerweise sind Ringfinger und kleiner Finger schwerer betroffen als der Zeige- und
Mittelfinger. BDB2 wird durch Punktmutationen in NOGGIN verursacht %3,

Brachydaktylie Typ C (BDC)

13 R Bei BDC sind die Mittelphalangen des Zeige-, Mittel- und kleinen Fingers
o \i E g verkurzt. Dazu kommen eine  Hypoplasie des  ersten
n\up l[}g{? Metacarpalknochens sowie eine Hyperphalangie des Zeige- und/oder

= Mittelfingers. Der Ringfinger ist gewohnlich der langste Finger. Fir die

dominante Form der BDC sind heterozygote Raster- oder
Punktmutationen im cartilage-derived morphogenetic protein-1 (CDMP1), auch GDF5
genannt, verantwortlich. Es spielt eine Schlisselrolle wahrend der Knochen- und
Gelenkentwicklung 4. Zusatzlich gibt es eine rezessive Form der BDC, die durch eine

homozygote Punktmutation innerhalb der CDMP1 Prodomane verursacht wird *°.

Brachydaktylie Typ D (BDD)

BDD bezeichnet die Verkiirzung der Endphalanx des Daumens. Ahnlich

g 0
00§, L L y : -
. na Eﬂo wie die BDA3 kommt sie mit einer Pravalenz von 2 bis 4% haufig vor 1°.
%ﬂ@ﬂgg AuRRerdem konnen die Zehen verbreitert sein. Die Ursachen sind
grotenteils unbekannt. In einem Individuum wurde eine Mutation in
D

HOXD13 beschrieben. HOX Gene sind im Allgemeinen fur die
Segmentierung des Koérpers wahrend der Embryonalentwicklung verantwortlich, u.a.

auch fur die Entwicklung der Extremitéten 16,
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Brachydaktylie Typ E (BDE)

15 4 o BDE wird durch die Verkirzung der Metacarpalia/Metatarsalia
0§ . . . . o
2 ﬁ 0 ﬁg charakterisiert. Der Phanotyp resultiert aus hypoplastischen und teilweise
\d!"}{g verwachsenen metacarpalen Epiphysen, die auf Rontgenbildern zu
erkennen sind. Die distalen Phalangen sind oft ebenfalls verkurzt. Diese
E

Veranderungen sind meist asymmetrisch. Haufig liegt zusatzlich eine
Uberstreckbarkeit der Handgelenke vor. AuRerdem haben einige Betroffene einen
leichten Kleinwuchs und ein abgerundetes Gesicht 2. Hertzog 17 schlagt eine Unterteilung
der BDE in drei Untergruppen vor: BDE1 mit Verkurzung des vierten Metacarpale, BDE2
mit Verkirzung des vierten und funften Metacarpale sowie der distalen Phalanx des
Daumens und BDE3 mit anderen Kombinationen verkirzter Metacarpalknochen und
ohne Beteiligung der Phalangen. Allerdings lasst sich nicht jeder Phéanotyp nach diesem
Schema einordnen 8. Die genetischen Ursachen von BDE werden in Kapitel 1.2 genauer

beschrieben.

Alle beschriebenen Formen der Brachydaktylie kdnnen
zusammen mit anderen Symptomen als Teil von Syndromen
auftreten. Ein Beispiel dafur ist das Hand-Ful3-Genital-Syndrom,
das dominant vererbt wird und die distalen Extremitaten sowie
den unteren Urogenitaltrakt betrifft. An den Extremitéten fallen
ein verkirzter erster Metacarpalknochen und verkirzte distale

Phalangen auf. Im Urogenitaltrakt kdnnen Hypospadie,

Mikropenis oder ein doppelt angelegter Uterus auftreten 1.
Ursachlich sind Stopp- oder Frameshift-Mutationen im HOXA13
Gen 19, Ein anderes Beispiel ist das Feingold Syndrom, bei dem
die Mittelphalangen des Zeige- und kleinen Fingers
hypoplastisch sind — &hnlich wie bei BDA2. Zusatzlich zeigen
die Patienten Syndaktylie der Zehen und fasziale Anomalien.
Ein persistierender Ductus arteriosus sowie gastrointestinale

Atresien gehoren mit zum Bild des Syndroms 1. Ursache hierfir

sind Mutationen im Onkogen NMYC, das die Bildung von

Abb. 2 Kilinik der BDE

Transkriptionsfaktoren induziert 2°. Es ist im Signalweg von a Verkirzter Digitus 4
b Entspr. Rontgenaufnahme
Sonic Hedgehoc (SHH) integriert 2!, das in der mitsichtbar verkirztem
. . . ) Metacarpalknochen 4.
Embryonalentwicklung u.a. fur die Entwicklung von Gliedmaf3en Nach Mundios *
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verantwortlich ist ?2. Die Diagnose der Brachydaktylie wird klinisch, anthropometrisch und
radiologisch gestellt. Eine Therapie ist nur selten notwendig, sollte aber bedacht werden,
wenn die Funktionalitat der Hand gestort ist. In diesem Fall bietet sich plastische Chirurgie

und/oder Physio- bzw. Ergotherapie an. Eine kausale Therapie gibt es derzeit nicht 2.

1.2 Brachydaktylie Typ E — genetische Ursachen

In den meisten Fallen tritt die BDE nicht isoliert, sondern als Teil von syndromalen
Erkrankungen auf. Im Folgenden sind die Syndrome beschrieben, deren genetische
Ursachen bereits bekannt sind. Die zahlreichen Krankheitsbilder kbnnen in Syndrome mit
und ohne Hormonresistenz gegen Parathormon (PTH) und/oder Schilddriisenhormon
(TSH) eingeteilt werden. Diese Aufteilung ist fir die Diagnostik sinnvoll, weil die meisten

Kinder zunachst endokrinologisch durch Wachstumsprobleme auffallen 18,

Syndrome mit Hormonresistenz gegen PTH/TSH
Pseudohypoparathyreoidismus (PHP) ist eine PTH Resistenz, die zu Hypocalcamie und
Hyperphosphatamie fiihrt 2. Eine BDE kommt bei 70-78% der Patienten mit PHP vor 24,

Die Ursache sind heterozygote Mutationen in GNAS, das u.a. fur die Alpha-Untereinheit
des G-Proteins kodiert. Dieses verbreitete Signalprotein ist unerlasslich fur zahlreiche
zellulare Antworten 25, Es gibt auch bekannte Deletionen des Syntaxin 16 Gens (STX16).
Sie fihren zu einer gestdrten Methylierungen von GNAS Exonen, die wiederum die

Funktionalitat des G-Proteins beintrachtigen 2627,

Akrodysostose mit Hormonresistenz (ACRDYS1) ist eine seltene Skeletterkrankung mit

schwerer BDE der Hande und FuRe als Leitsymptom, aul3erdem Dysostose, Kleinwuchs
und fasziale Anomalien wie Hypoplasie der Kiefer, Nase und Hypertelorismus 28. Dazu
kommt eine Resistenz gegen PTH/TSH 2°. Akrodysostose wird durch Mutationen der
cAMP abhangigen Proteinkinase A (PRKAR1A) verursacht, die im Signalweg unterhalb
von GNAS eingegliedert ist 2830,

Syndrome ohne Hormonresistenz gegen PTH/TSH

Das Bluthochdruck-Brachydaktylie-Syndrom beschreibt das gemeinsame Auftreten von

Hypertension im Kindesalter und BDE. In einer beschriebenen Familie waren die
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Betroffenen im Durchschnitt 10cm kleiner als ihre gesunden Verwandten 3! Auf
Chromosom 12 (12p12.2-p12.1) wurde eine Region mit Deletion, Reinsertion und
Inversion beschrieben, die den Phanotyp verursacht 32, Welches Gen in dieser Region

die Schlusselrolle fir die Erkrankung spielt, ist noch nicht abschlieRend geklart 8.

Die Brachydaktylie mit Kleinwuchs vom PTHLH Typ beschreibt BDE mit Kleinwuchs.

Makrocephalie, Zahnprobleme, prominente Stirn und abgeflachte Nasenwurzel kénnen
das Bild ergéanzen 23, Klopocki et al. konnten zeigen, dass verschiedene Mutationen im
kodierenden und regulatorischen Bereich des Parathormon-like-Hormons (PTHLH) fur
das Krankheitsbild verantwortlich sind. PTHLH interagiert mit anderen Genen, die eine
Rolle bei der Chondrogenese spielen 3. Zu den Mutationen zahlen eine Deletion und vier
Punktmutationen sowie zwei Duplikationen 2538, Im regulatorischen Bereich von PTHLH
ist eine Translokation beschrieben, bei dem der Regulator CISTR-ACT seine Position in
der Nahe von PTHLH verliert und so dessen Expression nicht mehr korrekt regulieren

kann 39,

Die Brachydaktylie mit mentaler Retardierung (BDMR) wird auch Albright hereditare

Osteodystrophie like Syndrom (AHO-like Syndrom) genannt. Der Phéanotyp ist vielfaltig —
mit Kleinwuchs, Adipositas, Entwicklungsverzégerung, Verhaltensstorungen, Autismus,
kraniofaszialen Anomalien und Skelettfehlbildungen, wie BDE “°. Ursache ist eine
Deletion auf Chromosom 2g37. Das verantwortliche Gen im deletierten Bereich ist das
der Histon-Deacetylase 4 (HDAC4) 4. AuRer der Deletion verursachen auch
Punktmutationen in HDAC4 BDMR #?. Die Histon-Deacetylase ist an der Knochen-,

Muskel-, Nerven- und Herzentwicklung beteiligt 43.

Bei Akrodysostose ohne hormonelle Resistenz (ACRDYSZ2): gleicht der Phanotyp mit

Ausnahme der Resistenz gegen PTH/TSH dem der ACRDYS1 mit hormoneller Resistenz
(s.0.). Weiteres Unterscheidungsmerkmal sind fasziale Dysostosen und intellektuelle
Storungen, die bei ACRDYS2 haufiger auftreten als bei ACRDYS1 2844, Urséachlich sind
Mutationen im Gen der Phosphodiesterase 4D (PDE4D) #°.

Merkmale des Tricho-Rhino-Phalangeal Syndroms (TRPS) sind spéarliches, langsam

wachsendes Kopfhaar, sparliche Augenbrauen, langes Philtrum und kolbige

Nasenspitze. Radiologisch fallen u.a. BDE und Kleinwuchs auf. Das Syndrom wird durch
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Punkt- oder Stoppmutationen im TRPS1 Gen verursacht 4.

Das Turner Syndrom (TS) ist eine chromosomale Aberration mit partieller oder

vollstandiger Monosomie X. Symptome sind Kleinwuchs, verspétete Pubertat, primare

Amenorrhoe, Ostrogeninsuffizienz, Herzfehler und andere Fehlbildungen wie BDE 47,

Ursache fur die isolierte BDE sind verschiedene Mutationen in HOXD13, das mit
Fehlbildungen der Extremitaten und des Urogenitalsystems assoziiert ist. Bisher sind
zwei Punktmutationen und zwei Stoppmutationen bekannt 6:48-50, Phanotypisch ist meist
der dritte Metacarpalknochen verkirzt. Die KorpergroRe ist normal 8. Isolierte BDE ist
selten und folgt einem autosomal dominanten Erbgang. Der Ph&notyp hat eine variable

Penetranz und kann sich selbst innerhalb der Betroffenen einer Familie unterscheiden 19,

1.3 PTHLH und ZNF521 als Regulatoren der Knochenentwicklung

Die Knochenentwicklung lauft in folgenden

_ Epiphyse

Abschnitten ab: Zunachst entstehen aus | Richtung dCS./l_} |
Wachstums o gl )\ =
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Abb. 3 Wachstumsplatte (Schema)

Nach Liillmann-Rauch %!

Apoptose. Sobald die Proliferation der
undifferenzierten Chondrozyten nachlasst,
uberholt die Ossifikationszone die Proliferationszone und verkndchert die
Wachstumsplatte. Das fuhrt zum Wachstumsfugenschluss und lasst kein weiteres
Knochenwachstum mehr zu 552, Das Gleichgewicht der Proliferation und Ossifikation ist
fir ein gesundes Knochenwachstum daher entscheidend. PTHLH reguliert diesen
Prozess Uber verschiedene Mechanismen 3% Wahrend der Knochenentwicklung wird
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PTHLH an den distalen Enden der Knorpelanlage und im Perichondrium exprimiert. Es
bindet an den Parathormon-Rezeptor (PTHR) der undifferenzierten Chondrozyten. Durch
die folgende Signalkaskade wird ihre Proliferation Uber Cyclin D1 vorangetrieben, was
die Ossifikation verzégert und das Langenwachstum des Knochens fordert %3. AuBerdem
hemmt PTHLH Runx2 Uber die Bildung eines Komplexes mit HDAC4. Runx2 induziert
die Hypertrophie von Chondrozyten, was die Verknocherung der Wachstumsplatte
beschleunigt 4. Zusatzlich wird das anti-apoptotische Protein Bcl-2 von PTHLH
hochreguliert. Es verhindert die Apoptose der hypertrophen Chondrozyten und verzdgert
den letzten Schritt zur Ossifikation °°. So beugt PTHLH insgesamt dem verfriihten

Schluss der Epiphysenfugen und der Entstehung verkirzter Knochen vor 5659,

ZNF521 ist ein Effektor von PTHLH

PTHLH induziert in undifferenzierten Chondrozyten die Expression des Zinkfinger-
Proteins 521 (ZNF521) 5. ZNF521 ist ein Transkriptionsfaktor, der Uber seine 30
Zinkfinger Domanen an DNA binden kann, um Genexpression zu regulieren %61, Correa
et al. konnten zeigen, dass PTHLH seine Effekte ohne ZNF521 nicht mehr induzieren
kann. Phanotypisch ahneln die ZNF521-Knockout-Mause den PTHLH-Knockout-Mausen.
Sie zeigen eine erhdhte Expression von Runx2 und eine verminderte Expression von
Cyclin D1 sowie von Bcl-2.

In der Wachstumsplatte fallt auf, dass der Ubergang von Proliferations- in
Hypertrophiezone naher an der Epiphyse liegt als bei Mausen mit aktivem ZNF521 (s.
Abb. 5). Insgesamt sind die Knochen endochondraler Genese bei den ZNF521-Knockout-
Mausen verklrzt, wahrend die Knochen aus desmaler Ossifikation (bspw.
Schadelknochen) nicht betroffen sind. Diese Befunde sprechen fur ZNF521 als Effektor
im Signalweg unterhalb von PTHLH 5. AuBerdem passen sie zur Klinik der BDE vom
PTHLH-Typ im Menschen: Haufig sind im Rontgenbild der Hand kegelférmige Epiphysen
zu sehen, die auf verfriiht verschlossene Wachstumsfugen hinweisen 6. Durch den
vorzeitigen Wachstumsstopp kommt es bei den Patienten zur Verkirzung der betroffenen
Metacarpalia (Brachydaktylie) und anderer Knochen (Kleinwuchs) 3.
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Mause in zweiter Lebenswoche,

Nach Correa et al. %°

Kontrolle (li) - ZNF521 Knockout (re). r
Proliferationszone, h = Hypertrophiezone. Gelber Pfeil markiert Ubergang von p zu h. Alle Zonen im Knockout
verschmalert, p/h Ubergang naher an Epiphyse. Hinweis auf verfrihte Differenzierung im Knockout.

Reservezone, p =
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1.4 Copy Number Variations (CNV’s)

Hereditare Erkrankungen entstehen durch verschiedene Veranderungen des Genoms.
Das konnen Abweichungen einzelner Nukleotide sein (Punkt-, Frameshift- oder
Stoppmutationen), die Uber eine modifizierte Aminosauresequenz zur Bildung
dysfunktionaler Proteine fuhren. Doch auch strukturelle Veranderungen der
Chromosomen wie Deletionen oder Duplikationen, die mit einer Veranderung der Anzahl
von Genkopien einhergehen, kénnen pathogene Effekte haben. Diese Variationen
werden Copy number variations (CNV’s) genannt 62, Der krankheitsverursachende Effekt
beruht dabei auf einer abweichenden Dosis korrekt funktionierender Proteine im
Organismus. CNV’s haben jedoch nicht immer pathologische Konsequenzen. Sie tragen
bspw. zur phanotypischen Varianz bei und haben im Laufe der Evolution
Selektionsvorteile mit sich gebracht. Insgesamt machen CNV's ca. 12% des
menschlichen Genoms aus 9384, Fir ihre Entstehung sind verschiedene Mechanismen

bekannt:

1. Nicht-allelische homologe Rekombination (NAHR)

Bei der NAHR kommt es zur Rekombination von Regionen, die zwischen zwei oder
mehreren Low Copy Repeats (LCR’s) lokalisiert sind. LCR’s sind nicht-allelische
Regionen des Genoms, die untereinander eine Sequenzibereinstimmung von 95-97%
aufweisen und ca. 5% des menschlichen Genoms ausmachen. Durch diese Homologien
kann es beim Crossing Over zu einer Verbindung der LCR’s untereinander mit Austausch
genetischen Materials kommen. Je nach Ausrichtung der LCR’s konnen dabei
Duplikationen, Deletionen oder Inversionen entstehen. Anfanglich entsteht dadurch eine
rein ortliche Verschiebung der Genkopien. Ereignen sie sich jedoch wahrend der Meiose,
fuhrt die Trennung der Chromatiden zur Entstehung von Gameten, die statt einer
Genkopie beispielsweise keine oder zwei Kopien des rekombinierten Gens tragen. So
weist ein Nachkomme nicht mehr nur eine ortliche Strukturdnderung auf, sondern auch

eine veranderte Kopienanzahl der betroffenen Gene und regulatorischen Elemente ©°.

2. Nicht-homologe Endverknupfung (NHEJ)
Die NHEJ stellt einen wichtigen Reparaturmechanismus bei DNA-Doppelstrangbriichen
dar. Die Bruchstelle wird von einem Proteinkomplex erkannt, modifiziert und wieder ligiert.

Bei der Reparatur kann es zum Einbau zusétzlicher Nukleotide kommen ©°.
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3. Fork Stalling and Template Switching (FoSTeS)

Bei diesem Replikationsfehler wechselt die DNA-Polymerase den Matrizenstrang bzw.
die Replikationsgabel und amplifiziert dort laufend weiter. Dieser Wechsel wird v.a. durch
kleine sich ahnelnde Sequenzen des Genoms begunstigt, sog. Mikrohomologien. Der
entstehende DNA-Strang weist dadurch strukturelle Veranderungen, bzw. CNV's auf, da
z.B. der Bereich zwischen den neu ligierten mikrohomologen Sequenzen deletiert sein

kann 96,

Array-basierte komparative genomische Hybridisierung (Array CGH)

Der Nachweis von CNV'’s erfolgt Uber die Mikroarray-basierte komparative genomische
Hybridisierung (Array-CGH). Diese Methode wurde 1997 eingeflhrt und ermdéglicht die
Untersuchung des gesamten Genoms auf Zugewinne oder Verluste genetischen
Materials, d.h. auf Deletionen und Duplikationen 9. Dabei werden Patienten- und
Referenz-DNA mit einem jeweils andersfarbigen fluoreszierenden Farbstoff markiert und
zerteilt. AnschlieRend werden beide DNA’s zusammen auf einen Oligonukleotid-Array
gegeben, der das gesamte Genom bruchstlckhaft reprasentiert. Die DNA’s binden an
homologe Abschnitte der Oligonukleotide. Bei gleicher Menge von gebundener
Patienten- und Referenz-DNA liest der Laserscanner auf dem Array einen Mischton
beider Farbstoffe ab. Gibt es einen Uberschuss an Patienten-DNA (Duplikation) oder an
Referenz-DNA (Deletion im Patienten), fallt das Farbsignal der DNA mit der groReren
Materialmenge starker ins Gewicht. Ein Mengenunterschied kann so detektiert werden (s.
Abb.6) 8.
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Abb.6 Schematische Darstellung einer Array CGH
Nach: http://genetik.charite.de/diagnostik/array_cgh/ (09.11.2014)

Die 1M Array-CHG (1 Million Oligonukleotide) ermoglicht die Untersuchung von CNV’s
bis zu einer Auflésung von 5 bis 10kb °. Dabei werden sowohl kodierende Regionen des
Genoms als auch nicht-kodierende Regionen berlcksichtigt. Auch CNV’s in nicht-
kodierenden Bereichen des Genoms kdnnen Ursache flir die Entwicklung hereditarer
Erkrankungen sein, da dort die sog. cis-regulatorischen-Elemente liegen, die eine

erhebliche Rolle fiir die Genregulation spielen °.

1.5 Cis-regulatorische Elemente

Entgegen der langjahrigen Meinung, dass die Ursache genetischer Erkrankungen wie
Brachydaktylie ausschliel3lich in den kodierenden 1,5% des Genoms zu suchen sei,
gelang 2012 durch viele Studien der Nachweis zahlreicher cis-regulatorischer Elemente
in den nicht-kodierenden Bereichen des Genoms 7. Die darin gelegenen regulatorischen
Elemente nehmen Einfluss auf die Expression proteinkodierender Gene und kdnnen
daher entscheidend zur Krankheitsentstehung beitragen. Sie lassen sich je nach

regulatorischer Funktion in regulatorische RNAs, Insulator-Elemente, Enhancer und
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Silencer einteilen 7°. Diese Erkenntnis wurde durch das 2004 gegriindete Projekt
,encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)“ gewonnen, bei dem eine systematische
Analyse des nicht-kodierenden Teils der DNA durchgeflihrt wurde. Dadurch wurde die
gangige Meinung, dass es sich beim nicht-kodierenden Teil des Genoms um unwirksame
,Junk DNA® handle, widerlegt. Diese Bereiche sind bei der pathogenetischen Aufklarung

hereditéarer Erkrankungen nun ebenso Gegenstand der Forschung wie die Genanalyse?2.

Die Expression von Genen wird dementsprechend von verschiedenen Faktoren reguliert.
Zum einen gibt es Transkriptionsfaktoren oder regulatorische RNAs (trans). Zum anderen
gibt es Regulatoren auf DNA-Ebene (cis): Promotoren, Enhancer oder Silencer, die in
den nicht-kodierenden Bereichen des Genoms lokalisiert sind. Sie werden als cis-
regulatorische Elemente bezeichnet und bestehen aus Sequenzen, die entweder
innerhalb von Genen (in Introns) oder in langen Gen-armen Regionen eingebettet sind,
den sogenannten ,Genwiisten“ 7374, Gene, die wichtig fir die embryonale Entwicklung
sind, unterliegen einer komplexen zeitlichen und raumlichen Genregulation. Deshalb
liegen sie haufig umgeben von solchen Genwilsten, wo viele cis-regulatorischen
Elemente diese komplexe Expression steuern konnen. Die Entfernung zwischen einem
Gen und seinem Enhancer kann dabei mehrere 100 kb betragen 7°. Man geht davon aus,
dass cis-regulatorische Sequenzen wie Enhancer durch ein sog. ,Looping”“ der DNA im
Zellkern in physischen Kontakt mit dem Promotor ihrer Zielgene kommen (Abb. 8 A) 76.
Dieses DNA-Looping wird durch Transkriptionsfaktoren vermittelt und kann damit zur
gewebespezifischen Aktivierung oder Unterdrickung eines Promotors fuhren (Abb. 8 B).
Im Zellkern lasst sich diese Interaktion experimentell mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) und einer PCR basierten Methode namens Chromosome
Conformation Capture (3C) messen 7. Beim Looping der DNA muss sichergestellt
werden, dass der Enhancer nur an seinem Zielgen, und nicht an anderen Genen binden
kann. Das wird durch Insulator-Elemente, sog. Boundaries, gewahrleistet. Diese nicht-
kodierenden Sequenzen verhindern, dass ein Enhancer mit Genen jenseits seiner

Boundary interagieren kann. So stellen sie die spezifische Genregulation sicher 7.

Wie erkennt man cis-regulatorischen Elemente?
Die Untersuchung der evolutionaren Konservierung auserlesener Sequenzen ist eine der
altesten Methoden, cis-regulatorische Elemente zu identifizieren. Diese Untersuchung

erfolgt vergleichend zwischen verschiedenen Spezies. In verschieden Studien konnte
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gezeigt werden, dass Elemente, die zwischen Fisch und Mensch konserviert sind, in
Reporter Assays zu 60% eine Enhancer-Aktivitat zeigen 4. Trotz einzelner Berichte lber
nicht evolutionar konservierte Enhancer bleibt die Konservierung einer Sequenz ein
wichtiger Prognosefaktor. Erganzend ist in den letzten Jahren eine ganze
Zusammenstellung an epigenetischen Markierungen, sog. Histonmodifikationen,
veroffentlicht worden, die zur Identifizierung nicht-kodierender Promotoren, Enhancer-,
Silencer- oder Insulator-Elemente herangezogen werden kann. Die Mdglichkeit, ein
regulatorisches Element eindeutig zu testen, besteht momentan ausschlieBlich flr
Enhancer Elemente. Dabei gilt derzeit der in vivo Reporter-Assay in der transgenen Maus
als Goldstandard 7. Methodisch wird eine mogliche Enhancer Sequenz mit einem
Minimalpromotor in ein LacZ-Reporterkonstrukt kloniert und anschlieBend durch
Zygoteninjektion ins Mausgenom eingebracht. Eine positive Enhancer Sequenz flihrt so
typischerweise zu einer gewebespezifischen LacZ-Farbung im Mausembryo, bspw. im

Herzen. Fir Silencer- oder Insulator-Elemente gibt es derzeit keinen etablierten Test 7°.

wHey
.; r
' J” 4

C

Abb. 7 Reporter Gen Analyse

Maus Embryo E 11.5 (li): Expression des Reportergens in den distalen Extremitaten

E 14.5 (re): Die Expression des Zielgens kann in den distalen Phalangen verortet werden.
Nach Klopocki und Mundlos 7

Cis-regulatorische Elemente sind genau wie kodierende Bereiche der DNA anfallig fur
Mutationen. In Abhangigkeit ihrer Lokalisation kdnnen sie das Muster der Genexpression
storen, (s. Abb. 8) &0,
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A) Enhancer A (rot) interagiert Uber

A) Wildtyp /'-"‘\._.._-- Schlaufenbildung der DNA mit seinem
Zielgen und induziert durch Bindung eines
Transkriptionsfaktors die Genexpression.
iy - .
— — —=— _—— Enhancer B (blau) wird durch eine
B} Deletion oder Mutation des Boundary (griin) an der unspez. Interaktion
Enhancers /—J mit dem Zielgen von Enhancer A gehindert.
— _.) B) Wenn der Enhancer (weil3) deletiert ist
[ S— sy H i H

—_—— s oder seine Funktion durch Mutationen
eingeschrankt ist, kann er nicht mehr an
Abb. 8 Mutationen in cis-regulatorischen Elementen verandern sein Zielgen binden. Die Genexpression

die Expression ihrer Zielgene ) . )
Nach Spielmann und Mundlos & kann nicht induziert werden — das Gen

bleibt inaktiv.

Mutationen in cis-regulatorischen Elementen konnen die Genexpression zeitlich und
raumlich verandern, beispielsweise durch eine zu friihe oder zu spate Expression des
Gens oder durch ektope Expression in Arealen, in denen das Gen normalerweise nicht
exprimiert wird. Eine gestorte Genexpression kann Ursache genetischer Erkrankungen
sein 81, Auch flr Fehlbildungen der Extremitaten sind Mutationen in nicht-kodierenden

Bereichen des Genoms bekannt 4. Sie werden im folgenden Abschnitt naher besprochen.

1.6 HOX Gene: Entwicklung und Fehlbildung von Extremitaten

HOX Gene sind in der Entwicklung verantwortlich fur die segmentierte Strukturierung des
Korpers. Saugetiere haben vier HOX Cluster: HOX A, B, C und D. Sie beherbergen
zusammen 39 Gene, die innerhalb des Clusters zeitlich und raumlich von 3‘ nach
5° exprimiert werden und in ihrer Anordnung mit Expressionsort und -zeit im Organismus
Ubereinstimmen. Dieses Phanomen bezeichnet man als Kolinearitat 8283, Gene, die am
3' Ende des Clusters liegen, werden zuerst und anterior exprimiert (Kopf), wahrend Gene

am 5 Ende zuletzt und posterior (Schwanz) exprimiert werden 84,

Die Entwicklung von Extremitaten unterliegt vor allem der Regulierung durch das HOXD
Cluster auf dem langen Arm von Chromosom 2. Es enthalt 13 Gene, HOXD1-13. In einer
ersten Phase werden die Gene am 3‘ Ende transkribiert, beginnend mit HOXD1. Diese
proximalen Gene kodieren fur die Entwicklung des Ober- und Unterarms. Spater werden

in einer zweiten Phase HOXD10 bis HOXD13 exprimiert. Sie steuern weiter distal die
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Entwicklung vom Unterarm (HOXD11) bis zu den Fingern (HOXD13) 85. Dieses komplexe
Expressionsmuster wird von cis-regulatorischen Elementen gesteuert, die beidseits des
Clusters in benachbarten Genwiisten liegen 8. Die Elemente 3‘ vom Cluster regeln die
Transkription der proximalen Gene fur die Entwicklung des Arms. Elemente 5° des
Clusters regulieren die distalen Gene fir die Entwicklung der Hand und Finger 8. Ein
Insulator-Element in der Mitte des Clusters ermdglicht die getrennte Ansteuerung der
3‘ und 5' Gene #. Im Hinblick auf Fehlbildungen der Hand, wie Brachydaktylie, ist die
Entwicklung der Finger Uber die distalen HOXD Gene, insbesondere HOXD13,
interessant. lhre Expression wird von insgesamt funf Enhancern reguliert, die 5° vom
Cluster in der Genwuste verstreut liegen. Man bezeichnet sie deshalb auch als
Jregulatory islands“. Zusammen bilden sie vor dem Cluster einen ,regulatorischen

Archipel®.

spét friih
| S ¢ 1

13 HOX 1

5' Cen  —4-4-0-0-0— AR ——0-0— Tel 3

123465
Boundary

regulator. Islands

Abb. 9 HOXD Lokus (Schema)

3 HOXD Gene (blau) werden in einer ersten Phase exprimiert, 5° HOXD Gene (rot) spater in einer zweiten Phase.
Die zugehdrigen Regulatoren liegen beidseits des Clusters in benachbarten Genwisten. Eine Boundary trennt die
beiden Expressionsprozesse in der Mitte des Clusters.

In Anlehnung an Spielmann und Mundlos &

Jede Insel innerhalb des Archipels exprimiert die 5° HOXD Gene in einem bestimmten
Bereich der Hand. Dementsprechend ist die ungestorte Funktion von jedem einzelnen
cis-regulatorischen Element des HOXD Clusters entscheidend fir eine gesunde
Entwicklung 8. Fallt die Interaktion einer oder mehrerer Inseln aus — bspw. durch Deletion
— entstehen durch die gestdrte Genregulation Fehlbildungen der Hand. Da jede Insel die
Entwicklung in einem eigenen Bereich steuert, unterscheidet sich der Phanotyp je nach
Lokalisation und Grolke der Deletion. Je mehr regulatorische Inseln fehlen, desto

ausgepragter ist die Fehlbildung 2.
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Abb. 10 Reporter Gen Analyse der regulatorischen Inseln 1 - 4
Jede Insel induziert die Expression der Hoxd Gene in einem spezifischen Bereich der Hand.
Nach Montavon et al. 8

Auch im Menschen kdnnen Fehlbildungen der Extremitaten auf Mutationen in HOXD
Genen oder in ihren regulatorischen Elementen zurlickgefiihrt werden 74
Punktmutationen im N- oder C-Terminus der Homeodomane von HOXD13,
Stoppmutationen und Deletionen in diesem Lokus flihren zu Synpolydaktylie 8%:°°. Auch
Brachydaktylie wird durch Stoppmutationen und Deletionen in HOXD13 verursacht “8.
Gibt es Mikrodeletionen im regulatorischen Archipel des HOXD Clusters, zeigen
betroffene Patienten durch die gestorte Genexpression einen ahnlichen Phanotyp wie bei
Deletion der zugehoérigen HOXD Gene: Das Bild reicht von Brachydaktylie, Syndaktylie
Uber Kamptodaktylie bis zu monodaktiler Ektrodaktylie °'.

Neben seiner Funktion fur die Entwicklung von Extremitaten spielt das HOXD Cluster
auch eine Rolle fur die Entwicklung der Nieren. HOXD 18 — 13 sind daran beteiligt. Eine
gestorte Expression dieser Gene kann zu Fehlbildungen der Nieren und des
Urogenitaltraktes fihren. Beispielsweise werden Deletionen von HOXD8 und HOXD9 mit

der Entwicklung polyzystischer Nieren assoziiert °2.
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1.7 Fragestellung

1. Brachydaktylie kann durch Mutationen im kodierenden Bereich des Genoms
verursacht werden. Ein Beispiel dafir sind Mutationen in PTHLH, die mit
Brachydaktylie und Kleinwuchs einhergehen. ZNF521 ist ein Effektor von PTHLH.
Mause mit ZNF521 Knockout zeigen &hnliche Fehlbildungen der Hande wie
PTHLH Knockout Mause. Deswegen stellt sich die Frage, ob auch Mutationen in
ZNF521 Ursache von Brachydaktylie sein kdnnen. Um das zu klaren, soll eine
Kohorte von BDE Patienten via Sanger Sequenzierung auf Mutationen in ZNF521

untersucht werden.

2. Mutationen und CNV's im nicht-kodierenden Bereich des Genoms kdnnen
Fehlbildungen der Extremitaten verursachen. Cis-regulatorische Elemente kénnen
von solchen Mutationen betroffen sein und die Genexpression ihrer Zielgene nicht
mehr korrekt regulieren. Ein gut erforschter Lokus ist der regulatorische Archipel
des HOXD Clusters. Mutationen in HOXD13 sind bereits bekannte Ursachen von
Brachydaktylie Typ E. Mutationen der zugehodrigen regulatorischen Elemente
fuhren im Mausmodell ebenfalls zu Brachydaktylie und anderen Fehlbildungen der
Hande und Finger. Es ist deshalb zu kléaren, ob weitere Mutationen im nicht-
kodierenden Bereich des Genoms - inshesondere im regulatorischen Archipel des
HOXD Clusters — im Menschen mit Brachydaktylie in Verbindung gebracht werden
konnen. Um dem nachzugehen, werden BDE Familien via komparativer
genomischer Hybridisierung (Array CGH) auf Deletionen oder Duplikationen im

gesamten Genom untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Zubehor

Gerat

Zusatzinformationen

Hersteller

Aufreiniger Sequenzierprodukte

Geldokumentationssystem

Hybridisierungsofen
Microarray Scanner + Zubehor

gPCR Maschine

Schittelwasserbad

Schiittler

Sequenzierer

Spektralphotometer

Thermal Cycler

Vacuum Sauger

Vortexer

Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifugen

Biomek® NX
Automation Workstation

G:BOX SYNGENE

UVT-28 ME

Agilent Microarray Scanner

ViiA 7 RT PCR System

OLS200
Rotamax 120

3730 DNA Analyzer

Nanophotometer™

Gene Amp®
PCR System 9700

2016 VACUGENE

Vibrofix VF1 Eletronic
ULTRA Pure Water System
Milli — Qplus, QPAKS 1
Heraeus Biofuge fresco

Megafuge 2.0

Centrifuge 5810R

Beckman Coulter, Brea, USA

VWR international,
Radnor, USA

Herolab GmbH, Berlin, D
Agilent, Santa Clara, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Applied Biosystems
Foster City, USA

GRANT, Cambridgeshire, GB
Heidolph Instruments,
Schwabach, D

Applied Biosystems
Foster City, USA

Thermo Scientific
Wilmington, USA

Implen, Minchen

Applied Biosystems
Foster City, USA

LKB Bromma, Uppsala,
Schweden

IKA®, Staufen, D
Millipore, Billerica, USA

Thermo Scientific,
Waltham, USA

Thermo Scientific,
Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, D
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2.1.2 PCR

Material

Mini Star silverline

Galaxy mini

Centrifuge 5415 C
Centrifuge 5417 R

VWR international,
Radnor, USA

VWR international,
Radnor, USA
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Hersteller

5x FIRE®Pol Master Mix
5x HF Puffer

Betaine 5M Solution
dNTP Set (jeweils 200mM)
Flat 96 / 48 Well PCR Plate

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

2.1.3 Gelelektrophorese

Material

Zusammensetzung

Solis BioDyne, Tartu, Estland
Thermo Scientific

Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen™, Carlsbad, USA
VWR international,

Radnor, USA

Thermo Scientific

Waltham, USA

Hersteller

1% Ethydiumbromid-Losung in H20
(10mg/ml)

50x TAE Puffer: 2429
+57,1 ml
+ 100ml
ad 11 mit

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Gelextraktionskit

Gelladepuffer

Tris-hydrochlorid

Essigsaure
EDTA pH 8,0
Agua dest.

NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-Up

40% Saccharose

Merck, Darmstadt, D

Boehringer GmBH,
Mannheim, D

Roth, Karlsruhe, D
SIGMA, St. Louis, USA

S.u.

Roth, Karlsruhe, D
Macherey — Nagel, Diren, D

Merck, Darmstadt, D
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GroRRenmarker

2.1.4 PCR Aufreinigung

Material

10mM EDTA
0,25% Bromthymolblau
1Kb Plus DNA Ladder

Zusatzinformationen

SIGMA, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, D

Invitrogen™, Carlsbad, USA

Hersteller

Magnet Platte

Magnetische Beads

96S Super Magnet Plate
AgenCourt® AMPure® XP

2.1.5 Sequenzierung nach Sanger

Material

Zusatzinformationen

ALPAQUA®, Beverly, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Hersteller

Beads fur Aufreinigung

Big Dye

Polymerase

Sequenzierplatten

Sequenzierpuffer

2.1.6 Microarray

AgenCourt CleanSeq®

BigDye® v3.1

TERMIPoI®

DNA Polymerase
Thermo-fast 96
Detection Plate
BigDye® Terminator
vli.1l,v3.1

5x Sequencing Buffer

Beckman Coulter,
Brea, USA

Applied Biosystems,
Foster City, USA
Solis BioDyne, Tartu,
Estland

Thermo Scientific,
Waltham, USA
Applied Biosystems,

Foster City, USA

Reagenzien Hersteller

20% SDS Fluka, St. Gallen, CH
NacCl Merck, Darmstadt, D
Na-EDTA SIGMA, St. Louis, USA

Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Tris-HCL

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
ICN, Irvine, USA
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Stammldsungen

Zusammensetzung

1x TE pH 8,0:

20x SSPE:

Waschpuffer

1ml Tris-HCI 1M, pH 8,0
200pl 0,5M Na-EDTA
ad 100ml mit Aqua dest.

175,3g NaCl

27,6g NaH2PO4 x H20
ad 800mI mit H20
10ml NaOH

ad 1l mit H20

Zusammensetzung

Waschpuffer 1 (WP1)
(0,5x SSPE / 0,025% SDS)

Waschpuffer 2 (WP2)
(0,1x SSPE / 0,025% SDS)

Waschpuffer 3 (WP3)
(0,1x SSPE)

Verbrauchsmaterial

194,75ml H20, 5ml 20x SSPE (pH 7,4),
250pl 20% SDS, ad 200m| mit H20

99,375ml H20, 500yl 20x SSPE (pH 7,4),
125ul 20% SDS, ad 100m| mit H20

500p! 20x SSPE (pH 7,4), ad 100ml mit H20

Hersteller

1M Oligonukleotid-Array
Centrifugal Filter Units
COT1 Human DNA
Gaskets

Genomic DNA Enzymatic
Hyb-Kammern
Hybridisation Kit

Kuvette

Labeling Kit
Microcon-Saulen
Reagiergefalze 200ul
Spitzbodenréhrchen 50ml
Safe Seal 1,5ml

Agilent, Santa Clara, USA
Millipore, Billerica, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Roth, Karlsruhe, D
Agilent, Santa Clara, USA
Millipore, Billerica, USA
Simport, Beloeil, Kanada
Sarstedt, Nimbrecht, D
Sarstedt, Numbrecht, D
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2.1.7 qPCR

Material

Hersteller

384 Well qPCR Platte
SYBR® Green

2.1.8 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Kisker Biotech, Steinfurt, D
Applied Biosystems,
Foster City, USA

Material Zusatzinformationen Hersteller

Aqua dest J.T.Baker, Center Valley, USA
Aqua bidest Millipore, Billerica USA

EDTA Ultra PURE™ GIBCO™, Carlsbad, USA

Ethanol, pro analysis

Plattenfolien

Reaktionsgefalie

RNAse/DNAse freies Wasser

0,5M EDTA pH 8,0

0,5ml, 1,5ml, 2ml

2.1.9 PC-Programme und Internet - Datenbanken

Programme

Verwendung

J.T.Baker, Center Valley, USA
Thermo Scientific,

Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg, D
GIBCO™, Carlsbad, USA

Hersteller

1000 Genomes

Agilent CytoGenomics Edition 2.7.8.0

Agilent Feature Extraction v11.5.1.1

Cnv2primer

Database of Genomic Variants

DECIPHER

Polymorphismussuche

Auswertung Array CGH

Auswertung Array CGH

Primerdesign

Sequenzsuche

Sequenzsuche

http://www.1000genomes.org

Agilent, Santa Clara, USA

Agilent, Santa Clara, USA

http://watson.charite.de/
~sandraa/html/
cnv2primer.html

http://dgv.tcag.ca/dgv
/app/home

https://decipher.

sanger.ac.uk/


https://decipher/
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Datenbanken

Verwendung

Internetadresse

EditSeq v. 5.0.0

ENSEMBL Genomdatenbank
ExAC Browser

Exome Variant Server

Mutation Taster

PolyPhen-2

Primer 3 Input v.0.4.0

SegMan Il v. 5.0.0

SegPilot v3.5.2.

SMART

UCSC Genomdatenbank

Sequenzbearbeitung/
- auswertung

Sequenzsuche
Polymorphismussuche

Polymorphismussuche

Pradiktion von Mutationen

Pradiktion von Mutationen

Primerdesign

Sequenzbearbeitung/
-auswertung

Sequenzbearbeitung/
- auswertung

Protein Pradiktion

Sequenzsuche

DNA Star Inc., Madison, USA

http://www.ensembl.org
http://exac.broadinstitute.org/

http://evs.gs.washington.edu
IEVS/

http://www.mutationtaster.org/

http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph2/

http://primer3.ut.ee/

DNA Star Inc., Madison, USA

JSI medical systems GmbH

http://smart.embl-

heidelberg.de/

http://genome.ucsc.edu/

2.2 Methoden

2.2.1 Primerdesign

Das Primerdesign ist der erste Schritt zur erfolgreichen Amplifizierung eines gewtinsch-
ten DNA-Fragments. Die ausgewéhlten Primer sollten nicht mit sich selbst hybridisieren,
keine intramolekulare Schleifenbildung (hairpin Struktur) zeigen und méglichst nur einmal
im Genom binden. AulRerdem sollten die Primerpaare einen éhnlichen GC-Gehalt und
eine anndhernd gleiche Schmelztemperatur haben. Fast alle verwendeten Primer wurden
unter der Verwendung der ,Primer 3 Input® Software ausgewahlt (Primergrofe: 18 bis 22
bp, Schmelztemperatur: 58°C bis 62°C) und mit dem Programm ,Ensembl Genome
Browser-Blast“ auf das Bindungsverhalten im Genom untersucht. Die Primer wurden von
der Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, D) synthetisiert. Die gelieferten Primer wurden mit
RNAse freiem Wasser auf eine Konzentration von 100pmol/ul geldst (Primer-Stammlo-

sung). Ausgehend von den Primer-Stammldésungen wurden Verdinnungen mit einer
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Endkonzentration von 10pm/pl hergestellt, mit denen die PCR- und Sequenzierungsre-

aktionen durchgefiihrt wurden 3,

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient zur sequenzspe-
zifischen Amplifizierung von DNA-Molekullen. Das Prinzip der PCR beruht auf einer en-
zymatischen Amplifikation eines DNA-Abschnitts, der von zwei gegenlaufigen Primern
begrenzt wird °. Um eine groBere Spezifitat in der Amplifizierung zu erhalten, wird die
Annealingtemperatur nahe der Primerschmelztemperatur gewéhlt. Eine Herabsetzung
der Annealingtemperatur fuhrt zu einer geringeren Spezifitdt der Primer und kann in un-
spezifischen Nebenprodukten resultieren. Fur die Amplifikation der zu untersuchenden
DNA-Abschnitte werden kommerziell erhaltliche DNA-Polymerasen verwendet. Fir
kleine PCR Produkte bis 500bp wird die FIRE®Pol Polymerase genutzt. Fur die Amplifi-
kation sehr langer DNA-Abschnitte (> 3000kb) wird die Phusion High-Fidelity DNA Poly-
merase verwendet. Die verschiedenen Polymerasen unterscheiden sich in ihren Eigen-
schaften voneinander: Die Phusion Polymerase weist eine hohere Amplifizierungsrate als
die FIREPoI® Polymerase auf (1kb in 15-30s), kann GC-reiche Regionen, unter der Ver-
wendung eines speziellen GC-Puffers, sehr gut vervielfaltigen und produziert glatte DNA-
Doppelstrangenden. Aul3erdem weist sie sehr geringe Fehlerquoten auf.

Die FIRE®Pol Polymerase wird fur die Amplifikation von ZNF521 genutzt (Tabelle 1,

Cyclerprogramm s. Anhang).

Tabelle 1 Standard PCR Reaktion

Menge Reaktionskomponenten
1l DNA (30 — 60 ng / pl)
1l Forward Primer

1yl Reverse Primer

3 ul FIREPoI® Master Mix
4 ul Betaine

4 ul H20

Um die Amplifikationsprodukte nach der PCR nachzuweisen, wird eine
Gelelektrophorese mit 1%igem Agarosegel durchgefiihrt, das mit Ethidiumbromid
(0,6pg/ml) versetzt ist. 5ul des PCR-Produkts werden mit 5yl Gelladepuffer vermischt.
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Als Referenz dient ein GroRenmarker der Firma Invitrogen. Die Agarosegele laufen bei
einer Spannung von 120V ca. 25-30 min.

Die Aufreinigung der PCR Produkte

234bcde fg5678

erfolgt durch die Zugabe von
magnetischen Beads zum PCR Produkt
(Tabelle 2). Die Beads binden die DNA
und lagern sich bei Kontakt zu einer
Magnetplatte an den Well-Randern der
Abb. 11 Gelelektrophorese der ZNF521 Amplifikate PCR Platte an. Durch zweimaliges

ZNF521 hat 8 Exons, Exon 2 bis 8 sind kodierend. Exon 4 ist

aufgrund seiner GroRe in 7 Teile aufgespalten (Exon 4a - g).  Waschen mit Ethanol (70%) werden bis
Rechts die 1kb Plus DNA Leiter.

auf die DNA-Beads-Komplexe alle
Ubrigen Bestandteile im Well (Nukleotide, Polymerasereste etc.) entfernt. Nach 10
Minuten Wartezeit zur Evaporation des restlichen Ethanols wird Wasser zugegeben, das
die Beads von der DNA trennt. Werden die Wells erneut einem magnetischen Feld
ausgesetzt, lagern sich nur die Beads an die Wand des Wells an. Die gereinigte, in
Wasser geloste DNA kann dann fir anschlieBende Experimente entnommen werden 3.

Tabelle 2 PCR Aufreinigungsansatz

Menge Reaktionskomponenten

5ul  DNA
o ul Magentische Beads
2 x 100 ul Ethanol 70%
40yl H20

2.2.3 Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierung von ZNF521 erfolgt nach der Didesoxy-Methode (Kettenabbruch-Me-
thode) nach Sanger %. Fir die Sequenzierung wird BigDye® v3.1, der zugehdrige Se-
quenzierungspuffer und die TERMI®Pol Polymerase verwendet. Diese Polymerase hat
eine erhohte Effizienz fur den Einbau unkonventioneller Nukleotide wie ddNTP’s. Die auf-

gereinigte DNA wird bidirektional sequenziert (Tabelle 3, Cyclerprogramme, s. Anhang).
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Tabelle 3 Ansatz fir Sequenzier-Reaktion

Menge Reaktionskomponenten
0,3 ul Big Dye® v3.1

0,1 ul TERMI®Pol Polymerase
1,6 Terminator Buffer

4,5 ul H20

Nach der Sequenzierung wird der Reaktionsansatz einer Fallung mit magnetischen Be-
ads unterzogen. Diese Aufreinigung findet mit der ,Automation Workstation“ statt, unter
Verwendung des Programms: CleanSEQ NO Transfer. Die Proben werden mit 7ul mag-
netischen Beads und 41,59ul Ethanol (85%) versetzt und anschliefend einem Magnet-
feld ausgesetzt, ahnlich wie bei der PCR Aufreinigung (s.0.). Dann werden die Proben
zweimal fur 30 s mit Ethanol (85%) gewaschen, fur 10min getrocknet und mit 40ul 0,1mM
EDTA eluiert, um die DNA von den Beads zu I6sen. Die Plattenanalyse wird am Kapil-
larautomat 3730 DNA Analyzer durchgefuhrt. Fur die Auswertung der Sequenzen wird
das Computer-Programm SeqPilot und fir die Bruchpunktanalyse SeqMan Il und Edit

Seq verwendet %,

2.2.4 Mikroarray - basierte komparative genomische Hybridisierung

Die Mikroarray-CGH Methode (Array CGH) wurde 1997 von Solinas-Toldo et al. einge-
fuhrt und erlaubt die Analyse des gesamten Genoms ©7. Das beinhaltet auch die Unter-
suchung der nicht-kodierenden Bereiche. Mit dieser Methode kdnnen Verluste (Deletio-
nen) oder auch Zugewinne (Duplikationen) genetischen Materials detektiert werden. Pa-
tienten- und Referenz-DNA werden mit je einem unterschiedlich fluoreszierenden Farb-
stoff markiert. Im Anschluss erfolgt eine Kohybridisierung der beiden DNAs auf einem
Array, wobei es sich um einen Objekttrager handelt, der entweder kurze Fragmentab-
schnitte (Oligonukleotide) des gesamten Genoms oder nur eines bestimmten genomi-
schen Abschnitts reprasentiert. Eine genomische Aberration in der Patienten-DNA fuhrt
zu einer Verschiebung der Hybridisierungsverhaltnisse zwischen Patienten- und Refe-
renz-DNA, sodass unterschiedlich starke Fluoreszenzsignale detektierbar sind.

Mit jeweils 1,5 pg der Patienten- und Referenz-DNAs erfolgt eine Markierungsreaktion
mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden (Random Primer Labeling) unter Verwendung des
Labeling Kits. Ein Mix aus DNA, Random-Primer-L6ésung und Puffer wird fir 10min bei

95°C erhitzt (Hitzeverdau und Denaturierung der DNA), anschlieend fur 10min auf 4°C
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herunter gekuhlt, wobei die Zugabe der restlichen Komponenten erfolgt (Tabelle 4).
Anschliel3end wird der gesamte Reaktionsansatz fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

Tabelle 4 Random-Primer-Labeling Kit

Menge Reaktionskomponenten
19 Restriktionsverdau (Patienten- oder Referenz-DNA)
5ul Random Primers (10x)
10 pl Puffer (5x)
5ul dNTP-Mix (10x)
3ul gelabelte dUTP’s mit Cy3 oder Cy5
1l Klenow Fragment 40U / pl

ad 50 pl mit H20 (bidest)

Die Aufreinigung der markierten DNA zur Abtrennung nicht eingebauter
fluoreszenzmarkierter Nukleotide erfolgt iber Microcon-Saulen. 430ul 1x TE (pH 8,0) wird
zu der jeweiligen Probe gegeben und im Anschluss der gesamte Ansatz (480ul) auf den
Filter der Saule tUberfuhrt. Nach einer 20minutigen Zentrifugation bei 14046 rcf wird der
Uberstand verworfen, der Filter umgedreht und in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt.
Eine Zentrifugation bei 1021 rcf fur 2min erfolgt, um die aufgereinigten Proben zu
erhalten. Fur die Messung der Einbaurate der Fluoreszenzmarker werden 1,5ul der
Proben abgenommen und mittels Spektralphotometer bestimmt. Patienten- und
Referenz-DNA werden zusammengefuhrt, ihr Gesamtvolumen bestimmt und

entsprechend geldst (Tabelle 5).

Tabelle 5 Losen der Proben (110 pl Ansatz)

Menge Reaktionskomponenten
X Ml gepoolte DNA
5 pl Cotl-Human-DNA
55 ul Hybridisierungspuffer (2x)
11 pl Blocking Agent (10x)

ad 110 pl mit H20 (bidest)
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Nach vorsichtigem Mischen der einzelnen Reaktionskomponenten (schnipsen,
zentrifugieren). erfolgt die Denaturierung bei 95°C fur 3min und eine Vorhybridisierung
bei 37°C fur 30min. Die Cotl-DNA dient dabei der Abséattigung hochrepetitiver DNA-
Sequenzen, die im Bereich des Heterochromatins liegen. Ein Blocking Agent séttigt die
Glasoberflache der Arrays, verhindert unspezifische Bindungen der DNA und vermindert
so Hintergrundsignale. Fur die Hybridisierung wird ein Glasobjekttrager (gasket slide) mit
den Gummirdndern nach oben in eine Hybridisierungskammer gelegt und anschlie3end
mit der jeweiligen Probe geladen (1M Oligonukleotid Array: 490ul /
Hybridisierungsflache). Letzlich wird der Array mit der Hybridisierungsflache nach unten
luftblasenfrei aufgelegt. Die Hybridisierungskammer wird nach Angaben des Herstellers
zusammengebaut und fir 40h bei 65°C und 20rpm im Hybridisierungsofen inkubiert.
Am nachsten Tag erfolgen das Waschen der Slides und die Detektion der Fluoreszenz-
signale mit Hilfe eines Laserscanners. Die Kammern mit den Slides werden dem Hybri-
disierungsofen entnommen und die Objekttrager aus der Apparatur entfernt. Danach wird
das gasket slide im ersten Waschpuffer (WP1) von Array getrennt. Es folgt ein weiterer
Waschschritt im WP1 bei Raumtemperatur fur 5min (schittelnd im Dunkeln). Anschlie-
3end werden die Objekttrager fur 2min in einem 37°C warmen Wasserbad im WP2 ge-
schuttelt (im Dunkeln). Es folgt ein letzter Waschschritt im WP3, wobei der Objekttrager
dreimal kurz eingetaucht wird. Nach einer dreiminttigen Zentrifugation bei 140 rcf wird
der Objekttrager im Laserscanner bei 3um nach dem Programm Agilent G3_CGH ge-
scannt. Die Auswertung der Signale erfolgt mit der Agilent Feature Extraction und der
Agilent CytoGenomics Software (Agilent, Santa Clara, USA). Einstellungen der Analyse-
Software: aberration algorithm: ADM-2; threshold: 6.0; window size: 0.2 Mb; filter: 5 pro-
bes, log2ratio=0.29 %,

2.2.5 Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Fallt ein Patient durch genomische Aberrationen im Array auf, wird der Befund mit der
guantitativen Real Time—PCR (gqRT-PCR/gPCR) validiert. Angehdrige werden meist mit
untersucht. Die gRT-PCR ermdglicht neben der Amplifikation auch die Quantifizierung
der DNA . Die Quantifizierung wird durch kationische Fluoreszenzfarbstoffe ermdglicht,
die in doppelstrangige DNA-Molekile interkalieren konnen, wie z.B. SYBR®Green. Wah-
rend der PCR-Zyklen wird die Fluoreszenz gemessen, die exponentiell mit der Amplifi-

katmenge zunimmt. Der in dieser Arbeit verwendete SYBR-Green-Mix enthalt eine Hot-
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start-Polymerase, die erst aktiv wird, wenn das Reaktionsgemisch die Denaturierungs-
temperatur erreicht hat. Die Elongation setzt erst ein, wenn die Primer spezifisch an die
DNA gebunden haben — so entstehen weniger Artefakte.

Zur Bestimmung der Amplifikatmenge werden Primerpaare verwendet, die innerhalb und
aul3erhalb der genomischen Aberration liegen und eine Fragmentgrof3e von 80-120bp
amplifizieren (Primersequenzen s. Anhang). Die Konzentration der DNA wird mittels
Spektralphotometer bestimmt und auf 2ng/ul eingestellt. Der Reaktionsansatz hat ein
Endvolumen von 12ul und enthalt DNA, Forward und Reverse Primer sowie den
SYBR®Green Mastermix (Tabelle 6).

Tabelle 6 Reaktionsansatz gPCR

Menge Reaktionskomponenten

5 ul DNA (2ng / pl)

1 ul Primerpaar - Mix (forward und reverse, 2,5 pmol)
6 pl SYBR® Green

Pro Primerpaar wird jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Als Kalibration dient
weibliche Referenz-DNA (Cyclerprogramm s. Anhang). Die Auswertung der Kopie-
Anzahl erfolgte mit der AACt-Methode. Die Werte fir die relative Quantifizierung (RQ-
Werte) werden mit der ViiA 7 RUO Software (Applied Biosystems) erstellt. Die
Normalisierung und Quantifizierung der erhaltenen RQ-Werte aller Primerpaare erfolgt
relativ zur Amplifikatmenge des autosomalen Referenzgens Albumin (ALB, 4ql1), das
mit zwei Kopien im Genom existent sein muss — der Organismus ist ansonsten nicht
lebensfahig (sog. housekeeping gene). Zur Unterscheidung des Geschlechts und als
interne Kontrolle wird ein Primerpaar fur den Faktor VIII (Xg28) verwendet. Ein log10 RQ-
Wert von 0,0 ist ein Indikator fur die Existenz von zwei Kopien eines Allels
(Normalbefund). Ein RQ-Wert von ca. 0,2 zeigt eine zusatzliche Kopie an (3 Kopien,
Duplikation), wahrend eine fehlende Kopie mit einem RQ Wert von ca. -0,2 aufféllt

(Deletion) 3.
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2.3 Kohorte

67 nicht verwandte Familien mit BDE wurden auf Mutationen in ZNF521 via Sanger
Sequenzierung untersucht. Dabei wurden sowohl Familien mit isolierter BDE als auch

Familien mit BDE als Teil eines Syndroms eingeschlossen.

Um auch Veranderungen im nicht-kodierenden Bereich des Genoms zu erfassen, wurde
bei 11 Familien aus der Kohorte eine Array CHG durchgefuhrt — Voraussetzung war, auch
das genetische Material beider Elternteile untersuchen zu konnen. Potenziell
pathologische Befunde wurden via qPCR validiert und ein Grol3teil der Kohorte (53 nicht
verwandte Familien mit BDE) anschlielend auf gefundene Aberrationen gescreent. 14

Familien wurden dabei aufgrund fehlenden Materials nicht mit einbezogen.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der PCR und Sanger-Sequenzierung fur ZNF521

Zunachst wurden die entworfenen Primer zur Amplifikation von ZNF521 (s. Anhang) mit
hauseigener Kontroll-DNA getestet, um eine effiziente Analyse der Patientenproben
sicherzustellen. Die DNA Sequenz von ZNF521 entstammt dem ENSEMBL Genome
Browser (Transcript ZNF521-001 ENST00000361524). Das Gen besteht aus acht Exons,
wobei Exon 1 nicht kodierend ist, sodass die Amplifikation von Exon 2 bis 8 erfolgte °’.
Exon 4 konnte bei einer La4nge von 4001 bp nicht in einem Segment von konventionellen
DNA-Polymerasen repliziert werden. So wurde Exon 4 in sieben Abschnitte, Exon 4a bis
49, unterteilt. Fur die Testung der designten Primer mit Kontroll-DNA wurde jeweils ein
Master Mix mit und ohne Betaine getestet. In der folgenden Gelelektrophorese konnte
beim Master Mix mit Betaine fur jedes Exon ein spezifisches Amplifikat erzielt werden,
wahrend beim Master Mix ohne Betaine keine Amplifikate nachzuweisen waren. So
konnten anschlielend die Patienten-DNAs mit den designten Primern und einem

Mastermix mit Betaine repliziert werden.

234abcdef g 567 8 =

Abb. 12 ZNF521 Amplifikate
nach Testung der Primer mit Kontroll-DNA und Betaine
Master Mix

Bei der anschlieRenden Sanger Sequenzierung der Kontroll-Amplifikate konnte fur Exon
1 bis 7 eine saubere Forward und Reverse Sequenz ermittelt werden. Bei Exon 8 konnte
aufgrund hochrepetitiver Sequenzen keine Forward Sequenz ausgewertet werden. Die

Auswertung erfolgte daher tUber die Reverse Sequenz.
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3.2 Ergebnisse der Sequenzierung von ZNF521 in der Patientenkohorte

Innerhalb der Kohorte von 67 Familien mit BDE konnten bei sechs Familien insgesamt
drei synonyme Punktmutationen und eine Punktmutation mit Aminosaureaustausch in

ZNF521 nachgewiesen werden.

3.2.1 Analyse der synonymen Varianten innerhalb der Patientenkohorte

Hilfsmittel zur Beurteilung der Varianten

Zur Analyse der ausgemachten Veranderungen wurden verschiedene Programme und
Datenbanken herangezogen: Mit Mutation Taster kann eine erste Wertung beztglich der
Pathogenitat einer Mutation erfolgen. Das Programm bericksichtigt fur die Auswertung
verschiedene Faktoren. Dazu gehdren bspw. Einfluss der Sequenzalteration auf die
Aminosauresequenz des Proteins oder die Splice-Sites des Gentranskripts, evolutionare
Konservierung der betroffenen Region sowie Veranderungen, die die Menge an
produzierter mRNA beeintrachtigen °8. Polyphen-2 ist eine weitere Datenbank zur
Pradiktion der Pathogenitat einer Mutation. Es beschrankt sich dabei auf die Auswertung
von Mutationen mit Aminosaureaustausch. Dabei wird bspw. analysiert, inwiefern sich
die Struktur und Funktionalitat des Proteins nach Sequenzalteration vom Wildtyp-Protein
unterscheidet. Das Ergebnis wird nach steigender Wahrscheinlichkeit der Pathogenitat in
drei Kategorien ausgegeben; ,benign® , ,possibly damaging® oder ,probably damaging”
99, Mit Exome variant Server und EXAC Browser kann unter anderem die Haufigkeit einer
genetischen Verédnderung innerhalb der gesunden Bevdlkerung ermittelt werden. Dabei
werden heterozygote und homozygote Varianten differenziert angegeben 100.101,

Synonyme Veranderungen in der Kohorte

Bei der ersten Veradnderung handelt es sich um eine heterozygote, synonyme
Punktmutation (chr18:22804549G>C, P - P) in Exon 4. Mutation Taster prognostiziert
einen pathogenen Effekt durch Abwandlung der Splice-Sites von ZNF521 - Transkripten.
Um die Haufigkeit dieser Punktmutation innerhalb der gesunden Bevdlkerung zu
ermitteln, wurde im ExXAC Browser nach der Verdnderung gesucht. Dort wird sie als
Polymorphismus (SNP ID: rs34380309) mit einer Haufigkeit von ca. 2% in der
Bevolkerung angegeben. In 42 Fallen liegt die Verdnderung homozygot bei Gesunden

vor. Innerhalb der untersuchten Kohorte von 67 Familien mit BDE kommt die
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Veréanderung bei drei nicht-verwandten Familien vor. Das entspricht einer Haufigkeit von
ca. 4,5%. Alle drei Indexpatienten mit dieser Veranderung zeigen klinisch eine BDE. Zwei
von ihnen (Patient A, Patient B) haben zusatzlich einen Kleinwuchs. Patient C dagegen
eine isolierte BDE. Bei Patient A (Kleinwuchs und BDE) konnte eine Segregationsanalyse
durchgeftuihrt werden (s. Abb. 13). Die milder betroffene, kleinwiichsige Mutter tragt die
gleiche Veranderung, allerdings homozygot G/G. Eine BDE ist nicht bekannt. Der Vater

ist gesund und tragt die Veranderung nicht.

c C T c c G G C A c
Indexpatientin
betroffene Mutter
geSunder Vater : ' i i

A\ A

Abb. 13 Ausschnitt aus der SeqPilot Sequenzanalyse (erste synonyme Variante)
Die Indexpatientin ist heterozygot fir die Veranderung C>G. Die betroffene Mutter ist homozygot G/G., der
gesunde Vater homozygot C/C.

Bei Patient B und C konnte aufgrund fehlenden Elternmaterials keine

Segregationsanalyse durchgefihrt werden.

Bei der zweiten Veranderung handelt es sich ebenfalls um eine heterozygote, synonyme
Punktmutation (chrl8:22807336C>T, A = A) in Exon 4, die Mutation Taster durch eine
mogliche Abwandlung der Splice-Sites als pathogen einstuft. EXAC Browser gibt die
Veranderung als Polymorphismus (SNP ID: rs182212217) mit einer Haufigkeit von ca.
0,07% in der Bevolkerung an. Weiterhin ist ein Fall bekannt, in dem die Veranderung
beim Gesunden homozygot vorliegt. Innerhalb der hier untersuchten Kohorte von 67
Familien kommt die Veranderung in einer Familie vor, was einer Haufigkeit von 1,4%

entspricht. Klinisch zeigt sich in der Familie eine BDE mit Kleinwuchs. Die
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Segregationsanalyse konnte zeigen, dass die Veranderung sowohl beim Indexpatienten
als auch bei seiner betroffenen Mutter vorliegt (s. Abb. 14). Beide haben eine BDE und

Kleinwuchs. Der Kindsvater konnte nicht untersucht werden.

T G Cc 7 G c T 7 r 7 (& C|

Indexpatient

o~

betroffene Mutter

Abb. 14 Ausschnitt aus der SeqPilot Sequenzanalyse (zweite synonyme Variante)
Indexpatient und betroffene Mutter tragen die Veranderung G>A heterozygot.

Die dritte Veranderung ist, wie die zuvor beschriebenen, eine heterozygote, synonyme
Punktmutation (chr18:22807066G>A, Cys—>Cys) in Exon 4. Mutation Taster zeigt einen
maoglichen krankheitsverursachenden Effekt an: Veranderungen der Splice-Sites kdnnten
demnach die Proteinstruktur modifizieren sowie die Ausbildung und Funktionalitat der
Zinkfinger-Doménen einschranken. Im EXAC Browser wird die Veranderung als
Polymorphismus (SNP ID: rs114476837) mit einer Haufigkeit von ca. 0,03% in der
Bevdlkerung angegeben. Es ist ein Fall bekannt, in dem die Veranderung beim Gesunden
homozygot vorliegt. Innerhalb der untersuchten Kohorte kommt die Verdnderung bei
einer Familie vor, was einer Haufigkeit von 1,4% entspricht. Der Indexpatient mit dieser
Veranderung hat eine BDE mit Kleinwuchs. Bei seiner Mutter liegt die gleiche
Veréanderung vor. Sie ist ebenfalls kleinwiichsig, hat aber keine BDE. Der gesunde Vater
tragt die synonyme Punktmutation nicht (s. Abb. 15).
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Abb. 15 Ausschnitt aus SeqgPilot Sequenzanalyse (dritte synonyme Variante)

Indexpatient und betroffene Mutter sind heterozygot fiir die Veranderung C>T. Der gesunde Vater ist homozygot
C/C und weist die Veranderung nicht auf.

Variante chr18:22804549G>C chr18:22807336C>T chr18:22807066G>A
P2>P A2>A Cys 2 Cys
SNP ID rs34380309 rs182212217 rs114476837

Mutation Taster

ExAC

Allele Count

Allele Number
Homozygous

Allele Frequency
Hé&ufigkeit Kohorte
Wertung

- Disease causing

- Splice site changes

- Protein features
affected

2419

121310

42

0,01994
0,04477
Polymorphismus

- Disease causing
- Splice site changes

87

121372

1

0,0007168
0,0149254
Polymorphismus

- Disease causing

- Splice site changes

- Protein features
affected

40

121382

1

0,0003295
0,0149254
Polymorphismus

Tabelle 7 Zusammenstellung der synonymen Varianten innerhalb der BDE Kohorte
Aufgefihrt sind die Haufigkeitsangaben der Datenbank ExAC Browser, die Pradiktion mit Mutation
Taster sowie die eigene Wertung der Ergebnisse
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Zusammenfassend wurden in der Kohorte drei synonyme Punktmutationen gefunden, die
alle von Mutation Taster als potentiell pathogen eingestuft werden. Als Ursache werden
dafir mogliche Veranderungen beim Splicing von ZNF521 — Transkripten angegeben.
Erkrankte Elternteile tragen die gleichen Verdnderungen wie die betroffenen
Indexpatienten, wahrend sie bei gesunden Familienmitglieder nicht aufzuweisen sind.
Dies spricht zunachst fur eine mogliche Pathogenitat der gefundenen Varianten. Ein
wichtiges weiteres Kriterium fur die Beurteilung genetischer Varianten ist ihre Haufigkeit
innerhalb der gesunden Bevdlkerung und die Anzahl derer, die die Veranderung

homozygot tragen und trotzdem nicht erkranken (s. Tab. 7).

Die erste Veranderung (chrl8:22804549G>C, P - P) kommt haufig in der gesunden
Bevolkerung vor, was eine Pathogenitat unwahrscheinlich macht. Genetische Varianten
wie diese, die haufig auftreten und bei denen nur eine Base innerhalb der DNA Sequenz
ausgetauscht ist, werden als ,Single Nucleotide Polymorphism“ (SNP) bezeichnet. Per
Definition betragt die ,Minor Allele Frequency®, also die Haufigkeit fir das Auftreten des
SNPs in der Bevolkerung, Gber 1%. SNPs machen 90% aller genetischen Varianten aus.
Man bezeichnet sie auch als ,erfolgreiche Punktmutationen®, da sie sich nach
erstmaligem Auftreten in der Population durchgesetzt haben und tlw. Selektionsvorteile
mit sich brachten 102, SNPs sind daher stabil und vererbbar, was sich in der
Segregationsanalyse der Indexfamilie bestatigt. Da der Basenaustausch ohne
Veréanderung der Aminosauresequenz einhergeht, spricht man in diesem Fall von einem
synonymen SNP. Ein Austausch mit Aminoséureaustausch wird dagegen als nicht-
synonymer SNP bezeichnet 1%, Neben der Haufigkeit der Variante sprechen auch die
zahlreichen gesunden homozygoten Félle gegen eine pathogene Veranderung (s. Abb.
16). Zusatzlich spricht die Klinik der Indexfamilie gegen eine Pathogenitat, da ein
betroffener Elternteil die Veranderung homozygot tragt und trotzdem einen milderen
Phanotyp aufweist als die heterozygote Indexpatientin. Diese erste Verdnderung in
ZNF521 ist daher als Ursache einer BDE auszuschliel3en.

Bei der zweiten Veranderung (chrl8:22807066G>A, Cys —-> Cys) ist allein die
Segregationsanalyse mit einer Pathogenitat zu vereinbaren, da sie bei beiden erkrankten
Familienmitgliedern besteht. Dagegen spricht der bekannte Fall eines gesunden
homozygoten Individuums. Auf3erdem kommt die Veranderung nicht selten in der

gesunden Bevdlkerung vor. Daher ist auch hier von einem Polymorphismus auszugehen.
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Im Gegensatz zu den ersten beiden kommt die dritte Veranderungen
(chr18:22807066G>A, Cys - Cys) in der gesunden Bevdlkerung selten vor, was die
Pradiktion einer moglichen Pathogenitét unterstitzt. Die Segregationsanalyse steht damit
im Einklang. Dagegen spricht der Fall eines homozygoten Gesunden. Des Weiteren sind
synonyme Mutationen durch die meist unbeeintrachtigte raumliche Struktur des Proteins
selten pathogen %194 Deshalb wird die Veranderung auch in diesem Fall als

Polymorphismus ohne Krankheitswert gewertet.

3.2.2 Analyse der nicht-synonymen Punktmutationen in der BDE Kohorte

Neben den drei synonymen Punktmutationen wurde eine Punktmutation mit
Aminosaureaustausch innerhalb der Kohorte mit BDE ausgemacht. Es handelt sich dabei
um eine Punktmutation in Exon 4 mit Anderung der Aminosauresequenz von Glutamin
zu Arginin: ¢.3131A>G, Q1044R (chr18:22804751T>C). Mutation Taster prognostiziert
fur diese Mutation deshalb einen krankheitsverursachenden Effekt. Eine alterierte
Aminosauresequenz kann die rdumliche Struktur eines Proteins, zum Beispiel durch
Fehlfaltung, verandern und so seine Funktionalitat beeintrachtigen %4 Das geschieht
u.a. durch die Interaktion der Ladungen innerhalb des Molekiils 1%, Die hier untersuchte
Punktmutation fuhrt durch den Aminoséureaustausch von Glutamin zu Arginin zu genau
solch einem Ladungswechsel, da Glutamin ungeladen polar und Arginin positiv geladen
ist 196, Es ist also denkbar, dass die Veranderung einen Einfluss auf den raumlichen

Aufbau von ZNF521 hat.
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Abb. 16 Konservierung der mutierten Sequenz bis zum Zebrafisch

Ubersicht aus UCSC Genome Browser 17
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Ein weiteres wichtiges Merkmal fir die Pradiktion von Pathogenitat ist die evolutionare
Konservierung der betroffenen Region 74. Fur die untersuchte Punktmutation ist dem
UCSC Genome Browser zu entnehmen, dass die verénderte Sequenz bis zum
Zebrafisch gut konserviert ist, was auf eine funktionell bedeutende Sequenz hinweist (s.
Abb. 16).

Um die Auswirkung des Aminosaureaustauschs auf die Funktionalitat von ZNF521
genauer zu untersuchen, wurde die Lokalisierung dieses Austauschs innerhalb der
Proteinstruktur von ZNF521 untersucht. Fir diese Untersuchung wurde das Programm
SMART herangezogen 108199 Es stellte sich heraus, dass der Aminosaureaustausch -
und damit eine mdgliche Veranderung der Raumstruktur von ZNF521 - innerhalb einer
Zinkfingerdomaéne liegt (s. Abb. 17). Diese Domanen vermitteln die Interaktion zwischen
einem Effektorprotein und einer Zielstruktur, wie bspw. DNA, RNA oder andere Proteine.
Da ZNF521 uber seine Zinkfingerdomanen als Transkriptionsfaktor mit DNA interagiert
und so die Genexpression beeinflusst, kann die Anderung der Zinkfingerstruktur durch
die beschriebene Mutation zu veranderter Proteinbiosynthese und somit auch zu
Auswirkungen auf die Entwicklung von Knorpel- und Knochengewebe fihren. Eine

Pathogenitat der beschriebenen Mutation ist aus diesen Griinden wahrscheinlich.
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Abb. 17 SMART Protein Pradiktion Die Punktmutation c.3131A>G, Q1044R (chr18:22804751T>C) betrifft die
raumiche Struktur von ZNF521 innerhalb einer funktionalen Zinkfingerdoméane.

Zusatzlich wurde die Haufigkeit der Veranderung in der gesunden Bevolkerung
untersucht. Die Mutation ist weder im Exome variant Server noch im ExAC Browser
beschrieben. Auch in PolyPhen-2 ist die Verdnderung nicht bekannt und wird mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 0.995 als ,probably damaging“ eingestuft. Innerhalb der
untersuchten Kohorte kommt die Veranderung in einer Familie vor. Das entspricht einer
Haufigkeit von 1,4%. Die betroffene Patientin hat eine BDE mit disproportioniertem
Kleinwuchs. Die BDE betrifft den vierten und flnften Metacarpalknochen (s. Abb. 18)
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sowie den funften Metatarsalknochen bds. Es besteht au3erdem eine Syndaktylie des
zweiten und dritten Strahls der FuRe sowie eine Sandalenlicke beidseits. Die
erwachsene Patientin hat eine Kérpergro3e von 153cm bei einem Armspann von 147cm
und einem Kopfumfang von 56cm. Zusatzlich zeigt sich klinisch eine

Mittelgesichtshypoplasie.

Abb. 18 Klinik der Indexpatientin mit nicht-synonymer Punktmutation in ZNF521
Brachydaktylie der Digiti 4 und 5 links und des Digitus 4 rechts. Bei Faustschluss imponieren die durch
Metacarpalverkirzung deutlich riickverlagerten Artt. Metacarpo-phalangeales
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Im Rahmen der Segregationsanalyse wurden gesunder Vater, gesunde Schwester und
betroffene Mutter der Indexpatientin untersucht (s. Abb. 19). Letztere hat eine
Korpergro3e von 145¢cm, eine BDE und tragt die gleiche Mutation wie ihre Tochter. Bei

den gesunden Verwandten liel3 sich die Punktmutation dagegen nicht nachweisen.

Indexpatientin
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Abb. 19 Ausschnitt aus SeqPilot Sequenzanalyse (nicht-synonyme Variante)
Die Indexpatientin ist heterozygot A/G, wie auch ihre betroffene Mutter. Gesunder Vater und Schwester sind
homozygot A/A und tragen die Veréanderung nicht.

Neben der genannten Punktmutation ist bei der Indexpatientin aus friheren
Untersuchungen eine weitere genetische Veranderung bekannt. Es handelt sich dabei
um eine Translokation und Insertion von Material aus Chromosom 1 in Chromosom 2 und
4 mit einhergehender Mikrodeletion. Der Befund nach Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
lautet:
Ishdel(1)(p31.3p31.3)(RP11-105|06-,RP11-442|03-),ins(2;1)(p?;p31.3p31.3)(RP4-
662P1+, RP11-5P4, RP4-537F10+; RP4-662P1-, RP11-5P4-,RP4537F10),ins(4;1)
(p15.2;p31.2p31.3)(RP4-759M20+, RP4-700A9+;RP4-759M20dim, RP4-700A9-)

Um herauszufinden, ob diese Veranderung fur die Klinik der Patientin verantwortlich sein
konnte, wurde der mdgliche Zusammenhang der deletierten Gene mit dem Phanotyp
analysiert. Mithilfe des UCSC Genome Browsers konnten drei Gene im Bereich der
Mikrodeletion ermittelt werden: UBE2U, CACHD1 und RORL. In der Literatur sind bislang

keine Hinweise auf Interaktionen zwischen diesen Genen und der Entwicklung von
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Extremitaten beim Menschen bekannt. Es besteht also kein kausaler Zusammenhang
zwischen der genannten Mikrodeletion und der Klinik der Indexpatientin. Zuséatzlich ist
die Veranderung de novo entstanden - die betroffene Mutter der Patientin tragt sie daher
nicht. Beides verringert die Wahrscheinlichkeit, dass die Veranderung fir den Phanotyp
der Familie verantwortlich ist und lasst die Punktmutation in ZNF521 als mdgliche

Ursache offen.

3.3 Veranderung im regulatorischen Bereich des HOXD Clusters

3.3.1 Ergebnisse der Array CGH

Beim Screening der 11 nicht verwandten Familien mit BDE fiel in einer Familie im Array
CGH ein Verlust genetischen Materials im nicht codierenden Bereich 5 des HOXD
Clusters auf. Dabei handelt es sich um einen Verlust mit einer Gré3e von ca. 440 kb. Der
Befund lautet: Chr2q31.1 (176,063,573)x2 (176065894-176504173)x1 (176,528,040)x2.

Gene View :chr? : 175919801-176650266

176.0 Mb 1
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ATPSG3
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Abb. 20 Auswertung der Array CGH mit Agilent Cyto Genomics
Ein erhdhtes Farbsignal der Kontroll-DNA (rot) im Vergleich zur Patienten-DNA (blau) zeigt den Verlust
genetischen Materials im Patienten an.
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Innerhalb des fehlenden Bereichs liegt bei Gesunden der regulatorische Archipel 5° des
HOXD Clusters, der die Genexpression fur die Entwicklung der distalen Extremitaten
steuert 8. Bei einer GroRRe von ca. 440 kb ist von einer Deletion aller vier regulatorischen

Islands auszugehen, was im Folgenden durch qPCR Uberprift wurde (s. Abschnitt 3.3.2).

chr2 (q31.1)] |
Scale 500 kb} 1hg19
chr2: 176,000,000/ 176,500,000) 177,000,000) 177,500,000
Boundary Hg19
Boundary (NI |
440 kb My Custom Track
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Ist_| |
Isi_Il |
Isi_IIl |
Isl_IV |
Del/dup
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparative Genomics)
CHN1 <3 KIAA1715 (i MTX2H{  LOC375295
ATF2 e+ EVX2
ATP5G3 |
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Abb. 21 Lokalisierung der Deletion: Beteiligung vier regulatorischer Islands des HOXD Clusters
Ausschnitt aus UCSC Genome Browser. Unten das Reporter Gene Essay der vier regulatorischen Islands
im Mausembryo. In Anlehnung an Montavon et al. &

Die Veranderung ist weder in der Datenbank Decipher noch in der Database of Genomic
Variants gelistet und im Menschen daher bislang nicht beschrieben %111, Es existiert
lediglich das zuvor beschriebene Mausmodell (s. Abschnitt 1.6). Klinisch zeigt sich bei
der Indexpatientin eine Brachydaktylie Typ E mit Verklrzung aller Metacarpalknochen.

Zusatzlich ist auch der dritte Metatarsalknochen bds. betroffen.
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Abb. 22 Klinik der Indexpatientin mit Deletion der vier regulatorischen Islands

a Hande der Patientin mit plumpem Erscheinungsbild durch Verklrzung aller Metacarpalia.

b entsprechende Rontgenaufnahme, markiert ist der besonders verkiirzte vierte Metacarpalknochen.

¢ FiRe der Patientin, Digitus 3 ist durch die Verkirzung des dritten Metatarsalknochens stark nach proximal
verlaaert. d entsprechende Roéntaenaufnahme.

3.3.2 Segregationsanalyse via qPCR

In der Familie der Indexpatientin gibt es weitere Falle skelettaler Fehlbildungen an den
Extremitaten (s. Abb. 23). Die Falle folgen einem autosomal dominanten Erbgang. Mit
gPCR wurden die Ergebnisse aus dem Array CGH validiet und eine
Segregationsanalyse durchgeflhrt. Zusatzlich zum genetischen Material der
Indexpatientin wurde die DNA gesunder Verwandter sowie die DNA ihrer beiden
betroffenen Schwestern untersucht. Letztere zeigen ebenfalls eine BDE. An den Handen

sind alle Metacarpalia bis auf den zweiten Strahl der rechten Hand betroffen (s. Abb. 24).
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Abb. 23 Stammbaum der Indexfamilie mit BDE

Es wurden die Indexpatientin, zwei ihrer betroffenen Schwestern, eine nicht betroffene Schwester

sowie eine betroffene Nichte untersucht

Abb. 24 Phanotyp der betroffenen Schwestern
a Hande einer betroffenen Schwester, verkirzte Finger fallen im Vergleich zum normal entwickelten Digitus 2
rechts auf. b entsprechende Rontgenaufnahme, markiert ist der stark verkirzte dritte Metacarpalknochen

rechts. ¢ Links im Bild Indexpatientin, rechts ihre betroffene Schwester. Typische Auspragung von BDE mit
fehlendem Hervorstehen der Artt. Metacarpo-phalangeales bei Faustschluss.
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Die qCR sollte Aufschluss daruber geben, ob auch andere betroffene Familienmitglieder
einen Verlust genetischen Materials im regulatorischen Archipel vor dem HOXD Cluster
aufweisen. Der Zielsetzung entsprechend wurden daftr neben Kontrollprimern vier Pri-
mer designt, die jeweils genau im Bereich der regulatorischen Islands liegen. Das Ergeb-
nis der gPCR stellte heraus, dass alle untersuchten, betroffenen Familienmitglieder den
gleichen Verlust genetischen Materials aufweisen wie die Indexpatientin. Ein gesundes

Familienmitglied zeigt die Veranderung dagegen nicht (s. Abb. 25).
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Abb. 25 Ergebnis der qPCR: Replikons im regulatorischen Archipel des HOXD Clusters

Die betroffenen Familienmitglieder weisen den gleichen heterozygoten Verlust genetischen Materials fir jede
der vier regulatorischen Islands auf. Ein gesundes Familienmitglied zeigt diesen Verlust nicht. Zum Vergleich
die Referenz-DNA.
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3.3.3 Screening der restlichen Kohorte auf diese Veranderung via qPCR und

Sanger Sequenzierung

Anschliel3end an die Segregationsanalyse wurden 53 der 67 nicht verwandten Familien
mit BDE via qPCR auf die genannte Veranderung 5° des HOXD Clusters untersucht. 12
Familien konnten aufgrund ungenigenden genetischen Materials nicht untersucht
werden. Im Rahmen dieser Untersuchungen ergaben sich keine weiteren pathologischen

Befunde.

Im Laufe weiterer Forschung am Institut fiel

jedoch eine Patientin auf, die in der gPCR

einen Verlust genetischen Materials im Vater

Bereich der Island 4 zeigte, was hinweisend
fur eine Deletion der entsprechenden Region ‘ ‘ |
ist. Klinisch besteht bei der Indexpatientin \_/

eine BDE und BDA mit Kleinwuchs (s. Abb. | betroffene Index

Schwester

27). Im Rahmen der Segregationsanalyse

wurden die restlichen Familienmitglieder Abb. 26 Stammbaum der Indexfamilie mit BDE,

ebenfalls via gPCR auf diese Veranderung BDAund Kleinwuchs

untersucht. Die betroffene Schwester der Patientin zeigt bei gleicher Klinik ebenfalls
einen Verlust genetischen Materials in Island 4. Bei gesunder Schwester und Mutter der
Indexpatientin liel® sich hingegen kein Verlust feststellen. Der Vater der Patientin konnte
aufgrund unzureichender DNA-Qualitat nicht in der qPCR untersucht werden.
AnschlieRend an die qPCR wurde die DNA der untersuchten Familienmitglieder nach
Sanger sequenziert, um den Bruchpunkt der vermuteten Deletion zu lokalisieren. Dabei
fiel auf, dass es sich bei der Veranderung nicht um eine Deletion, sondern um eine
heterozygote Punktmutation innerhalb der Island 4 handelt: chr2:176501624C>T (s. Abb.
29). Da diese Punktmutation im Bindungsbereich des qPCR Primers fiur Island 4 lag,
konnte die entsprechende Region nicht repliziert werden — im Vergleich zu den anderen
replizierten Islands des HOXD Clusters fiel die Veranderung daher als Verlust
genetischen Materials auf. Die Variante ist in der Online Datenbank ENSEMBL unter der
SNP-ID rs35729413 zu finden. Die globale Allelfrequenz fur das seltenere Allel T statt C
wird mit einer Haufigkeit von 0,08% angegeben . Die Seltenheit dieser Punktmutation

weist auf eine mdgliche Pathogenitat hin.
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Abb. 27 Klinik der Indexpatientin mit verminderter Replikon-Menge in Island 4

a Linke und rechte Hand der Patientin mit auffallig verkiirzter Endphalanx des Digitus 2 links als Manifestation
der BDA und plumpem Erscheinungsbild durch die BDE. b Linker und rechter FuR der Patientin mit auffallend
stark verkiirzten Digiti 3 und 4 bds. ¢ Réntgenaufnahme der Hande mit BDA am Digitus 2 links und BDE am
Diaitus 4 rechts. d Rontaenaufnahme der FliRe mit ausaepraater BDE der Diaiti 3 und 4 rechts.

Im Rahmen der Segregationsanalyse zeigte sich die Punktmutation erwartungsgemafn
bei der Indexpatientin sowie bei ihrer betroffenen Schwester. Die gesunde Mutter und
beide gesunden Geschwister sind nicht Trager der Mutation. Die Veranderung fiel
zusatzlich beim bisher klinisch unauffalligen Vater auf. Bei naherer Betrachtung von
Roéntgenaufnahmen zeigte sich jedoch bds. eine sehr diskrete Verkirzung der
Mittelphalangen am Ful}, die als BDA mit verminderter Penetranz diskutiert werden kann
(s. Abb. 28).
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Abb. 28 Klinik des Vaters mit Punktmutation in Island 4
a Linker Fu® des Vaters mit milder Auspragung einer BDA im Sinne verkurzter Mittelphalangen, v.a. an Digitus 2
und 3. b zum Vergleich Réntgenaufnahme eines linken FuRes mit normal ausgebildeten Mittelphalangen. Bild der
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Abb. 29 Sequenzanalyse im Bereich der Island 4

Heterozygote Punktmutation bei beiden betroffenen Téchtern und gesundem Vater (fragliche Minimalvariante
der BDA s.0.). Wildtyp Base C (blau) wird Uberlagert von mutierter Variante T (rot). Die gesunde Mutter tragt

die Veranderung nicht.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

4.1.1 Mutationen in ZNF521 sind eine mogliche Ursache von BDE und Kleinwuchs

PTHLH ist ein bekanntes Gen in der Entstehung von Brachydaktylie Typ E mit Kleinwuchs,
ZNF521 ein bewiesener Effektor in dessen Signalkette und in dieser Arbeit folglich
Gegenstand der Untersuchung als neues Kandidatengen fiir Brachydaktylie Typ E 3595,
Innerhalb der BDE Kohorte von 67 nicht verwandten Familien wurden bei der
Sequenzierung nach Sanger drei synonyme sowie eine non-synonyme Punktmutation
gefunden. Bei zwei der drei synonymen Veranderungen (chr18:22804549G>C, P > P
und chr18:22807336C>T, A - A) handelte es sich nach weiterer Recherche in
verschiedenen Datenbanken um Polymorphismen ohne Krankheitswert - zum einen
begriindet durch die hohe Haufigkeit innerhalb der gesunden Bevolkerung, zum anderen
durch die Anzahl gesunder homozygoter Individuen trotz entsprechender Veranderungen.
Die dritte synonyme Mutation (chr18:22807066G>A, Cys—>Cys) ist zwar seltener als die
beiden zuvor genannten Varianten, ein gesunder homozygoter Fall mit dieser Mutation
sowie die generelle Seltenheit von pathogenen synonymen Mutationen sprechen

dennoch insgesamt gegen eine Pathogenitat 194,105,

Zusatzlich zu den synonymen Mutationen wurde bei der Sequenzierung nach Sanger
eine Punktmutation mit Aminosaureaustausch gefunden: c¢.3131A>G, Q1044R
(chr18:22804751T>C). Dieser Aminosaureaustausch bringt im kodierten Protein einen
Ladungswechsel mit sich, der sich auf die raumliche Struktur des Proteins und damit auch
auf seine Funktionalitat auswirken kann — eine Voraussetzung flr die Pathogenitat einer
Mutation 194195 Die Mutation befindet sich in einer Zink Finger Domane. Zudem ist die
Region der Mutation in ZNF521 bis zum Zebrafisch konserviert, was eine hohe
funktionelle Bedeutung dieses DNA-Abschnitts unterstiitzt 9. Weiterhin ist die
Punktmutation bislang in keiner Datenbank beschrieben (bspw. ExAC und 7000
Genomes Project). In verschiedenen Pradiktionsprogrammen (Mutation Taster,
Polyphen-2, UCSC) wurden hohe Pathogenitatswerte vorhergesagt. Die Mutation ist
daher unter Berucksichtigung der Klinik in der Indexfamilie sowohl als Kandidat fur die

Entstehung einer BDE als auch eines Kleinwuchses zu werten. Die gemeinsame Kilinik
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von BDE und Kleinwuchs ist durch die Funktion von ZNF521 als Effektor von PTHLH zu
erwarten, da Mutationen in PTHLH zur gleichen klinischen Auspragung fihren. Auch das

ist ein Hinweis auf die Pathogenitat der gefundenen Mutation.

4.1.2 Deletionen im regulatorischen Archipel des HOXD Clusters fihren im

Menschen zur Auspragung einer Brachydaktylie Typ E

Mutationen im HOXD Cluster sind eine bereits bekannte Ursache fur die Auspragung
einer Brachydaktylie Typ E 4891, Um der Frage nachzugehen, ob auch Mutationen im
regulatorischen Archipel des Clusters zum Phanotyp einer Brachydaktylie fuhren, wurden
11 nicht verwandte Familien via Array CGH und gPCR untersucht. So konnte bei einer
Familie eine Deletion der ersten vier regulatorischen Islands in der Genwulste 5° des
HOXD Clusters gefunden werden (Manuskript Flottmann et al. under review). Die
Deletion segregiert mit der Klinik einer BDE bei allen untersuchten betroffenen
Familienmitgliedern. Skelettale Fehlbildungen der Hand konnten im Mausmodell bei
Deletionen einzelner Islands gezeigt werden und sprechen mit den Befunden der
Indexfamilie grundsatzlich Uberein (s. Abschnitt 3.3.1), was den Verdacht auf eine
Pathogenitat der gefundenen Deletion unterstiitzt 8. Zudem ist die Deletion dieser
regulatorischen Islands im Menschen bislang nicht bekannt — verschiedene Datenbanken
wurden fur diese Recherche herangezogen (Decipher, Database of Genomic Variants).
Bei dieser Informationslage kann die Deletion daher als wahrscheinliche Ursache flr die
BDE der Indexfamilie betrachtet werden.

Im weiteren Verlauf der Zusammenarbeit mit dem Max Planck Institut fur molekulare
Genetik konnte die gefundene Deletion als Ursache fur die Entwicklung einer BDE
bewiesen werden. Um der Veranderung eine sichere Pathogenitat zuschreiben zu
kénnen, wurde ein Mausmodell mit dem Genotyp der betroffenen Familienmitglieder
erstellt. Die ersten funf regulatorischen Islands wurden dafir im Mausgenom deletiert,
was der gefundenen Deletion genotypisch sehr nahe kommt. Allerdings erfolgte die
Deletion im Mausgenom homozygot, wahrend sie in der Indexfamilie heterozygot vorliegt.
Dies ist eine notwendige Abweichung bei der Erstellung von Mausmodellen, da diese
robuster sind als der menschliche Organismus und bei einer heterozygoten Mutation in
einer Maus nicht mit einer Verdnderung des Phéanotyps zu rechnen ware 3. Das
Ergebnis der nachgestellten Deletion war eine exakte Kopie des menschlichen
Phanotyps in der erstellten Maus (s. Abb. 30). Damit kann die Deletion der
regulatorischen Islands 1 bis 4 sicher als Ursache der Brachydaktylie Typ E in der
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Indexfamilie gewertet werden.
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Abb. 30 Phanotyp der betroffenen Familie und des entsprechenden Mausmodells — Wildtyp im Vergleich
Links unten Réntgenbild der Indexpatientin mit BDE an allen Mittelphalangen. Rechts unten Abbildung des
Phéanotyps im Mausmodell nach Deletion der ersten fiinf regulatorischen Islands. Es zeigt sich eine exakte
Phanokopie des menschlichen Phanotyps als Beweis der Deletion flr die BDE. Links und rechts oben
Normalbefunde zum Vergleich.

Manuskript Fléttmann et al. under review

BDE
Del(Rel5-Atf2)

4.1.3 Punktmutationen im regulatorischen Archipel des HOXD Clusters sind eine

mogliche Ursache fir die Auspragung einer BDE oder einer BDA

Im Laufe weiterer Untersuchungen in der Arbeitsgruppe konnte eine weitere Familie mit
einer Veranderung im regulatorischen Archipel des HOXD Clusters gefunden werden. Es
handelt sich dabei um eine Punkmutation innerhalb der vierten regulatorischen Island:
chr2:176501624C>T (Manuskript Fléttmann et al. under review). Klinisch zeigt sich bei
der Familie sowohl eine BDA als auch eine BDE. Mit Ausnahme des bislang als gesund
geltenden Vaters, bei dem eine Minimalvariante der BDA angenommen werden kann,
segregiert die Veranderung ausschliel3lich mit den betroffenen Familienmitgliedern. Die
Punktmutation ist bereits als Polymorphismus bekannt (SNP-ID rs35729413) und kommt
in der Bevodlkerung selten vor (Minor Allele Frequency von 0,08% im Exome Variant

Server), was eine Pathogenitat der Veranderung moglich macht. Zudem belegt die in
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Abschnitt 4.1.2 beschriebene Deletion der Islands die funktionelle Bedeutsamkeit dieser
Region vor dem HOXD Cluster. Weitere Veranderungen im regulatorischen Archipel - wie
die gefundene Punktmutation — kdnnen demnach als wahrscheinliche Ursache der Klinik
in der Familie gewertet werden. Dabei kdme sie in diesem Fall sowohl fir eine BDE als

auch fur eine BDA in Frage.

4.2 Schwachen der vorliegenden Arbeit

4.2.1 Eingeschrankte Aussagekraft der Segregationsanalysen

Mangels DNA Material konnten in einigen Segregationsanalysen nicht alle
Familienmitglieder untersucht werden. Trotz starker Bemuhungen, nachtraglich mehr
DNA der betroffenen Familien zu erhalten, gestaltete sich die Sammlung durch die z.T.
grolRen raumlichen Entfernungen und die eingeschrankte Bereitschaft gesunder
Familienmitglieder, DNA Proben abzugeben, schwierig. Eine unvollstandige
Segregationsanalyse findet sich bei der Untersuchung der zweiten synonymen
Punktmutation in ZNF521 (chr18:22807336C>T, A - A), in der der Kindsvater nicht
untersucht werden konnte. Da es sich bei dieser Veranderung jedoch nachweislich um
einen Polymorphismus ohne Krankheitswert handelt, fuhrt der Mangel an DNA nicht zu
Einschrankungen in der Bewertung der Veranderung.

In der Familie mit Deletion der vier regulatorischen Islands 5° des HOXD Clusters konnte
in der gPCR nur ein einziges gesundes Familienmitglied untersucht werden, was die
Aussage zur Pathogenitat der Lasion zunachst ungenau machte, da nicht hinreichend
ausgeschlossen werden konnte, dass gesunde Familienmitglieder nicht von der
Veranderung betroffen sind. Durch den anschlieRenden Beweis zur Pathogenitat der
Deletion im Mausmodell konnte die Veranderung als Ursache der BDE jedoch trotz
eingeschrankter Segregationsanalyse eindeutig ausgemacht werden.

In der Familie mit Punktmutation der vierten regulatorischen Island
(chr2:176501624C>T), konnten die beiden gesunden Geschwister der Indexpatientin
nicht auf die Veranderung untersucht werden. Da in diesem Fall die Pathogenitat der
Mutation weder eindeutig ausgeschlossen noch bewiesen ist, wirde die Untersuchung
bei Ausschluss der Vorkommens in gesunden Familienmitgliedern den Verdacht auf eine
wahrscheinliche Pathogenitat weiter erharten.
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4.2.2 Geringe Fallzahl der non-synonymen Punktmutation in ZNF521

Innerhalb der Kohorte von 67 nicht verwandten Familien mit BDE wurde die non
synonyme Punktmutation c¢.3131A>G, Q1044R (chr18:22804751T>C) nur in einer
Familie gefunden. Trotz hoher Wahrscheinlichkeit fur die Pathogenitat dieser Mutation ist
die Bewertung aufgrund des Einzelfalls und des mangelnden Beweises durch ein

Mausmodell eingeschrankt.

4.2.3 Schwierige Zuordnung der Phanotypen durch multiple Klinik

Welcher Phanotyp durch eine Mutation ausgeldst wird, kann nur durch eine funktionelle
Untersuchung, wie z.B. ein Mausmodell bewiesen werden. Solang es kein Modell gibt,
muss der Phanotyp durch die klinische Begutachtung der Symptome innerhalb der
betroffenen Familien und die Kombination zum abweichenden Genotyp erortert werden.
Haben die Patienten mehrere Symptome gleichzeitig, ist es meist schwierig, eine genaue
Aussage dartber zu treffen, welches Symptom genau von der Mutation verursacht
werden konnte und welches nicht. Vor allem, wenn sie bei den untersuchten Patienten in
der Kohorte das gleiche System betreffen — im hier untersuchten Fall das Skelettsystem.
Bei der gefundenen dritten synonymen Punktmutation in ZNF521 (chr18:22807066G>A,
Cys—>Cys) zeigt sich in der Familie sowohl eine BDE als auch ein Kleinwuchs. Die
Veranderung zeigt sich auch bei Patienten, die nur einen Kleinwuchs und keine BDE
haben. Damit ware die Punktmutation zwar insgesamt als unwahrscheinliche Ursache
der Klinik, aber am ehesten als Ursache des Kleinwuchses zu werten — und nicht als
Ursache der BDE. Dem hingegen besteht immer ein Risiko, Minimalvarianten einer
Brachydaktylie zu Ubersehen, was die Zuordnung von genomischen Veranderung zur
Klinik zusatzlich erschwert.

Die gefundene non-synonyme Punktmutation in ZNF521 c¢.3131A>G, Q1044R
(chr18:22804751T>C) tritt innerhalb der Familie gleichzeitig mit BDE und Kleinwuchs auf,
was gut zum Profil von ZNF521 als Effektor von PTHLH passt (s. Abschnitt 4.1.1).
Trotzdem reicht die Herleitung aus der Signalkette von PTHLH als Information nicht aus,
um mit Sicherheit sagen zu kdnnen, dass die Veranderung in ZNF521 eine BDE, einen
Kleinwuchs oder beide Symptome bedingen kdnnte.

Ein gleichartiges Problem findet sich bei der Familie mit der Punktmutation in der vierten
regulatorischen Island 5° des HOXD Clusters (chr2:176501624C>T), bei der sowohl eine
BDE als auch eine BDA auftritt. Da sich die Veranderung auch beim bisher als gesund

geltenden Vater der Indexpatientin zeigt und bei diesem eine Minimalvariante der BDA
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zu diskutieren ist, spricht dies eher fur die Veranderung als Ursache einer BDA. Eine
genaue Abklarung ist bei der aktuellen Datenlage ohne funktionelle Untersuchung auch

hier noch nicht moglich.

4.3 Zusammenfassung, Schlussfolgerungen und Ausblick

Brachydaktylie Typ E (BDE) gehort zu einer Gruppe von Fehlbildungen der Extremitaten
und bezeichnet die disproportionale Verkurzung oder das Fehlen von Mittelphalangen.
Die Mehrheit der Falle von BDE ist atiologisch bis heute nicht geklart, sodass auf diesem
Gebiet Forschungsbedarf besteht 2. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits bekannte
genetische Ursachen von BDE recherchiert und daraus ein neues Kandidatengen sowie
eine zu untersuchende Zielregion abgeleitet. Diese wurden auf neue Mutationen als
mogliche Ursache von BDE analysiert.

Bereits bekannte Ursachen sind Mutationen in PTHLH, die zu BDE und Kleinwuchs
fuhren 3. PTHLH fordert das L&angenwachstum von Knochen und induziert die
Expression des Transkriptionsfaktors ZNF521, das als sein direkter Effektor fungiert. Im
Mausmodell entwickeln ZNF521-Knockout-Mause verkurzte Extremitaten, sodass sich
die Frage ergab, ob Mutationen in ZNF521 auch im Menschen Ursache einer BDE sein
kdonnten 5. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde eine Kohorte von 67 nicht
verwandten Familien mit BDE via Sanger Sequenzierung untersucht. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde eine bislang unbekannte nicht-synonyme Punktmutation in
ZNF521 gefunden. Der Befund lautet: ¢.3131A>G, Q1044R (chr18:22804751T>C).
Klinisch zeigen sich eine BDE und Kleinwuchs. In Programmen zur Pradiktion der
Pathogenitat wird die Variante als ,disease causing” (Mutation Taster) und mit einer
Wahrscheinlichkeit von 99,5% als ,probably damaging“ (PolyPhen2) eingestuft 9.
Zusatzlich liegt die Mutation in einer gut konservierten funktionalen Zinkfingerdomane,
sodass eine Modifizierung der Proteinstruktur zu erwarten ist. Insgesamt ist es
wahrscheinlich, dass diese Faktoren zu einer Beeintrachtigung in der Funktion von
ZNF521 als Transkriptionsfaktor fuhren und das klinische Bild einer Brachydaktylie
erklaren konnen. Trotz vieler Faktoren, die auf eine Pathogenitat hinweisen, hat die
Diskussion der Kausalitat auch ihre Grenzen. In der Kohorte wurde nur eine Familie mit
der genannten Mutation gefunden - ein zweiter Fall wiirde den Verdacht weiter erharten.
AulBerdem ist der Bezug zur Klinik nicht eindeutig auf BDE einzugrenzen, da sich in der

Indexfamilie auch ein Kleinwuchs zeigt. Mutationen in ZNF521 kénnten moglicherweise
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fur beide Phanotypen infrage kommen. Um Mutationen in ZNF521 als allgemeingiltige
Krankheitsursache fur BDE und/oder Kleiwuchs klarer darzustellen, misste die gleiche
Punktmutation in weiteren Familien mit dieser Pathologie gefunden werden. Nach dem
Fund einer zweiten Familie mit dieser Punktmutation konnte ein Mausmodell mit dem
gleichen Genotyp den abschlieRenden Beweis erbringen, dass Mutationen in ZNF521
Kleinwuchs und/oder BDE bedingen. Die Ergebnisse wiurden die Funktion von ZNF521
im Knochenstoffwechsel naher beleuchten und so neue Erkenntnisse Uber die
Entwicklung von Knochenstrukturen erbringen. Diese Informationen kénnten hilfreich flr
die Aufklarung von Pathologien im Knochenstoffwechsel sein und die Entwicklung von
Therapien fur Knochenerkrankungen im Allgemeinen voranbringen.

Eine weitere bekannte Ursache von BDE sind Mutationen im HOXD Cluster, das die
Entwicklung der Extremitaten rdumlich und zeitlich koordiniert 8. Im Mausmodell zeigt
sich, dass Deletionen einzelner regulatorischer Islands im nicht-kodierenden Bereich vor
dem Hoxd Cluster zu fehlerhafter Ausbildung der Extremitaten fiihren 83, So stellte sich
die Frage, ob auch im Menschen Mutationen im nicht kodierenden Bereich der DNA - und
insbesondere in der regulatorischen Region des HOXD Clusters - Ursache von BDE sein
konnen. Um dem nachzugehen, wurden 11 nicht verwandte Familien mit BDE via Array
CGH auf Verluste oder Zugewinne genetischen Materials im gesamten Genom analysiert.
Auffallende Mutationen wurden via gPCR validiert. Anschlieiend wurden 53 Familien der
BDE Kohorte gezielt auf diese Veranderung gescreent. Mit dieser Methode wurde eine
Deletion im Bereich des HOXD Clusters gefunden, die vier der funf regulatorischen
Islands betrifft. Klinisch zeigt sich bei der Familie eine isolierte BDE. In aktuellen
Datenbanken (Decipher, Database of Genomic Variants) ist die Veranderung bislang
nicht beschrieben %111 Im Laufe weiterer Zusammenarbeit mit dem Max Planck Institut
fur molekulare Genetik wurde ein Mausmodell mit dem gleichen Genotyp der betroffenen
Familienmitglieder erstellt, das eine exakte Phanokopie der Klinik im Menschen zeigte.
Somit konnte die Deletion, die im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurde, als Ursache fur
die Entwicklung von BDE bewiesen werden (Manuskript FI6ttmann et al. under review).
Im Laufe weiterer Kooperation mit dem Institut fir Humangenetik der Charité wurde
aullerdem eine Punktmutation in der vierten regulatorischen Island gefunden, die klinisch
mit einer BDE sowie mit einer BDA einhergeht. Diese Erkenntnisse lassen auf eine
allgemein hohe pathologische Bedeutung von Veranderungen im regulatorischen
Archipel des HOXD Clusters schlieRen. Mdglicherweise sind weitere Veranderungen in

diesem Areal Ursache von BDE und weiterer Brachydaktylie Typen, sodass weitere
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Untersuchungen zur Aufklarung unbekannter Brachydaktylie-Falle angestrebt werden
sollten. Da erstmalig gezeigt wurde, dass der regulatorische Archipel des HOXD Clusters
auch im Menschen eine grof3e Rolle in der Entwicklung der Extremitaten spielt, kdnnen
sich auf lange Sicht auch in diesem Fall Konsequenzen fur das Verstandnis und die

Therapie weiterer Erkrankungen des Skelettsystems ergeben.
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7.1 Cyclerprogramme

Tabelle 8 Cyclerprogramm fiir Touch Down PCR

PHASE TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 98 °C 10 sec
Primer Anlagerung 60-55°C
(Annealing) (jeden Zyklus ein 30 sec 5
Grad °C weniger)
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 98 °C 10 sec
Annealing 55 °C 30 sec 35
Elongation 72°C 30 sec
Finale Elongation 72 °C 10 min 1
Kuhlung 12°C o0
Tabelle 9 Cyclerprogramm fiir Phusion ® PCR
PHASE TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 1
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 61 °c 30 sec 2
Elongation 68 °C 8 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 59 °C 30 sec 2
Elongation 68 °C 8 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 57 °C 30 sec 2
Elongation 68 °C 8 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 55 °C 30 sec 28
Elongation 68 °C 8 min
Finale Elongation 68 °C 10 min 1
Kuhlung 15°C o0
Tabelle 10 Cyclerprogramm fiir Sequenzierreaktion
PHASE TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Denaturierung 98 °C 5 sec
Annealing 55 °C 5 sec 25
Elongation 60 °C 4 min
Kuhlung 12°C o0
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Tabelle 11 Programm gPCR Maschine

PHASE TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initiale Denaturierung 95 °C 8 min 1
Denaturierung 95 °C 15 sec 40
Annealing und 60 °C 1 min "
Elongation
E. d. SchmK. 95 °C 15 sec 1
Erstellen der 60 °C 1 min 1
Schmelzkurve
E. d. Schmk. 95 °C 15 sec 1

7.2 Primer-Sequenzen

Tabelle 12 Primer-Sequenzen fiir die Sequenzierung von ZNF521

(Transcript ENST000000361524)

PRIMERNAME SEQUENZ
E2-ZNF521-F AAGGCTGGGAAAGTTTGGTG
E2-ZNF521-R CTCCTCCCGTCTTCGTCTC
E3-ZNF521-F CAATGAAGCCCTCCTATTGC
E3-ZNF521-R TGAGGTTACCCCAAACAACC
E4a-ZNF521-F ACTGCTTTGGGCTCAGATTT
E4a-ZNF521-R CGCAGCATCACATTCACTG
E4b-ZNF521-F TCGCCACATAAAACTCCACA
E4b-ZNF521-R GTCGTACTGGACACGGAGGT
E4c-ZNF521-F CATGGACAGTCACCAGCAAC
E4c-ZNF521-R CAGTGAGAAACCCCATATAGCA
E4d-ZNF521-F GCAAACCCTGCAGCTAAAGA
E4d-ZNF521-R GGTAACATGCTTCAGCAAGGA
E4e-ZNF521-F CTCGACACTGTGCTTCCAAA
E4e-ZNF521-R CTCGGAAGCTCCATTTGTTC
E4f-ZNF521-F AACACTTGCGAGAAAAACACTG
E4f-ZNF521-R CACACCACGCAGCGAAAG
E4g-ZNF521-F ATGCACCCTGACTTGAGGAA
E4g-ZNF521-R GGACCGTTTCTTGAGGAGGT
E5-ZNF521-F GCAACATAGGTAAGATCAGCATC
E5-ZNF521-R CCGAGGAAAAACAATGATGG
E6-ZNF521-F TGAATAATGTGAAATAACCAGAAACC
E6-ZNF521-R CCCCCAAATTGAACTGAAGTC
E7-ZNF521-F CCAACCATGAGCAAATGTGA
E7-ZNF521-R GCCCAGGGTGAGTGATACTG
E8-ZNF521-F TGCTTGGTCTGATGAAAATGA
E8-ZNF521-R GTGCGCAAAAGTTCAAACAC
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Tabelle 13 Primer-Sequenzen fiir die qPCR der Kohorte

PRIMERNAME SEQUENZ

293111 J F GCAAGGTCAGGGATATGAGC
2931.1.1 J R TCCTATGACCCAACCCACTG
293111 K F ACTCGAGGTGTAATGGGTGG
2931.1.1 K R ACTTAAATTGGATGGCGTCG
293111 L F CCAAGAGCAAGTCATCTGGC
293111 L R CAATGTCACCTGCGACCTC
2931.1.1 M_F GTGCTGACACAGCCTTATCC
2q31.1.1 M R CTCTCTTCAGACACGGCCTC
2931.1.1 N_F AGCAATCCATTTGACACACC
2931.1.1 N R ATCAGTTCTCTCACAGGAAGGTAG
293111 O F GAGTTTCAGGCCACATTGCT
2931.1.1 O R TGCCCTCCCATCTGTATCTT

Tabelle 14 Primer-Sequenzen fiir die Eingrenzung der Deletion vor dem HOXD Cluster

PRIMERNAME SEQUENZ
2q31.1_#3821a_F TAGCGGCAGCTAGAGAAAGG
2g31.1_#3821a_R CAATTTGCCACGTGAAGAGA
2q31.1 #3821b_F GAACTCCTGGCTTCAAGTGC
2g31.1_#3821b_R TGCTTCCTATACAGCCCACA
2q31.1_#3821c_F AGGCCTCAGAATCATTGCAG
2g31.1_#3821c_R TACTGAATCATGGGCCTGGT
2q31.1 #3821d F CTGGGAAGACTGGTGCACTT
2g31.1_#3821d R CCCAGAATTCTCCCACTTCA
2q31.1_#3821e F TCTGCAGCCTCCCTGATACT
2g31.1_#3821e R GCCAAAGGTCCAACAACAAT
2q31.1 #3821f F TGGAGGCTGTGCTGTTAATG
2g31.1_#3821f R AGGGCTAATGTGCTTCCAGA
2q31.1 #3821g_F CCACCGCCTTATGAAGTGTT
2g31.1_#3821g_R ACTCTGGGAAACTGGCATTG
2q31.1_#3821h_F GGAGCATGGAAACAAGTTGG
2g31.1 #3821h R TGTGTGTGGGTTCTCTGCAT
2q31.1_#3821i F AGGAATGCAAACCCATTCAC
2g31.1_#3821i R ATGGAATGTCTTTCCGCTTG
2q31.1_#3821]_F AGTGGGAGGAGGGAGAAGAG
2g31.1_#3821] R TGTGTCACGTGGGTTTCTTG
2g31.1 #3821k F TGCCCTTGTATAGCCAAACC
2q31.1_#3821k_R GGGTTTGTTTCAGAGATGCAA
2q31.1_#3821] F TGCCTCAACTGTCAAACATG
2g31.1_#3821] R GGAACCTTGGAGCATCAGAA
2g31.1 #3821m F GCCTCCCAACATGGACTCTA
2g31.1_#3821m R GCCCAAGGTGAAACTTGAAA
2q31.1 #3821n_F CAAGTTTCACCTTGGGCAAT
2g31.1_#3821n_R TTTCCCAGACAACCTCAACC
2g31.1_#38210 F AGGGACCCAAGAGGTGACTT
2g31.1_#38210 R CATCCTGGAGGGAAACTGAA
2q31.1 #3821p F GACCCAGTGGCAGATGAGTT
2g31.1_#3821p R AACTCCACCCATTGCTTCAG
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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