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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Skelettsystem

Das Skelett der Vertebraten: Ein Wunderwerk der Natur! Es besteht aus 200 Knochen und stellt eine
multifunktionelle Einheit im Korper dar. Es ist als Stiitz- und Bewegungsapparat fiir die Gestaltgebung
und Stabilitdt des Korpers verantwortlich, schitzt die inneren Organe, das Knochenmark und das
Gehirn vor aulieren Einflussen und ist ein wichtiger Speicherort fir Mineralien (u.a. Kalzium und
Phosphat). Des Weiteren ist das Knochenmark maRgeblich an der Blutbildung und immunitaren
Antworten des Korpers auf duBere Einflisse beteiligt. Das Skelett wird in das kraniale, axiale und
appendikulare Skelett unterteilt. Das kraniale Skelett umfasst die Schadelknochen, die mit dem
axialen Skelettelementen, der Wirbelsaule, den Rippen und dem Sternum in Verbindung stehen. Zu
dem appendikularen Skelett werden die Extremitaten, der Schultergirtel sowie die Huftknochen
gezahlt. Das Skelett ist ein dynamisches System, das sich im gesamten Leben immer wieder neu
organisiert. Die Knochensubstanz wird durch Osteoblasten (knochenbildende Zellen) auf- und durch

Osteoklasten (knochenabbauende Zellen) abgebaut (Kornak und Mundlos 2003).

Alle skelettaren Elemente bei den Vertebraten sind auf mesenchymale Vorlauferzellen
zurickzufuihren. Abhéngig von deren Lokalisation, Formgebung und Funktion durchlaufen diese
Zellen einen von zwei knochenbildenen Prozessen, die desmale oder die endochondrale Ossifikation
(Cancedda et al. 2000; Olsen et al. 2000).

1.2 Desmale Ossifikation

Bei der desmalen Ossifikation differenzieren Mesenchymzellen direkt zu Osteoblasten, die parallel
auch die neue Knochenmatrix synthetisieren und mineralisieren. Die desmale Ossifikation spielt
insbesondere bei der Bildung des Kopfskeletts und des Schliisselbeins eine Rolle. Der Schéadel (lat.
Cranium) des Menschen besteht aus 22 Einzelknochen, die Uber Knochennéhte (lat. Suturae)
miteinander in Verbindung stehen. In der Anatomie werden der Gesichtsschadel (lat.Viscerocranium),
der die Grundlage der Gesichtsknochen bildet, und der Hirnschadel (lat. Neurocranium), der das
Gehirn umhdillt, unterschieden. Der Hirnschadel kann in die Schédelbasis und das Schadeldach (lat.
Calvaria) unterteilt werden (Slater et al. 2008). Man unterscheidet folgende Hauptknochennahte: Die
Pfeilnaht/ Sagittalnaht (Sutura sagittalis) zwischen den beiden Scheitelbeinen, die Stirnnaht (Sutura
frontalis) zwischen den beiden Stirnbeinen, die Kranznaht (Sutura coronalis) zwischen dem Stirnbein
und dem Scheitelbein, und die Lambdanaht (Sutura lambdoidea) zwischen dem Scheitelbein und dem
Hinterhauptsbein (Abbildung 1). Das Krankheitsbild der autosomal-dominant vererbten Kranio-
synostose ist durch das vorzeitige Zusammenwachsen einer oder mehrerer Schadelndhte (Synostose)
bei Sauglingen und Kleinkindern gekennzeichnet. Dadurch kann das Schéadel- und Gehirnwachstum
nicht normal ablaufen und eine Verformung des Schédels entsteht. Durch das verminderte Wachstum
des Gehirns kommt es haufig zu einer Beeintrachtigung der Sehfahigkeit und der geistigen
Entwicklung (Gault et al. 1992; Hukki et al. 2008; Slater et al. 2008).
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Eine Kombination des klinischen Phanotyps der sagittalen Kraniosynostose mit einer kutanen
Syndaktylie der Finger wird als Kraniosynostose Typ Philadelphia bezeichnet (Robin et al. 1996; Jain
et al. 2008).

a) b) Frontalnaht Stimbein
Kranznaht

grof3e Fontanelle

agrof3e Fontanelle

Scheitelbein

Sagittalnaht
Lambdanaht

Lambdanaht kleine Fontanelle

Hinterhauptbein

Abbildung 1 Anatomie des Schéadels.

a) laterale Ansicht der Schadelknochen und -ndhte; b) Aufsicht auf die Schadelknochen und —nahte
(Quelle: http://www.uke.de/kliniken/neurochirurgie/index_15719.php).

1.3 Endochondrale Ossifikation

Bei der endochondralen Ossifikation werden aus Mesenchymzellen zuerst knorpelige Skelettelemente
gebildet, die dann durch Chondroklasten (knorpelabbauende Zellen) abgebaut werden und durch
Osteoblasten verkndchern. Diesen Prozess der Ossifikation findet man beim axialen und
appendikularen Skelett (Olsen et al. 2000) (Abbildung 2).

Zu Beginn der endochondralen Ossifikation kondensieren die Mesenchymzellen und differenzieren zu
Knorpelvorlauferzellen (Préachondrozyten). Wahrend dieser Phase sekretieren die Prachondrozyten
Matrixproteine, die die Knorpelmatrix ausbilden. Zellen im Zentrum des Knorpels differenzieren zu
Knorpelzellen (Chondrozyten), peripher gelegene Zellen bilden das Perichondrium aus, das die
Knorpelstruktur von dem umliegenden Gewebe isoliert. Die Chondrozyten durchlaufen mehrere
Proliferationsschritte und es kommt zur Ausbildung saulenférmiger Strukturen im Zentrum der
Knochenanlage. In der Epiphyse ist die Teilungsrate der Chondrozyten vermindert, die hier
befindlichen Chondrozyten stellen Reservechondrozyten dar. Postmitotisch differenzieren die
Chondrozyten dann zu hypertrophen Chondrozyten, erkennbar an der starken Volumenzunahme
(Erlebacher et al. 1995; Johnson und Tabin 1997; Olsen et al. 2000; Kronenberg 2003). Parallel zu
der hypertrophen Differenzierung mineralisiert die Knorpelmatrix. =~ Nach vollstandiger
Ausdifferenzierung der Chondrozyten unterlaufen diese die Apoptose und werden durch
Knochengewebe ersetzt. Wéhrend dieses Vorgangs wandern Blutgefdle in das zuklnftige
Knochengewebe ein, in dessen Blutstrom Osteoblasten befindlich sind. Die Osteoblasten fangen an

Knochenmatrix zu synthetisieren, parallel werden die Chondrozyten durch die Chondroklasten

abgebaut (Olsen et al. 2000).
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Abbildung 2 Endochondrale Ossifikation.

a) Kondensation mesenchymaler Zellen zu Prachondrozyten (Knorpelvorlauferzellen); b) Ausbildung
der Knorpelmatrix, Zellen im Zentrum der Knorpelmatrix differenzieren sich zu Chondrozyten,
periphere Zellen bilden das Perichondrium aus; c) Unterteilung der Knorpelstruktur in zwei Bereiche:
Epiphyse (mit Reservechondrozyten) und Diaphyse (hohe Chondrozytenteilung und -differenzierung
zu hypertrophen Chondrozyten), Ausbildung des Knochenschafts durch kortikale Ossifikation; d)
Invadieren der Blutgefaf3e und Osteoblasten, Ausbildung des priméren Ossifikationszentrums durch
Osteoblasten (trabikularer Knochen), Abbau der Knorpelmatrix durch Chondroklasten, das
Perichondrium wird zum Periostium; e) Ausbildung der Knochenmarkshéhle, Entstehung des
kortikalen Knochens und der sekundéaren Ossifikationszentren im epiphysealen Bereich; f) Ausbildung
von trabikularem Knochen im epiphyséren Bereich, Langenwachstum des Knochens mittels
Wachstumsfuge, Einwanderung von hamatopoetischen Zellen in die Knochenmarkshéhle (nach
Mader et al., 2008).

Im Laufe der Embryonalentwicklung bildet sich ein Ossifikationszentrum in der Knochenanlage aus,
das die verschiedenen Stadien der Chondrozytendifferenzierung beinhaltet. Dieser Streifen wird als
Wachstumsfuge der Knochenanlage bezeichnet und ist so lange offen, bis das Langenwachstum des

Knochens abgeschlossen ist (Kronenberg 2003).

1.3.1 Indian Hedgehog: Essentiell wahrend der endochondralen Ossifikation

Indian Hedgehog (IHH, MIM 600726) ist ein Mitglied der Hedgehog (HH)-Proteinfamilie und stellt ein
wichtiges Signalmolekil wahrend der endochondralen Ossifikation dar (Abbildung 3) (McMahon et al.
2003; Lai und Mitchell 2005). Es wird von Chondrozyten der prahypertrophen Zone exprimiert und
reguliert die Chondrozytenproliferation und -differenzierung mittels eines negativen Rickkopplungs-
mechanismus, der aus dem sezernierten Signalfaktor Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP)
und Ihh besteht (Vortkamp et al. 1996; Lai und Mitchell 2005). PTHrP wird von den periartikularen
Chondrozyten im Perichondrium und dessen Rezeptor (PTH/PTHrP-Rezeptor, PPR) von den
prahypertrophen Chondrozyten exprimiert. Wahrend des Prozesses der endochondralen Ossifikation
ist PTHrP ein Inhibitor der Chondrozytendifferenzierung. PTHrP diffundiert vom Perichondrium in die
Wachstumsfuge und bindet an den Rezeptor PPR. Dadurch wird die Differenzierungsrate der
proliferierenden Chondrozyten in hypertrophe Chondrozyten gehemmt, wodurch die Versorgung der
proliferierenden Chondrozyten mit lhh unterbunden wird. Diese negative Ruckkopplungsschleife ist

essentiell fir eine korrekte Knochenentwicklung (St-Jacques et al. 1999; Lai und Mitchell 2005). Des
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weiteren kontrolliert Ihh die Osteoblastendifferenzierung tiber den Transkriptionsfaktor Runx2 (runt-
related transcriptionfactor2, MIM 600211) (Yoshida et al. 2004) und ist in weiteren Signalwegen wie
FGF (Fibroblast Growth Factor, MIM 134934), Wnt (Wingless-type MMTV integration site, MIM
606359) und BMP (Bone morphogenetic proteins, MIM 112261) beteiligt (Iwata et al. 2000; Chen et al.
2001; Minina et al. 2002; Lai und Mitchell 2005). Mutationen im IHH verursachen Abnormalitaten in
der Extremitatenentwicklung: Kurzfingrigkeit vom Typ Brachydaktylie Typ Al (BDA1, MIM 112500)
oder Akrocapitofemorale Dysplasie mit Brachydaktylie (MIM 607778) (Gao et al. 2001; Hellemans et
al. 2003; Lai und Mitchell 2005).

a) b)

Periartikuldres
Perichondrium

Reserve-
chondrozyten

Proliferations-
zentrum

Prahypertrophe

Chondrozyten
Hypertrophe
Chondrozyten

Perichondrium _? I

Abbildung 3 Funktion von Ihh wahrend der endochondralen Ossifikation.

a) Uberblick der verschiedenen Differenzierungsschritte der Chondrozyten innerhalb der Wachstums-
fuge; b) Expression von PTHrP fordert die Proliferation der Chondrozyten und gleichzeitig die
Herabsetzung der Differenzierung in hypertrophe Chondrozyten. lhh wird wahrend der
endochondralen Ossifikation von den prahypertrophen Chondrozyten exprimiert und reguliert die
Chondrozytenproliferation und -differenzierung mittels eines negativen Riuckkopplungsmechanismus
mit dem sezernierten Signalfaktor Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) (nach Lai et al, 2005).

1.4 Extremitatenentwicklung bei Wirbeltieren

Extremitaten (GliedmaRen) sind bei GliederfliRern und Vertebraten paarig angelegt und dienen
hauptsachlich als Fortbewegungs- oder Greifwerkzeuge. Bei den Vertebraten werden
Vorderextremitaten (Arme) und Hinterextremitaten (Beine) unterschieden, welche jeweils aus einem
proximalen Stylopod, einem medianen Zeugopod und einem distalen Autopod aufgebaut sind (Zeller
et al. 2009) (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Aufbau der Extremitat beim Menschen.

Das menschliche Extremitatenskelett besteht aus dem Stylopod (blau), Zeugopod (rosa) und Autopod
(gelb), Lagebezeichungen (proximal, distal, anterior, posterior) sind relativ zur Kérpermitte (nach Zeller
et al., 2009).

Die embryonale Entwicklung der Extremitéaten bei Vertebraten stellt ein gutes Modellsystem fur die
Untersuchung von zelluldren Interaktionen und interzellularen Signaliibertragungen dar (Niswander
2003).

In der frihen Embryogenese kommt es zur Ausbildung von drei Keimblattern, die in das Ektoderm,
das Endoderm und das Mesoderm unterschieden werden. Aus dem Ektoderm entstehen u.a. die
Epidermis, Teile des Schadels und das zentrale Nervensystem. Das Mesoderm ist fiir den Stitz- und
Bewegungsapparat, das Blut, die Lymphe mit den entsprechenden Gefaf3en, die Ausscheidungs- und
Exkretionsorgane und das Gonadensoma verantwortlich. Das Endoderm bildet die endogenen
Strukturen aus, wie den Verdauungstrakt mit Anhangsdriisen (z.B. Leber, Bauchspeicheldrise,
Lunge, Schilddriise). Das Mesoderm wird in das paraxiale, intermediare und laterale Plattenmesoderm
unterteilt. Das laterale Plattenmesoderm ist neben der Entwicklung von verschiedenen Geweben (u.a.
Bindegewebe, das Endothel der Blutgefdl3e sowie deren glatte Muskulatur) fur die Entstehung der
Extremitaten verantwortlich (Pearse et al. 2007). Es werden paarige Extremitatenknospen ausgebildet,
die aus mesenchymalen Zellen aufgebaut und von einer einlagigen Schicht ektodermaler Epithelzellen
umgeben sind. Aus den mesenchymalen Zellen entstehen die Skelettelemente und das Bindegewebe.
Die myogenen Zellen, die die spatere Muskulatur bilden, wandern sekundér von den Somiten in die
Extremitatenknospe ein (Johnson und Tabin 1997; Wolpert 1999). Die Extremitatenknospe wird in drei
Primarachsen unterteilt, die als proximo-distale (Schulter bis Fingerkuppe), anterior-posteriore
(Daumen bis kleiner Finger) und dorso-ventrale Achse (Handriicken zu Handinnenflache) bezeichnet
werden (Shubin et al. 1997; Zeller et al. 2009). Bei der korrekten Anlage und Entwicklung der
dreidimensionalen Extremitat sind unterschiedliche Signalzentren und Schliisselgene beteiligt. Zu den
essentiellen Signalzentren zéhlt die apikale ektodermale Randleiste (AER), die Progresszone (PZ)
und die Zone polarisierender Aktivitat (ZPA) (vgl. Abbildung 5).
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Die AER wird an der dorso-ventralen Grenze aus Epithelzellen ausgebildet und besteht aus einer
Leiste zylindrischer Zellen. Unterhalb der AER befindet sich die PZ, die aus undifferenzierten, rasch
proliferierenden mesenchymalen Zellen besteht und den Grof3teil der Extremitat ausbildet (Zeller et al.
2009). Im posterioren Bereich der Knospe liegt die ZPA, die die korrekte Entwicklung der Extremitat in

der anterior-posterioren Achse steuert (Wolpert 1969; Tickle et al. 1975; Zeller et al. 2009).

1.4.1 Signalwege und Schlisselgene der Extremitatenentwicklung

Nach der Lokalisation (Hox-Gene) (Capdevila und Izpisua Belmonte 2001) und Determination der
Gliedmalenanlagen (Vorderextremitat: Tbx5, Hinterextremitét: Tbx4) (Gibson-Brown et al. 1996) wird
die Entstehung der Extremitatenknospe sowie die Ausbildung der proximo-distalen Achse von Fgf-
Signalen induziert (Niswander et al. 1994). Fgf10, exprimiert von den mesenchymalen Zellen der PZ,
induziert die Extremitatenknospe und férdert gleichzeitig die Produktion von Fgf8 in der AER. Fgf10
und Fgf8 stimulieren die Proliferation der Zellen in der PZ und halten die AER aufrecht (Martin 1998;
Xu et al. 1998). Fgfs der AER, Retinséure, aber auch Hox-Genprodukte induzieren die Synthese von
Shh in der ZPA (Zeller et al. 2009). Shh ist fur die Ausbildung der anterior-posterioren Achse essentiell
(vgl. Kapitel 1.4.1.1.) Durch einen negativen Ruckkopplungsmechanismus von Shh und der
Repressorform von Gli3 (GIli3R) wird ein Shh-Gradient von der posterioren zur anterioren Achse
aufrecht gehalten und im anterioren Bereich die Expression spezifischer Gene ermoglicht (Theil et al.
1999; Zeller et al. 2009). Shh steht mit Fgf8 und Fgf4 in einem positiven Rickkopplungsmechanismus,
indem Shh tber Formin und Gremlin die Bmp-Signallibertragung unterbindet, so dass die Fgf-Aktivitat
in der AER aufrechterhalten wird (vgl. Abbildung 5 a) (Zwilling 1956; Saunders und Gasseling 1963;
Pizette und Niswander 1999; Zeller et al. 2009). Die dorso-ventrale Achse wird maf3geblich durch
Whnt7a determiniert, das im dorsalen Epithel exprimiert wird und die Synthese von Lmx1b im darunter
liegenden Mesoderm induziert. Lmx1lb ist fur die Differenzierung von dorsalen Strukturen
verantwortlich. Das ventrale Ektoderm synthetisiert hingegen Bmps, die die Synthese von Engrailed
(Enl) induzieren, das wiederum die Synthese von Wnt7a im ventralen Bereich hemmt (Riddle et al.
1995; Zeller et al. 2009) (vgl. Abbildung 5 b).

a) A b)

GLI3R

l FGF4/9/17

Abbildung 5 Signalzentren wahrend der Entwicklung der Extremitatenknospe.

a) Die AER sezerniert Wachstumsfaktoren (FGF 4, 8, 9 und 17) an die unterliegende PZ, wodurch die
Proliferation angeregt und das Langenwachstum gefordert wird. Die ZPA, die AER sowie der anteriore
Bereich stehen durch die Signalmolekile SHH, GLISR und FGF in Wechselwirkung und bedingen
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dadurch die korrekte Extremitatenentwicklung; b) Das Signalmolekil WNT7a beeinflusst die
Entwicklung der dorsalen Identitdt der Extremitatenknospe, BMP-Faktoren sowie EN1 sind fiir die
Entstehung der ventralen Strukturen verantwortlich. AER= Apikale ektodermale Randleiste, BMP=
Bone morphogenetic Protein, EN1= Engrailed 1, FGF= Fibroblast Growth-Factor, GLI3R= GLI-
Zinkfingerprotein 3 Repressor, PZ= Progresszone, SHH= Sonic hedgehog, WNT7a= wingless-type
MMTYV integration site family, member 7A (nach Niswander et al., 2003).

Es existieren derzeit zwei verschiedene Modelle, die das Langenwachstum der Extremitdt von
proximal nach distal beschreiben: In dem ,Progresszonen-Modell“ wird angenommen, dass sich die
proliferierenden Zellen erst nach dem Verlassen der PZ spezifizieren, so dass die Differenzierung, die
Ausbildung der Knorpelstrukturen und die Entstehung der einzelnen Skelettelemente von proximal

nach distal geschieht (Stylopod, Zeugopod, Autopod) (Summerbell et al. 1973).

Das alternative Modell geht von einer friihen Spezifikation der proliferierenden Zellen in der PZ aus, so
dass schon wahrend der Knospenentwicklung die letztendliche Funktion im Gesamtkontext
determiniert wird (Dudley et al. 2002; Sun et al. 2002).

1.4.1.1 SHH, ein Schlisselgen wahrend der Extremitatenentwicklung

SHH (MIM 600725) ist auf dem Chromosom 7q36.3 lokalisiert und beeinflusst u.a. die Entstehung des
ventralen Neuralrohrs, die Entwicklung der ventralen Somiten und die Musterbildung der sich
entwickelnden Extremitat. Mittels eines Zeit- und Konzentrationsgradienten beeinflusst es maR3geblich
die Musterausbildung der anterioren-posterioren Achse sowie die Identitat der einzelnen Fingerglieder
(Benazet und Zeller 2009) (Abbildung 6).

raumlicher Gradient . Zeitlicher Gradient

1
™N /

+

Shh

Definierung der Fingerglieder (4,2,5,3)

Abbildung 6 Musterbildung der sich entwickelnden distalen Extremitat durch einen rdumlichen
und zeitlichen Shh-Gradienten.

Die Fingerglieder werden in der Reihenfolge 4, 2, 5 und 3 festgelegt. Die Entwicklung des Daumens
(2) ist unabhangig von Shh (nach Bénazet et al., 2009).

Reguliert wird Shh durch unterschiedliche cis-regulatorische Elemente (Kornak und Mundlos 2003),
die dessen Expression wahrend der diversen mustergebenen Prozesse beeinflussen (Abbildung 7)
(Jeong et al. 2006; Benazet und Zeller 2009).
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Abbildung 7 Enhancer-Regionen des SHH-Gens.

SHH bendtigt flr eine geregelte Expression in verschiedenen Geweben unterschiedliche cis-
regulatorische Regionen (Enhancer). Fir die Expression von SHH wéahrend der Neuralrohrentwicklung
und innerhalb des ZNS werden sechs verschiedene Enhancer benétigt (SFPE1, SFPE2, SBE1, SBEZ2,
SBE3, SBE4). Die Expression im posterioren Part der Extremitdt wird durch die ZRS-Region
gesteuert; SFPE= Shh floor-plate enhancer, SBE= Shh brain enhancer, ZRS= ZPA regulatory
sequence (nach Jeong et al., 2006; Bénazet et al., 2009).

Der extremitatenspezifische cis-Regulator befindet sich ca. 1Mb aufwarts des Shh-Gens und wird als
ZPA regulatorische Sequenz (ZRS) bezeichnet. Hierbei handelt es sich um einen sogenannten “long-
range-Regulator®. Die ZRS befindet sich innerhalb eines hoch konservierten nicht codierenden
Bereichs, innerhalb des Introns 5 des LMBR1-Gens (MIM 605522) (Lettice et al. 2003; Sagai et al.
2004). Mutationen innerhalb der ZRS-Region verursachen unterschiedliche klinische Phanotypen, die
die Autopod-Entwicklung betreffen. Punktmutationen in der murinen ZRS-Region fiihren zur
Ausbildung von zusétzlichen praaxialen Phalangen, verursacht durch eine ektope Shh-Expression.
Eine verstarkte Shh-Expression im posterioren Bereich auf3ert sich in einer postaxialen Polydaktylie
(Lettice und Hill 2005). In Patienten konnte nachgewiesen werden, dass ZRS-Punktmutationen und
Mikroduplikationen, die diese Region beinhalten, mit dem Klinischen Krankheitsbild der
Polysyndaktylie mit Triphalangealen Daumen (TPT-PS, MIM 174500) und der Syndaktylie Typ IV
(SD4, MIM 186200) assoziiert sind (Lettice et al. 2003; Klopocki et al. 2008).

Abbildung 8 Phanotyp von Patienten mit einer Duplikation innerhalb der ZRS-Region des SHH-
Gens.

a) praaxiale Hexadaktylie; b) Syndaktylie der Finger I, IV und V und einer zusatzlichen postaxialen
Hexadaktylie; ¢) Triphalangealer Daumen (nach Klopocki et al. 2008).
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Das Laurin-Sandrow Syndrom (LSS, MIM 135750) ist durch Polysyndaktylie der Hande und/ oder
FuRe und Spiegelduplikationen der FilRe beschrieben. Weiter Merkmale kénnen nasale Anomalien
(verkirzte Kolumella), eine fehlende Kniescheibe (Patella) sowie auch ein Identitatsverlust zwischen
der Fibula und Tibia sein. Die genetische Ursache fiir dieses Krankheitsbild ist derzeitig noch nicht

beschrieben, es wurde aber zum chromosomalen Lokus 7936 kartiert (Kjaer et al., 2005).

1.5 Extremitatenfehlbildungen

Extremitatenfehlbildungen beschreiben anatomisch abweichende Phéanotypen von Gliedmalien
innerhalb der Bevolkerung, die vererbt werden oder de novo entstehen. Man unterscheidet

verschiedene Typen der Fehlentwicklungen:
a) Brachydaktylie: Kurzfingrigkeit einzelner Finger und/oder Zehen
b) Polydaktylie: Uberzéhlige Finger und/oder Zehe (z.B. Hexadaktylie mit sechs Fingern)
c) Oligodaktylie: Fehlen einzelner Finger und/ oder Zehe

d) Ektrodaktylie: Sonderform der Oligodaktylie gekennzeichnet durch Fehlen der zentralen
Strahlen

e) Syndaktylie: zusammengewachsene Finger und/oder Zehen, kutan (die Haut betreffend) oder
ossar (den Knochen betreffend). Eine totale Syndaktylie bezeichnet das Verwachsen aller
Finger/Zehe.

f) Polysyndaktylie/Synpolydaktylie: Gleichzeitiges Auftreten von Polydaktylie und Syndaktylie

1.5.1 Spalthand-/ fulR3fehlbildungen (split hand/ foot malformation, SHFM)

Spalthand- und -fuRfehlbildungen (split hand/foot malformation, SHFM) sind genetisch bedingte
Malformationen des distalen Extremitatenskeletts. SHFM, auch unter der Bezeichnung Ektrodaktylie
bekannt, ist durch das Fehlen von zentralen Strahlen im Autopod gekennzeichnet, d.h. eine
Sonderform der Oligodaktylie (Abbildung 9) (Duijf et al. 2003).
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Abbildung 9 Entstehung der Ektrodaktylie.

a) Normale Entwicklung des distalen
Extremitatenskeletts, ausgehend von einer
intakten Extremitatenknospe mit AER, PZ und
ZPA; b) Fehlbildung des distalen Extremitaten-
skeletts, hervorgerufen durch eine funktionelle
Stérung der medianen AER-Aktivitdt gekenn-
zeichnet durch einen roten Balken innerhalb der
AER-Region an der Position von Finger zwei
und drei; Lagebezeichnungen der Extremitéat
sind auf die Korperachse bezogen; AER=
apikale ektodermale Randleiste, PZ= Progress-
Zone, ZPA= Zone polarisierender Aktivitat,
Zahlen 1 bis 5 geben die Position der
Fingeranlagen an (nach Duijf, 2003).

ventral
4

proximal distal 5

dorsal
posterior

Weitere Merkmale sind oft Syndakylien aber auch Aplasien/ Hypoplasien der Phalangen, das Fehlen
der Radialstrahlen, was zur Ausbildung einer Hand mit einem Finger (Monodaktylie) fihrt. Auch
Aplasien/ Hypoplasien der Metakarpalen/ Metatarsalen (Mittelhand-, MittelfuRknochen) sind als

phanotypische Auspragung bekannt (Duijf et al. 2003).

SHFM ist eine selten auftretende Erkrankung (0,54/ 10000 bis 0,60/ 10000) (Stoll et al. 1996; McGuirk
et al. 2001) und kann als solches isoliert auftreten (nicht syndromale Form) oder in Kombination mit
anderen Klinischen Phanotypen z.B. Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, Taubheit oder Augenanomalien
(syndromale Form). Es existiert eine hohe klinische Variabilitat zwischen SHFM-Patienten, aber auch
die Auspragung innerhalb eines Patienten kann variieren (Elliott et al. 2005; Lezirovitz et al. 2008;
Armour et al. 2011).

Die genetische Grundlage dieses Krankheitsbildes kann nicht auf einen Genlocus manifestiert werden.
Derzeit sind sechs verschiedene Genloci bekannt, wobei nur drei genetische Ursachen im Detall

verstanden sind (Tabelle 1).

Tabelle 1 Ubersicht der SHFM-Typen mit dem dazugehoérigen Genlokus (nach Duijf et al. 2003).

SHFM-Typ MIM Genlocus Genetische Veranderung Kefrr:g;{c?;tzeiﬁlgl;ee)ne
SHFM1 183600 7921 Deletion, Translokation (DLX5, DLX6, DSS1)
SHFM2 313350 Xq26 unbekannt (FGF13, TONDU)
SHFM3 246560 10924 Duplikation (Dactylin, SUFU, BTRC)
SHFM4 605289 3927 Mutationen (dominant) TP63
SHFM5 606708 2031 Deletion (DLX1, DLX2)
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| SHFM6 ‘ 225300 ‘ 12q13 ‘ Mutation (rezessiv) WNT10B

Patienten mit Mutationen im TP63-Gen (MIM 603273) kdnnen sowohl nicht-syndromale als auch
syndromale SHFM-Formen zeigen. Dieser Transkriptionsfaktor wird in basalen Zellschichten
epithelialer Gewebe exprimiert und stellt einen Schlisselregulator fur die Zellproliferation und -
differenzierung von Stammzellen mehrschichtiger Plattenepithelien dar. Eine Veranderung im TP63-
Gen kann neben Extremitatenfehlbildungen (SHFM4) auch Gesichts-, Haut und Schadelanomalien,
die sich u.a. in der Verdickung der Oberhaut, Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, und Fehlbildungen der
Néagel, Haare und Zahne auswirken, hervorrufen (Yang et al. 1999). SHFM-Typ 1, 3 und 5 sind mit
genomischen Aberrationen assoziiert: SHFM1 mit Deletionen oder Translokationen, SHFM3 mit
Duplikationen und SHFM5 mit Deletionen (vgl. Tabelle 1) (Duijf et al. 2003).

Eine zusatzliche Defizienz (Aplasie/ Hypoplasie) der langen Roéhrenknochen, insbesondere der Tibia,
kennzeichnet das Krankheitshild SHFLD (split hand/ foot malformation with long bone deficiency,
SHFLD, MIM 275220). Diese Sonderform der Ektrodaktylie wird auch als Tibia Hemimelie-
Ektrodaktylie-Syndrom bezeichnet. Zusatzliche Merkmale konnen eine femurale Bifurkation oder
distale Hypoplasie, eine Ulna Hypo- oder Aplasie, eine Aplasie der Patella, Hypolasien der grofRen
Zehen und auch Fehlbildungen der Hororgane in Form von kelchférmigen Ohren sein (Managoli und
Chaturvedi 2005; Lezirovitz et al. 2008). SHFLD tritt mit einer Haufigkeit von 1 zu 1 Million
Neugeborenen auf und zeigt einen autosomalen dominanten Erbgang mit unvollstandiger Penetranz.
SHFLD-Patienten weisen eine variable Expressivitat auf. Die Auspragung der klinischen Merkmale ist
wie bei SHFM innerhalb einer Familie, aber auch zwischen einzelnen Patienten stark variabel (Duijf et
al. 2003; Lezirovitz et al. 2008). Fur SHFLD sind derzeit vier genetische Loci bekannt: 1942.2-q43
(SHFLD1, MIM 119100), 6g14.1 (SHFLD2, MIM 610685), 17p13.1-17p13.3 (SHFLD3, MIM 612576)
und 2g44.2 (SHFLD4). Derzeit sind die genetischen Ursachen fur SHFLD unklar.

1.6 Kopienanzahlveranderungen (CNVs, copy number variations) im Genom

Veranderungen im Genom fordern die Entstehung der genetischen Variabilitat und Vielfalt zwischen
einzelnen Individuen und Spezies (Freeman et al. 2006). Man unterscheidet Einzelnukleotid-
austausche (Punktmutationen), strukturelle (Deletion, Duplikation, Insertion, Translokation) sowie
numerische  Chromosomenaberrationen  (Verédnderung der Anzahl der Chromosomen,
Genommutation). Strukturelle Chromosomenaberrationen sind in den letzten Jahren immer starker in
den wissenschaflichen Vordergrund geriickt und stellen einen wichtigen Aspekt bezlglich der
Entstehung von Erkrankungen dar. 1997 wurde die hochauflésende Analysemethode der Array-CGH
(comparative genomic hybridization) eingefiihrt (Solinas-Toldo et al. 1997), die es erlaubt, die Struktur
des gesamten Genoms eines Patienten im Vergleich zu einer Referenz-DNA zu untersuchen
(Genomanalyse). Diese Methode ermdglicht die Detektion von Zugewinnen oder Verlusten
chromosomalen Materials in hochauflosendem Maflstab. Mit der Array-CGH lassen sich Genom-
verdnderungen in einer GréRenordnung von 1lkb bis 1Mb nachweisen, abhangig von der Dichte/

Auflosung des verwendeten Arrays (z.B. 244K Array= 244.000 Oligonukleotiden, die das
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Gesamtgenom abdecken). Die Detektionsrate chromosomaler Aberrationen kann mit dieser
hochauflosenden Technologie, im Vergleich zu den konventionellen Untersuchungsmethode der
Zytogenetik (Metaphasenpréaparate und FISH-Analyse (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung), deutlich
verbessert werden (Oostlander et al. 2004). Fir die Array-CGH werden Objekttrager (Slides)
verwendet, auf denen Oligonukleotide aufgebracht sind, die das gesamte Genom oder eine bestimmte
Genregion (Customarray) abdecken. Die zu untersuchende DNA des Patienten und eine Referenz-
DNA werden mit Restriktionsenzymen geschnitten, mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert und auf
einen Objekttrager kohybridisiert. Eine Verschiebung der Fluoreszenzsignale der Referenz-DNA zur

Patienten-DNA verweist auf eine Aberration innerhalb des Genoms (Lapierre und Tachdjian 2005).

genomische DNA

— — — _ = C°l-1 DNA
BAC Klone bzw. . genomische DNA genomische DNA
Oligonukleotide l l l l l l l l) Patient . ﬂr Referenz
—_— Co .
@ Mikroarray mit BAC DNA bzw. @ Hybridisierung von
Oligonukleotid-Spots reprasentativ fur Fluoreszenz-markierter genomischer
das humane Genom DNA
5‘
\E‘
- Gewinn von genomischem Material
3
@ Scan und _Berechnung_; : ® Verlust von genomischem Material
des genomischen Profils

Normales Verhaltnis

log2ratio

Abbildung 10 Schematische Ubersicht der Array-CGH.

Test-DNA und Referenz-DNA werden mit unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen markiert und
auf gespottete BAC-Klone oder Oligonukleotide (Array) hybridisiert. Die Fluoreszenzsignale der
Referenz- und Patienten-DNA werden mit einem Scanner gescannt und im Anschluss mit einer
Auswertungssoftware analysiert. In der Auswertungssoftware wird das zur Basis 2 logarithmierte
(Log2) Verhaltnis der Signalintensitaten fir die einzelnen BAC-Klone/ Oligonukleotide berechnet, die
genomischen Positionen der Oligonukleotide geordnet und Aberrationen (Gewinne und Verluste) von
genomischen Material angezeigt.

(Quelle: http://genetik.charite.de/diagnostik/array_cgh/)

1.6.1 Entstehungsmechanismen von CNVs

CNVs konnen auf unterschiedliche Weise entstehen. Es wird zwischen Rekombinations- und
Replikationsereignissen unterschieden. Zu den Rekombinationsereignissen zahlen die nicht allelische
homologe Rekombination (non allelic homologous recombination, NAHR) und die nicht homologe
Verknipfung von DNA-Strdngen (nonhomologous end Joining, NHEJ). Bei der NAHR (vgl. Abbildung
11a) kommt es zu Rekombinationsereignissen zwischen DNA-Abschnitten mit gleicher oder &hnlicher
Nukleotid-Sequenz, die nicht allelisch sind. Die Rekombination ereignet sich meist zwischen Regionen

mit sogenannten low copy repeats (LCRs). LCRs sind distinkte nicht-allelische genomische Segmente
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mit gleicher DNA-Sequenz. Sie machen 5-10% des menschlichen Genoms aus und zeigen eine zu
95%ige Sequenzibereinstimmung untereinander. Meist sind sie zwischen 10-300kb grof3 und
ubiquitar im Genom vorzufinden. Befinden sich die LCRs in einer Distanz < 10Mb zueinander, kénnen
sie Fehlalignments zwischen Chromosomen oder Chromatiden herbeifihren. NAHR zwischen LCRs,
welche in direkter Orientierung zueinander ausgerichtet sind, fihren zu Deletionen oder reziproken
Duplikationen. Liegen die LCRs invertiert vor, so kann die dazwischenliegende Region invertiert
werden. Bei einer komplexen Struktur von LCRs, bestehend aus direkten und invertierten Einheiten,
konnen Duplikationen, Deletionen oder Inversiconen entstehen. NHEJ stellt eine essentielle Rolle bei
der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen dar. DNA-Enden werden miteinander verbunden, ohne
homologe Sequenzabschnitte (LCRs bzw. minimale Sequenziibereinstimmungen) zueinander
aufzuweisen. DNA-Doppelstrangbriiche werden mittels eines Proteinkomplexes detektiert, raumlich
zueinander gefuhrt, modifiziert und letztendlich wieder ligiert. Die reparierten Stlcke enthalten oft

zusatzliche Nukleotide, die wiederum zur genomischen Vielfalt beitragen.

Aber auch Fehler bei der Replikation der DNA kdénnen CNVs entstehen lassen. Eine verlangsamte
Entwindung der Replikationsgabel sowie ein Matrizenwechsel (fork stalling und template switching,
FoSTeS) kénnen zu komplexen Strukturverdnderungen innerhalb des Genoms fihren (vgl. Abbildung
11b). Die Existenz von Mikrohomologien férdert diesen Mechanismus (microhomology mediated
break-induced replication MMBIR).

a) NAHR b) FoSTeS
FoSTeSx 1 FoSTeSx 2
: TEE O
2,

1l
*

| — = —

Abbildung 11 Enstehungsmechanismen von CNVs durch NAHR oder FoSTes.

a) Model fir die nicht allelische homologe Rekombination (homologous recombination, NAHR)
zwischen repetitiven/ homologen Sequenzen (waagerechte schwarze Pfeile). b) Modell fur den
Matrizenwechsel und anschlieBende Replikation eines neuen Matrizenstrangs innerhalb der
integrierten Replikationsgabel (fork stalling and template switching, FoSTeS). Die Neuordnung des
Genoms und Entstehung von Aberrationen innerhalb des Genoms wird durch Mikrohomologien
(minimale Sequenzibereinstimmungen) hervorgerufen. FoSTeSx1 symbolisiert eine einfache
Neuordnung zwischen zwei chromosomalen Bereichen mit Ubereinstimmenden Homologien.
FoSTeSx2 verdeutlicht die Entstehung von komplexen Anderungen innerhalb des Genoms,
resultierend durch Mikrohomologien zwischen mehr als zwei DNA-Abschnitten (nach Zhang et al.,
20009).

An der Stelle der Mikrohomologien kommt es zu einer Bruchpunktentstehung. Je nach Lage der

neuen Replikationsgabel beim Matrizenwechsel (stromauf- oder abwaérts) kann es zu einer Deletion
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oder Duplikation des Abschnitts kommen. Der Folgestrang I6st sich von der DNA-Matrize los und
lagert sich an eine physikalisch in der Nahe befindlichen neuen Replikationsgabel an. Die DNA-
Synthese wird an diesem Strang erneut initiiert. Je nachdem, ob es sich bei dem invadierten Strang
um den Leit- oder den Folgestrang handelt, kommt es zur Entstehung einer direkten oder indirekten
Orientierung der integrierten Region.

Es gibt LCRs oder Mikrohomologien im Genom, die hohe Préferenzorte fir Aberrationen darstellen
und rekurrente Bruchpunkte aufweisen sowie Regionen, bei denen LCRs oder Mikrohomologien
immer wieder differente CNVs entstehen lassen (nicht-rekurrente Bruchpunkte) (Gu et al. 2008; Zhang
et al. 2009).

1.7 Regulation der Genexpression

Die réaumlichen, zeitlichen und quantitativen Aspekte der Genexpression werden durch
unterschiedliche Faktoren beeinflusst (Levine und Tjian 2003). Die Transkriptionsaktivitat von Genen
wird durch flankierende Sequenzbereiche und weiter entfernte Genomabschnitte reguliert (Howard
und Davidson 2004). Diese cis-agierenden Elemente kdnnen in unterschiedliche Elemente unter-
gliedert werden: Der Promoterbereich direkt aufwarts (5°) des Transkriptionsstarts wird als
Minimalpromoter oder auch Kernpromoterbereich bezeichnet (30bp vor und ca. 4bp nach dem
Startpunkt der Transkription) und beeinflusst die letztendliche Zusammensetzung des finalen Protein-
komplexes, der fur die RNA-Synthese bendétigt wird. Zu den basalen Promotorelementen gehdren:
BRE (TFIl Recognition Element), TATA-Box, Inr (Initiator) und DPE (Downstream Promotor Elements),
die die Anlagerung und Positionierung der DNA-abhangigen-RNA-Polymerase an den
Transkriptionsstartpunkt unterstitzen. Gene, die konstitutionell exprimiert werden (,Housekeeping-
Genes*), haben keine TATA-Box, sondern GC- oder CAAT-Boxen (Breathnach und Chambon 1981;
Butler und Kadonaga 2002; Levine und Tjian 2003). Viele Gene weisen zusatzlich regulatorische
Bereiche mit Bindestellen fir spezifische Transkriptionsfaktoren auf. Man unterscheidet proximale (bis
ca. 200bp vor dem Transkriptionsstart) und distale (1000-2000bp von dem Transkriptionsstart
entfernte) Promotorelemente. Einige Gene bendtigen zusatzlich zu den basalen, proximalen und
distalen Abschnitten multiple cis-agierende Elemente, die weiter entfernt liegen (Enhancer,
Repressoren, Insulatoren) (vgl. Abbildung 12) und durch die die korrekte raumliche und zeitliche
Expression eines Gens gewabhrleistet wird. Solche regulierenden Elemente kénnen stromaufwérts und
-abwarts eines Gens, innerhalb intronischer Sequenzen benachbarter Gene oder auch auf anderen
chromosomalen Abschnitten liegen. Befinden sich cis-agierende Elemente in einem grof3eren Abstand
zum Gen, spricht man auch von long-range-Enhancern (Howard und Davidson 2004; Kleinjan und van
Heyningen 2005). Damit ein Enhancer die Transkription eines Gens beeinflussen kann, muss dieser
mit dem Gen und seinem Promoterbereich in Kontakt treten. Aktuelle Untersuchungen suggerieren,
dass eine strukturelle Verdnderung des Chromatins zu einer Loop-Ausbildung fiihrt, wodurch Gen und
Enhancer in Verbindung kommen (Feuk et al. 2006). Es existiert somit ein komplexes Netzwerk

zwischen den zu transkribierenden Genen, den Promoterbereichen und den ,long-range“- Elementen.

Viele Gene sind multifunktional und zeigen wahrend der Entwicklung ein breites Genexpressions-

muster. Das Shh-Gen (vgl. Kapitel 1.4.1.1) ist wahrend der frihen Embryogenese an differenten
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Entwicklungsprozessen beteiligt, ermdéglicht durch unterschiedliche cis-agierende Elemente

(Enhancer), die dessen Expression zeit- und ortsspezifisch regulieren (Jeong et al. 2006).

hasaler
Transkriptionskomplex

/ \‘\
a) Promoter (\ /’ ,_E;en A
( { L -
b) Enhancer /—\ f—’
[ W W
c) Repressor /’\ E
: ad i

d) Insulator

(Enhancer Barriere)
GenB f\ /\ [_*
1N e— WLl tef

e) Insulator

(Barriere durch Chromatin)
Hetecochromatin
O P S < S
1 3 ] e
- e k. .

Abbildung 12 Regulation der Genexpression mittels cis-agierender Elemente.

Darstellung der Gene A und B mit ihren mdglichen cis-agierenden Elementen.

a) Bindung der generellen Transkriptionseinheit an die Promotersequenz des Gens A (basaler
Transkriptionskomplex); b) Enhancer (E)- und c) Repressor (R)-Sequenzen beeinflussen die
Transkription des Gens A positiv bzw. negativ via Interaktion mit den basalen Promoterelementen; d)
Unterdrickung der Enhancer-Wirkung auf das benachbarte Gen B durch ein Insulatorelement (1); e)
Unterdrickung der Transkription des Gens B durch fehlende Chromatinentfaltung, wodurch nur die
Transkription von Gen A durch den Enhancer aktiviert wird. E= Enhancer, P= Promoter, R=
Repressor, I= Insulator (nach Noonan und McCallion 2010).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Entwicklung einer pentadaktylen Extremitat bedingt ein aufeinander abgestimmtes Signalnetzwerk
von Molekulen. Abweichungen innerhalb eines Signalwegs, hervorgerufen durch genomische
Veranderungen, kénnen zu angeborenen Fehlentwicklungen der gesamten Extremitéat oder auch nur
einzelner Skelettelemente fuhren. Solche genomischen Variabilititen konnen durch Einzelnukleotid-
austausche sowie strukturelle und numerische Chromosomenaberrationen entstehen. In den letzten
Jahren ist die Untersuchung von Kopienzahlverédnderungen (copy number variations, CNVs) immer
starker in den Vordergrund geriickt und es konnte eindriuicklich gezeigt werden, dass strukturelle

Aberrationen fur die Entstehung von angeborenen Fehlbildungen verantwortlich sein kénnen.

Patienten mit angeborenen Extremitatenfehlbildungen mit unklarer genetischer Ursache sollen mittels
hochauflosender Array-CGH auf strukturelle Aberrationen (Deletionen und Duplikationen) im Genom
untersucht werden. Uber diesen Ansatz sollen bisher unbekannte, krankheitsassoziierte Gene bzw.
Mutationsmechanismen identifiziert werden. Fir diese Arbeit werden Patientenkollektive mit

unterschiedlichen Ph&notypen untersucht:
1) Polysyndaktylie, der Syndaktylie Typ IV und des Laurin Sandrow Syndroms

2) Syndaktylien der Hande und FiRe, teilweise in Kombination mit einer sagittalen Kraniosynostose

(Kraniosynostose Typ Philadelphia)
3) Ektrodaktylie in Kombination mit tibialen Defekten

Detektierte Imbalancen werden zunachst auf ihre Kklinische Relevanz getestet, indem der
Vererbungsmodus in den Familien und die Segregation mit dem Phanotyp mittels einer unabhéngigen
Methode verifiziert werden. Die innerhalb der Mikrodeletionen bzw. Mikroduplikationen lokalisierten
Gene sollen néher charakterisiert und Uber funktionelle Analysen in vitro und in vivo eine Klarung der
Pathogenese angestrebt werden. Diese Ergebnisse ermdglichen die Rolle dieser Kandidatengene im

komplizierten Prozess der Musterbildung von Extremitaten untersuchen und verstehen zu lernen.
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3 Material

3.1 Gerate und Zubehor

Gerat

Zusatzinformationen

Hersteller

ABI PRISM® 7900 HT

Binokular

CO,-Inkubator
Entwasserungsautomat
Einbettstation

Glasréhrchen (Southern Blot)
Heizblock
Hybridisierungsofen
Hybridisierungsofen
Luminometer
Microarray-Scanner + Zubehor
Mikrotom

Spektralphotometer

Netzchen (WISH)

Phosphor Imager

Rontgenkassette

Sequenzierer

Sterilbank

Thermal Cycler

Thermomixer Comfort
Vibratom HM650V

Zellzahlkammer
(Neubauer-)

Zentrifugen

gRT PCR Maschine

MZ 12

Steri-Cycle HEPA Class 100
TP 1020

EC 350-1/EC 350-2
WHEATON

Ori-Block OV 3

oV 2

1450 MicroBeta Trailux

Agilent Microarray Scanner

NanoDropTM 2000c
NanophotometerTM

BD Falcon Cell Strainer

STORMS820

HYpercassetteTM

Sequence Analyser 3100

HERA safe

2720 AB

fur 1,5ml GefalRe

Tiefe 0,200mm; 0,0025mm

Biofuge pico

Applied Biosystems
Foster City, USA

Leica, Heerbrug, Schweiz
Thermo, Schwerte, D
Leica, Heerbrug, Schweiz
Microm, Heerburg, Schweiz
Industries, Milville, USA
Techne, Jahnsdorf, D
Biometra,Gottingen, D
Agilent, Santa Clara, USA
Wallac, Shelton, USA
Agilent, Santa Clara, USA
Leica, Heerbrug, Schweiz
Thermo Scientific
Wilmington, USA

Implen, Minchen, D

BD Bioscience
Heidelberg, D

Amersham, Glattbrugg,
Schweiz

Amersham, Glattbugg,
Schweiz

Applied Biosystems
Foster City, USA

Thermo Scientific
Wilmington, USA

Applied Biosystems
Foster City, USA

Eppendorf,Hamburg, D
Microm, Heerburg, Schweiz

Birker, Friedrichsdorf, D

Thermo Scientific
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Material

3417R

RC-5 Superspeed DuPont

Ultrazentrifuge L7.55

Megafuge 1.0

Zusatzinformationen

Wilmington, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Instruments, Sorvall, Miami,
USA

Beckman, Krefeld, D

Heraeus, Buckinghamshire,
England

Hersteller

96 well Platte Luci
Deckglaschen
,coverslips® (in situ)
Einbettformchen
Glaspipetten

Injektionsnadeln

Gefrierréhrchen
Klvetten

Nylonmembran
(Cat.Nr:RPN203B)

Pasteurpipette
Phosphoimageplatten
ReaktionsgefalRe

Zellkultur

Zellkulturflaschen / -schalen
Zellkultur-Pipetten

Zellsieb

3.3 Chemikalien

Chemikalie

Polypropylenbeutel
verschiedene GroRRen
Iml, 5ml, 10ml, 20ml

BM100T-10 (OD = 20uM

Cryo.S PP
Polysterol

Hybon™-N+

3ml

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

6-,12-, 24-, 96-Loch

25¢m?, 75¢m?, 150cm?/ 60mm

StripetteR

40um Nylon

Wallac, Shelton, USA
Leica, Heerbrug, Schweiz
Roth, Karlsruhe, D
Polysciences, Eppelheim, D
Fortuna, Minchen, D

Biomedical Instruments
Birkenfeld, D

Greiner, Frickenhausen, D
Roth, Karlsruhe, D

Amersham, Glattbrugg,
Schweiz

Brand, Wertheim, D

Kodak, Stuttgart, D
Eppendorf, Hamburg, D
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
Costar, New York, USA

BD Falcon, Heidelberg, D

Hersteller

2-Methoxyethylacetat (MEA)
Aceton
Adenosintriphosphat (ATP)

VWR, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Roche, Mannheim, D
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Agarose

Ammoniumsulfat (NH4)2S04
Ammoniumchlorid NH4CI
Alcian Blau

Alizarin Rot

Ampicillin

Aprotinin Img/ ml
Ammoniumpersulfat
Blocking Reagenz

BM Purple

Boehringer’s Blocking Reagent
Bromphenolblau

Chloroform

DAPI

DPBS (Zellkultur)

Dextran Sulfat 40%
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4

Dinatriumthiosulfat (Na203S2)
Dispase

Distilled Water, Bio Whittaker™
Disulfiram

DMPT (N,N-Dimethyl-p-toluidin)
DMSO (Diemethylsulfoxid)
EDTA

Eisessig; 100% Essigsaure
Entellan

Essigsaureanhydrid

Ethanol; pro analysis
Ethidiumbromid-Lésung 10mg/ ml
Ethylenglycolmonobutylether
Formaldehyd

Formamid, pro analysis

Fetales Kalberserum (FCS)

Glutaraldehyd 25%
Glycerin

Glycin, pro analysis
Hefeextrakt

Heparin

Invitrogen, Karlsruhe, D

Biozym, Oldendorf D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Minchen, D
Sigma, Minchen, D
Bayer, Leverkusen, D
Sigma, Minchen, D
Sigma, Minchen, D
Roche, Mannheim, D
Roche, Mannheim, D
Roche, Mannheim, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Darmstadt, D

Lonza, Kéln, D

Sigma, Minchen, D
Sigma, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Gibco, Darmstadt, D

Cambrex, Wiesbaden, D

Fluka, Miinchen, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Gibco, Darmstadt, D
Biochrom, Berlin, D

Sigma, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Gibco, Darmstadt, D
Sigma, Munchen, D
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HISS (hitzeinaktiviertes Kalberserum) Gibco, Darmstadt, D
HydroMatrix Micro-Tech-Lab, Graz,
Osterreich
Isoamylalkohol Merck, Darmstadt, D
Isopropanol Merck, Darmstadt, D
Kaliumclorid (KCI) Merck, Darmstadt, D
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, D
Kalimhydroxid (KOH) Merck, Darmstadt, D
L-Glutamin Cambrex, Wiesbaden, D
Magnesiumchlorid (MgCI2) Merck, Darmstadt, D
Maleinsaure Sigma, Minchen, D
Mercaptoethanol Fluka, Minchen, D
Methanol, pro analysis Merck, Darmstadt, D
Methyl-Methacrylat Polyscience, Warrington,
Pennsylvania
Natriumacetat (82,03g/ ml) Merck, Darmstadt, D
Natriumbicarbonat (NaHCO?3) Merck, Darmstadt, D
Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck, Darmstadt, D
Natriumcitrat-Dihydrat Merck, Darmstadt, D
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, D
Natriumdeoxycholate Sigma, Minchen, D
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe, D
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, D
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt, D
Natronlauge Merck, Darmstadt, D
Natriumperclorat Merck, Darmstadt, D
NBT/BCIP Roche, Mannheim, D
(Nitroblau-Tetrazolium/ 5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphat)
Nonidet P40 (NP40) Fluka, Miinchen, D
Paraffin Leica, Heerbrug, Schweiz
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, D
peqGOLD TriFast pegLab, Erlangen, D
Phenol Roth, Karlruhe, D
Proteinase K (stock 20mg/ ml) Boehringer, Ingelheim, D
RNaseZap Sigma, Minchen, D
Salzsaure (HCI, 37%) Merck, Darmstadt, D
Select Agar Gibco, Darmstadt, D
Select Pepton Gibco, Darmstadt, D
Silbernitrat (AgNO3) Roth, Karlsruhe, D
Saccharose Merck, Darmstadt, D

Sucrose Invitrogen, Darmstadt, D
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SYBR Green

Triethanolamin (TEA)

Triton X-100

t-RNA (Typ lll baker’s yeast)
Trypsin

Tween20
Ultraclear

Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Zitronensaure

3.4 Microarray-Utensilien

244K Oligonukleotid-Array

Custom Array
Restriktionsenzyme

Alul (10U/ pl)

Rsal (10U/ ul)

Puffer fur Restriktionsverdau (10x)
Bovine Serum Albumin (BSA)
(20mg/ ml)

Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit

Cotl Human DNA (1mg/ ml)

3.5 PCR Utensilien

10xTag-Puffer

Tag-Polymerase (5U/ pl)
Tag-Polymerase (5U/ pl)

Ampli-Taqg (5U/ pl)

Pfu-Polymerase (ca.5U/ ul)

dNTP Set (100mM)

Applied Biosystems,
Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Minchen, D
Sigma, Minchen, D
Cambrex/ Gibco,
Wiesbaden/ Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D
J.T.Baker, Deventer,
Niederlande

Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt, D

Agilent, Santa Clara, USA

NimbleGen, Mannheim, D

Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D

Promega, Mannheim, D

Agilent, Santa Clara, USA

Roche, Mannheim, D

Biotherm, Fermentas, Kdln/
St. Leon-Rot, D

Biotherm, Kéln, D
Eigenherstellung am MPI fur
Molekulare Genetik

Applied Biosystems, Foster,
Foster City, USA
Eigenherstellung am MPI fir
Molekulare Genetik

GE Healthcare, Wien,

Osterreich

Fermentas, St. Leon-Rot, D



22

Material

Expand Long PCR System

50mM Magnesiumchlorid

DNA Léngenstandards

1kb Marker

1kb plus Marker

100bp Marker

100bp plus Marker

DNA Molecular Weight Marker

(DIG labeled 0.081, 8,57kb)

3.6 Zellkultur/ Maus-ES-Zellkultur

DMEM, 4,5mg/ ml Glucose, ohne Sodium Pyruvat
Knockout DMEM, 4,5mg/ ml Glucose,

ohne Sodium Pyruvat

ES-Zell-Serum

D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
Gelatine (2%)

Glutamin (100x)

H,O

Hepes

LIF (Murine Leukemia Inhibitory Factor ESGROTM
(107U/ ml)

Lipofectamin"™2000

Mitomyzin C

Nicht-essentielle Aminoséuren

Nukleoside (100x)

OptiMEM

Penicillin (5U/ ml)/ Streptomyzin (5U/ ml) (100x)
Trypsin-EDTA (0,5¢/ 1)

3-Mercaptoethanol (2-ME)

3.7 Puffer und Losungen

Roche, Mannheim, D
Biotherm, Kdéln, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D

Roche, Mannheim, D

Lonza, Kdéln, D
Gibco, Darmstadt, D

Lonza, Kéln, D
Lonza, Kéln, D
Sigma, Minchen, D
Lonza, Kéln, D
Lonza, Kdéin, D

Sigma, Minchen, D

Gibco, Darmstadt, D

Invitrogen, Darmstadt, D
Sigma, Minchen, D
Gibco, Darmstadt, D
Chemicon, Schwalbach, D
Gibco, Darmstadt, D
Lonza, Kdéin, D

Gibco, Darmstadt, D

Sigma, Minchen, D

Fur die Herstellung der Ldsungen/ Puffer wurde, wenn nicht gesondert aufgefthrt, H,O bidest

verwendet.
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Puffer/ Lésung

Zusammensetzung

6x Ladepuffer fir Agarosegele

10x DNA-Polymerase-Puffer

LB-Medium (Luria Bertani)

SOC-Medium

PBS (10x)

PBST
4% PFA / PBS
4% PFA / EDTA

Pfu-Puffer 10x mit MgSO,

Waschpuffer fr die Microarray-Analyse

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

Waschpuffer 2 (WP2)
(0,1x SSPE/ 0,025% SDS)
Waschpuffer 3 (WP3) (0.1x SSPE)

Isolierung genomischer DNA

Tail-tip-Puffer

LOosung A

Losung B

15g Sucrose, 0,175g Orange G mit H,O ad 50ml
750mM Tris-HCI (pH 8,8), 200mM (NH,4),SO4,
15mM MgCl, mit H,O auffullen, anschlielRend

Sterilfiltration

10g Pepton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl; pH 7,4 >
autoklavieren

20g Trypton, 5g Hefeextrakt, 9,5g NaCl, 10ml 0,25M
KCI, 5ml 2M MgCl, , 20ml 1M Glucose mit H,O ad
1L, pH 7,0, autoklavieren

Fir 1L: 80g NaCl, 2g KCI, 14,49 Na,PO,, 2,49
KH,PO, mit H,O (DEPC) auffillen, pH 7,4

1x PBS, 0.1% Tween20
40g PFA in 1L PBS durch Erhitzen l6sen; pH 7,4
40g PFA in 0,5mM EDTA (pH 7,4)

200mM Tris-HCI (pH 8,8), 100mM (NH,4)»,S0O,4, 100mM
KCI, 1mg/ ml BSA, 1% TritonX-100, 20mM MgSO,

194,75ml H,0, 5,0ml 20x SSPE, pH 7,4,
250ul 20% SDS, ad 200ml mit H,O

99,375ml H,0, 500ul 20x SSPE, pH 7,4,
125ul 20% SDS, ad 100ml mit H,O

500ul 20x SSPE, pH 7,4, ad 100ml mit H,O

8,5ml 1M Tris-HCI, pH 7,5, 17ml 0,5M EDTA, 17ml
5M NacCl, 21,25ml 20% SDS, ad 500ml mit H,O

109,59 Saccharose, 5ml 1M MgCl, 10ml TritonX- 100,
1M Tris-HCI (pH 8,0), ad 1L mit H,O, autoklavieren

40m 1M Tris-HCI (pH 8,0), 12ml 0,5M Na-EDTA, 15ml
IM NaCl, ad 95ml mit H,O, autoklavieren,
anschlieRend Zugabe von 5ml 20% SDS
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Losung C

TE (pH 8,0)

In situ Hybridisierung auf Paraffinschnitte

Acetylierungslésung

ALP-Puffer

Blocking Reagenz

H,O-DEPC

Heparin

Hybridisierungspuffer

5x MABT

10x RNAse-Waschpuffer
20x SSC

50x Denhardt’s Solution

Whole mount in situ Hybridisierung (WISH):

Alkalischer Phosphatase-Puffer

Hybridisierungspuffer

PBST/ Glycin
PBST/ Tetramisol

4% PFA/PBS/0,8%
Glutaraldehyd

Proteinase K Puffer

5M Natriumperclorat (100g in 142ml H,O Idsen), nicht
autoklavieren!!

1ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 200ul 0,5M EDTA (pH 8,0),
ad 100ml mit H,O, autoklavieren

0,1M TEA, 500ul Essigsaureanhydrid ad 200ml mit
H.O

16ml NaCl, 80ml 1M Tris (pH 9,5) , 40ml 1M
MgCl,, 4ml 10%Tween20

10% BBR in 1x MABT

0.1% (v/v) DEPC, UN 37°C , autoklavieren

100mg/ mlin 4x DEPC-SSC

1ml 1M Tris, 12ml 5M NacCl, 200il 0,5M EDTA, 1,25ml
20% SDS, 25ml 40% Dextran Sulfat, 2ml Denhardt’s,
2ml tRNA, 50m| Formamid, ad 100ml mit H,O (DEPC)
100ml 1M Maleinséaure (pH 7,5), 30ml 5M NacCl, 10ml
10%Tween20, ad 200ml H,O (DEPC)

800mI 5M NaCl, 100ml 1M Tris, 100ml 0,5M EDTA
175,3g NaCl, 88,2g Na-Citrat/1L H,O (DEPC),
pH 7,0

1% Ficoll 400, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% BSA

Maus

12ml 5M NacCl, 30ml 1M MgCl,, 6ml 10% Tween20,
60ml 1M Tris (pH9,.5), 300mg Tetramisol, ad 600ml

25ml Formamid, 12,5ml 20x SSC, 25ul Heparin, 500pl
10% Tween20, ad 50ml mit H,O (DEPC)

2mg/ ml Glycin
500mg Tetramisol auf 1L PBST

50ml 4% PFA/PBS, 400l Glutaraldehyd,
500ul 0,5M EDTA

Iml Tris (pH 7,0), 0,1ml EDTA [0,5M], ad 50ml mit
H,O (DEPC)
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RIPA-Puffer

RNase-Ldsung

RNase A-LOsung

SSC/FAIT

Plastikeinbettung

GieRlésung

MMA Infiltrationslésung

Streckflissigkeit

Schneideltsung

Zebrafische

E3-Puffer

WISH

2,5ml SDS 10%, 15ml NaCl [5M], 5ml NP40, 2,5g
Deoxycholat, 1ml EDTA [0,5M], 25ml Tris [1M, pH8,0],
ad 500ml mit H,O (DEPC)

5ml NaCl [5M], 500ul Tris [1M, pH7,5],500ul 10%
Tween20, ad 50ml H,O

50ml RNase-L6sung, 500il 10mg/ ml RNase-stock

100ml 20x SSC, 500ml Formamid, 10ml Tween20
(10%), ad 1L mit H,O

200ml entstabilisiertes Methyl-Methacrylat (MMA),
20ml LPG, 1,1g Benzoylperoxid

200ml entstabilisiertes MMA, 20ml LPG, 0,669
Benzoylperoxid (Lagerung: 4°C, dunkel)

300ml Ethanol (70%), 200ml Ethylen-
glycolmonobutylether

0,5% Triton

5mM NaCl, 0,17mM KCI, 0,33mM CacCl,, 0,33mM
MgSOQOy, 0,1% Methylenblau

Auflistung spezieller Puffer/ Lésungen, abweichend zur Maus-WISH.

Hyb*-Puffer

Hyb™ Puffer

5xSSCT

Skelettpraparationen

Alcian Blau-Farbelésung

Alizarin Rot-Farbelésung

25ml Formamid, 12,5ml 20x SSC, 0,5ml Tween?20,
2,5ml tRNA, 25pl Heparin, ad 50ml mit H,O (DEPC)

25ml Formamid, 12,5ml 20x SSC, 0,5ml| Tween20, ad
50ml mit H,O (DEPC)

125ml 20x SSC (pH 6,0), 500ul Tween20, ad 500ml
mit H,O

Fiar 1L: 800ml absoluten EtOH (100%), 200ml
Eisessig (100% Essigsaure), 500mg Alcian Blau

Fir 1L: 50mg Alizarin Rot in 1% KOH lésen
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LacZ-Farbung von Embryonen

Fixierungslésung

X-Gal Farbelésung

Zellkultur

HEK 293T-Medium

HEK-Einfriermedium

Maus-ES-Zellkultur

Fibroblasten-/ Feederzell-Medium

Fir 550ml

500ml

(4,5mg/ml Glucose, ohne Sodium Pyruvat)
55mi

5,5ml

5,5ml

2x Einfriermedium (20% FCS/ 20% DMSQ)

Fir 100ml

60ml

(4,5mg/ ml Glucose, ohne Sodium Pyruvat)
20ml

20ml

Lagerung bei - 20°C

0,1% Gelantine-Lésung

100x R-Mercaptoethanol (2-ME)-Stock-
Lésung (10mM) (immer frisch herstellen)

2% PFA (PBS), 0,2% Glutaraldehyd in PBS

Img/ml X-Gal, 5mM K3Fe(CN)s, 5mM K Fe(CN)g,
2mM MgCl, in 1x PBS (bidest), Eisenlosungen zuletzt

zufligen

DMEM-Medium(4,5 mg/ ml Glucose), 10% FCS, 2%
L-Glutamin 1% Pen/ Strep

3,5ml HEK-Medium, 0,5ml DMSO 10%, 1ml FCS

DMEM-Medium

FCS
100x Glutamin
100x Penicillin(5U/ml)/ Streptomyzin (5ug/ ml)

DMEM-Medium

FCS
DMSO

2% Gelantine mit H,O zu 0,1% l6sen, Sterilfiltration,
Lagerung bei 4°C

7ul 14,3M 2-ME zu 10ml PBS
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ES-Zellmedium (15% FCS, 1000U/ ml LIF)
Fir 500ml

400ml

75ml
5mi
5mi
5ml
5ml
5mi
50ul

Einfriermedium fir ES-Zellen im Plattenformat

Bicarbonat freies DMEM (10mM Hepes)

Knockout DMEM (4,5mg/ ml Glucose mit Sodium
Pyruvat)

ES-Zell getestetes FCS-Medium

100x Glutamin, 200mM

100x Penicillin (5U/ ml)/ Streptomycin (5ug/ ml)

100x Nicht essentielle Aminosauren

100x 10mM R-Mercaptoethanol in PBS

100x Nucleoside

LIF(107U/ ml)

DMEM-Pulver in 1L H,O lésen, Zugabe von 10ml 1M
Hepes (pH 7,2); Sterilfiltration, Lagerung bei 4°C

Bicarbonatfreies DMEM/ 10mM Hepes ES-Zell-Medium

Fur 250ml
200ml
37,5ml
2,5ml
2,5ml
2,5ml
2,5ml
2,5ml

Bicarbonatfreies DMEM (10mM Hepes)
ES-Zell getestetes FCS

100x Glutamin

100x Penicillin/ 5U/ ml)/ Streptomycin (5pg/ ml)
100x Nicht essentielle Aminosauren

100x 10mM [3-Mercaptoethanol

100x Nucleoside

Bicarbonatfreies DMEM/ 10mM Hepes (20% FCS/ 20% DMSOQO)

Fir 100ml
80ml
20ml

Biccarbonatfreies DMEM-Medium (10mM Hepes)
FCS
Lagerung bei - 20°C

2x Einfriermedium fiir ES-Zellen (20% FCS/ 20% DMSO)

Fir 100ml

60ml
20ml
20ml

Biccarbonatfreies DMEM-Medium (10mM Hepes)
FCS

DMSO

Lagerung bei - 20°C
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Lysis Puffer

Southern-Blot

Denaturierungslésung
Neutralisierungslésung

1M NaPi (Church-Stock-Puffer)

10xDIG1

Blocking Reagenz

Church-Waschpuffer
Chruch-Hybridisierungspuffer
(pH8,0), ad 100ml

DIG3

3.8 Enzyme

10 mM Tris-Cl (pH 7,5), 10 mM EDTA (pH 8,0), 10
mM NaCl, Zugabe von Proteinase K (End-
konzentration 1 mg/ ml)

0,5M NaOH, 1,5M NacCl

0,5M Tris-HCI (pH 7,5, 1,5M NacCl)

Fir 1L: 142g Na,HPO, (= 1M di-Natriumhydrogen-
phosphat oder 178 g di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat), pH 7,2 mit H;PO,, autoklavieren

For 1L: 116.1g Maleinséure (1M), 87.7g NaCl (1.5M),
pH 7.5 mit NaOH, autoklavieren

Blocking Reagenz (Roche #11363514910) lésen zu
10% wi/v in 1xDIG, autoklavieren, Aufbewahrung bei
4°C

1L: 40ml 1M NaPi, 50 ml 20% SDS, ad 1L

50ml 1M NaPi, 35ml 20% SDS, 200pl 0,5M EDTA

0,1M Tris (pH9,5), 0,1M NaCl

Die Restriktionsenzyme wurden, wenn nicht gesondert aufgelistet, von MBI Fermentas (St. Leon-Rot,

D) und New England Biolabs

Restriktionsansatze wurden bei

3.9 Bakterienstamm

(Frankfurt, D) bezogen und laut Herstellerangaben verwendet. Die
37°C fur 3h inkubiert.

In dieser Arbeit wurde der Bakterienstamm E. Coli ToplO (Invitrogen, Darmstadt, D) fur die

Klonierungsarbeiten verwendet.

3.10 Vektorsysteme

Vektorbezeichnung

Herstellername/ Firma

pCs2*

pGL4.10
pTA-GFP
psk Blue

psfi Hsp-LacZ

von der AG Hermann, Hermann, Bauer
Promega, Madison, USA

Herstellung Arbeitsgruppen-intern
Herstellung Arbeitsgruppen-intern

Portnoy et al., 2005
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3.11 PC-Programme/ Internet-Datenbanken

Programme Verwendung Internetadresse
Axio Vision 4.6 Digitale Photoaufnahmen

DNA-Star Sequenzbearbeitung/

(EditSeq, -auswertung

MapDraw,

SegMan)

Easy Win32 Geldokumentation

ECR Browser

Genomkonservierung

http://ecrbrowser.dcode.org/

ENSMBL Bioinformatische http://www.ensembl.org/
Genomdatenbank

EXPASyY Datenbankportal http://expasy.org/

MGl Maus-Genom Datenbank http://www.informatics.jax.org/
NCBI Bioinformatische http://www.ncbi.nim.nhi.gov/
Genomdatenbank

Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/

Primer3 Primerdesign http://frodo.wi.mit.edu/
SDS 2.1 Real Time PCR Daten-

auswertung
ucsc Bioinformatische http://genome.ucsc.edu/
Genomdatenbank

Vector NT1 10.0

Sequenzanalysen

3.12 Tiere fur experimentelle Untersuchungen

3.12.1 Mause

Vektorkartenerstellung

Fur Experimente mit Wildtyp-Mausen wurde der Stamm C57BI/6 verwendet. Bei Verpaarungen der
Méause wurde der Tag des Vaginalplugs als Embryonalstadium EO0.5 gezahlt. Die Zichtung und

Haltung der Tiere erfolgte im institutseigenen Tierhaus (MPI fir Molekulare Genetik).
Die pronuklearen Injektionen wurden an Mausen des Stammes NMRI/ CD1 durchgefuhrt.

Fur die diploide Aggregation wurden Zellen der Hybridlinie C57BI/6 und 129 verwendet. Um einen
C57BI/6-Hintergrund zu
anschlieBend mit C57/BI6-WT-Weibchen verpaart. Die pronuklearen Injektionen und die diploide

genetischen bekommen, wurden die erhaltenen Hybridmannchen

Aggregation wurden von Dr. Lars Wittler und Lara Mosch durchgefiihrt.


http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/
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3.12.2 Zebrafische

Fur die Zebrafisch-Analysen wurden Zebrafische des Stammes ,AB“ verwendet. Die Ziichtung und
Haltung der Tiere erfolgte im institutseigenen Tierhaus (MPI fir Molekulare Genetik) unter der Leitung
von Dr. Ludger Hartmann, UIf Schroder und David Brandenburg.
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4 Methoden

4.1 Mikroarray basierte vergleichende genomische Hybridisierung
(Mikroarray-CGH, Comparative Genomic Hybridization)

Die Mikroarray-CGH erlaubt eine Analyse des Gesamtgenoms eines Patienten auf Verluste

(Deletionen) oder Zugewinne (Duplikationen) des genetischen Materials.

Jeweils 1ug fir 180K/ Custom Oligonukleotid Array bzw. 1,5ug fir 1M Oligonukleotid Arrays der zu
untersuchenden DNAs und der Referenz-DNA wurden mit Alul und Rsal bei 37°C fir 2h enzymatisch
verdaut (Promega, Mannheim, D). Nach einer 20minttigen Inaktivierung der Enzyme bei 65°C erfolgte
eine Qualitatskontrolle des Restriktionsverdaus: 7ul des Verdaus wurden fir 2min bei 98°C denaturiert
und auf ein 1% iges Agarosegel aufgetragen und bei 80V fur 40min laufen gelassen.

Nach erfolgreichem Restriktionsverdau der DNA (gleichmafiger Bandenschmier auf dem Agarosegel)
erfolgte mit den restlichen 19ul die Markierungsreaktion mit Fluoreszenzmarkierten Nukleotiden
(Random Primer Labeling) unter Verwendung des Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (Agilent,
Santa Clara, USA). Ein Mix aus dem Restriktionsverdau (19ul), der Random-Primer-Losung und dem
Puffer wurde far 3min bei 95°C erhitzt (Denaturierung der DNA), anschlieBend fir 10min auf 4°C
herunter gekuhlt, wobei die Zugabe der restlichen Komponenten erfolgte (541 Random Primer (10x),
S5ul dNTP-Mix (10ul), 3ul gelabelte dUTPs (Cy3 oder Cy5), 1ul Klenow Fragment (40U/ ul) und dann
der gesamte Reaktionsansatz (50ul) Uber Nacht bei 37°C inkubierte.

Die Aufreinigung der markierten DNA zur Abtrennung nicht eingebauter Fluoreszenz-markierter
Nukleotide erfolgte Uiber Microcon-Saulen (Millipore, Schwalbach, D). 430ul 1x TE (pH 8,0) wurden zu
der jeweiligen Probe gegeben und im Anschluss der gesamte Ansatz (480ul) auf den Filter der Saule
tiberfiihrt. Nach einer 20minitigen Zentrifugation bei 11.500rpm wurde der Uberstand verworfen, der
Filter umgedreht und in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Eine Zentrifugation bei 3100rpm fir 2min
erfolgte, um die aufgereinigten Proben zu erhalten. Fiur die Messung der Einbaurate der Fluoreszenz-
marker wurden 2ul der Proben abgenommen und mittels eines Nanophotometer ™ (Implen, Miinchen,
D) bestimmt. Die =zu untersuchenden DNAs (Patienten-DNA und Referenz-DNA) wurden
zusammengefihrt und deren Gesamtvolumen bestimmt. Im Anschlu3 wurden diese gepoolten DNAs
in 5ul Cotl-DNA (human), 55ul Hybridisierungspuffer (2x) und 11pul Blocking Agent (10x) in einem
Gesamtvolumen von 110ul (ad mit H,O bidest) geldst.

Nach vorsichtigem Losen der einzelnen Reaktionskomponenten (Schnipsen, zentrifugieren). erfolgte
die Denaturierung bei 95°C fur 3min und eine Vorhybridisierung bei 37°C fir 30min. Die Cot1-DNA
dient dabei der Absattigung hochrepetitiver DNA-Sequenzen, die im Bereich des Heterochromatins
vorzufinden sind. Fir die Hybridisierung wurden Hybridisierungskammern der Firma Agilent (Santa
Clara, USA) verwendet. Ein Glasobjekttrager (gasket slide) wurde mit den Gummirandern nach oben
in die Hybridisierungskammer gelegt, anschlieBend die jeweilige Probe darauf geladen (1M
Oligonukleotid Array:490ul/ Hybridisierungsflache, 180K Oligonukleotid Array: 100ul/ Hybridisierungs-
flache) und final der Array mit der Hybridisierungsflache nach unten luftblasenfrei aufgelegt. Die
Hybridisierungskammer wurde nach Angaben des Herstellers zusammengebaut und fur 24h bei 65°C
und 20rpm im Hyb -Ofen (Agilent, Santa Clara, USA) inkubiert.
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Am néachsten Tag erfolgte das Waschen der Slides und die Detektion der Fluoreszenzsignale mit Hilfe
eines Laserscanners.

Die Kammern mit den Slides wurden aus dem Hybridisierungsofen genommen und die Schraube
sowie der Deckel der Kammer vorsichtig entfernt. Der Objekttrager wurde im ersten Waschpuffer
(WP1) aus der Apparatur entfernt. Es folgte ein Waschschritt im WP1 bei RT fur 5min schittelnd
(50rpm) im Dunkeln. Anschlieend wurden die Objekttrager fur 2min in einem 37°C warmen
Wasserbad bei 50rpm im WP2 geschittelt (dunkel). Es folgte ein finaler Waschschritt im WP3, wobei
der Objekttrager dreimal kurz eingetaucht wurde. Nach einer dreiminutigen Zentrifugation bei 900rpm
wurde der Objekttrager im Agilent-Scanner (Santa Clara, USA) bei 3um gescannt. Die Auswertung der
Signale erfolgte mit der Feature Extraction v9.53.1 und der CGH-Analytics v3.4.40 Software (Agilent,
Santa Clara, USA) (Einstellungen der Analyse-Software: aberration algorithm: ADM-2; threshold: 6.0;
window size: 0.2 Mb; filter: 5 probes, log2ratio=0.29). Custom-Arrays wurden mittels der NimbleScan-
Software und dem circuléren bindren Segmentationsalgorithm analysiert. Zur Visualisierung wurde die
SignalMap-Software (SignalMap v1.9.0.03, NimbleGen Systems Inc.) verwendet.

Die Patienten des ersten Projekts (Phanotyp: Syndakytlie Typ 1V, Polysyndaktylie und Laurin Sandrow
Syndrom) wurde gegen eine weibliche Kontroll-DNA auf gesamtgenomische 244K Oligonukleotid-
Arrays (Agilent, Santa Clara) und selbst designten Custom-Arrays (NimbleGen, Roche,
durchschnittlicher Oligonukleotidabstand: 8bp), die die kritische Region von 219,5 bis 222,2Mb (hg18)

der humanen chromosomalen Region 736 abdeckten, hybridisiert.

Fur die Analyse der Patienten des zweiten Projekts (Phanotyp: Syndaktylie der Hande und Fif3e,
teilweise in Kombination mit sagittaler Kraniosynostose) wurden gesamtgenomische 244K
Oligonukleotid-Arrays (Agilent, Santa Clara) und selbst designte Custom-Arrays (NimbleGen, Roche)
verwendet, die das Kopplungsintervall (Position 219,5-222,2Mb; hg18) auf dem humanen Chromosom
20935 abdeckten.

Die Patienten des dritten Projekts (Phénotyp: verschiedene Auspragungen der Ektrodaktylie) wurden
mittels 244K Oligonukleotid-Arrays (Agilent, Santa Clara) und 1M Oligonukleotid-Array (Agilent, Santa

Clara) auf genomische Aberrationen untersucht.

4.2 Quantitative Real-Time-PCR (QRT-PCR)

Patienten, bei denen genomische Aberrationen nachgewiesen werden konnten sowie deren
Angehdorige, wurden mit der qRT-PCR Uuberprift. Die gqRT-PCR ermdglicht neben der Amplifikation
auch die Quantifizierung der DNA. Die Quantifizierung wird durch kationische Fluoreszenzfarbstoffe
ermoglicht, die in doppelstrangige DNA-Molekile interkalieren kdénnen, z.B. SYBR®Green |. Wahrend

der PCR-Zyklen wird die Fluoreszenz gemessen, die exponentiell mit der Amplifikatmenge zunimmt.

Zur Determinierung der Amplifikatmenge wurden Primerpaare verwendet, die innerhalb und auf3erhalb
der genomischen Aberration lagen und eine FragmentgréRe von 80-90bp amplifizierten. Die
Konzentration der DNA wurde mittels des Nanophotometer™ (Implen, Miinchen, D) bestimmt und auf
2ng/ ul eingestellt. Ein Reaktionsansatz hatte ein Endvolumen von 12ul und enthielt 10ng DNA,

2,5pmol je Primerpaar(1pl) und 6pl des SYBR®Green Mastermixes (Applied Biosystems, Darmstadt,
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D). Pro getestetem Primerpaar wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Als Kalibrator
diente weibliches DNA-Material. Die Auswertung der Kopienanzahl erfolgte mit der AACt-Methode.
Die Werte fir die relative Quantifizierung (RQ-Werte) wurde mit der 7500 SDS Software erhalten. Die
Normalisierung und Quantifizierung der erhaltenden RQ-Werte aller Primerpaare erfolgte relativ zur
Amplifikatmenge des autosomalen Referenzgens Albumin (ALB, 4ql1l), welches in zwei
Kopienanzahlen im Genom existent ist. Zur Unterscheidung des Geschlechts und als interne Kontrolle
wurde ein Primerpaar fur den Faktor VIII (Xg28) gewahlt. Ein RQ-Wert von 1,0 war ein Indikator fur die
Existenz von zwei Kopien eines Allels, ein RQ-Wert von ca. 1,5 zeigt eine zusatzliche Kopie (3
Kopien) eines chromosomalen Abschnitts an. Es wurde das gRT-PCR Gerat ,ABI Prism 7500
Sequence Detection System“ (Applied Biosystems, Darmstadt, D), das Computerprogramms SDS

v2.3 (Applied Biosystems, Darmstadt, D) verwendet (Cyclerprogramm vgl. Anhang Kapitel 0)
4.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden
4.3.1 DNA-Isolation

Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Blut

1ml EDTA-Blut wurde mit 6ml Losung A kurz vermischt (vortexen) und fir 4min bei RT inkubiert,
wobei die Losung mehrmals geschittelt wurde (Erylyse). AnschlieRend erfolgte eine finfmindtige
Zentrifugation bei 1300 x g. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. Es folgte die Lyse der
Zellen, indem das Zellpellet in 600ul Lésung B resuspendiert wurde. Nach Zugabe von 125ul Lésung
C wurde das Reaktionsgefald 10-15mal Uber Kopf gemischt. 700ul Chlorofom wurden dem Gemisch
beigefiigt, es erfolgte eine wiederholte Vermischung uber Kopf (15mal) und eine Zentrifugation bei
1300 x g. Es kommt zu Phasentrennung zwischen der DNA und den restlichen Komponenten. Der
gewonnene DNA-Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette abpipettiert und in ein 1,5ml
Reaktionsgefal uberfiihrt. 510ul Isopropanol wurden zu dem Uberstand gegeben und die DNA durch
vorsichtiges Uber Kopf schitteln ausgeféllt. Anhand der DNA-Menge wurde das finale
Resuspensionsvolumen der DNA in TE-Puffer bestimmt (100-250ul). Nach kurzem Anzentrifugieren
des ReaktionsgefafRes (1min bei 13000rpm) wurde das Isopropanol entfernt und es erfolgte ein
Waschschritt mit 500ul gekuhlten 70% Ethanol (10min, 13000rpm). Das gewonnene DNA-Pellet
wurde kurz bei 37°C getrocknet (glasiges DNA-Pellet) und anschlieRend in TE-Puffer (pH 8,0) geldst.

Isolierung genomischer DNA

Fur die Genotypisierung transgener Tiere sowie zur Gewinnung genetischen Materials aus Mausen,
Huhnchen oder Zebrafischen, wurde die genomische DNA aus den zu untersuchenden Tieren
prapariert. Fur die Isolierung der genomischen DNA wurde der Amnionsack des Embryos, ein
gesamter Huhnchenembryo ohne Kopf (Hamburger-Hamilton-Stadium (HH) 3,5-4,5 Tage) oder
Zebrafisch-Embryonen (72 hours post fertilization (hpf)) in 0,5ml Proteinase K-SDS-Puffer (Tail-tip-
Puffer) mit 200ug/ ml Proteinase K schittelnd bei 55°C tUber Nacht verdaut. Dann wurden 2501 5M
NaCl-Losung zu den verdauten Proben gegeben und 10min bei 55°C und 10min auf Eis inkubiert.

Danach wurden die Proben bei 4°C fiir 20min bei 9000rpm zentrifugiert und 500ul des Uberstands in
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ein neues Reaktionsgefal? mit 1ml eiskaltem 100%igem Ethanol pipettiert. Die DNA wurde bei -20°C
fur 30min gefallt und anschlieend bei 4°C fur 20min bei 13000rpm zentrifugiert. Nach zwei
Waschschritten mit 70% Ethanol, wurde das DNA-Pellet an der Luft getrocknet und in 100-200ul
Wasser (bidest) gelost.

Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die DNA-Isolation aus Bakterien erfolgte unter der Verwendung des Mini-Kits (A&A Biotechnologie,
Gdynia, Polen) oder im gréReren Mafistab mit dem Midi-Praparations-Kit Nucleobond PC 100

(Machery-Nagel, Diren, D) nach Herstellerangaben.
4.3.2 Amplifikation von DNA-Abschnitten

Primer/ Primerdesign

Fir eine erfolgreiche Amplifizierung eines gewiinschten DNA-Fragments ist das Primerdesign von
essentieller Bedeutung. Die ausgewéhlten Primer sollten nicht mit sich selber hybridisieren, keine
intramolekulare Schleifenbildung (hairpin Struktur) zeigen und mdglichst nur einmal im Genom binden.
Des weiteren sollten die Primerpaare einen &dhnlichen GC-Gehalt und eine annahernd gleiche
Schmelztemperatur aufweisen. Fast alle verwendeten Primer wurden unter der Verwendung der
.Primer3 Input“ (Version 0.4.0) Software ausgewahlt (Primergréf3e: 20 bis 25bp, Schmelztemperatur:
58°C bis 62°C) und mit dem Programm ,Ensembl Genome Browser-Blast* auf das Bindungsverhalten

im Genom untersucht. Einige Primer wurden selber designt.

Die Primer wurden von der Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, D) synthetisiert. Die gelieferten Primer
wurden mit Wasser (bidest) auf eine Konzentration von 100pmol/ pl gebracht (Primer-Stammldsung).
Ausgehend von den Primer-Stammldsungen wurden Verdinnungen mit einer Endkonzentration von

10pm/ ul hergestellt, mit denen die PCR- und Sequenzierungsreaktionen durchgefiihrt wurden.

Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) dient zur sequenzspezifischen

Amplifizierung von DNA-Molekdlen.

Fur die Amplifikation der zu untersuchenden DNA-Abschnitte wurden kommerziell erhéltliche DNA-
Polymerasen: Phusion ® von Finnzymes, Ampli-Tag-Polymerase von Biotherm und Invitrogen sowie
am Max Planck Institut fir Moleklare Genetik hergestellte Tag- oder Pfu-Polymerasen verwendet. Fir
die Amplifikation sehr langer DNA-Abschnitte (> 3000kb) wurde das PCR-Kit Expand Long Template
PCR Systems (Roche Applied Science, Mannheim, D) verwendet, das ein Tag/Pfu-Polymerase-
Gemisch beinhaltet. Die Amplifikation erfolgte nach Herstellerangaben bzw. entsprach einer Standard-
PCR-Reaktion (vgl. Anhang, Kapitel 12.4).

Die Amplifikation der Konstrukte fiir das IHH-Projekt wurden mit der Long-Range-Polymerase sowie
mit der Pfu-Polymerase durchgefiihrt, fir die Konstruktgenerierungen, die das BHLHA9-Projekt

betrafen, wurde die Phusion® Polymerase mit dazugehérigem GC-Puffer und die Long-Range-
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Polymerase verwendet. Die Bruchpunktbestimmungen wurden mit der Ampli Tag-Polymerase und der

Phusion® Polymerase durchgefuhrt (Cyclerprogramme vgl. Anhang, Kapitel 12.5).

Die Optimierung einer PCR erfolgte durch Veranderungen der Konzentration der Matrizen-DNA,
Zugabe von DMSO (1,5-3%), Veranderung der Annealingtemperaturen in den PCR-Programmen oder
durch die Durchfuhrung einer geschachtelten PCR (Nested-PCR) (Erste PCR: Verwendung von mehr
au3erhalb liegenden Primern; Zweite PCR: Auf das PCR Produkt der ersten PCR wird eine PCR mit
den Primern fir die Zielsequenz durchgefihrt).

Zur Uberpriifung der Amplifikationsprodukte wurden 0,8% ige bzw. 1,5% ige Agarosegele verwendet,
die mit Ethidiumbromid (0,25ug/ ml) versetzt waren. 5ul des PCR-Produkts wurden mit 2ul Ladepuffer
vermischt. Als Referenzen dienten GréRenmarker der Firma Fermentas (vgl. Kapitel 3.5) Die

Agarosegele liefen bei einer Spannung von 100V ca. 45-60min.

Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine Selektionsmethode, mit der man erhaltene Bakterienkolonien, nach einer
Transformation, auf eine erfolgreiche Insertion des DNA-Fragments und dessen Orientierung
verifizieren kann. Fir die Detektion der Fragmente wurde ein PCR-Mastermix erstellt und ein Abstrich
der zu untersuchenden Bakterienkultur als DNA-Ausgangsmaterial verwendet. Es wurden Kolonie-
PCR-Primer, die innerhalb des Fragments binden und vektorspezifische Primer verwendet (Primer vgl.
Anhang, Kapitel 12.3). Je nach Menge an Klonen wurde ein PCR-Mastermix in die Reaktionsgefal3e
vorgelegt (Pipettierschema vgl. Anhang, Kapitel 12.4) und dann mit einer sterilen Pipettenspitze etwas
von der zu untersuchenden Bakterienkolonie gepickt, auf eine Replika-Platte Gbertragen und dann in
den PCR-Ansatz Uberfuhrt (Cycler-Programm, vgl. Anhang, Kapitel 12.5). Die Replika-Platte wurde
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Genotypisierungs-PCR

Die Genotypisiserungs-PCR wurde mit genomischer DNA aus den Amnia oder Schwanzspitzen der zu
untersuchenden Embryonen/ adulten Mause durchgefuhrt (vgl. Kapitel 4.3.1). Fir die
Genotypisierungs -PCR (Pipettierschema vgl. Anhang, Kapitel 12.4) wurde eine Konzentration von

20ng/ pl verwendet (Cycler-programme, vgl. Anhang, Kapitel12.5).

Ein PCR-Produkt in der Gré3e von 1200bp verwies auf das Vorhandensein des Hsp-Lacz-Konstrukts

(IHH-Projekt, Pipettierschema, Cyclerprogramm vgl. Anhang, Kapitel 12.4 und 12.5).

Fur die Genotypisierung der Tiere nach durchgefiihrter diploider Aggegration wurden zwei von-
einander unabhangige PCRs durchgefihrt (I/11), die das Insert (1972bp), oder das WT-Allel (1644bp)
nachwiesen (BHLHA9-Projekt, Pipettierschema, Cyclerprgramm vgl. Anhang, Kapitel 12.4 und 12.5).

Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von PCR-Ansédtzen sowie gewinschten DNA-Fragmenten nach gelelektro-

phoretischer Auftrennung wurde mit dem Gelextraktionskit Gel Out Kit (A&A Biotechnologie, Gdynia,



36 Methoden

Polen) vorgenommen. Die Durchfiihrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die Effektivitat der

Aufreinigung wurde mit einem Agarosegel tberprdft.

Enzymatische Reingung

Amplifikationsprodukte von Patienten-DNA wurden vor einer Sequenzierungsreaktion enzymatisch
aufgereinigt. 8ul des PCR-Produkts wurden mit 0,3ul SAP (Shrimp-Alkaline-Phosphatase, 1U/ pl) und
0,15ul Exonuklease | (20U/ pl) vermischt und auf ein Endvolumen von 10l mit Wasser (bidest)
aufgeflllt. Die Exonukleasel baut einzelstrangige DNA und Primer ab, die SAP hydrolisiert nicht
eingebaute dNTPs. Der Aufreinigungsansatz wurde nacheinander fir 15min bei 37°C und bei 72°C

inkubiert.

Sequenzierung hach Sanger

Die Grundlage der durchgefihrten Sequenzierungen war die Didesoxy-Methode (Kettenabbruch-
Methode) nach Sanger (1977). Fir die Sequenzierung wurde der BigDye v3.1 Sequenzierungs-Kit
(Applied Biosystems, Darmstadt, D) verwendet. In einem Endvolumen von 5ul wurden 200ng
aufgereingte Plasmid-DNA bzw. 50ng PCR-Produkt mit 1l 5xBigDye-Reaktionspuffer, 0,5ul BigDye-
Sequenziermix und 0,5ul Sequenzierprimer (10pmol/ ul) versetzt, das Restvolumen wurde durch
Wasser (bidest) aufgefillt.

Jede aufgereinigte DNA wurde bidirektional sequenziert (Cyclerprogramm, vgl. Anhang Kapitel 12.5).

Nach der Sequenz-PCR wurden die Reaktionsansatze mit Wasser (bidest) auf 10ul Endvolumen
aufgefullt und einer Féallung mit magnetischen Kigelchen unterzogen. Die Aufreinigung und Fallung
der Sequenzansatze fand mit der ,Automation Workstation“ der Firma Biomek NKp (Krefeld, D) statt,
unter Verwendung des Programms: CleanSEQ NO Transfer (Biomek R, Krefeld, D). Die
Plattenanalyse wurde an einem Kapillarautomat ABI3730 (Applied Biosystems, Darmstadt, D)
durchgefuhrt. Fir die Sequenzierungsauswertung wurden das Computer-Programm SeqMan |l
Version 5.0 (DNA Star Inc, Madison, USA) verwendet.

4.4 Klonierungstechniken

4.4.1 Klonierung des gewilinschten DNA-Fragments

5ug des gewinschten Vektors wurde mittels Restriktionsenzymen linearisiert und via
Agarosegelelektrophorese oder PCR-Purification-Kit (Gel Out Kit, A&A Biotechnologie, Gdynia, Polen)
aufgereinigt. Um eine Religation des Vektors zu vermeiden, wurden 200ng Vektor mit SAP nach

Herstellerangaben (Fermentas, St. Leon-Rot, D) dephosphorylisiert.

Nach einer zweistiindigen Inkubation des Reaktionsansatzes bei 37°C erfolgte eine 15minitige
Inaktivierung des Enzyms bei 65°C.
Die Ligation eines gewiinschten DNA-Fragments mit dem jeweiligen Vektor erfolgte mit einem Vektor-

Insert-Verhaltnis von 1:5. Zur Vereinfachung der Ligation erfolgte diese meist mit komplementéren
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Enden (sticky ends), nicht mit ,stumpfen DNA-Enden (blunt ends). Die Ligation erfolgte nach

Herstellerangaben (Fermentas, St. Leon-Rot, D) in einem Endvolumen von 20ul.

Berechnung des Vektor-Insert-Verhaltnises:

50 ng Vektor x xy kb Fragment
xy kb Vektor

X 5 = nglnsert, die eingesetzt werden miissen bei 50ng Vektor

Im Anschluss erfolgte eine Transformation in chemisch kompetente Bakterienzellen (Topl0,
Invitrogen, Karlsruhe, D, vgl. Kapitel 4.4.6). Die erhaltenen Klone wurden mittels Kolonie-PCR,
Sequenzierung (vgl.Kapitel 4.3.2), oder Restriktionsverdau (vgl. Kapitel 4.4.1) auf eine erfolgreiche

Ligation getestet.

4.4.2 TA-Klonierung

Die DNA-Fragmente wurden zuerst in den pTA-GFP Vektor (eigene Herstellung) kloniert. Die
Klonierung erfolgte Uber TA Klonierung, wodurch eventuelle Schwierigkeiten bei der Amplifikation
umgangen wurden und eine effizientere Klonierung von Amplifikaten erreicht wurde. Der pTA-GFP-
Vektor weist an seinen 5-Enden einzelne Desoxythymidinreste auf, die mit den
Desoxyadenosinmonophosphaten an den 3'-Ende der PCR-Produkte verknipft werden. DNA-
Fragment wurde aus dem Zwischenvektor mittels Restriktionsverdau gewonnen, Uber
Agarosegelelektrophorese aufgereinigt (vgl. Kapitel 4.3.2) und in den Zielvektor kloniert. Im Regelfall

wurden 3-5ug Plasmid-DNA verdaut. Die Lagerung der extrahierten DNA erfolgte bei -20°C.

4.4.3 LacZ-Expressionsvektor fur Enhancerstudien

Fir Enhancerstudien (Projekt 2) wurde der LacZ-Reporter-Vektor pSfi-Hsp68-LacZ-Vektor verwendet
(Portnoy et al., 2005). Der Reporter-Vektor beinhaltet ein LacZ-Gen, welches unter der Kontrolle eines
Minimalpromotors (hsp68) steht. Das zu untersuchende Konstrukt (K1, vgl. Ergebnisteil, Kapitel 5.2.2)
wurde stromaufwarts des Reporter-Gens inseriert (vgl. Kapitel 4.3.2 und 4.4, Primer vgl. Anhang
Tabelle 5). Nach einer Linearisierung und Aufreinigung des Konstrukts wurde dieses fir pronukleare

Mikroinjektionen verwendet.

Bei der pronuklearen Mikroinjektion wird fremde DNA in die Vorkerne von befruchteten Mauseizellen
(Zygoten) injiziert. Anschlielend wird die behandelte Zygote in den Eileiter einer Ammenmaus
Uberfuhrt. Die Uberfuhrten Embryonen entwickeln sich dann in der Gebarmutter der Ammenmaus
weiter, bis zur Geburt. Ein Teil der neugeborenen Méause hat die eingebrachte DNA in das eigene
Genom integriert (transgene Mause). Nach Bestatigung der Integration Uber Genotypisierung (vgl.

Kapitel 4.3.2) der Embryonen kénnen die transgenen Mause fir weitere Analysen verwendet werden.

4.4.4 Fallung von DNA mittels Natriumacetat

Nach Restriktionsverdaus oder anderen biochemischen Reaktionen wurden die Anséatze mittels

Natriumacetat geféllt. Zum jeweiligen Reaktionsansatz wurde 1/10 einer Salz-Lésung (3M
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Natriumacetat, pH 5,3), sowie 2,5 Volumina 100%iger Ethanol (eiskalt) pipettiert. Anschlieend
erfolgte die DNA-Fallung bei -20°C fir mindestens 30min. Es folgten eine 30minltige Zentrifugation
bei 13.000rpm, zweimaliges Waschen mit 70%igem Ethanol und eine Resuspension der gewonnen

DNA in einem Endvolumen von 50-100pl Wasser (bidest).

4.4.5 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien fand bei 37°C auf LB-Platten bzw. in flissigem LB-Medium mit einer
Ampicillin-Konzentration von 50ug/ ml statt. Die Flussigkulturen wurden zusétzlich bei 190rpm

geschiittelt.

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurde eine Glyzerinkultur hergestellt. Hierzu
wurden 0,8ml einer 87%igen Glycerinldsung mit 1ml einer Ubernachtkultur vermischt und im
Anschluss bei -80°C gelagert. Zum erneuten Animpfen der Kultur wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze etwas von der Glycerinkultur auf eine LB-Platte mit Antibiotikum ausgestrichen und (N
bei 37°C inkubiert bzw. in einem Glasréhrchen mit dem entsprechendem LB-Medium schittelnd
inkubiert.

4.4.6 Transformation von Bakterien

Fur die Transformation von Bakterien wurden 100pl chemisch kompetente Zellen (Top 10, Invitrogen,
Karlsruhe, D) mit 10ul eines Ligationsansatzes versetzt und 30min auf Eis inkubiert. Nach einem
90sec bis 2min Hitzeschock bei 42°C wurde der Transformationsansatz erneut fur 5min auf Eis
inkubiert mit 1ml SOC-Medium ohne jegliche Antibiotika-Zuséatze versetzt und bei 200rpm flr 30min
geschuttelt. Das Ausplattieren fand auf LB-Platten mit einer Antibiotika-Resistenz (Ampicillin: 50ug/

ml) statt.

4.5 Histologische Methoden

4.5.1 RNA In situ Hybridisierung

Die RNA in situ Hybridisierung ist eine direkte Nachweismethode fir mRNA in einzelnen Zellen und
Geweben von Embryonen. Unter der Verwendung einer Digoxygenin (DIG) markierten Sonde, deren
Basenabfolge komplementér zu dem jeweils nachzuweisenden Nukleinsdureabschnitt ist (antisense
Sonde), kann der Expressionsort sowie das Expressionslevel wahrend der embryonalen Entwicklung
nachvollzogen werden. Die antisense Sonde bindet an die gewiinschte Nukleinsdure und wird in
einem zweiten Schritt mit einem DIG gerichteten Antikérper, der mit einer alkalischen Phosphatase

gekoppelt ist, durch eine enzymatische Reaktion farblich detektiert.

Herstellung von DIG markierten Sonden

Fur die Anfertigung einer DIG markierten RNA-Sonde wurden die jeweiligen Primerpaare fir das zu
untersuchende Gen in die 3" oder 5" UTR (untranslatierte Region) des Transkripts gelegt. Die Sonde
wies mindestens eine Lange von 400bp auf, um Spezifitat zu gewahrleisten. Fiir die Amplifizierung der

Sonde wurde, je nach Amplifizierungseffizienz, genomische oder cDNA verwendet. Das PCR Produkt
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wurde aufgereinigt (vgl. Kapitel 4.4) und in den pTA GFP-Vektor kloniert, der einen Sp6- und einen
T7-Promoter aufweist. Ausgehend von diesen beiden Promotoren kann eine antisense Sonde, je nach
Orientierung des einklonierten PCR-Produkts erhalten werden. Die in vitro Sondentranskription und
DIG Markierung erfolgte mit dem DIG RNA Labeling Kit (Roche, Karlsruhe, D) nach Hersteller-

angaben.

Die in vitro Transkription wurde fur 2h bei 37°C durchgefihrt, anschlieBend wurden 2ul DNAsel zur
Entfernung der Vorlagen-DNA zugegeben, 15min bei 37°C inkubiert und dann mit 2ul 0,2M EDTA (pH
8,0) die Reaktion abgestoppt. Nach dem Abstoppen der Reaktion wurde das Volumen auf 100ul mit
H,O (DEPC) aufgefiillt und 10ul 4M LiCl (DEPC) und 300l kalter 100%iger Ethanol zugefligt. Der
gesamte Ansatz wurde dann bei -80°C fir mindestens 30min belassen, um die Sonden-DNA
auszuféllen. Eine langere Inkubationszeit erhtéht die Sondenausbeute. Nach einer 20minitigen
Zentrifugation bei 13000rpm bei 4°C, wurde zweimal mit 75%igem Ethanol (DEPC) gewaschen und
das finale RNA-Pellet in 100ul DEPC-Wasser resuspendiert. Nach Uberpriifung der Sondenqualitét

auf einem 1%igen Agarosel wurde die fertige Sonde bei -80°C gelagert.

4.5.1.1Whole mount RNA in situ Hybridisierung (WM-ISH)

Fir die WM-ISH wurden Mausembryonen (E9.5 bis E13.5), Mauskalvarien (E18.5) und Huhnchen-
embryonen (HH23 bis HH26) in PBS/ DEPC prapariert und in 4% PFA/ PBS UN bei 4°C fixiert. Am
darauf folgenden Tag wurden die Embryonen 2x 30min in PBST/ DEPC gewaschen und mittels einer
aufsteigenden Methanolreihe in PBST/ DEPC (jeweils 1x: 25%, 50%, 70%, 2x: 100% fir jeweils
10min) bei 4°C dehydriert. Die dehydrierten Embryonen wurden bis zur Verwendung in 100%
Methanol bei -20°C gelagert.

Die gewinschten Embryonalstadien wurden zur Hybridisierung mittels einer absteigenden
Methanolreihe (75%, 50%, 25%, Methanol/ PBST/ DEPC) rehydriert, mit PBST/ DEPC 2x gewaschen
und 1h mit 6% Wasserstoffperoxid/PBST bei 4°C gebleicht. Nach zweimaligen Waschen mit PBST/
DEPC wurden die Embryonen mit Proteinase K (PK) bei RT verdaut, um die Zugéanglichkeit des
Gewebes fur den Hybridisierungsprozess zu verbessern. Die Mausstadien E9.5 bis E11.5 wurden mit
10ug/ ml PK fur 3 min, die Stadien E12.5 und E13.5 und die Kalvarien E18.5 mit 20ug/ ml PK fur 5min
inkubiert. Die Hihnchenembryonen wurden im Stadium HH22 fir 5min mit 10ug/ ml PK, HH23 bis
HH24 far 10min mit 15pg/ ml PK und HH25 fur 10min mit 20pug/ ml PK behandelt.

An das zweimalige Waschen der Praparate mit PBST/ Glycin [2mg/ ml] flir 5min, zum Abstoppen des
PK-Verdaus, schlossen sich Waschschritte in folgender Reihenfolge an: PBST/DEPC (2x je 5min),
RIPA-Puffer (3x je 5min), PBST/ DEPC (3x je 5min). Nach einer 20minitigen Fixierung der
Embryonen mit 4%PFA/ 0,2% Glutaraldehyd/ 1% TWEEN20 wurden diese mehrmals mit PBST,
PBST/ Hybrdisierungspuffer (1:1) und Hybridisierungspuffer gewaschen und fiir mindestens 2h einer
Prahybridisierung mit dem Hybridisierungspuffer bei 65°C unterzogen. Nach Zugabe des
Sondenmixes mit der gewiinschten Sonde wurden die Embryonen tber Nacht bei 65°C inkubiert. Der
Sondenmix ist ein Gemisch aus dem Hybridisierungspuffer mit transfer-RNA (tRNA) [100pg/ ml] 100:1.
Iml des Sondenmixes wurde mit 10upl der gewiinschten Sonde [0,1-1pg/ ml] gemischt und

anschlielend 4min bei 80°C erhitzt, um eine Denaturierung der Sonde zu erzielen. Nach Zugabe des
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gesamten Mixes zu den Embryonen wurden diese (N bei 65°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Uberschiissige Sonde durch 2x 30min Waschen mit dem Hybridisierungspuffer bei 65°C entfernt.
Nach Abkuhlen der Embryonen auf RT wurde ein RNAse-Verdau (vgl. Kapitel 3.7) 2x 30min bei 37°C
durchgefiihrt, um nicht hybridisierte Sondenreste vollstéandig zu entfernen. Es folgte eine Waschserie
mit SSC/ FA/ T bei 65°C: 2x 5min, 3x 10min, 6x 20min. AnschlieRend wurden die Embryonen auf RT
abgekihlt und diese auf MABT umgepuffert: 1x 10min 1:1 SSC/ FA/ T/ 1x MABT, 2x 10min in 1x
MABT. Unspezifische Bindungsstellen fir den DIG-Antikdrper wurden durch eine 1h Inkubation bei RT
in einer Blockierlésung (5% BBR (Boehringer blocking reagent) in MABT) abgeséttigt. Anschlie3end
wurden die Praparate (N bei 4°C mit Anti-DIG-Fab-ALP Antikdrper (Roche, Karlsruhe, D) 1:5000 in
1% BBR/ MABT schwenkend inkubiert. Ungebundener Antikdrper wurde durch eintdgiges Waschen
mit PBST/ Tetramisol [500mg/ ] entfernt. Am vierten Tag kam es zur Visualisierung der
Antikorpersignale: die Embryonen wurden 3x 20min mit ALP-Puffer aquilibriert und anschlie3end in
BM Purple AP Substrat (Roche, Karlsruhe, D) beim RT, im Dunklen und schwenkend inkubiert. Die
Signalintensitat fur die einzelnen Sonden bestimmte die Inkubationszeit. Zur Fixierung der Signale
wurden die Embryonen 3x 20min mit ALP-Puffer gewaschen und in 4% PFA/ PBS/ 5mM EDTA/ 0,2%
Glutaraldehyd bei 4°C aufbewahrt. Die Ergebnisse wurden am Binokular aufgenommen und mit der

AxioVision 4.6 Software (Zeiss, Gottingen, D) dokumentiert.

4.5.1.2RNA in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten

Fur eine RNA in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten wurden 7um dicke Gewebeschnitte ver-
wendet. Die Gewebeschnitte wurden auf einer Heizplatte 1h auf 60°C erwéarmt, um die nachfolgende
Entparaffinierung und Entwasserung zu erleichtern. Alle nachfolgenden Protokollschritte wurden bei
RT gemacht. Dazu wurden die Schnitte 2x 15min in Ultra Clear (UC), 2x 10min in 100% Ethanol, 5min
in 75% Ethanol, 5min in 50% Ethanol/ PBS, 5min in 25% Ethanol/ PBS und 2x 5min in PBS inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die Gewebevorbereitung: Die Praparate wurden 10min in 4%PFA/ PBS fixiert,
3x mit PBST gewaschen und in Proteinase K (PK) Ldsung fur 10min verdaut. Die PK Konzentration
war abhangig vom Embryonenalter. Fir E12.5 und E13.5 wurden 1,5ug/ ml, fur E14.5 3ug/ ml und fur
E16.5 und altere Stadien 6ug/ ml eingesetzt. Der PK Verdau verlangerte sich bei den Stadien E16.5
und alter auf 20-30min. Im Anschluss erfolgte ein dreimaliges Waschen mit PBST/ DEPC, eine
5mindtige Fixierung in 4% PFA/ PBS, eine erneute Waschserie mit PBST/ DEPC und eine
Acetylierung (Acetylierungslésung) von 10min. Nach dreimaligem Waschen mit PBST/ DEPC wurden
die praparierten Gewebeschnitte einer Prahybridisierung unterzogen. Die Proben wurden in einer
Feuchtkammer, die mit 5x SSC/ 50% Formamid vorbereitet war, fir mindestens 4h mit vorgewarmten
Hybridisierungspuffer bei 65°C vorhybridisiert, um unspezifische Bindungen abzudecken. Danach fand
die Hybridisierung mit der Sonde statt: die Sonde wurde in einem Verhdltnis 1:100 mit
Hybridisierungspuffer verdinnt, bei 85°C fur 5min denaturiert, auf die Objekttrager verteilt und UGN bei
65°C in der Feuchtkammer belassen. Am nachsten Tag erfolgten die Entfernung uberschissiger
Sonde und die Antikérperzugabe. Die Objekttrager wurden kurz in 5x SSC, 30min in 1x SSC/ 50%
Formamid bei 65°C und 10min bei 37°C in RNAse-Waschpuffer inkubiert, dann fiir 30min bei 37°C in
RNAse-Waschpuffer mit 400ul/ 200 ml RNAse A belassen und final erneut mit RNAse-Waschpuffer fir
10min bei 37°C gewaschen. Nach 20min Inkubation in 2x SSC bei 65°C, in 0,2x SSC bei 65°C und in
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0,2x SSC bei RT wurden die Objekttrager fir die Antikdrperinkubation vorbereitet. Einem zweimaligen
Waschen mit 1x MABT bei RT folgte eine Uber mindestens 2h andauernde Blockierung mit 20% HISS/
MABT in einer Feuchtkammer (1x MABT), um unspezifische Wechselwirkungen mit dem Antikérper zu
unterbinden. Fur die Antikérperlésung wurde der anti-DIG-AP Antikérper 1:2500 in 5% HISS/ MABT
bei 4°C vorinkubiert und spéater zu den Schnitten gegeben und diese UN bei 4°C belassen. Fur die
Antikdrperfarbung wurden die Schnitte 3x 5min in 1x MABT und 10min in ALP-Puffer gewaschen und
unter der Verwendung von NBT/BCIP in ALP-Puffer (je 70ul/ 200ml) auf einem Schuttler lichtgeschuitzt
bei RT inkubiert. Die Inkubationszeit richtete sich nach der Spezifitdt der Signalfarbung auf den
Schnitten. Beendet wurde die Antikdrperfarbung durch 10min Waschen in ALP-Puffer. AnschlieRend
wurde 2x 5min in PBS/ bidest gewaschen, 30min bei RT in 4%PFA/ PBS fixiert, wiederholt in PBS/
bidest gewaschen und final mit HydroMatrix eingedeckelt. Die Objekttrager sind nun fir eine sehr

lange Zeit bei RT lagerbar.

Die fotografische Dokumentation der Signalmuster erfolgte mit dem Mikroskop Leica DMR und der

AxioVision 4.6 Software (Zeiss, Gottingen, D).

4.5.2 Paraffineinbettung und Schnittpraparation von Gewebepréparaten

Die zu untersuchenden Gewebe gewiinschter Stadien wurden von den Mausembryonen abprapariert
und im Anschluss in 4%iges PFA/ PBS (DEPC) uberfihrt und UGN bei 4°C inkubiert. Am darauf
folgenden Tag wurden die Praparate 2x 5min in PBS (DEPC) gewaschen, dann fur 1h bei RT in 50%
Ethanol belassen, und dann fir mindestens 2h in 70% Ethanol dehydriert. Alle weiterflihrenden
Entwasserungsschritte wurden mit dem Entwasserungsautomaten (Leica, Heerbrug, Schweiz) und
dem folgenden Programm durchgefiihrt: 3h 90% Ethanol, 3h 95% Ethanol, 3x 2h mit Vakuum 100%
Ethanol, 2x 15min mit Vakuum Ultra Clear, 30min Vakuum Ultra Clear, 3h mit VakuumuUltra
Clear/Paraffin, 3h mit Vakuum Paraffin. An der Einbettstation wurden die Praparate in flissigem
Paraffin, unter der Verwendung von Einbettférmchen, in die gewiinschte Position eingebettet. Die
eingebetteten Préaparate wurden bei -20°C vollstéandig ausgehartet, aus den Férmchen gelést und am
Cool-cut-Mikrotom (Leica, Heerbrug, Schweiz) geschnitten. Fir die RNA in situ Hybridisierungen
wurden 7pum dicke Schnitte angefertigt und auf unbehandelte Glasobjekttragern gezogen. Die
Schnittanordnung erfolgte seriell. Die entstandenen Schnitte wurden dann auf einer Heizbank bei
37°C getrocknet und Uber Nacht bei 40°C in einem Trockenofen belassen. Die fertigen Schnitte

wurden bis zur Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

45.3 Vibratomschnitte

Um die Farbung von Embryonen oder einzelnen Gewebeteilen ndher untersuchen zu kénnen, wurden
Gewebeschnitte am Vibratom angefertigt. Die zu untersuchenden Praparate wurden mit PBS (bidest)
gewaschen und einer anschlieRend aufsteigenden Succrosereihe bei 4°C unterzogen: jeweils 1h in
5%, 15% und 30% Sucrose in PBS.

Die Praparate wurden dann in eine Gelatine/ Albumin (BSA)/ Sucrose Ldsung in PBS uberfihrt (0,5%

Gelatine, 30% BSA, 20%Sucrose in PBS) und (N oder einige Tage (je nach Grol3e des Praparats) bei
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4°C aufbewahrt. Die Einbettung erfolgte in der gleichen Lésung unter zusétzlicher Verwendung von
100ul 25%igem Glutaraldehyd. Die Positionierung der Gewebe musste sehr schnell erfolgen, da die
Aushéartung nach wenigen Minuten vollzogen war. Durch Kiihlung der verwendeten Férmchen konnte
eine Aushartung etwas verzégert werden. Die Blockchen mussten sofort verwendet werden, um eine
Austrocknung der Proben zu vermeiden. Nach dem Zurechtschneiden der Blockchen wurden diese
am Vibratom (Microm, Heerburg, Schweiz) in 20-40um dicke Schnitte geschnitten und mittels

Hydromatrix eingedeckelt. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte am Mikroskop.

4.5.4 Plastikeinbettung/ Plastikschneiden und Entplasten

Gewebe spater embryonaler Stadien wurden in Plastik eingebettet, um eine bessere Analyse von
kalzifizierten Geweben vornehmen zu kénnen. Die Extremitaten wurden abprapariert und UGN in 4%
PFA/ PBS bei 4°C fixiert. Am nachsten Tag wurden die Gewebe 2x 5min mit PBS (bidest) gewaschen
und auf die vollstandige Entwasserung vorbereitet: 1h in 50% Ethanol, 6h in 70% Ethanol bei RT. Die
folgenden Entwasserungsschritte wurden jeweils fur 6h bei RT ausgefihrt: 80% Ethanol, 90% Ethanol,
100% Ethanol, 1:1 Ethanol:Aceton. Final inkubierten die Proben 2x fur 3h in Xylol und 48h in Methyl-
Methacrylat (MMA) Infiltrationslésung, wobei nach 24h ein Losungswechsel erfolgte. Die Bléckchen
wurde unter der Verwendung von Polymerisationsgefafien gegossen: 100ml Gie3ldsung wurden mit
500ul DMPT (Dimethyl-Para-Toluidin) versetzt, wodurch die Polymerisation des MMA beschleunigt
wurde. Die jeweilige Probe wurde ausgerichtet und mit Sekundenkleber fixiert, bevor das Gefal3 mit
der GieRloésung geflllt wurde. Nach einer 10minitigen Inkubation im Vakuum, erharteten die
Bléckchen bei RT UN. Am darauf folgenden Tag wurde das Blockchen am Mikrotom geschnitten (7um
Schnitte). Die Fixierung der Schnitte fand auf Objekttragern statt. Nach einer flnfminltigen
Uberschichtung mit Streckfliissigkeit (300ml Ethanol (70%), 200ml Ethylenglycolmonobutylether),
wurde der Objekttrager mit Kisolfolie abgedeckt und in einem Whatman Trockenblock getrocknet.
Nach vollstandiger Trocknung der Schnitte konnte die Kisolfolie abgezogen werden und die Schnitte
bei 4°C fur mehrere Monate gelagert werden. Die Entfernung des Plastiks aus den Geweben
erforderte die Inkubation der Objekttrager in folgender Lésungsreihe: 3x 10min in Monoethanolamin
(Losung musste jeweils gewechselt werden), 2x 8min in Ultra Clear, 2x 2min in 100% Ethanol, 2min in
90% Ethanol, 2min in 70% Ethanol, 2min in 50% Ethanol, 2x 2min in H,O (bidest). Nun konnten die
zellularen Strukturen des Gewebes genauer untersucht werden. Um die Zellkerne anzufarben wurden

die Plastikschnitte flir 15min in Kernrot inkubiert und anschlieBend fir 3min mit H,O bidest entfarbt.

455 Skelettpraparation

Die Skelettpréparation verdeutlicht den Entwicklungsstand der skelettalen Elemente im zu unter-
suchenden Embryo, in dem mit Alcian Blau die im Knorpel vorkommenden Polysaccharide blau und
mit Alizarin Red die kalzifizierende, extrazellulare Matrix (Knochenmaterial) rot angefarbt wird. Die zu
untersuchenden Tiere wurden gehéautet, ausgenommen und Uber Nacht in 100% Ethanol bei 4°C
aufbewahrt. Am nachsten Tag wurde 2 Tage lang mit Alcian Blau in 80% Ethanol/ 20%Eisessig
gefarbt. Ein eintdgiges Waschen mit 50% Ethanol und ein Tag Farbung mit Alizarin Red in 1% KOH
folgte. Uberschiissiges Gewebe wurde mit 0,3%iger KOH-Ldsung entfernt. Die Praparate wurden

einer aufsteigenden Glycerinreihe unterzogen und letztendlich in 80%igem Glycerin bei RT gelagert.
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Fur Skelettpraparationen von Zebrafischen mit Alcian Blau wurden diese in 100% Ethanol fir 2h

inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation fur 5h oder UN in Alcian Blau-Farbeldsung.

Die Dokumentation erfolgte am Binokular mit der Software Axion Vision 4.6 (Zeiss, Gottingen, D).

45.6 X-Gal-Farbung von Embryonen

Das LacZ-Gen (E.Coli) codiert fir das Enzym R-Galactosidase, das das chromogene Substrat X-Gal
(5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D.galactopyranosid) zu Galactose und 5-Brom-4- chlor-indoxyl umsetzt,
welches wiederum nach Oxidation an der Luft dimerisiert und eine blaue Farbung zeigt. Diese
Farbung wurde im Experiment an ganzen Embryonen durchgefiihrt. Die Embryonen von transgenen
Mausen im Embryonalstadium E13.5, E14.5, E15.5 und E17.5 wurden in PBS (bidest) gewaschen und
fur 1h in 2% PFA/ 0,2% Glutaraldehyd bei 4°C fixiert. Nach 3x 15min waschen mit PBS wurden die
Embryonen UN bei RT unter Lichtausschluss gefarbt (LacZ-Farbelésung, vgl. Kapitel 3.7). Die
Farbung variierte von Embryo zu Embryo, aufgrund unterschiedlicher Diffusionsvorgangen der
Farbeldsung und unterschiedlicher Anzahl an Integrationsereignissen des Reportervektor-Konstrukts
in das murine Genom, wodurch sich unterschiedliche Inkubationszeiten ergaben. Die Praparate
wurden nach mehrmaligem Waschen mit PBS erneut fixiert (2% PFA/ 0,2% Glutaraldehyd) und bei
4°C gelagert. Die Dokumentation erfolgte zeitnah (innerhalb weniger Tage) an einem Binokular unter

der Verwendung der AxioVision 4.6 Software.

4.6 Das Modellsystem Zebrafisch

Um einen ersten Eindruck tber die mdgliche Funktion von Genen wahred der Embryonalentwicklung
und im adulten Stadium zu bekommen, ist das Modellsystem Zebrafisch eine sehr effektive

Herangehensweise.

4.6.1 Zebrafisch-Haltung

Fur die Zebrafisch-Experimente wurden Wildtypen des Stamms ,AB“ verwendet. Die Zebrafische
wurden in 28,5°C warmen Wasserbadern gehalten, deren pH Wert bei 7,0 und NaCl-Gehalt bei 60ug/
L lag. Der Raum unterlag einem Tag/ Nacht Zyklus von 14h Licht und 10h Dunkelheit, was dem
nattrlichen Biorhythmus der Tiere entspricht. Die Zebrafisch-Embryonen schliipften spéatestens nach
drei Tagen. Bis zum siebten Tag wurden diese in ,Zebrafisch-Puffer” (E3) gehalten, danach wurde
zusatzlich spezielles Fischfutter hinzugegeben. Die Umsetzung der Jungdfische in die Zebrafisch-

Anlagen erfolgte parallel.

4.6.2 Morpholino-Technologie

Die Morpholino-Technologie wird seit dem Jahre 2000 erfolgreich in verschiedenen Modellsystemen
eingesetzt (u.a. Zebrafische, Krallenfrosche, Huhnchen) und verursacht im zu untersuchenden
Organismus ein Knockdown eines Gens mittels Morpholino (= Oligo, der an eine komplementére
MRNA eines gewlnschten Gens binden und dadurch die Translation hemmt). Durch diese

Technologie lassen sich Gene innerhalb des friihen Embryonalstadiums funktionell gut untersuchen.
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Die Morpholino Oligos werden im 1-2 Zellstadium injiziert, daher muss berlcksichtigt werden, dass mit
zunehmender Zellteilung (steigendem Embryonalstadium) die Morpholino-Konzentration pro Zelle
geringer wird und somit die Blockierung der Translation nachlasst und irgendwann aufgehoben ist
(Gene Tools, LLC, Philomath, OR).

Die in dieser Arbeit verwendeten Antisense Custom Morpholinos (MO) wurden bei der Firma Gene
Tools (Gene Tools, LLC, Philomath, OR) bestellt. Die Morpholinos deckten das Startcodon (AUG) der

Translation ab. Vor der Injektion wurden die Morpholinos in sterilem Wasser auf 1mM verdinnt.

4.6.2.1Injektionsexperimente

Fir die Injektionsexperimente wurden befruchtete Zebrafischeier bendtigt. Nach Eintreten des
Tageszyklus wurden die Fische in einem Gitter verpaart. Die befruchteten Eier fielen durch das Gitter
und konnten aus dem Becken entnommen werden. Die Eier wurden mit Fischwasser und
anschlieBend mit E3-Puffer zweimal gewaschen und fur die Injektionsexperimente vorbereitet. Die
Eier mussten direkt im 1-2 Zellstadium injiziert werden, um die fortlaufende Entwicklung beeinflussen
zu konnen. Die Eier wurden an einem Objekttrager ausgerichtet, der in einer Petrischale positioniert
war. Die Injektion Uber diinne Glaskapillaren erfolgte in den Plasmastrom (zwischen Dottersack und
Eizelle befindlich). Pro befruchtetem Ei wurden 5uM einer 1mM konzentrierten Morpholino-Lésung
injiziert. Die Konstrukte waren 1:10 mit Phenolrot/ DPBS verdinnt. Es wurden vier bis zehn Streifen
pro zu untersuchendem Konstrukt (Morpholino) injiziert. Dies entspricht 200 bis 500 Eiern, wovon
meist 40% der Eier am Ende Uberlebten. Die restlichen Eier zeigten Fehlentwicklungen, waren
unbefruchtet oder abgestorben. Uninjizierte Eier desselben Eierpools wurden als Wildtyp-Kontrolle
verwendet. Die behandelten Eier wurden in Petrischalen mit E3-Puffer in einem Inkubator mit 28,5°C
und Tag/ Nacht Rhythmus inkubiert. Das Medium wurde taglich gewechselt und tote Eier, Eierreste
und Verunreinigungen wurden entfernt. Die gewlinschten Zebrafischstadien wurden in 4% PFA/ PBS
fir 6h bei RT, oder UN bei 4°C fixiert, anschlieend zweimal mit PBST/ DEPC gewaschen und in
100% Methanol bei 4°C aufbewahrt.

Die Dokumentation der Zebrafische wurde mit dem Binokular und der AxioVision 4.6 Software

vorgenommen.

4.6.2.2 Rescue Experiment

Um die Spezifitit des untersuchten Morpholinos zu charakterisieren wurden mRNA-Rescue-
Experimente gemacht, die den Wildtyp-spezifischen Phénotyp bei MO-behandelten Zebrafischen
wieder herstellen sollten. Es wurde eine Ko-Injektion mit dem Morpholino und einer mRNA, die fur das
unterdrickte Protein codiert, durchgefiihrt. Dabei musste beachtet werden, dass die 5 -UTR
(untranslatierte Region) nicht von dem Morpholino gebunden werden konnte: es wurden daher
synonyme Codons ausgewahlt, die im Zebrafisch-Genom standardmaRig vorkommen und die

Synthese der jeweiligen Aminosaure gewahrleisten.

Die Amplifizierung des Abschnitts flir das Rescue-Experiment erfolgte auf genomischer Zebrafisch-

DNA. Das Konstrukt wurde in ,sense-Orientierung” in den pcs2+-Vektor kloniert, der anschlieend mit
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dem Restriktionsenzym Apal linearisiert wurde. Die Herstellung synthetischer RNA zur Injektion in
Zebrafisch-Eier erfolgte mit dem mMessageMachine-Kit Sp6 (Ambion, Darmstadt, D) nach Angaben

des Herstellers.

Bei allen Injektionen wurde in Eizellen desselben Geleges der Morpholino (bhlha9), der nicht
spezifisch bindende Kontroll-Morpholono (5" mispair Morpholino), Standardnegativ-Kontroll-
Morpholino sowie uninjiziierte Zebrafisch-Eier untersucht, um unspezifisch verédnderte Embryo-

phéanotypen, bedingt durch den Injektionsprozess, zu ermitteln.

4.6.3 RNA in situ bei Zebrafischen

Fur die RNA in situ Hybridisierung wurden die Zebrafische dechoriniert in PBS und anschlieBend fir
6h bei RT oder bei 4°C UN in 4% PFA (PBS) fixiert. AnschlieBend wurden sie 2x mit PBST und 2x mit
100% Methanol auf Eis gewaschen und bei -20°C gelagert. Die Lagerung war fr mehrere Monate

maoglich.

Die in situ Hybridisierung fand in feinmaschigen Netzen (75um) statt und erfolgte nach Standard-
Protokoll (Xu et al. 1994). Abweichende Durchfihrungsschritte sind nachfolgend aufgelistet: Fur die
Prahybridisierung wurden die Embryonen in Cryoréhrchen gesammelt und fir mindestens 2h (bis zu
6h maoglich) in Hyb" Puffer (vgl. Puffer und Lésungen) bei 68°C inkubiert. Nach 2h wurden die
antisense Sonden 1:100 in Hyb" Puffer verdiinnt, bei 80°C fiir 2min denaturiert und mit dem in den
Cryordhrchen befindlichen Hyb™ Puffers ausgetauscht. Die Hybridisierung der Sonden fand UGN bei
68°C statt. Am néachsten Tag wurden die Sonden entfernt und die Embryonen wieder in die Netze
tiberfiihrt. Uberschiissige Sonde wurde durch mehrmalige Waschschritte bei 68°C entfernt: 1x 5min
mit Hyb™ Puffer, 3x 10min mit 25% Hyb" Puffer in 2x SSCT, 1x 5min 2x SSCT und 2x 30min in 0,2x
SSCT. Anschlieend wurden die Embryonen noch fir 1x 5min in 0,2x SSCT+50% 1xMABT und
1x5min mit 1x MABT gewaschen. Fir die Sondendetektion wurden die Embryonen priméar fir 1h mit
1x MABT+2% DIG Block Lésung auf einem Schittler bei RT blockiert und dann in Anti-DIG-AP
Antikdrper Losung fur 2h bei RT. Danach folgten vier jeweils 15minitige Waschschritte mit 1x MABT.
Nach dem letzten Waschschritt wurden die Embryonen in eine 24 well Platte Gberfuhrt und BM Purple
(Farbreaktion,Roche, Mannheim,D) zugesetzt. Die Entwicklung erfolgte schittelnd im Dunkeln, bei
RT. Die Detektionszeit der Sonden lag bei ca. 30h. iN wurden die Embryonen bei 4°C gelagert, um
eine Uberfarbung der zu verhindern. Nach erfolgreicher Detektion der Sonde wurde die Reaktion
durch zweimaliges schnelles Waschen mit PBST, einer anschlieBenden Fixierung mit PFA/ PBS fur
30min (oder 4°C, UGN) und 2x Waschen fir 5min mit PBST abgestoppt. Um eine bessere Signalgebung
zu erreichen, wurden die Embryonen, unter Verwendung einer Glycerolreihe, aufgehellt: 5min 30%
Glycerol/ PBS, 5min 50% Glycerol/ PBS, 5min 70% Gylcerol/ PBS. Die Aufbewahrung und
Dokumentation der Embryonen erfolgte in 70% Glycerol/ PBS.
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4.7 Zellkulturmethoden

Alle verwendeten Medien wurden auf 37°C vorgewarmt, wenn nicht anders angegeben.

4.7.1 Auftauen von Zellen

Die HEK293-Zellen wurden im Wasserbad (37°C) aufgetaut und in ein Falcon mit 5ml Medium
Uberfihrt, um die Wirkung des Einfriermediums DMSO zu neutralisieren. AnschlieBend wurde die
Suspension fir 5min bei 5000rpm zentrifugiert, das Uberschissige Medium abgesaugt und das Pellet
in frischem Medium (20ml) resuspendiert. Der Ansatz wurde auf Zellkulturflaschen (75cm2) Uberfuhrt,
und bei 37°C und 5% CO, -Sattigung im Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde regelmé&Rig
gewechselt.

Erreichten die Zellen eine Konfluenz von ca. 80% wurden sie in eine neue Zellkulturflasche umgesetzt.
Das verbrauchte Medium wurde zunachst abgesaugt, 1x mit DPBS (Lonza, KoIn, D) gewaschen, in
10% des Volumens der Zellkulturflasche trypsiniert und fir 2min im Brutschrank inkubiert.
Zuséatzliches Beklopfen der Flasche forderte die Zellablésung. Die geldsten Zellen wurden in 10ml
Medium aufgenommen, wodurch die toxische Wirkung des Trypsins eingeschrankt wurde. Nach
finfminUtiger Zentrifugation bei 5000rpm, wurde das Zellpellet in neuem frischem Medium (20ml)
resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20ul Zelllésung in die Neubauerzahlkammer
(Faktor: 104) pipettiert und die vier Quadrate ausgezahlt. Nach Bestimmung des Mittelwertes (MW)

konnte die Zellzahl/ ml bestimmt werden:

MWx10*

Volumen, in dem Zellen resuspendiert wurden

Ein Teil der Zellsuspension wurde nach Auszéhlung der Zellzahl fur Versuche verwendet, der Rest

wurde auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt.

4.7.2 Einfrieren von Zellen

Die Zellen in den Zellkulturflaschen wurden 1x mit DPBS gewaschen, mit 1ml Trypsin versehen und
fur 2min im Brutschrank inkubiert. Zuséatzliches beklopfen der Zellkulturflasche forderte die
vollstandige Abldsung der Zellen. Die Zellen wurden in 10ml Medium aufgenommen und fiir 5min bei
5000rpm zentrifugiert. Das Sediment einer >90% konfluenten Zellkulturflasche wurde in 1,5mI Medium
resuspendiert. 0,5ml dieser Suspension wurden in Kryoréhrchen dberfihrt, mit 0,5ml 2x
Einfriermedium (vgl Zellkultur/ Maus-ES-Zellkultur) versetzt und sofort bei -80°C weggefroren. Nach

einem Tag bei -80°C erfolgte die endgiiltige Lagerung in flissigem Stickstoff.

4.7.3 Luziferase Assay

In dieser Arbeit wurde das Dual-Glo™ Luziferase Assay System von Promega (Madison, USA)
verwendet. Mit diesem Reporter-Assay wird die Promoteraktivitéat einklonierter Genomabschnitte

nachgewiesen, indem die Aktivitdt der Firefly-Luziferase (aus Photinus phyralis) im Verhéltnis zur
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Renilla-Luziferase (Renilla reniformis) analysiert wird. Nach Messung der Firefly-Luziferaseaktivitat
(Dual-Glo™- Luziferase Reagenz), wird die Renilla-Luziferaseaktivitat gemessen. Durch Zugabe eines
,Renilla-Reagenz* (Dual-Glo ™ Stop&Glo®Reagenz) wird die Firefly-Luziferaseaktivitat gestoppt und

im Gegenzug die Renilla-Luziferase aktiviert.

Fur die Luziferase-Assays wurden 24 well Platten verwendet, in denen 24h vor der Transfektion 2,0x
10° HEK293-Zellen (,Human embryonic Kidney*), pro Well ausgesat wurden. Vor der Transfektion der
Zellen erfolgte ein Austausch des HEK-N&hrmediums mit 400ul frischem Medium/ Well. 7ul des
Luziferase-Konstrukt [125ng/ pl], 3pl des Renilla-Vektors (pRL-CMV-Vektor) [5ng/ pl] sowie 58pl
DMEM mit 1g/ | Glucose, ohne weiter Zusétze wurden mit 7ul Polyfect vermischt und 10min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden 22pl/ Well des Transfektionsansatzes pipettiert und tber Nacht bei
37°C inkubiert. Als Kontrollansdtze wurden in jedem Versuch Leervektorkontrollansatze und

untransfizierte Zellen mitgefiihrt, um jeden Versuch in sich normalisieren und auswerten zu kénnen.

24h nach Transfektion der Zellen wurden diese mit 1x DPBS gewaschen und mit 100ul Passiven Lysis
Puffer (Promega, 1:5 mit Wasser verdunnt) fir 15min bei RT auf einer Wippe inkubiert. AnschlieRend
wurde jeder Ansatz durch griindliches auf- und abpipettieren durchmischt. Die Aktivitdtsmessungen
erfolgten in einer weiRen LuminNuni 96 well Platte. 5ul des Lysats wurden mit 25ul Dual-Glo ® Ansatz
10 Minuten bei RT inkubiert und im Luminometer gemessen. AnschlieBend wurden 25ul Dual-Stop
und Glo ®-Substrat (1:100) zu den Ansatzen pipettiert, und nach 10minttiger Inkubation eine erneute
Messung durchgefuhrt. Die gemessenen Werte wurden gegen die Renilla-Messwerte normalisiert. Die
Messergebnisse des Luziferase-Assays wurden mit dem ,EG & G Berthold WinGlow* Version 1.24
Computerprogramm (EG & G Berthold Technologies) berechnet.

4.8 Embryonale Stammzellkultur (ES-Zellkultur)

Fiur die ES-Zellkultur-Experimente wurden C2-Zellen (Open Biosystems, MES4305) verwendet. Bei
dieser Zelllinie handelt es sich um eine F1 Zelllinie, die aus einer Kreuzung der Mausstamme C57B/6
und 129svJae hervorgegangen ist und fur diploide Blastozysten-Injektionen verwendet werden kann.
Mit Hilfe dieser Zellen ist es mdglich eine zusatzliche Kopie eines Gens oder eines chromosomalen
Abschnitts abwarts des ColAl-Lokus zu inserieren (mm8, chr11:94,752,360-94,767,937). Das Genom
dieser Zellen besteht aus einem ColAl-Wildtyp-Allel und einem modifiziertem ColAl-Allel, das eine
PGK-Neomyzin-Resistenz-Kassette, flankiert durch Flippase (Flp)-Recombinase-Target-
Erkennungssequenzen (frt) sowie ein Hygromyzin-Resistenzgen ohne jegliche Promotorelemente und
Initiationscodon (ATG) aufweist. Zur Klonierung einer potenziellen Promoterregion mit dazugehérigem
Genbereich (Gene of interest, GOI) wurde das Vektorsystem PGK-ATG-Frt (Open Biosystems,
MES4490) verwendet (Abbildung 13). In Gegenwart der FLPe-Rekombinase (Open Biosystems,
MES4488) besteht die Moglichkeit, das klonierte Fragment im PGK-ATG-Frt-Vektorsystem in das
modifizierte Allel des ColAl-Lokus mittels der frt-Erkennungssequenzen zu inserieren. Die Insertion
des GOI, sowie des PGK-Promoters und des Initiationcodons ATG aufwarts und in richtiger
Orientierung zum Hygromyzin-Resistenzgen ermdglicht eine positive Selektion Uber Hygromyzin-

Resistenz der rekombinierten Klone.
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Konstrukt Vektorsystem: PGK-ATG-Frt

Frt MCS (EcoRV) Frt

J— ooy ——fJ— , — > —

C2 Zelllinie # PW/ATGHrt
pCAGGSflpE
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Frt Frt
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Abbildung 13 Schematischer Uberblick der methodischen Vorgehensweise der zielgerichteten
Klonierung eines Zielgens in den ColAl-Lokus von C2-Zellen.

Ein Konstrukt mit den Restriktionsschnittstellen der MCS kann in das Vektorsystem PGK-ATG-Frt
eingebracht werden. Unter der Verwendung einer FIp-Rekombinase (pCAGGSfIpE) wird dann dieses
Konstrukt Gber die Frt-Sequenzen in den modifizierten ColAl-Lokus der C2-Zellen integriert werden.
Das inserierte Konstrukt bringt eine Transkriptionsstartseite mit (ATG), wodurch im Anschluf3 die
Selektion der positiven Klone mittels Hygromyzin ermaéglicht wird. Mittels Restriktionsverdauen(Sacl,
Pvull) kann dann mittels Southern Blot das Insert nachgewiesen werden.

Amp = Ampicillin-Resistenzgen, Frt = Flippase (FIp)-Recombinase-Target-Erkennungssequenz, GOI =
Gene of interest, hygro = Hygromyzin-Resistenzgen, MCS = Multiple Klonierunsstelle, p (A) = poly A -
Signal, Restriktionsenzyme: EcoRV, Pvull, Sacl, pCAGGSfIpE = Flp-Rekombinase-Vektorpgk/ ATGfrt
= Vektorsystem mit GOI, Pfeile kennzeichnen die verwendeten Sonden (5' und 3‘) fur die Southern
Blot-Analyse (Bild verandert nach Open Biosystems, Thermo Scientific (2009).

Zellen mit einer Insertion des GOl am COLAl- Lokus werden im Anschluss zur Generierung
transgener Mause verwendet. Die transgenen Tiere weisen eine zusétzliche Kopie des GOl im Genom
auf (single-copy transgenic mouse), das eine konstitutive Expression zeigt. Die Integration eines GOI
in den ColAl-Lokus erlaubt die Analyse und funktionelle Charakterisierung des Gens in vivo und tragt

zur Aufklarung der Bedeutung des Gens im Gesamtkontext bei.

4.8.1 Embryonale Fibroblasten (Feederzellen)

Bei der Kultivierung von ES-Zellen ist es von essentieller Bedeutung, die Zellen in einem
undifferenzierten Zustand zu belassen. Um diese Bedingungen zu gewahrleisten wurden die ES-
Zellen auf mitoseinhibierten Mausfibroblasten (Feederzellen) ausplattiert sowie das Zytokin LIF
(leukemia inhibitory factor) dem Medium beigefligt, das eine vorzeitige Differenzierung der Zellen
unterbindet. Die Kultivierung der Zellen fand auf zuvor Gelatine-vorbehandelten Petrischalen statt.

Um einen ebenmalRigen Anheftungsuntergrund fiir die Feederzellen zu schaffen wurden
Petrischalen/Platten mit einer 0,1% (w/ v) sterilfiltrierten Gelatine-Losung Uberschichtet. Nach einer
einminutigen Inkubation bei RT wurde die Gelatine Losung abgesaugt und die GeféalRe unter der

Clean-Bench getrocknet. Die Lagerung der Platten erfolgte bei RT.
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Fur die ES-Zellkultur-Experimente wurden DR4 mitomycin behandelte Fibroblasten-Zellen als
Feederzellen verwendet, die von Dr. H. Schrewe (Abteilung Herrmann, Max Planck Institut fir
Molekulare Genetik) zur Verfligung gestellt wurden. Die Feederzellen waren zu 2,5x10°
Zellen/Gefrierrohrchen weggefroren (Stickstofftank) und entsprachen der Passage 3-5.

Zur Verwendung wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C vorsichtig aufgetaut und in 5ml
Feederzell-Medium (vgl. Zellkultur/ Maus-ES-Zellkultur, 15ml Réhrchen) tberfuhrt, um das DMSO zu
verdiinnen. Die Zellen wurden fiir 5min bei 1000rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt und
das Zellpellet in einer zum ausplattieren entsprechenden Menge Medium resuspendiert (z.B.: 1,5 ml/
Well fir 6 well Platte (Wachstumsflache: 9,6cm?), Resuspensionsmenge: 9ml) (vgl. Tabelle 15,
Anhang).

Die ES-Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 95% in einem Inkubator
kultiviert. Da ES-Zellen eine sehr hohe Stoffwechselaktivitat aufweisen, erfolgte ein taglicher
Mediumwechsel, um Stoffwechselendprodukte zu entfernen. Die verwendeten Medienbestandteile
und Seren wurden zuvor auf die ES-Zellkulturtauglichkeit Gberpruft.

Waren die ausgesaten Feederzellen konfluent gewachsen, wurden sie auf weitere Platten aufgeteilt.
Nach der Zugabe von Trypsin/ EDTA (z.B.: 1ml Trypsin pro 6cm Schale) wurden die Zellen fir 10min
bei 37°C inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Inaktivierung des Trypsin durch Zugabe von
entsprechendem Medium zu den losgelosten Zellen (z.B.: 3ml auf eine 6¢cm Schale) und die Zellen
wurden in einem 15ml Réhrchen gesammelt. Nach Vereinzelung der Zellen durch vorsichtiges auf -
und abpipettieren wurden die Zellen fur 5min bei 1000rpm zentrifugiert, das Zellpellet in Feederzell-
Medium resuspendiert und auf neue mit Gelatine beschichtete Petrischalen ausplattiert.

Nach konfluentem Wachstum der Feederzellen wurde das Wachstumsmedium gegen Feederzell-
Medium ausgetauscht, das 0,01mg/ ml Mitomycin C (Sigma #M-4287) beinhaltete. Die Zellen wurden
fur 2-3h bei 37°C inkubiert, anschlie3end dreimal mit DPBS gewaschen, trypsiniert und in FB-Medium
aufgenommen. Nach einer Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5min wurden die Zellen in Feederzell-
Medium resuspendiert und auf gelatinisierten Platten ausplattiert (Dichte: 3-4x10"Zellen/ sz) oder
weggefroren (2,5x106 Zellen/ Gefrierréhrchen, vgl. Kapitel 4.7.2).

Eine konfluente Platte wurde mit DPBS gewaschen und trypsinisiert. Das Trypsin wurde durch Zugabe
von 5ml Feederzell-Medium inaktiviert, die Zellzahl mit der Neubauerzéhlkammer bestimmt und die
Zellen bei 1000rpm fur 5min zentrifugiert. Anschlie3end wurde das Zellpellet in 50% Einfriervolumen
(20% FCS) resuspendiert und dann das restliche 50%ige Einfriervolumen durch 2x Einfriermedium
ersetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen der Suspension wurde 1ml in Gefrierrohrchen (2,5x106
Zellen/ Gefrierrdhrchen) Uberfuhrt und langsam bei -80°C eingefroren. Am néchsten Tag wurden die
Gefrierrdhrchen in den fliissigen Stickstofftank tGberfuhrt.

Das Ausplattieren und die Transfektion der C2-Zellen fand auf 6 well Platten statt, die nachfolgende

Selektion mit Hygromyzin wurde auf 6 cm Schalen ausgefihrt.

4.8.2 Ausséen und Trypsinbehandlung von C2-Zellen

Auf zuvor gelatinisierten Platten wurden Mitomycin behandelte Feederzellen mit einer Dichte von
3x10°Zellen/ Well ausgesat (3,4x10" Zellen/ ¢cm?). Hierzu wurden die Zellen vorsichtig bei 37°C

aufgetaut, in 5ml ES-Zellmedium Uberfuhrt und anschlieBend bei 1000rpm fur 5min zentrifugiert. Pro



50 Methoden

Well wurden 1,5ml resuspendierte Feederzellen verteilt und diese fir 3h bei 37°C inkubiert. Nach
einer Inkubationszeit der Feederzellen von 3h wurden die C2-Zellen aufgetaut und auf das Monolayer
der Feederzellen gegeben (2ml/ Well, 3,1x104/ cm?). Das zuvor vorhandene Medium der Feederzellen
wurde nicht abgesaugt, sodass ein Endvolumen von 3,5ml in jedem Well vorzufinden war (Kultivierung
von ES Zellen

Tabelle 15). Ab diesem Zeitpunkt wurde mit LIF-Zugabe gearbeitet (50ul LIF [107U/ ml] auf 500ml ES-
Zellmedium, vgl. Zellkultur/ Maus-ES-Zellkultur).

Nach Absaugen des Mediums und anschlieRendem Waschen mit DPBS wurde zuvor erwarmtes
Trypsin (0,5ml/ Well) zu den Zellen gegeben und fur 10min bei 37°C inkubiert. Das Trypsin wurde
durch Zugabe von 1,5ml Medium inaktiviert und die erhaltene Zellsuspension in ein steriles 15ml
Rohrchen dberfuhrt. AnschlieRend erfolgte die Zellzahlbestimmung mittels der Neubauerzéhlkammer
(vgl. Kaptel 4.7.1) und eine Ausplattierung von 300.000 Zellen auf einer mit Feederzellen bestuickten 6
well Platte.

4.8.3 Transfektion der C2-Zellen

Zwei Stunden vor der Transfektion wurde das Medium der zu behandelnden Zellen gegen neues
frisches Medium ausgewechselt. Die Transfektion wurde mit Lipofectamin2000 (Invitrogen, Darmstadt,
D) durchgefiihrt. 5pug der Konstrukt-DNA wurden mit 1ug pCAGGS-FIpe-DNA und 125ul OptiMEM
(Gibco, Darmstadt, D) vermischt und auf Eis gelagert (DNA-Mix, Reaktionsgefal3 1). In einem weiteren
Reaktionsgefal? (Reaktionsgefald 2) wurden 25ul Lipofectamin 2000 mit 110ul OptiMEM vermischt
(Lipofectamin-Mix). Anschlieend wurden 125ul DNA-Mix mit 125ul Lipofektamin-Mix vermischt und
fir 15min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1,25ml ES-Medium wurde das gesamte Volumen auf die
C2-Zellen gegeben und fur 3-5 h bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte eine Trypsinierung der Zellen
und Ausplattierung der transfizierten Zellen auf 3x6 cm Schalen (mit Feederzellen) mit

unterschiedlichen Konzentrationen (1/6, 2/6, 3/6, Endvolumen jeweils: 3ml).

48.4 Selektion der ES-Zellen

Ein Tag nach der Transfektion beginnt die Selektion von positiven Klonen, unter der Verwendung von
Hygromycin (150ug/ ml). Die Zellen wurden trypsiniert und auf neue Platten ausplattiert. Es erfolgte
ein taglicher Mediumwechsel mit Hygromycin und dadurch ein Selektionieren nach den positiven
Klonen. Das Absterben der negativen Klone wurde taglich via Mikroskop verfolgt. Je nach Konstrukt,

Zellmetabolismus und sonstigen Bedingungen dauert die Selektion ca. 7-10 Tage.

4.8.5 Picken von positiven ES-Zellklonen

Einen Tag vor dem Klone picken wurde eine 96 well Platte gelatinisiert, sowie mit Feeder-Zellen
behandelt (1x10* Zellen/ Well, Medienvolumen: 150pl). Am Tag des Klone pickens wurden 30l
Trypsin/ Well in eine 96-well Platte mit rundem Boden pipettiert und bei 37°C inkubiert. Die Platten mit
den positiven Klonen wurden 2x mit DPBS gewaschen (jeweils 4ml), wobei mit kreisenden

Bewegungen die Platte vorsichtig geschwenkt wurde. Final wurden 3ml DPBS in die zu pickende
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Platte gegeben und diese auf3erhalb der Clean-Bench weiter behandelt. Unter der Verwendung einer
10er pl-Pipette wurden die Kolonien vom Untergrund gelockert und vorsichtig aufgesogen. Die
gepickte Kolonie wurde in die vorbereitete 96well Platte mit Trypsin Uberfiihrt. Nach einer Inkubation
der Platte bei 37 °C fur 10 min wurde das Trypsin durch die Zugabe von 60ul ES-Zellmedium
inaktiviert. Nach mehrmaligem Durchmischen dieser Zellsuspension wurden die gepickten Klone auf
eine Feeder-Platte (96Well-Format) Ubertragen und Uber Nacht bei 37°C belassen. Es folgte ein

taglicher Mediumwechsel mit gleichzeitiger Betrachtung des Wachstums der ES-Zellen.

Drei Tage nach erfolgreichem Picken der positiven ES-Zellklone erfolgte das “Split und Freeze*-
Verfahren. Das Medium auf der 96 well Platte wurde abgesaugt, die Zellen 2x mit DPBS gewaschen
und anschlieBend trypsinbehandelt (50ul/ Well). Wéahrenddessen wurde eine 96 well Platte mit
rundem Boden mit 50ul 2x Einfriermedium versehen (Masterplatte), sowie 200ul ES-Zell-Medium in
eine zuvor gelatinisierte 96 well Platte ohne Feeder-Zellen tberfihrt. Es folgte die Inaktivierung und
Vorbereitung der Zellen auf die ,Split-Freeze“-Methode durch Zugabe von 100ul bicarb-freeDMEM/
Hepes/ 20% FCS/Well mit anschlieender Durchmischung. 50ul der Zellen kamen in die 96 well Platte
mit rundem Boden, weitere 50ul wurden zu den 200ul ES-Zell-Medium gegeben (1. Expansionsplatte).
Zu der Ursprungsplatte wurden 200ul ES-Zell-Medium (ohne jegliche Zusatze) gegeben (2.
Expansionsplatte) und beide Platten fir weitere 3 bis 4 Tage bei 37°C inkubiert. Die Masterplatte
wurde vorsichtig mit Parafilm geschlossen und in einer Styroporbox bei -80°C gelagert. Durch die
»oplit und Freeze“-Methode hatte man nun eine Masterplatte und zwei Expansionsplatten, die fur die

DNA-Isolierung und anschliel3ende Analyse verwendet werden konnten.

4.8.6 DNA-Praparation der ES-Zellklone

Nach dreitagiger Inkubation wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 2x mit DPBS gewaschen und
50ul vorgewarmter Lysis Puffer hinzugegeben und die Platte in einer befeuchteten Box Uber Nacht bei
60°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden 100ul/ Well eiskalter 100%iger Ethanol/ 75mM NacCl
zugegeben und 30min bei RT inkubiert. Danach wurde der Ethanol durch schnelles Auskippen
entfernt und es folgten drei Waschschritte mit 70% Ethanol. Der Uberschissige Ethanol wurde
abgedampft und die Platte mit der DNA bei -20°C weggefroren oder sofort fiir den Restriktionsverdau

mit anschlieBendem Southern Blot verwendet.

4.9 Southern Blot Analyse

Zur Detektion von spezifischen DNA-Fragmenten wurde die Southern Blot Methode angewendet, bei
der spezifische DNA-Sequenzen mittels einer markierten Sonde nachgewiesen werden kdnnen. Aus
den expandierten C2-Zellen wurde die DNA gewonnen (vgl. Kapitel 2.11.13), welche anschlieRend
einer Southern Blot-Analyse unterzogen wurde. Die DNA-Proben wurden UN mit dem Restriktions-

enzym Pvull bzw. Sacl (vgl. Kapitel 4.4.1) verdaut.

Die Proben wurden bei 80V fiir mindestens 6h laufen gelassen, um eine gute gleichméaRige
Auftrennung der einzelnen DNA-Fragmente zu erhalten. Die Laufgeschwindigkeit und Auftrennung der

einzelnen DNA-Proben wurde regelmé&Rig im UV-Licht kontrolliert. Nach erfolgreicher Auftrennung
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wurde ein Foto zur qualitativen Beurteilung des Restriktionsverdaus gemacht. Das Gel wurde dann fir
30min denaturiert (Denaturierungslésung) und anschlieBend zweimal flir 20min neutralisiert
(Neutralisierungslésung). Alle Waschschritte erfolgten auf einem Schiittler bei RT. Der Kapillartransfer
der DNA-Proben auf eine Nylon-Membran erfolgte UGN mittels Nasstransfer (Blotting-Verfahren)
(Abbildung 14).

Gewicht
Papierhandticher

Agarosegel - Nylonmembran

Filterpapier
Gefall
Glasblock

Transferlésung (10x SSC)

Abbildung 14 Schematische Darstellung des Southern Blot Aufbaus.

(Quelle:http://nawipro.de/molekularbiologiesche-methoden/dna-methoden/113-southern.html)

Eine Nylon-Membran wurde dem Gel entsprechend zugeschnitten und anschlieend kurz mit 10xSSC
angefeuchtet. Fir den Kapillartransfer erfolgte der Blot-Aufbau in einer mit 10xSSC gefillten
Plastikwanne. Auf einen Glasblock wurde eine doppelte Lage Whatman-Papier gelegt, wobei die
Enden des Whatman-Papiers in das 10xSSC eingetaucht waren. AnschlieRend wurden zwei Lagen
Whatman-Papier (der GelgréRe entsprechend zugeschnitten, angefeuchtet in 10x SSC) auf das
doppelt gefaltete Whatman-Papier gelegt. Das Gel wurde plan aufgelegt und mit einem Glasstab die
entstandenen Luftblasen und Unebenheiten entfernt. AnschlieBend wurde die zuvor angefeuchtete
Nylon-Membran (10x SSC) auf das Gel gelegt und mit zwei Lagen Whatman-Papier (angefeuchtet)
bedeckt. Im Anschluss wurde dieser Aufbau mit Frischhaltefolie abgedeckt, um das Verdunsten von
Flussigkeit zu vermeiden und eine geradlinigen Transfer zu gewahrleisten. In dem Bereich des
Nasstransfers wurde ein Fenster ausgeschnitten. Mehrere Lagen Papierhandtiicher und ein Gewicht
gewahrleisteten letztendlich die Ubertragung der DNA-Fragmente auf die Nylon-Membran via
Flissigkeitstransport. Am nachsten Tag erfolgte die Pra-/Hybridisierung der Proben. Mit einem
weichen Bleistift wurden die Geltaschen auf die Nylon-Membran Ubertragen und die Membran fur
5min mit 50mM NaPi neutralisiert. Dann wurde die Membran zwischen zwei trockene Whatman-
Papiere gelegt und bei 80°C fur 2h ,gebacken® (Fixierung der DNA an die Membran). Die
Hybridisierung der Proben erfolgte in Glasrohrchen. Die getrockneten Blots wurden kurz in H,O
(bidest) angefeuchtete, mit der Transferseite nach innen eingedreht (luftblasenfrei) und mit 25ml
Church-Hybridisierungslésung (Hyp-Puffer) fir 30min im Inkubator bei 65°C und 210rpm
prahybridisiert. In der Zwischenzeit wurden 4-12ul (Menge abhéngig von der Markierungseffizienz) mit
25ml Hyp-Puffer vermischt und fur 10min bei 100°C denaturiert (Wasserbad). Der Hyp-Puffer, der fur
die Prahybridisierung eingesetzt wurde, wurde verworfen und durch frischen Hyb-Puffer mit markierter
Sonde ersetzt. Die Hybridisierung der Proben erfolgte bei 65°C Uiber Nacht im Inkubator bei 10rpm.

Am néchsten Tag wurde die Hybridisierungsldsung abgegossen und die Membranen in den

Glasréhrchen bei 65°C und 10rpm fir 10min mit dem Church-Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend
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wurde die Membran aus den Glasrohrchen genommen und nochmals mit dem Church-Waschpuffer
fur 10min bei RT auf einem Schiittler gewaschen. Nach einer fiinfminitigen Equilibrierung in 1x DIG1/
0,3% TWEEN wurde die Membran in einem Plastikbeutel eingeschweif3t und fiir 30min in dem
Blocking-Puffer DIG2 (DIG2: Verdiinnung des Blocking Reagenzes 1:10 in 1x DIG1) stark schuttelnd
inkubiert. AnschlieBend wurde der Blocking-Puffer gegen die Anti-Dig-Lésung (1:20000 in DIG1)
ausgetauscht und die Membranen wieder fur 30min inkubiert (stark schittelnd). Die Membranen
wurden aus der Plastiktiite entnommen und bei RT fur 20min mit 1x DIG1/ 0,3% Tween und fur 5min
mit DIG3-Lésung gewaschen. Die gewaschenen Membranen wurden in eine Plastikhille mit der DNA-
Seite nach oben gelegt und mit einigen ml ,ready to use CDPstar-Lésung“ bedeckt und fiir 5 bis 10min
im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde die liberschissige ,ready to use CDPstar-Lésung” entfernt,
die Membranen in der Plastikhille in eine Rontgenkassette gelegt und auf einen Film exponiert. Die

Expositionszeit lag zwischen 5-20min.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung von Patienten auf Mikroduplikationen im SHH-Enhancer (ZRS)

In diesem Teilprojekt wurden drei Familien untersucht, deren phanotypisches Erscheinungsbild mit
den derzeit beschriebenen SHH-Krankheitsbildern bzw. mit dem Laurin Sandrow-Syndrom (LSS)
Uberlappende Merkmale aufwiesen. Mittels Array-CGH wurden diese Patienten auf Aberrationen im

Genom untersucht und deren genetischer Defekt naher charakterisiert.

5.1.1 Patientenkollektiv

Familie 1 zeigte eine vollstandige Polysyndaktylie der Hande und Fife (vgl. Abbildung 15). Der
Stammbaum dieser Familie lie3 auf einen autosomal dominanten Vererbungsmodus schlie3en, wobei
der Vater und dessen Sohn das Krankheitsbild aufzeigten, wahrend die Mutter phanotypisch nicht
betroffen war. Familie 2 bestand aus 13 Familienmitgliedern (vgl. Abbildung 16), wobei aus einer
konsanguinen Ehe (111.7, 111.8), deren mannlicher Part betroffen war (l1.7), zwei kranke Téchter (1V.9,
IV.10) hervorgegangen sind. Die betroffenen Patienten zeigten eine ausgepragte Form des klinischen
Erscheinungsbildes Syndaktylie Typ IV (vgl. Abbildung 16: a, b, d), wobei eine Kombination dieses
Phanotyps mit einer Spiegelpolydaktylie der FuRe (Abbildung 16 c) einher ging.

Familie 1

| 3

Abbildung 15 Rodntgenaufnahmen und Stammbaum der Familie 1 mit einer vollstandigen
Polysyndaktylie der Hande und FilRRe.

Réntgenbilder der Familie 1 (I1.3) zeigten eine vollstandige Polysyndaktylie der Hande und Fife (a-d),
der Phanotyp wurde parental vererbt (1.1, 11.3) und der Vererbungsmodus war autosomal dominant.

Familie 3, mit einem typischen LSS-Phanotyp, wurde bereits im Jahre 2005 von Kjaer et al. klinisch

beschrieben und zeigte eine praaxiale Spiegelduplikation der FiiRe, eine vollstandige Syndaktylie der
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Finger sowie nasale Anomalien in Form einer verkirzten Kolumella (vgl. Abbildung 17 a, b, c, d). Die
untersuchte Familie bestand aus sechs Familienmitgliedern, in dessen zweiter Generation es zu einer
paternalen Vererbung (11.3) des klinischen Phanotyps auf den Sohn kam (Ill.6). Vater sowie Sohn
zeigten nach der Geburt einen ahnlichen Schweregrad des Phanotyps. Die Syndaktylien wurden in
beiden Patienten operativ korrigiert.

Familie 2

Abbildung 16 Klinische Bilder und Stammbaum der Familie 2 mit einer Polysyndaktylie der
Hande und einer Spiegelpolydaktylie der FilZe.

Familie 2 zeigte den Phanotyp einer Syndaktylie Typ IV (a, b, d) sowie eine Form der Spiegel-

polydaktylie der FuRe (c), die Vererbung des Phanotyps ist aus einer konsanguinen Ehe
hervorgegangen (111.7/ 8 auf 1V.9/ 10).

Familie 3

1l y |
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Abbildung 17 Klinische Bilder und Stammbaum der Familie 3 mit einer vollstindigen
Syndaktylie der Hande und einer praaxialen Spiegelduplikation der Ful3e.

Réntgenbild und klinische Fotos des Patienten 111.6 mit dem Phanotyp des Laurin-Sandrow Syndroms
zeigten eine vollstandige Syndaktylie an den Handen (a), eine verkirzte Kolumella und hypoplastische
Nasenfligel (b) und eine vollstédndige praaxiale Spiegelduplikation der FufR3e (c, d). Es handelte sich
um eine paternale autosomal dominante Vererbung (1.3 auf 111.6).

5.1.2 Detektion von Mikroduplikationen innerhalb der ZRS-Region mittels Array-CGH

Die erste genetische Charakterisierung erfolgte mittels Array-CGH (Familie 1: II, 3; Familie 2: IV, 10;
Familie 3: 1l, 3) gegen eine weibliche Kontroll-DNA. Aufgrund von Literaturrecherchen und néherer
Bestimmung des Klinischen Phanotyps des Patientenkollektivs wurde eine Veradnderung auf dem
Chromosom 7g36 angenommen (verwendete Arrays vgl. Kapitel 4.1). Die Auswertung der Array-
Analyse ergab bei allen betroffenen Patienten eine Mikroduplikation unterschiedlicher Grof3e auf dem
Chromosom 7q36.3 (vgl. Abbildung 18).
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Abbildung 18 Array-CGH-Profile fiir die chromosomale Region 7936.3 der Familien 1 (Il,3).
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Im distalen Bereich des langen Arms von Chromosom 7 ist eine Verschiebung des Profils nach links
zu erkennen (linke Darstellung). Auf der rechten Darstellung ist eine VergroRerung dieses Bereichs
gezeigt. Der Patient der Familie (Il,3) zeigt folglich einen Gewinn (log2ratio >0.29) auf dem
Chromosom 7q36.3 an genetischem Material (blauer Balken). Dieser Patient weist eine Duplikation
von 168kb (chr7: 156.188.585-156.357.323, hgl8) auf, die innerhalb des LMBr1-Gens lokalisiert ist.
Die Oligonukleotide auf dem 244K Array sind duch Punkte veranschaulicht ((Schwarz — log2ratio von -
0.29 bis +0.29; griin — log2ratio >0.29; rot - log2ratio <-0.29).

Die Array-CGH-Analyse der Patienten der Familie 1 mit einem 244K Array zeigte eine 168kb
Mikroduplikation auf dem chromosomalen Abschnitt 7936.3 (vgl. Abbildung 18). Die Oligonukleotid-
dichte dieser chromosomalen Region auf dem Array ermittelte in erster Anndherung die Aberrations-
position: chr7: 156.188.585-156.357.323. Fir die Patienten der Familie 2, die mittels eines Custom
Arrays fir den SHH Lokus analysiert worden sind, konnte eine Aberration fur die Position chr7:
156.253.187-156.304.388 ermittelt werden. Die Probanden der Familie 3 wurden ebenfalls auf dem
Custom Array untersucht und eine 18kb Mikroduplikation (chr7: 156.269.850-156.287.850) konnte

detektiert werden.

Diese Mikroduplikationen beinhalteten alle den extremitatenspezifischen long-range-Enhancer von
SHH (ZRS) sowie das Exon 5 des benachbarten LMBR1-Gens. Die duplizierte Region der Familie 1
enthielt zuséatzlich noch die Exons 2 bis 15 des LMBR1-Gens. Die Distanzen der einzelnen
Duplikationen zum SHH reichten von 887kb (Familie 1), 959kb (Familie 2) bis hin zu 973kb (Familie 3)
(vgl. Abbildung 19).

ZRS
17 6 5 43 2 1
Cen /L HH i Tel
—5 7/ B:HHH:EH:;] 1
SHH LMBR1

iy 179 kb Familie 1
— 959 kb

—/f 973 kb >16 kb Familie 3

47 kb Familie 2

v

Abbildung 19 Schematische Darstellung von Mikroduplikationen bei drei Familien mit
Synpolydaktylien der Hande, Spiegelpolydaktylien/- duplikationen der FuRBe auf dem
Chromosom 7g36.3.

Die Mikroduplikationen sind durch grau unterlegte Balken eingezeichnet, deren Distanz zum SHH-Gen
ist durch waagerechte Doppelpfeile verdeutlicht. Die AberrationsgréRen sind auf den grau unterlegten
Balken notiert. Das SHH-Gen ist durch ein schwarzes Kastchen, das LMBR1-Gen durch ein nicht
ausgefilltes Kastchen verdeutlicht, der Transkriptionsstart ist jeweils durch Pfeile gekennzeichnet.
Exons sind durch schwarze Késtchen ohne Pfeilkennzeichnung dargestellt. Die ZRS-Region ist gelb
markiert. P1 bis P7 markieren die Lage der Amplikons fir die anschliel3end durchgefiihrte quantitative
RT-PCR. Cen= Centromer, Tel= Telomer, ZRS= ZPA regulierende Sequenz.
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Zur Verifizierung und weiteren Einengung der Bruchpunkte wurde eine quantitative RT-PCR (qRT-
PCR, vgl. Kapitel 4.2) mit den betroffenen und gesunden Familienmitgliedern durchgefihrt (vgl.
Abbildung 20). Die Lage der verwendeten Amplikons ist der Abbildung 19 zu entnehmen.

2,50 @ Familie 1, betroffen
E Familie 2, betroffen
20 [J Familie 3, betroffen
1.50 B Familie 2, nicht betroffen

[@ Familie 3, nicht betroffen
1,00 O mannlicher Proband

B weiblicher Proband
0,50

relative Quantifizierung

0,00 $
[\
P\ P2 P2 eh 96 o6 ol o

Q@

q PCR Amplikon

Abbildung 20 Quantitative RT-PCR Analyse (qRT-PCR) von betroffenen und gesunden
Probanden der Familien 1 bis 3 zur n&heren Charakterisierung der AberrationsgrofRe der
jeweiligen Mikroduplikationen auf dem Lokus 7936.3.

Die Werte fur die relative Quantifizierung (RQ) wurden unter der Verwendung der 7500 SDS Software
ermittelt. Als Kalibrator wurde eine weibliche Kontroll-DNA verwendet. Ein RQ-Wert von ca. 1,5 zeigt
eine zusatzliche Kopie des untersuchten chromosomalen Abschnitts an. Faktor VIII (Xg28) wurde zur
Geschlechtsunterscheidung zwischen den Patienten verwendet.

Die Auswahl der Primerpaare basierte auf den durch die Array-CGH ermittelten Duplikationsgrof3en.
Es wurden proximal sowie distal zur Aberration Primer ausgewahlt (vgl. Anhang, Primer, Tabelle 3),
die es erlaubten den duplizierten Bereich naher einzugrenzen. Die Amplikons P1 und P7 waren so
gewahlt, dass sie bei allen untersuchten Probanden auferhalb der duplizierten Region lagen und
stellten somit Kontroll-Primer dar. Die Amplifikatmenge (relative Quantifizierung, RQ) fur die
Amplikons P2 bis P6 waren je nach untersuchtem Patienten normal (RQ-Wert: 1,0; wie Kalibrator)
oder erhoht (RQ-Wert: 1,5). Bei den Patienten der Familie 1 zeigten die Amplikons P2 bis P6 einen
RQ-Wert von 1,5, die betroffenen Patienten der Familie 2 fur die Amplikons P3 bis P5 und die
Patienten der Familie 3 lediglich fur das Amplikons P4. Die klinisch nicht-betroffenen
Familienangehérigen der unterschiedlichen Familien zeigten fur die gesamte untersuchte Region
70936.3 in der gRT-PCR normale RQ-Werte (RQ-Wert: 1,0).

5.1.3 Bruchpunktbestimmung der duplizierten Regionen

Mit der Bruchpunktbestimmung versucht man die genaue Lage der Bruchpunkte einer Aberration zu
erfassen. Liegt z.B. eine Duplikation vor, kann nur bei dem Patienten mit der Aberration ein

spezifisches Amplifikat erhalten werden (vgl. Abbildung 21). Der Abschnitt in der Kontroll-DNA zeigt
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den duplizierten Bereich nicht auf, so dass kein spezifisches PCR-Produkt bekommen werden kann
Eine anschlieRende Sequenzierung gibt einen genauen Uberblick (ber die Bruchpunkte der
Aberration. Solch eine Bruchpunktbestimmung erlaubt Aussagen (ber den Mechanismus der

Deletions- bzw. Duplikationsentstehung.

a) Patient mit einer Duplikation

Forward Reverse
—_— <

Cen — A — A — Tel

)

spezifisches PCR-Produkt

b) Kontroll-DNA

Reverse Forward

«— —

Cen — A Tel

]

kein spezifisches PCR-Produkt

Abbildung 21 Exemplarisches Beispiel einer Bruchpunktbestimmung bei einem Patienten mit
einer Duplikation in Tandemorientierung.

a) Patient mit einer Duplikation in Tandemorientierung zeigt, unter der Verwendung von gegenlaufigen
Primern, ein spezifisches PCR-Produkt; b) Kontroll-DNA ohne eine Duplikation innerhalb der zu
untersuchenden Region zeigt, unter der Verwendung der gleichen Primer wie in a), kein PCR-Produkt.
Primer sind als waagerechte Pfeile gekennzeichnet; Cen= Centromer, Tel= Telomer.

Durch die qRT-PCR konnte die Gro3e der duplizierten Regionen ndher eingegrenzt werden, so dass
der Bruchpunkt bei den Familien 1 und 3 durch Sequenzierung (vgl. Kapitel 4.3.2) bestimmt werden
konnte (vgl. Abbildung 22,Abbildung 23). Die Bruchpunktbestimmung wurde sowohl mit den
betroffenen als auch mit den gesunden Familienmitgliedern, bei denen kein PCR-Produkt entstehen

konnte, durchgefuhrt.
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Abbildung 22 Detektion der Bruchpunkte mittels PCR bei Familie 3 mit Laurin-Sandrow
Syndrom.

Unter der Verwendung von gegenlaufigen Primern, die am distalen Anfang und Ende der Aberration
lagen, konnte ein spezifisches PCR-Produkt von 349 und 547 bp bei den betroffenen Patienten (l1.3;
[11.6) erhalten werden. Die nicht betroffenen Familienmitglieder zeigten kein PCR-Produkt (1.2; 11.4;
I1.5). M= GroRenstandard.

Durch die gezielte Auswahl von Primerpaaren kann die Organisation einer Duplikation im
genomischen Kontext festgestellt werden. Unter der Hypothese, dass eine direkte
Tandemorganisation des duplizierten Bereichs in den Patientenkollektiv vorliegt, wurden ein Forward-
Primer im distalen und ein Reverse-Primer im proximalen Duplikationsbreichs gewahlt. Unter der
Verwendung von verschiedenen Primerkombinationen (vgl. Anhang, Primer, Tabelle 4) konnte ein
spezifisches PCR-Produkt von 349 und 547bp bei den betroffenen Patienten der Familie 3 erhalten
werden, d.h. es liegt eine direkt Tandemorganisation vor. Die gesunden Patienten zeigten
erwartungsgeman kein Produkt. Die erhaltenen PCR-Produkte der Familie 1 und der Familie 3 wurden
anschlieBend sequenziert (vgl. Kapitel 4.3.2), um die genaue Bruchpunktsequenz zu bestimmen (vgl.
Abbildung 23).
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a) Familie 1
Tel. ref. seq. AAAGACTCCTCCAAGTAGCTCCTAA
Cen. ref. seq. GTACCAAAACAGAGAGATATAG
< l‘.ll N f\
L Y AT AVATAVV AT TAVATAVAV A TATA) A0 T2V ATATAVAYATATATATATAVATAATATATAN
AAACACTCCTCCARMCTNCCAAAALACAGCAGCATATAC
b)  Familie 3
Tel.ref. seq. GGCGCAATCTCGGCTICACCGCAAT
Cen. ref. seq. CATCAGTGTAATATGCTTC
Person 113 i‘--’”_;;-./;,';‘-.u- z AVAYAVA SAVA ¥
A A a Ka o n \ , "
Person 16 MAN VYA WA IAVYUVIANVVAVNAAANNY

Abbildung 23 Bruchpunktbestimmung via Sequenzanalyse von betroffenen Patienten mit einer
Mikroduplikation auf dem Chromosom 7q36.3.

Fur die Familie 1 (a) und fur die Familie 2 (b) wurde eine Bruchpunktbestimmung durchgefiihrt. Unter
der verwendung spezifischer Primerpaare (vgl. Primertabelle Tabelle 4) konnte fir beide Familien eine
Tandemduplikation detektiert werden. Die Mikrohomologien an den Bruchpunkten sind durch
schwarze Kéastchen eingerahmt. Familie 1 (a) zeigt eine Mikrohomologie von drei Nukleotiden (GTA),
Familie 2 weist eine Mikrohomologie von zwei Nukleotiden auf (CA). Zum Detektieren des
Bruchpunkts wurden die telomerische und die centromer Referenzsequenz der chromosomalen
Region 7¢036.3 verwendet (a) chr7: 156.184.648-156.363.777, b) chr7: 156.270.869-156.287.512,
hg18).

Es konnten bei der Familie 1 und 3 Mikrohomologien am Bruchpunkt detektiert werden, die vermutlich
zu der Entstehung der Duplikation auf dem chromosomalen Abschnitt 7q36.3 gefuhrt haben: Bei
Familie 1 eine Mikrohomologie von drei Nukleotiden (GTA, Position chr7: 156.184.648-156.363.777,
DuplikationsgroRe 179kb) und bei Familie 3 eine Homologie von zwei Nukleotiden (CA, Position chr7:
156.270.869-156.287.512, DuplikationsgréRe 16kb). Die Sequenzierung bestéatigte die Tandem-
orientierung der Aberrationen (Abbildung 23). Fir die Familie 2 konnte der Bruchpunkt nicht bestimmt
werden. Die Lage der Aberration konnte jedoch auf folgende Region minimiert werden: chr7:
156.256.617-156.303.393 (47kb) (Ubersicht vgl. Abbildung 19).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der LSS-Phanotyp (Familie 3) wund die anderen

Extremitatenfehlbildungen der Familien 1 und 2 mit Mikroduplikationen des SHH-Enhancers innerhalb

der chromosomalen Region 7¢936.3 assoziiert sind.
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5.2 Untersuchung von Patienten mit einem klinischen Phanotyp der Syndaktylie in
Kombination mit sagittaler Kraniosynostose auf strukturelle Veranderungen im
Genom

In diesem Teilprojekt wurden Patienten mit dem Phénotyp der Syndaktylie Typ 1 (SD1, MIM 185900)
und Kraniosynostose Philadelphia Typ (MIM 601222) mittels Array-CGH untersucht, um genomische

Aberrationen nachzuweisen. Die Ergebnisse wurden anschlieBend im Tiermodell naher analysiert.

5.2.1 Patientenkollektiv

Es wurden drei Familien (Familie 1, 2, 3) untersucht, die kutane und teilweise distale ossare
Syndaktylien der Hande und/ oder Fife und Kraniosynostose Philadelphia Typ als klinischen

Phéanotyp aufwiesen.

SD1 ist eine autosomal dominante Erkrankung der Extremitaten, wobei es in der klassischen Form zu
einer Verwachsung zwischen dem dritten und vierten Finger und/ oder dem zweiten mit dem dritten
Zeh kommt. Das phanotypische Erscheinungsbild ist sehr variabel und kann auch mehrere Finger
und/ oder Zehen bis hin zur kompletten Syndaktylie 11-V betreffen. Die Probanden der ersten Familie
zeigten Syndaktylien vom Typ 1 und wurden im Jahre 1938 (Lueken et al.) zum ersten Mal klinisch
néher beschrieben. Im Jahre 2000 konnten Bosse et al. mittels Kopplungsanalysen den genetischen
Lokus in dieser Familie mit kutaner SD1 auf die chromosomale Region 2g34-2q36 kartieren. Die
untersuchte Familie bestand aus 77 betroffenen Patienten aus acht Generationen (vgl. Abbildung 62,
Anhang). Alle Probanden zeigten eine kutane Syndaktylie der Hande und/ oder FiRe, wobei eine

variable Expressivitat zu beobachten war (vgl. Abbildung 24).
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Abbildung 24 Phénotyp der Familie 1 mit Syndaktylie Typ 1.

a,b) Patient VII,11: Die Hande zeigten eine kutane Syndaktylie des dritten und vierten Fingers (linke
Hand stérker als rechts), die FiRe wiesen eine komplette kutane Syndaktylie zwischen dem zweiten
und dritten Zeh sowie eine abgeschwéachte Form der Syndaktylie zwischen dem dritten und vierten
Zeh auf; c, d) Patient VI,2: Beide Hande und FiRen zeigten eine komplette kutane Syndaktylie
zwischen dem zweiten und dem fiinften Finger bzw. ersten Zeh bis vierten Zeh; e) Rontgenaufnahme
der Hande des Patienten VII,2 kurz nach der Geburt. Die distalen Phalangen des dritten, vierten und
funften Fingers wiesen in beiden Handen eine Synostose auf (nach Bosse et al. 2000).

Die zweite untersuchte Familie (5 Generationen, vgl. Stammbaum in Abbildung 25) mit dem klinischen

Phéanotyp Kraniosynostose Philadelphia Typ wurde erstmals 1996 von Robin et al beschrieben.
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Abbildung 25 Stammbaum der Familie 2 mit Kraniosynostose Philadelphia Typ und kutaner/
ossarer Syndaktylie der Finger und Zehe.

Ein ausgeflilltes Symbol steht fir eine Syndaktylie der Finger und Zehen in Kombination mit sagittaler
Kraniosynostose; halb ausgefiillte Symbole stehen fiur Syndaktylie der Finger und Zehe; Schwarz/
grau schattierte Symbole fur eine Syndaktylie der Finger und Zehen mit Dolichocephalie (nach Robin
et al. 1996).

Einige Familienmitglieder zeigten Kraniosynostose Philadelphia Typ in Kombination mit einer
kompletten kutanen Syndaktylie der Finger Il bis V und der Zehen | bis V. In manchen Fallen war
distal in den Handen und FuRen eine ossére Syndaktylie festzustellen. Des weiteren zeigten die
Patienten eine Fusion einzelner Finger-/ Zehennagel (Synonychia) (vgl. Abbildung 26). Das
Vererbungsmuster entsprach einem autosomal dominanten Erbgang mit variabler Expressivitat (vgl.
Abbildung 25).

Dieser klinische Phanotyp kann zu den Acrocephalosyndaktylie Syndromen (ACS) gezahlt werden, die
den klinischen Phanotyp der Kraniosynostose in Kombination mit Extremitatenfehlbildungen

vereinigen.
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Abbildung 26 Klinische Bilder und Rontgenaufnahmen der Familie 2 mit Kraniosynostose
Philadelphia Typ mit einer kutanen und osséren Syndaktylie der Finger und Zehen.

a-d) Patient V,4 im Alter von 11 Monaten mit Kraniostenose, durch eine verfriihte Verkndcherung der
sagittalen Schadelndhte; d) vollstandige kutane Syndaktylie der Finger Il bis V, mit Fusion der
Fingerndgel (Synonychia); e-j) Patient 1ll,4 mit einer kutanen und einer ossaren Syndaktylie der
Endphalangen der Finger 2 bis 5 (e-h), FliRe zeigten eine Fusion der Zehen Il und Il (i, j); k, I) Hande
und Fufke von Patient IV,8 (Vater von V,4), k) Hande nach OP, zuvor bestand eine Fusion der Finger I
bis V mit Synonychia der Fingernagel 1lI/IV; 1) vollstandige Syndaktylie der Zehen Il bis V, mit Fusion
der Zehennagel | bis IV (nach Robin et al. 1996).

Kennzeichnend fiir die Kraniosynostose Philadelphia Typ ist die verfrihte Verkndcherung der
sagittalen Schadelndhte, mit einem verstarkten Langen-, aber einem minimierten Breitenwachstum
des Schadels (Dolichocephalie), faziale Auffalligkeiten oder mentale Retardierungen sind dabei nicht
bekannt. Auch bei den untersuchten Probanden konnten keine fazialen Veranderungen oder mentale
Retardierung festgestellt werden. Im Jahre 2008 (Jain et al.) konnte mittels Kopplungsanalysen in der
Familie 2 eine Lokus-Homogenitat zwischen dem klinischen Phanotyp der SD1 und der

Kraniosynostose Philadelphia Typ festgestellt werden (Kopplungsintervall: 2934-g36).

In der Familie 3 (vgl. Stammbaum in Abbildung 27) war eine kutane und distale ossére Syndaktylie
hauptsachlich an den Ful3e sowie eine Kraniosynostose der sagittalen Schadelndhte vorherrschend
(vgl. Abbildung 28).
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Abbildung 27 Stammbaum der Familie 3 mit kutaner/osséarer Syndaktylie und Kraniosynostose.

Symbole mit einem senkrechten Balken stehen fur Probanden mit Syndaktylie, ausgefiillte Symbole
markieren den Kklinischen Phanotyp der Syndaktylie in Kombination mit einer Kraniosynostose.
Insgesamt besteht die Familie aus 3 Generationen und 26 Familienmitgliedern (nach Klopocki et al.
2010).

Eine betroffene Person (IV, 1) zeigte den klinischen Phanotyp einer prdaxialen Polydaktylie (vgl.
Abbildung 28a, b). Der Schweregrad des klinischen Erscheinungsbildes variierte zwischen den
einzelnen Probanden. Die Patientin Ill, 5 zeigte die schwerste Kraniosynostose-Form, d.h. eine
Synostose aller Schadelnahte, bekannt als Kleeblattschadel (vgl. Abbildung 28d)

Abbildung 28 Klinischer Phanotyp der Familie 3 mit kutaner und ossérer Syndaktylie der Ful3e
und sagittaler Kraniosynostose.

a) Praaxiale Synpolydaktylie der FuRRe (1V, 1); b) Rontgenaufnahme einer préaaxialen Polydaktylie mit
einer abnormalen Formgebung des ersten MittelfuBknochens (IV, 1, Pfeil); c) Dolichocephalie,
entstanden durch eine verfrlihte Verkndcherung der sagittalen Schadelndhte (IVv, 1); d)
Dreidimensionale CT-Aufnahme: Synostose aller Schadelndhte (Patient Il 5) (nach Klopocki et al.
2010).



Ergebnisse 67

5.2.2 Untersuchung des Patientenkollektivs mittels Array-CGH

Um den genetischen Defekt der Familien 1 bis 3 naher zu charakterisieren wurde Array-CGH
durchgefuhrt (vgl. Kapitel 4.1). Es konnten bei den betroffenen Patienten Duplikationen verschiedener

GroRen und Lage auf dem Chromosom 235 detektiert werden (vgl. Abbildung 29).
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Abbildung 29 Schematische Abbildung der detektierten Duplikationen der Familien 1 bis 3 und
Uberblick iiber die Lage konservierter Nukleotidabschnitte innerhalb der Uberlappungsbreiche.

Die duplizierten Regionen der Familien 1 bis 3 sind grau unterlegt. Die genomischen Positionen der
Duplikationen sind oberhalb der Abbildung notiert (hg18) und durch senkrecht gestrichelte Linien
verdeutlicht. Das Gen NHEJ1 ist mit seinen acht Exons (senkrechte schwarze Balken) schematisch
dargestellt, der Transkriptionsstart ist durch einen waagerechten Pfeil gekennzeichnet.

Fur die Uberlappende Region sind die in Maus und Hihnchen konservierten nicht codierenden
Bereiche (CNE1 bis CNE3) abgebildet (ECR Browser-Version 32). Grin- transponal, orange-
intronische Regionen. Die Lage der verwendeten Amplikons fir die anschlie3end durchgefiihrte gRT-
PCR ist durch Zahlen gekennzeichnet (P1 bis P7); Cen= Centromer, Tel= Telomer.

Familie 1 wies eine Duplikation von 59kb auf (chr2: 219.623.497-219.682.566), die das gesamte IHH-
Gen, den kompletten 5’ gelegenen nicht-kodierenden Bereich sowie einen Teil des telomerwarts
benachbarten Gens NHEJ1 beinhaltete. Eine 48kb Duplikation zeigten die betroffenen Individuen der
Familie 2 (chr2: 219.639.613-219.688.077). Diese Aberration Uiberlappte mit der gefunden Aberration
der Familie 1 um 42kb. Die Patienten der Familie 3 zeigten ebenfalls eine Duplikation im Bereich des
Chromosoms 2935 (chr2: 219.673.413-219.725.478, 52kb), die mit den Duplikationen der Familie 1
und Familie 2 teilweise tberlappte (Uberlappungsbereich 9,1kb: chr2: 219.673.413-219.688.077).
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5.2.3 Bestatigung der Duplikationen mittels qRT-PCR

Um die Kosegregation des klinischen Phanotyps mit den gefundenen Duplikationen zu verifizieren,
wurden RT-PCR-Analysen (vgl. Kapitel 4.2) mit betroffenen und nicht-betroffenen Familien-
mitgliedern durchgefiihrt (vgl. Abbildung 30).
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Abbildung 30 gRT-PCR Ergebnisse fiir die genomische Region 2935 mit betroffenen und nicht
betroffenen Familienmitgliedern der Familien 1 bis 3.

Bei den klinisch betroffenen Individuen bestétigte die qRT-PCR die Ergebnisse der Array-CGH, d.h.
eine erhdhte Kopienzahl am IHH Lokus (RQ~ 1,5). Die Amplikons P1 und P7 liegen aul3erhalb der mit
Array-CGH detektierten Mikroduplikationen und zeigen sowohl bei betroffenen als auch nicht
betroffenen aus den drei Familien eine normale Kopienzahl (RQ= 1). Die Amplikons P2 bis P6
differenzieren zwischen den verschiedenen DuplikationsgrofR3en: Familie 1 zeigt erhéhte Kopienzahl
fur P2-P4, Familie 2 P3-P5 und Familie 3 P4-P6 (vgl. Abbildung 29).

Da die Array-CGH und qRT-PCR Analysen keine Aussage Uber die genaue Lage und Orientierung der
Duplikationen erlaubten, wurde eine Amplifikation von Bruchpunktiberspannenden Fragmenten mit
anschlieBender Sequenzierung durchgefiihrt (vgl. Kapitel 4.3.2). Die Mikroduplikationen lagen in allen

drei Familien in direkter Tandemorientierung am IHH-Lokus vor (Daten nicht gezeigt).

5.2.4 In silico Analyse des Uberlappungsbereiches der betroffenen Patienten mit SD1

und Kraniosynostose Philadelphia Typ

Die duplizierten Regionen der drei Familien wurden auf konservierte Regionen untersucht (ECR-
Browser 32, Evolutionary Conservation Regions of genomes, vgl. Abbildung 29). Im uberlappenden
Bereich zwischen allen drei Familien (chr2: 219.673.413-219.682.566, 9,1kb) konnte ein konservierter

Abschnitt identifiziert werden (conserved noncoding element, CNE1, vgl. Abbildung 29), der eine ca.
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75%ige Konformitat zwischen dem humanen, Maus- und Hilhnchen-Genom zeigte. Dieser Bereich
war 245bp grof3 und wies einen GC-Gehalt von 44,9% auf. Die kritische Region fir die Familien 2 und
3 (chr2: 219.682.566-219.688.077, 5,5kb) beinhaltete dartiber hinaus zwei weitere hoch konservierte
Regionen (CNE2, CNE3, vgl. Abbildung 29) mit einem ca. 80% Konservierungsgrad. Diese Bereiche
waren jeweils ~200bp grof3 mit einem GC-Gehalt im Mittel von 46,5%. Bei den konservierten Be-
reichen handelte es sich um nicht codierende Sequenzabschnitte, die alle innerhalb des Introns 5 des
NHEJ1-Gens lokalisiert waren. Die CNEs lagen 48kb (CNE1), 51kb (CNE2) bzw. 54kb (CNES3)

stromaufwarts des IHH-Gens.

5.2.5 Nahere Charaterisierung des NHEJ1-Gens mittels WISH

Die detektierten Duplikationen umfassten Teile des NHEJ1-Gens (MIM 611290; Nonhomologous end-
joining factor 1), das stromaufwarts von IHH befindlich ist. Um die Expression des Gens wahrend der
endochondralen Ossifikation néher zu charakterisieren, wurden WISH-Analysen (vgl. Kapitel 4.5.1 und
45.1.1) zu unterschiedlichen embryonalen Entwicklungsstadien (E12.5-E15.5) durchgefihrt
(exemplarisch, vgl. Abbildung 31). NHEJ1 zeigte kein spezifisches Signale an den Extremitédten bzw.

der Wachstumszone der Knochen (vgl. Abbildung 31 a, b, rechts).

Im Vergleich zu Nhej1, zeigt Ihh eine distinkte Expression in den Extremitéaten (vgl. Abbildung 31 a, b,
links). Es kann eine Expression von Ihh in den kondensierenden Bereichen der Phalangen und an den
distalen Enden der Fingerglieder detektiert werden (Pfeile in Abbildung 31).

Ihh Nhej1

a)

E 13.5

b)

E 13.5

Abbildung 31 Vergleich der Expression von Ihh und Nhejl (Stadium E 13.5).

a) gesamten Embryo; b) Vorderextremitat (Pfeile kennzeichnen die Expression von Ihh innerhalb der
Fingergliedern).
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5.2.6 Untersuchung der CNEs am IHH-Lokus auf Enhancer-Aktivitat

Die Uberlappungsbereiche zwischen den Duplikationen in den drei Familien beinhalteten hoch-
konservierte nicht kodierende Sequenzabschnitte (vgl. Kapitel 5.2.2, CNE1 bis CNE3). Um die
funktionellen Eigenschaften dieser CNEs néher zu charakterisieren, wurde die orthologe Sequenz aus
dem murinen Genom (chrl: 74.940.512-74.946.807bp, ca. 6,2kb, mm8) amplifiziert
(Konstruktbezeichnung: K1) und in einen LacZ-Reporter-Vektor (pSfi-Hsp68-LacZ-Vektor) kloniert, um

transgene Mause zu generieren (vgl. Kapitel 4.3.2 und 4.4, Primer vgl. Anhang Tabelle 5).

Die transgenen Mé&use mit Integration des Konstrukts K1 wurden auf die Enhancer-Eigenschaft des
eingebrachten Sequenzabschnitts Uberprift, d.h. die Aktivitdt des LacZ-Gens wurde mittels X-Gal
Farbung visualisiert (vgl. Kapitel 4.5.6, Abbildung 32a). Vergleichend zu den X-Gal-Farbungen wurden
WISH und in situ Hybridiserungen auf Paraffinschnitte (vgl. Kapitel 4.5.1.1 und 4.5.1.2, Primer vgl.
Anhang Tabelle 5) fur die Gene lhh und Ptcl herangezogen (vgl. Abbildung 32b) um das LacZ-
Farbungsmuster mit dem wildtypischen Expressionsmuster dieser beiden Gene vergleichen zu

konnen.

E13.8
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LacZ Ihh

Abbildung 32 Expressionsmuster von LacZ in transgenen Méause verschiedener embryonaler
Stadien (E 13.5, E15.5und E 17.5).

a) Lacz-Farbungsmuster ganzer Embryonen mit detaillierter Analyse der Extremitaten; b)
Longitudinale Schnitte der langen Rohrenknochen transgener Mause (LacZ) und Wildtyp-Embryonen
(E 17.5) mit anschlieBender in situ auf das Transkript Ihh: prehy Cho= prahypertrophe Chondrozyten,
Hy Cho= hypertrophe Chondrozyten.

Eine X-Gal-Farbung war ab dem Embryonalstadium E 13.5 in den mesenchymalen Kondensations-
regionen des Humerus und des Femurs sowie den distalen Fingergliedern detektierbar (Pfeile in
Abbildung 32a) und verstarkte sich in den spateren Entwicklungsstadien (E 15.5, E17.5). Die
transgenen Mause rekapitulierten das |hh-Transkriptionsmuster in den prahypertrophen und
hypertrophen Chondrozyten (vgl. Abbildung 32b). Um die Farbung der transgenen Mause naher zu
charakterisieren, wurden longitudinale Schnitte der Extremitdaten von transgenen Mausen und zum
Vergleich von Wildtyp-Embryonen (E 15.5) angefertigt und in situ Hybridisierungen zum Nachweis der
Ihh und Ptcl Expression durchgefihrt (vgl. Kapitel 4.5.1.2 und 4.5.2). Der Transmembranrezeptor
Ptcl interagiert direkt mit den Hedgehog-Proteinen, wodurch die Signaltransduktion in Gang gebracht
wird. Die LacZ-Farbungen in den transgenen Embryonen Uberlappten mit den Expressionsmustern
von |hh und seinem Rezeptor Ptcl und waren in den Wachstumsfugen der langen Knochen

nachweisbar (vgl. Abbildung 33).
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Abbildung 33 Vergleich der Expressionsmuster von LacZ in transgenen Mausen zur
Expression von lhh und Ptcl im Wildtyo (longitudinal Paraffinschnitte der Vorderextremitat) im
Stadium E 15.5.

Eine nahere Betrachtung der Schadel verschiedener Embryonalstadien zeigte auch Reportergen-
Expression in den sich entwickelnden Schadelndhten an (vgl. Abbildung 34). Wahrend der frihen
Schadelformierung (E 14.5) konnten primar Anfarbungen der Frontalndhte (Stirnschadelnahte)
beobachtet werden, in den spateren Entwicklungsstadien waren auch die Kranznaht, Sagittalnaht und

Lambdanaht intensiv angeféarbt.

lacZ Wildtyp fhfrkKnockout
Ihh Ptct Ptct
E14.5 E17.5 E17.5 E17.5 E17.5
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Abbildung 34 Reportergenexpression (transgene Embryonen) im Vergleich zu lhh und Ptcl
Expression im Wildtyp und Ihh-Knockout Embryo in Schéadeln der Embryonalstadien E 14.5,
E 17.5.

Um die Beteiligung von Ihh wahrend der Schéadelentwicklung und der Schédelnahtformierung zu
untersuchen, wurde dessen Expression sowie die Expression des direkten Zielgens Ptcl in Kalvarien
von Wildtyp-Embryonen und Ihh-Knockout-Embryonen (E 17.5) analysiert (vgl. Abbildung 34). Fur Ihh
sowie Ptcl konnten Signale in den sich entwickelnden kranialen Schadelnéhten detektiert werden.
Das Expressionsprofil von Ihh war im Gegensatz zu Ptcl schwécher. Es zeigte sich eine Uberlappung
der LacZ-Signale mit den detektierten Ihh- und Ptc1-WISH-Signalen (s Pfeil, Abbildung 34) in den
Kranznahten. Die Analyse der Schadel von lhh-Knockout-Embryonen zeigte keine Expression von
Ptcl in den Schéadelndhten (vgl. Abbildung 34, rechts). Allgemein war bei den Ihh-Knockout-
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Embryonen eine atypisch Schadelform zu beobachten: Der Schadel war insgesamt verkleinert, instabil
und zeigte eine eher runde Form. Skelettpraparationen von Schéadeln von lhh-Knockout- und WT-
Embryonen (E 17.5, E 18.5) bestatigen eine verzdgerte Initiation der kranialen Ossifikation bei den
Ihh-Knockout-Mausen im Vergleich zum Wildtyp (vgl. Abbildung 35). Anhand der Alcian Blau und
Alizarin Rot Farbungsmuster lieR sich erkennen, dass diese Schadel noch kein kalzifizierendes
Knochengewebe im E 17.5 aufzeigten (reduzierte Alizarin Rot Farbung, vgl. Abbildung 35a). Erst im
Embryonalstadium E 18.5 kam es zur Bildung von Knochenmaterial entlang der Kranznaht sowie im
Bereich des Stirnbeins und des Scheitelbeins (vgl. Abbildung 35b). Die Knochensubstanz an den

Lambdan&hten sowie entlang der Sagittalnaht war im Vergleich zum Wildtyp stark reduziert.

Wildtyp Knockout
a) Wildtyp Knockout b) . thh +/+ ihiy ~/-

<
Ihh +/+ thh -/~

E17.5
E 18.5

Abbildung 35 Schédel von Wildtyp- und Ihh-Knockout-Mausen im Embryonalstadium E 17.5 (a,
lateral) und E 18.5 (b, Aufsicht).

Alcian Blau und Alizarin Rot Farbung zum Nachweis von Knorpel- bzw. Knochen.

Die Array-CGH Untersuchung von Patienten mit Syndaktylie der Hénde und/ oder FuRe in
Kombination mit sagittaler Kraniosynostose wies Mikroduplikationen auf dem chromosomalen Lokus
2035 nach. Es konnte ein Uberlappungsbereich von 9,1kb 5 von IHH detektiert werden. Die Unter-
suchung dieses chromosomalen Abschnitts mit hochkonservierter Region mittels eines LacZ-
Reporter-Vektors zeigte eine Rekapitulation des Ihh-Expressionsmusters innerhalb der Wachstums-

fugen der Knochen und an den Schadelnahten.
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5.3 Untersuchung von Patienten mit dem klinischen Ph&notyp der Ektrodaktylie und
Tibia Hemimelie (SHFLD) auf strukturelle Veranderungen im Genom

In diesem Teilprojekt wurden 17 Familien mit dem klinischen Phanotyp der Ektrodaktylie und teilweiser
Beteiligung der Tibia (Tibia Hemimelie) auf genomische Aberrationen mittels Microarray-CGH

untersucht. Im Anschluf? wurden die Ergebnisse in weiteren in vivo und in vitro Analysen analysiert.

5.4 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 17 Familien mit einem unterschiedlich stark ausgepréagten Phéanotyp von SHFM/
SHFLD untersucht. In Abbildung 36 ist exemplarisch der klinische Phanotyp der Familie 3 und der
Familie 9 dargestellt. Das Patientenkollektiv zeigte eine sehr unterschiedliche Expressivitat hinsichtlich

des klinischen Phanotyps, vgl. Tabelle 2 im Anhang.

Familie 3

Abbildung 36 Klinische Bilder und Rdéntgenaufnahmen der Familie 3 und Familie 9 mit einem
SHFM/SHFLD-Phéanotyp.

Der Patient der Familie 3 zeigte den klinischen Phanotyp der SHFLD (Bilder a bis €).

a, b) Ektrodaktylie beider Hande, hervorgerufen durch das Fehlen der mittleren Fingerglieder (Finger
lll) einschlieRlich des entsprechenden Mittelhandknochens (Metacarpal 1ll); Beine im Ful3gelenk-
bereich disloziert; c) Tibia Aplasie (Pfeil, Rontgenbild d, e), FURe zeigten ebenfalls ein Fehlen der
mittleren Ful3strahlen.

Die Familie 9 zeigte nur in den Handen den Phéanotyp der Ektroaktylie (Bilder a bis e). a)
unterschiedlicher Schweregrad der Ektrodaktylie: ossére und kutane Syndaktylien (Bilder a und c :
kutane Syndaktylie der Phalangen | der Finger 1ll und IV sowie eine ossare Syndaktylie der gleichen
Finger der Phalangen llI; d) kutane und ossére Syndaktylie der Finger Il und Il (Pfeilkennzeichnung,
linke Hand); b) und d) (rechte Hand) zeigen einen vollstandigen Verlust der Fingergliedern des dritten
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Fingers (Verlust der Phalangen | bis Ill). Das Roéntgenbild e zeigt eine ¢ssare und kutane Ver-
wachsung des zweiten mit dem dritten Finger.

Familie 3 bestand aus insgesamt drei Familienmitgliedern. Der Stammbaum spricht fur eine autosomal
dominante Vererbung (vgl. Anhang, Stammbaum, Abbildung 63). Der Sohn zeigte eine starke
Expressivitdt des Phéanotyps: Beide Hande und FifRe waren von der Ektrodaktylie betroffen. Die
Héande sowie die FiiRe zeigten eine Aplasie der mittleren Strahlen. Des weiteren waren in beiden
Beinen tibiale Defekte vorhanden (Tibia Hemimelie). Die betroffenen Patienten der Familie 9 zeigten
den Phanotyp der SHFM. Die Hande wiesen einen unterschiedlichen Schweregrad der Ektrodaktylie
auf, wobei eine osséare und kutane Syndaktylie teilweise existent war (Beispiel: vgl. Pfeil in Abbildung

36). Die Ful3e bzw. die Knochen der Beine waren nicht betroffen.

Die klinischen Merkmale der tbrigen Indexpatienten der untersuchten Familien sind der Tabelle 2 (vgl.

Anhang) zu entnehmen.

5.5 Microarray-CGH von Patienten mit einem SHFM/ SHFLD-Phéanotyp

Die Indexpatienten der 17 Familien wurden mittels Microarray-CGH auf genomische Kopienzahl-
veranderungen im Genom untersucht (Material und Methode vgl. Kapitel 4.1). Abbildung 37 zeigt

exemplarisch das Array-CGH Profil von Chromosom 17 fir den Index-Patient der Familie 10.
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Abbildung 37 Array-CGH-Profil fir das Chromosom 17 des Indexpatienten der Familie 10.
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Im distalen Bereich des kurzen Arms von Chromosom 17 ist eine Verschiebung des Profils nach
rechts zu erkennen (linke Darstellung). Auf der rechten Darstellung ist eine VergréRerung dieses
Bereichs gezeigt. Der Indexpatient der Familie 10 zeigt folglich einen Gewinn (log2ratio >0.29) auf
dem Chromosom 17p13.3 (blauer Balken). Es handelt sich um eine Duplikation von 180kb
(chrl7:984489-1163727, hgl8), die die Gene ABR (partiell), BHLHA9 und TUSC5 beinhaltet. Die
Oligonukleotide auf dem 1M-Array sind durch Punkte veranschaulicht (Schwarz — log2ratio von -0.29
bis +0.29; rot — log2ratio >0.29; griin - log2ratio <-0.29).

Bei allen Indexpatienten konnten Duplikationen auf dem Chromosom 17p13.3 nachgewiesen werden
(vgl. Abbildung 38 und Tabelle 2).
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Chromosom 17p13.3

NXN BHLHA9 TUSC5 YWHAE CRK
Tel ——E—_T—H—T Cen
2 R2 R3 PS5 PG il
Familie 1 | 594 kb =
Familie 2 | 435 kb
Familie 3 | 347 kb |
Familie 4 269 kb |
Familie 5 | 98 kb |
Familie 6 268 kb |
Familie 7 265 kb i
Familie 8 215 kb I
Familie 9 263 kb
Familie 10 | 180 kb |
Familie 11 | 129kb
Familie 12 I | s5kbl
Familie 13 | 92kb M
Familie 14 | 134 kb |
Familie 15 | 144 kb |
Familie 16 110 kb
Familie 17 69 kb

Abbildung 38 Schematische Darstellung der gefundenen Duplikationen auf dem Chromosom
17p13.3 bei 17 Familien mit SHFM/SHFLD-Phanotyp.

Die Familien wiesen Mikroduplikationen unterschiedlicher Gré3e auf, die in einem kritischen Bereich
Uberlappten (roter Kasten). Die Duplikationen (minimale Duplikationsgréf3e) sind durch hellgrau
unterlegte Balken eingezeichnet, dunkelgraue Balken stellen die maximale DuplikationsgrofRe dar. Der
Transkriptionsstart und —richtung der Gene ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. P1 bis P7
markieren die Lage der Amplikons fir die anschlieRend durchgefuhrte quantitative gRT-PCR; Cen=
Centromer, Tel= Telomer.

Die Duplikationen variierten innerhalb der verschiedenen Familien stark und wiesen Gréf3en von 55
bis 594kb auf. Mittels qRT-PCR (vgl. Kapitel 4.2) wurden die Duplikationen der Indexpatienten
verifiziert und in ihrer GroRe eingeengt (exemplarische Darstellung vgl. Abbildung 39). Auch die
Familienangehorigen der Indexpatienten wurden mittels gRT-PCR auf eventuelle genomische
Strukturveranderungen untersucht. Die Ergebnisse der qRT-PCR aller Familien sind in der Tabelle 2
(Anhang) aufgelistet. Die gRT-PCR bestétigte bei allen betroffenen Patienten (Merkmalstrager) sowie
bei einigen Familienmitgliedern, die keinen Phanotyp zeigten (Ubertrager), eine Mikroduplikation
unterschiedlicher Gréf3e auf dem Chromosom 17p13.3.
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Abbildung 39 Quantitativen qRT-PCR Analyse von betroffenen und gesunden Probanden der
Familien 3 und 9.

Es wurden betroffenen und nicht betroffene Patienten der Familien 3 und 9 wurden auf Duplikation auf
dem Lokus 17p13.3 uberprift. Die gRT-PCR bestétigte die Duplikation (RQ>1,5) in den klinisch
betroffenen Patienten und erlaubte die nédhere Charakterisierung der AberrationsgrofRe der jeweiligen
Mikroduplikationen auf dem Lokus 17p13.3. Die betroffenen Patienten der Familie 3 zeigten eine
kleiner Duplikation (olivgriin, Amplikon P4, P5 dupliziert), im Vergleich zu den betroffenen Patienten
der Familie 9 (grin, Amplikons P4 bis P6 dupliziert). Die nicht betroffenen Patienten beider Familien
zeigten keine Duplikationen auf diesem Lokus (RQ= 1,0). Die Lage der Amplikons ist der Abbildung 38
und der Tabelle 8 (Anhang) zu entnehmen. Die RQ-Werte wurden unter der Verwendung der
7500SDS Software ermittelt. Als Kalibrator wurde eine weibliche Kontroll-DNA verwendet. Faktor VIII
wurde zur Geschlechtsunterscheidung zwischen den Patienten verwendet.

Anhand der Array- und der gRT-PCR-Ergebnisse konnte der Vererbungsmodus der verschiedenen
Patienten nachvollzogen werden (vgl. Anhang, Stammb&ume, Abbildung 63). Eine Mikroduplikation
auf 17p13.3 konnte insgesamt bei 40 nicht-betroffenen (Ubertrager) und 42 betroffenen Probanden
(Merkmalstrager) nachgewiesen werden. 15 % der weiblichen Probanden, welche eine Duplikation auf
17p13.3 zeigten, waren von dem klinischen Phanotyp der Ektrodaktylie betroffen. Bei den mannlichen
Patienten mit einer 17p13.3 Duplikation trat in 36% der Falle der SHFM/ SHFLD-Phéanotyp auf (vgl.
Abbildung 40, Kuchendiagramm). Bei den weiblichen Probanden zeigte sich eine starke Praferenz fur
die Betroffenheit von allen vier GliedmaflRen sowie waren beidseitige (bilaterale) tibiale Defekten
haufiger bei ihnen zu beobachten. Bei den mannlichen betroffenen Patienten war meist nur eine
Extremitat betroffen und eher unilaterale tibiale Defekte vorherrschend (vgl. Abbildung 40,
Balkendiagramm). Es konnten mehr als 60% weibliche nicht betroffene Merkmalstrager ausfindig

gemacht werden.
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Abbildung 40 Verteilung der 17p13.3 Duplikationen zwischen den weiblichen und méannlichen
Probanden der 17 untersuchten Familien.

C

Das obere Diagramm zeigt die Geschlechterverteilung der 17p13.3-Duplikation, wobei zwischen
betroffenen und Klinisch nicht betroffenen Duplikationstragern unterschieden wird (Indexpatienten mit
Familienangehdorigen, n= 82). Das Balkendiagramm zeigt die klinische Auspragung der betroffenen
Patienten (n= 31, 16 Familien), unterteilt nach Geschlecht und Betroffenheitsgrad der Extremitéaten.
Die Zahlen 1 bis 4 reprasentieren die Anzahl an betroffenen Extremitaten, fir Tibia Hemimelie wird
unterschieden in T1 (einseitig) und T2 (beidseitig). C reprasentiert die gesamte Verteilung der nicht-
betroffenen Merkmalstrager (Ubertrager) zwischen den Geschlechtern.

Ausgehend von allen detektierten Duplikationen konnte eine kritische Region (Uberlappungsbereich
aller Duplikationen) ausfindig gemacht werden, die das Gen BHLHA9 beinhaltete (vgl. Abbildung 38,
roter Kasten). Das Gen BHLHA9 (ID 727857) transkribiert flr einen potenziellen Transkriptionsfaktor,

der bisher in seiner Funktionalitat noch nicht naher untersucht wurde.

5.6 Expressionsanalyse von Bhlha9

Um einen ersten funktionellen Eindruck vom Kandidatengen Bhlha9 zu bekommen, wurden zum
Nachweis des Expressionsmusters wahrend der Embryonalentwicklung RNA in situ-Experimente (vgl.
Kapitel 4.5.1.1) an ganzen Embryonen verschiedener Spezies durchgefuhrt (Maus, Huhnchen,
Zebrafisch) (vgl. Abbildung 41). Es konnte ein Expressionssignal von Bhlha9 in der sich entwickelnden
Extremitat detektiert werden. Im Vergleich zum Expressionsmuster des AER-spezifischen-Markers
Fgf8 war das Signal fur Bhlha9 unterhalb der AER lokalisiert und deckte die darunterliegende PZ ab
(Pfeile in Abbildung 41). Dieses Signalmuster von Bhlha9 in der Extremitatenknospe ahnelte sich in
allen untersuchten Spezies und deutet somit auf eine konservierte Funktion innerhalb der

Extremitaten-/ Flossenentwicklung hin.
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Abbildung 41 Expression von Bhlha9 und Fgf8 wahrend der Embryonalentwicklung.
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Das Expressionsmuster von Fgf8 kennzeichnete den Bereich der AER in der Extremitatenknospe.
Bhlha9 wurde unterhalb der AER, im Bereich der PZ exprimiert (vgl. Pfeile). Gezeigt sind
verschiedene Embryonalstadien der Maus (E 9.5, E 10.5, E 11.5), des Hihnchens (HH23, HH24) und
des Zebrafisches (72 hpf) und jeweils Vergrol3erungen der Extremitatenknospe.

An Vibratomschnitten (vgl. Kapitel 4.5.3) der Extremitétenknospe ist deutlich erkennbar, dass sich die
Expression von Bhlha9 unterhalb der AER bis in den dorsalen und ventralen Bereich der Extremitat
erstreckte (vgl. Abbildung 42). Bhlha9 wurde im dorsalen Bereich etwas starker exprimiert, als im
ventralen Part. Im Bereich der AER war kein Signal von Bhlha9 nachweisbar.

Bhiha9 Fgf8
distal

E 11.5,20x
dorsal
ENIETS

proximal

Abbildung 42 Lokalisierung der Bhlha9-Expression in der Extremitatenknospe.

a) Longitudinale Vibratomschnitte der Vorderextremitdten der Mausembryonen E11.5 der WISH mit
Bhlha9 und Fgf8.

Die Expressionsdoméne von Bhlha9 uberlappte mit anderen extremitatenspezifischen Markern (Fgf10,
Msx1, Msx2), welche innerhalb der PZ exprimiert werden (vgl. Abbildung 43).

Fgf10 Msx1 Msx2

E11.5,10x

Abbildung 43 RNA in situ fir Gene, die innerhalb der Progresszone exprimiert werden

Vorderextremitaten von Mausembryonen E 11.5 mit den Expressionsmusterns der Gene Fgfl0, Msx1,
Msx2.
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5.7 Funktionelle Untersuchung von BHLHA9 im Modellsystem Zebrafisch

Fur eine erste Charakterisierung des BHLHA9-Gens in vivo wurde das Modellsystem des Zebrafischs
herangezogen. Zebrafische gehéren zu den Vertebraten und sind, neben der Maus und dem
Huhnchen, ein weit verbreiteter Modellorganismus in der Genetik. Der Vorteil dieses Modellsystems ist
ein kurzer Generationszyklus (Geschlechtsreife nach 12-16 Wochen), eine hohe und regelmaRige
Abgabe an Eiern, ein geringer Platzanspruch und eine extramaternale und transparente
Embryonalentwicklung. Zebrafische lassen sich relativ einfach genetisch manipulieren, so dass
spezifische Aussagen Uber Gene und deren Funktion im Entwicklungskontext gemacht werden
kénnen. Der Mensch und der Zebrafisch zeigen in manchen Entwicklungsprozessen einen hohen
Grad an Gemeinsamkeiten, so dass sich viele der beim Zebrafisch gewonnen entwicklungs-
biologischen Erkenntnisse auf den Menschen Ubertragen lassen. Das Modellsystem Zebrafisch wird
u.a. als Krankheitsmodell (z.B. ndhere Untersuchung von krebsverursachenden Genen) verwendet,
erlaubt die Generierung transgener Linien, Zufallsmutanten konnen physiologische Prozesse erklaren
und mit der ,Reverse Genetics® (Knockdown von Genen wahrend verschiedener Entwicklungs-

prozesse) kann die Funktion von Genen analysiert werden (Schredelseker 2009).

5.7.1 Morpholino-Experimente

Die Flossenentwicklung der Pektoralflosse ist sehr intensiv untersucht und zeigt eine starke
Ahnlichkeit mit der murinen GliedmaRenentwicklung (Mercader 2007). Wéahrend der murinen
Extremitatenentwicklung, so wie auch in der frihen Ausbildung der Pektoralflosse konnte das
Transkript fur BHLHA9 detektiert werden (vgl. Abbildung 41).

Um erste Hinweise Uber die Funktion dieses Gens zu bekommen, wurde ein Knockdown-Experiment
(vgl. Kapitel 4.6.2) in Zebrafischen durchgefuhrt. Es wurde ein spezifischer Morpholino (MO) gegen
das bhlha9-Transkript generiert, der den Translationsstart abdeckte (vgl. Anhang Tabelle 12) und
somit einen Knockdown des zu untersuchenden Gens auf Proteinebene verursacht. Der Morpholino
(MO_bhlha9) bindet an die komplementare Sequenz und unterbindet dadurch die Translation und
somit die Bildung des Proteins. Um die Spezifitat des Morpholinos beurteilen zu kénnen, wurde
zusatzlich ein 5 Mispair-Morpholino (MO_5"mispair) generiert, der finf fehlerhafte Nukleotide, im
Vergleich zum MO_bhlha9, aufwies. Um die Handhabung der Injektionsmethode an sich beurteilen zu
kénnen, wurde ein Standard-negativ-Morpholino (MO_Kontrolle) mitgefuhrt. Zebrafische aus
demselben Wurf, wie die behandelten Fische, wurde zum phéanotypischen Vergleich herangezogen.
Da die Konzentration des Morpholinos mit zunehmendem Entwicklungsalter der Fische abnimmt,
wurde die Flossenentwicklung von Zebrafischen drei Tage (72 hours post fertilization, hpf) nach

Eiablage untersucht (vgl. Abbildung 44).
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Abbildung 44 Funktionelle Untersuchung von BHLHA9 mittels Morpholino-Technologie.

Im Vergleich zum Wildtyp (WT) und zu den Kontroll-Morpholinos zeigen die mit MO_bhlha9
behandelten Fische stark verkiirzte Pektoralflossen. MO= Morpholino; MO_bhlha9= Morpholino gegen
das bhlha9-Transkript; MO_5"mispair= veranderter Morpholino zum bhlha9-Morpholino; MO-
Kontrolle= Standard negativ Kontrolle; WT= Wildtyp.

Die Wildtyp-Zebrafische (WT), sowie die Zebrafische, die mit den Kontroll-Morpholinos behandelt
wurden (Mo_Std.neg,Kontr., Mo_5" mispair) zeigten eine &ahnlich ausgebildete Pektoralflosse. Die
Pektoralflosse war senkrecht zum Kdrper ausgerichtet und der distale Part der Flosse verlief im 90°C
Winkel zur Koérpermitte. Die Fische, die mit dem MO_bhlha9 injiziert wurden, wiesen eine um die
Halfte verklrzte Pektoralflosse auf. Auch die anderen Flossen waren in leicht verringerter Grof3e
vorzufinden. Insgesamt zeigten 80% der mit dem MO_bhlha9 injizierten Fische eine verkirzte
Pektoralflosse (Abbildung 45). Die mit dem 5 mispair-Morpholino behandelten Fische sowie auch die
Fische, die mit der Standard-negativ-Kontrolle injiziert wurden, wiesen nur in 2,5% bzw. 15% eine

verkirzte Pektoralflosse auf.
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Abbildung 45 Anteil Zebrafische mit verkurzter Pektoralflosse nach Morpholino-Injektion.

Im Vergleich zu den Wildtyp-Fischen war bei den MO_bhlha9 behandelten Fischen ein aufféalliges
Schwimmverhalten zu beobachten: Die Fische zeigten rotierende Korperbewegungen anstatt
geradeaus zu schwimmen, wodurch das Zurlicklegen von Distanzen verlangsamt war.

Um das Verhéltnis der Korperlange zur Pektoralflossenlange besser beurteilen zu kénnen, wurden pro
injiziertem Konstrukt bei > 200 Fische die Kdrperlange sowie die Lange der Pektoralflosse gemessen.

Die Messungen erfolgten am Binokular unter der Verwendung des Axionvison-Computerprogramms.

Die MO_bhlha9 behandelten Zebrafische zeigten im Vergleich zu den anderen Fischen eine
reduzierte Korperlange (25% verkleinerte Korperlange im Vergleich zum WT) und eine noch starkere
reduzierte Flossenlange (ca. 50%) (vgl. Abbildung 47 a, b). Generell zeigte sich bei allen injizierten
Konstrukten, im Vergleich zum Wildtyp, ein Unterschied in der Flossenldnge und beim Verhaltnis
Flossenlange zur Korperlange. Die grofRRte Differenz war bei den MO_bhlha9 behandelten

Zebrafischen zu beobachten (vgl.Abbildung 47 ¢ ).

Um die Wirkung des bhlha9-Morpholinos auf das Flossenwachstum und dessen Entwicklung Uber die
Zeit besser beurteilen zu kénnen, wurden MO_bhlha9 behandelte Zebrafische im Vergleich zum
Wildtyp an spateren Zeitpunkten, d.h. nach 5 Tagen (120hpf) und nach 7 Tagen (168hpf) untersucht
(vgl. Abbildung 46).



Ergebnisse 85

MO_bhlha9, 2,5x

120 hpf

168 hpf

Abbildung 46 Entwicklung der Pektoralflosse bei Wildtyp-Zebrafischen und Mo_bhlha9 be-
handelten Zebrafischen nach 5 Tagen (120 hpf) und 7 Tagen (168 hpf).

Es lasst sich erkennen, dass die Wirkung des bhlha9-Morpholinos auf die Kérperlange und die Lange
der Pektoralflosse mit zunehmendem Alter der Zebrafische abnimmt. Die MO_bhlha9 behandelten
Zebrafische wiesen im Alter von 7 Tagen eine starke Annaherung der Korper- und Flossenldnge an
den Wildtyp auf. Die Messdaten zeigten, dass die Koérper- und Flossenlangen der behandelten
MO_bhlha9_Zebrafische sich den Daten der Wildtyp-Zebrafische anndherten, aber trotzdem noch

signifikante Unterschiede vorhanden waren (vgl. Abbildung 47 a, b, c).
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Abbildung 47 Zusammenfassung der Messdaten des Morpholino-Experiments: Koérperlange
(a), Flossenléange (b) und Darstellung des Verhaltnisses Flossenlange zu Kdrperlange (c) bei
Wildtyp-Zebrafischen (Wildtyp) und Morpholino behandelten Zebrafischen (MO) im
Entwicklungsstadium 72 hpf, sowie nach 120 hpf und 168 hpf. Legende: MO_Std-neg.Kontr.=
Standard negativ Kontrolle eines Morpholions; 5° mispair= 5" mispair Morpholino; MO_bhlha9=
Morpholino gegen das Transkript von bhlha9.

Um morphologische Veranderungen der Pektoralflosse zu untersuchen, wurden Skelettpraparationen
(vgl. Kapitel 4.5.5) von MO_bhlha9 behandelten- und Wildtyp-Zebrafischen durchgefihrt (vgl.
Abbildung 48). Die Pektoralflosse zeigte auch bei den MO_bhlha9 behandelten Zebrafischen ein
Langenwachstum Uuber die Zeit, jedoch waren starke morphologische Defekte bezlglich der
Flossenform zu erkennen. Die Flossen der MO_bhlha9 behandelten Zebrafische waren vom
anterioren zum posterioren Ende verkleinert und zeigten eine kegelférmige Struktur, die aber zum
distalen Ende hin abflacht.
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Abbildung 48 Skelettpraparation mit Alcian Blau Farbung von Wildtyp- und MO_bhlha9-be-
handelten Zebrafischen nach 5 Tagen (120hpf) und 7 Tagen (168hpf).

Die Flossenstruktur der MO_bhlha9 behandelten Zebrafische wich von der wildtypischen

Flossenstruktur stark ab. Die Flosse war kegelférmig und wies eine verkirzte Flossenlange auf.

Die Injektion des bhlha9-Morpholinos verursachte eine starke Grdlienabnahme und Formveranderung
(teller- zu kegelférmig) der Pektoralflosse, wodurch das Schwimmverhalten und die generelle Motorik
der Tiere beeintrachtigt wurde. Um die veranderten morphologischen und motorischen Eigenschaften
mit dem knock-down von bhlha9 in direkte Verbindung zu bringen, wurde ein Rescue-Experiment
durchgefuhrt (vgl. Kapitel 4.6.2.2).

Bei dem Rescue-Experiment wurde das Augenmerk vor allem auf die Lange der Pektoralflosse gelegt,

welche in den MO_bhlha9-behandelten Fischen stark verkirzt war.
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Abbildung 49 Rescue-Experiment: Kérperlange (a), Flossenlange (b) und Darstellung des

Verhéltnisses Flossenléange zu Kdrperlange (c) nach 72hpf.

Die Zebrafische, die nacheinander mit dem bhlha9-Morpholino und anschlieend mit der bhlha9-
MRNA behandelt wurden, zeigten mit zunehmender Injektionsmenge eine dem Wildtyp entsprechende
Flossenlénge (vgl. Abbildung 49). Nach einer Injektion von 250pg bhlha9-mRNA wurde die finale
Flossenlénge erreicht. Es konnten signifikanten Unterscheide bis 100pg Injektionsmenge festgestellt
werden. Die Messungen der Kdrperlange zeigten schon nach 150pg Injektionsmenge eine annéhernd

dem wildtyp-entsprechenden Wert.

5.7.2 Expressionsprofil von Markergenen innerhalb der Pektoralflosse von Wildtyp-

und Morpholino-behandelten Zebrafischen

Experimentell konnten Reduktionsdefekte der Pektoralflosse festgestellt werden (vgl. Abbildung 44).
Die Pektoralflossen der MO_bhlha9-behandelten Zebrafische waren stark verkirzt und zeigten eine
kegelférmige Struktur. Um die Beeintrachtigung der Flossenentwicklung und die Auswirkung auf
andere Gene durch den Knockdown von bhlha9 besser beurteilen zu kénnen, wurde die Expression
von spezifischen Markergenen, die wahrend der Extremitatenentwicklung in spezifischen Regionen

exprimiert werden, in Wildtyp- und MO_bhlha9 behandelten Zebrafischen verglichen (vgl. Kapitel
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4.6.3, vgl. Abbildung 50). Es zeigte sich fur beide untersuchte Fischgruppen, dass die Gene bmp2,
bmp4, fgfl0, shh und fgf8 in der Pektoralflosse exprimiert werden. Die Expression war fur die
innerhalb der PZ exprimierten Gene bmp2, bmp4 und fgfl0 anndhernd wildtyp- entsprechend. Die
Expression von shh im posterioren Part der Pektoralflosse war etwas schwéacher in den MO_bhlha9
behandelten Zebrafischen. Die Expression von fgf8 in den MO_bhlha9 behandelten Zebrafischen war
verandert, im Vergleich zum Wildtyp: Das Gen war stark im distalen Part der kegelgérmigen

Pektoralflossen exprimiert, dorsal und ventral war kaum eine fgf8-Expression zu erkennen.

bmp2 bmp4 fgf10 shh fgf8

MO_bhlha9

Abbildung 50 Expressionsprofil von Markergenen (bmp2, bmp4, fgf10, shh, fgf8) innerhalb der
Pektoralflosse von Wildtyp (WT)- und MO_bhlha9 behandelten Zebrafischen nach 72hpf.

Die Gene bmp2, bmp4 und fgf8 werden im AER exprimiert. Das Transkript von shh ist im posterioren
Part der Flossen vorhanden und fgf1l0 wird im posterioren Part exprimiert. Ein Vergleich zwischen WT
und MO_bhlha9 behandelten Zebrafischen zeigt bei den Genen bmp2, bmp4 keine starken
Veranderung beziglich des Expressionsmusters. Die Expression von fgf10 ist etwas verstarkt im
distalen Part der Flossen vorzufinden, shh wird abgeschwacht im posterioren part exprimiert. Die
expression von fgf8 ist in den MO_bhlha9 behandelten zebrafischen stark abweichend: das Gen ist im
distalen Part der Flosse stark konzentriert, anterior/ posterior ist keine Expression nachweisbar.
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5.8 Untersuchung der Transkriptionseinheit von BHLHA9

Die Expression eines Gens wird durch proximale und distale Promoterelemente beeinflusst. Um die
Transkriptionseinheit (proximaler/ distaler Promoterbereich) von BHLHA9 n&her zu untersuchen und
relevante Bereiche zu identifizieren, wurden Luziferase-Assay Experimente, unter der Verwendung
von HEK293-Zellen, mit einem promoterlosen Vektor (pGL4.10, Promega) durchgefihrt (vgl. Kapitel
4.7.31). Die 5 des Gens befindliche Region wurde im Hinblick auf konservierte Bereiche analysiert
(ECR-Browser) und  dementsprechend  unterschiedlich  groBe  Konstrukte  fur  die

Promoteruntersuchung generiert (vgl. Abbildung 51, Primer Anhang Tabelle 10).

Die Konstrukte zeigten eine unterschiedliche Luizferase-Aktivitat (vgl.Abbildung 51). Der pGL4.10
Leervektor und ein Konstrukt ohne TATA-Box (Prg4), das nur 32bp des Promoterbereichs beinhaltete,
zeigten nur eine geringe Luziferase-Aktivitat. Die Konstrukte Prgl, Prg2 und Prg3 hatten eine 25 bis
30fach erhohte Luziferase-Aktivitat im Vergleich zum Leervektor. Die hochste Aktivitdt wies das
Konstrukt Prglauf. Das Konstrukt Prg, welches alle konservierten Bereiche beinhaltete, zeigte hin-

gegen die niedrigste Aktivitatssteigerung (~20fach).

Eine nahere Untersuchung der vier konservierten Bereiche (Prg_TATA_ a bis Prg_TATA) zeigte fur die
Region Prg_TATA b die starkste Luziferase-Aktivitat, was auf deren regulatorische Bedeutung im
distalen Promoterbereich hindeutet. Die Abschnitte Prg_TATA_a, Prg_TATA_c und Prg_TATA wiesen

im Vergleich eine um die Halfte verminderte regulatorische Aktivitat auf.

Der Bereich Prg_TATA b, der die hdchste Luziferase-Aktivitat induziert, wurde nach potenziellen
Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht (vgl. Anhang, Kapitel12.2.3). Es zeigten sich Bindestellen

fur den Transkriptionsfaktor AP2, der wahrend der Extremitatenentwicklung mitwirkt.
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Abbildung 51 Analyse der potenziellen Promoterregion von BHLHAO.

In silico Analyse (linke Spalten): Vier konservierte Regionen im Bereich 1117442 -1120607 bp auf
Chromosom 17 (hg18) unter Verwendung des ECR-Browsers (grin= Sequenzwiederholungen; rot=
intergenische Regionen). Die potenzielle Promoterregion wurde insgesamt in neun Konstrukte
unterteilt: finf unterschiedlich groRBe Konstrukte mit jeweils unterschiedlichen Kombinationen der
konservierten Bereiche (Konstrukt Prg bis Prg4) und die vier konservierten Bereiche jeweils einzeln
inklusive der TATA-Box (Konstrukte Prg_TATA_a bis Prg_TATA c). Die Gré3en der Konstrukte sind
oberhalb der waagerechten Markierungsbalken angegeben.

Luziferase Assay Ergebnisse (Balkendiagramme, rechts): Die generierten Konstrukte (Prg bis Prg4
und Prg_TATA a bis PRG_TATA) zeigten unterschiedliche regulatorische Potenziale/ Enhancer-
aktivitditen bezlglich des Luziferase-Gens. Der Leervektor, sowie der Abschnitt ohne eine
Transkriptionsstartsequenz (Prg4) zeigten eine minimale Luziferase-Aktivitat an. Die Konstrukte (Prg
bis Prg3), welche eine aufsteigende Anzahl an konservierten Bereichen beinhalten, wiesen im
Durchschnitt eine 25fache Aktivitat auf. Das Konstrukt Prgl hatte das starkste Aktivierungspotenzial
(ca. 35fache Aktivitat). Die Einzelbereiche (Prg_TATA a bis Prg_TATA) zeigten eine verringerte
Luziferase-Aktivitat (im Durchschnitt: ca. 10fach). Der Bereich Prg_TATA b wies das starkste
regulatorische Potenzial auf (> 20fach).

5.9 Untersuchung des Dosiseffekts von Bhlha9 innerhalb des ColAl-Lokus

Nachdem RNA in situ Hybridisierungen verschiedener Spezies (Maus, Hihnchen, Zebrafisch) gezeigt
haben, dass Bhlha9 wahrend der fruihen Embryonalentwicklung in den Extremitaten exprimiert wird
und in vivo Experimente dessen Beteiligung im Kontext der Extremitatenentwicklung unterstitzten
(vgl. Kapitel 5.6 und 5.7), wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Mausmodell generiert, dass die
Wirkungsweise einer Verdopplung des Gens Bhlha9 mit seinem potentiellem Promoterbereich

demonstrieren sollte (Dosiseffekt).

Fir diesen Versuchsansatz wurden modifizierte ES-Zellen (Open Biosystems, MES4305) verwendet,
die beziglich des ColAl-Lokus zwei verschiedene Allele aufwiesen (vgl. Kapitel 4.8). Neben dem
Wildtyp-Allel wiesen diese Zellen ein modifiziertes Allel auf, welches stromabwérts des ColAl-Lokus,
die Insertion eines gewinschten Genbereichs erlaubte. Die Region des Bhlha9-Gens wurde
zusammen mit dem potenziellen Promoterbereich (vgl. Kapitel 5.8) in den modifizierten ColAl-Lokus

kloniert (Primer vgl. Anhang, Tabelle 13)

Die korrekte Insertion in den ColAl-Lokus wurde mit einer Southern-Blot-Analyse Uberpruft (vgl.
Kapitel 4.9). Hierzu wurden zwei verschiedene Sonden verwendet (5- und 3’-Sonde, Primer vgl.
Anhang Tabelle 14). Positive Klone zeigen nach Restriktionsverdau zwei Banden: 2,5kb bei der 5°-
Sonde bzw. 5,9kb bei der 3" Sonde. C2-Zellen ohne Insertion dagegen zeigten fur den modifizierten
ColAl-Lokus bei der 5’-Sonde eine Bande bei 8,7kb und eine Bande bei 6,1kb fir die 3"-Sonde. Die
Bande fir den wildtypischen Lokus lag bei 5,2kb (vgl. Abbildung 52).
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a) 5 Sonde (Saci-Verdau) b) 3 Sonde (Pvull-Verdau)
[kb] [kb]
8.5 8.5
74 74
6,1 6,1
48 48
36 3.6
2,7 2,7
19 1.9

Abbildung 52 Southern-Blot Analyse der ausselektionierten ES-Zellklone mit einer spezifischen
5’-und 3"-Sonde.

Die DNA der ES-Zellklone (A, B) sowie C2-DNA (K) wurden fur den Southern Blot mit der 5°-Sonde
mit dem Restriktionsenzym Sacl (a), fur die 3-Sonde mit dem Restriktionsenzym Pvull (b)
geschnitten. Es ergaben sich Banden bei 2,5kb bzw. 5,9kb (5" bzw. 3" Sonde) firr die positiven Klone.
Die Kontroll-DNA (K) zeigte ein Bandenmuster auf der Hohe von 8,7kb bzw. 6,1kb (5" bzw. 3" Sonde).
Die Bande fur das Wildtyp-Allel von ColAl ergab eine Bande bei 5,2kb. Bandenmuster sind durch
Pfeile gekennzeichnet.

Die positiven Klone wurden expandiert (vgl. Kapitel 4.8) und im Anschlufd fur die diploide Morula-
Aggregation verwendet. Bei der diploiden Morula-Aggregation werden 2,5 Tage alte Embryonen mit
den positiven ES-Zellklonen kombiniert. Dieser Verband wird im Anschlul3 wieder in pseudo-
schwangere Mause transferiert. Die ersten Embryonen sind Chimare, durch Kreuzungsversuche erhalt
man dann eine reine Keimbahn beziglich des modifizierten Allels. Die Nachkommen der Kreuzungen
wurden mittels Genotypisierungs-PCR auf Insertion im ColAl-Lokus getestet (Abbildung 53, Primer
vgl. Anhang, Tabelle 13). DNA von Mausen, ohne jegliche Modifikation am ColA1-Lokus (WT), zeigten
ein PCR-Produkt von 1644bp. Mause, welche heterozygot beziglich des modifizierten ColAl-Lokus
waren, wiesen zwei Banden auf: 1644bp (Wildtyp-Allel) und 1972bp (modifiziertes Allel). Homozygote
Méuse fur das modifizierte Allel zeigten entsprechend nur eine Bande von 1972bp.



94

Ergebnisse

[br]

3000

2000
1500

1000

500

3000

2000
1500

1000

500

M WT Het Hom H20 M
Wildtyp-Allel

M odifiziertes-
Allel

Abbildung 53 Genotypisierungs-PCR fur
Mause mit einem modifizierten ColAl-
Lokus.

Far das WT-Allel (WT) ergibt die PCR ein
Produkt von 1644 bp. Das modifizierte Allel
zeigte ein PCR-Produkt von 1972 bp. Mause
mit einem unmodifizierten Allel zeigten eine
WT-Bande. Heterozygote Mause (Het) be-
zuglich des modifizierten  ColAl-Lokus
zeigten 2 Banden (WT und modifiziert).
Homozygote Mause fur das modifizierte Allel
(Hom) zeigten nur eine Bande bei 1972 bp.
Eine Wasserprobe (H,O) diente als

Negativkontrolle, M= GroR3enstandard.

Um einen ersten Eindruck Uber den Phénotyp der Extremitdten der genetisch verdnderten Mause

(heterozygot, homozygot) zu bekommen, wurden Skelettpraparationen (vgl. Kapitel 4.5.5) der Vorder-

und Hinterextremitaten angefertigt (vgl. Abbildung 54). Wildtyp-Mause, ohne eine Modifikation im

ColAl-Lokus, dienten als Referenz.
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Abbildung 54 Skelettpraparationen von Wildtyp-Mausen und Mausen mit einem modifizierten
ColAl-Lokus (heterozygot, homozygot im postnatalen Stadium P1).

Es wurden jeweils die Vorderextremitaten und Hinterextremitaten photographisch dokumentiert.
Insgesamt wurden zwei Wildtyp-Méause, funf heterozygote und drei homozygote Mause mit einem
modifiziertem ColA1-Lokus untersucht. Blaue Farbung kennzeichneten knorpeliges Gewebe, eine rote
Anféarbung zeigte Knochenstrukturen an.Es konnten keine nennenswerten Unterschiede bezuglich der
Gliedmalienstruktur festgestellt werden.

Die Extremitaten der heterozygoten Tiere sowie der homozygoten Tiere weisen, im Vergleich zum
Wildtyp, keine Auffalligkeiten an den Extremitaten auf. Die Extremitaten waren in ihrer Struktur, ihrem

Entwicklungsgrad und GréRe dem Wildtyp entsprechend.

5.10 Expressionsprofil der benachbarten Gene von Bhlha9

Das untersuchte Patientenkollektiv zeigte Duplikationen auf dem Chromosom 17p13.3 (vgl. Abbildung
38), die in ihrer GroRe stark variierten (55kb bis 594kb). Ausgehend von diesen Duplikationen konnte
eine kritische Region definiert werden, die in allen untersuchten Patienten dupliziert war und das Gen

BHLHA9 beinhaltete. Doch nicht nur das Gen BHLHA9 war von den Duplikationen betroffen, sondern
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auch Teile der benachbarte Gene: NXN, TIMM22, ABR, TUSC5, YWHAE, CRK. Uber die Beteiligung
dieser Gene wahrend der Gliedmalfienentwicklung ist derzeit nichts bekannt. Um einen besseren
Uberblick iiber deren Expressionsmuster wahrend der friilhen Extremitatenentwicklung zu bekommen,
wurden RNA in situ Hybridisierungen (vgl. Kapitel 4.5.1.1) an Mausembryonen (E 10.5, E 11.5) durch-
gefihrt (vgl. Abbildung 55).

E10.5 E11.5 E10.5 E11.5

Nxn
'Y
Tusch

Timm22
Sl
Ywhae

AN

Crk

/A .
4 J

Abr

Abbildung 55 RNA in situ Hybridisierung der benachbarten Gene zu Bhlha9. Maus-
Embryonalstadium E 10.5 und E 11.5.

Pfeile verdeutlichen die Expressionsorte der verschiedenen Gene.

Die benachbarten Gene Nxn, Timm22, Abr und Ywhae zeigten ein Expressionsmuster in der sich
entwickelnden Extremitéat, welches mit dem Bhlha9-Expressionsmuster teilweise Uberlappte. Nxn,
Timm22 sowie Ywhae wurden ebenfalls unterhalb des AERs exprimiert. Das Gen Abr dagegen war
mehr anterior und posterior exprimiert und zeigte unterhalb des AERs kein Signal. Die Gene Tusc5
und Crk zeigten keine eindeutigen Signale innerhalb der Extremitat. Das Transkript des Gens Ywhae
konnte auRerdem im gesamten Ektoderm nachgewiesen werden (vgl. Pfeilkennzeichnung Abbildung

55).

Die Ergebnisse in diesem Projekt zeigten, dass der Phanotyp SHFLD mit Duplikationen auf dem
Chromosom 17p13.3 assoziiert ist. Das Gen BHLHAY9, das innerhalb der kritischen Region befindlich
ist, konnte in ersten in vitro und in vivo Untersuchungen funktionell charakterisiert werden und in

seiner Transkriptionseinheit ndher bestimmt werden.
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6 Diskussion

6.1 Mikroduplikationen des SHH-Enhancers (ZRS) verursachen ein Spektrum von

Extremitatenfehlbildungen

Die korrekte Entwicklung von Gliedmalfien ist von einem exakt aufeinander abgestimmten Netzwerk
von Signalwegen abhéngig (Niswander 2002). Mutationen, Aberrationen oder Fehlregulationen von
Signalmolekilen innerhalb des komplexen Signalnetzwerkes kdnnen Fehlentwicklungen, wie z.B.
Vielfingrigkeit, Brachydaktylie oder Ektrodaktylie entstehen lassen (Zeller et al. 2009). Die Shh-
Expression beeinflu3t maRgeblich die anteriore-posteriore Musterausbildung der sich entwickelnden
Extremitat und wird durch einen extremitatenspezifischen Enhancer (ZRS), der im Intron 5 des
benachbarten LMBR1-Gens lokalisiert ist, reguliert (Lettice et al. 2003). Punktmutationen sowie
Aberrationen innerhalb dieser Region verursachen ein Spektrum an Extremitatenfehlbildungen wie
z.B. praaxiale Polydaktylie (PPD), das Triphalangeale-Daumen-Polysyndaktylie-Syndrom (TPT-PS),
komplexe Polysyndaktylie (CPS) und Syndakytlie Typ IV (SD4) (Tsukurov et al. 1994; Lettice et al.
2003; Lettice and Hill 2005; Klopocki et al. 2008; Sun et al. 2008; Wieczorek et al. 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurden drei nicht verwandte Familien mit einer partiellen bis kompletten
Syndaktylie der Hande und/ oder FiRRe und einer Spiegelpolydaktylie der FlURRe mittels Array-CGH
untersucht. Fur alle betroffenen Patienten wurden Mikroduplikationen auf dem Chromosom 7¢g36.3 am
SHH-Lokus detektiert. Die Extremitatenfehlbildungen dieser Patienten Uberlappten mit den oben
genannten Phanotypen, so dass die hier detektierten Duplikationen sehr wahrscheinlich urséchlich fur

das Krankheitsbild der Patienten waren.

Die Bruchpunktsequenzierungen bei den Familien 1 und 3 zeigten eine direkte Tandemorientierung
der Duplikationen mit nicht-rekurrenten Bruchpunkten (vgl. Kapitel 5.1.3, Abbildung 23).
Mikrohomologien in einem Umfang von drei (Familie 1) bzw. zwei (Familie 3) Nukleotiden an den
Bruchpunkten haben vermutlich die Entstehung der Duplikationen auf dem Lokus 7q36 gefordert.
CNVs konnen durch Rekombinatios- und Replikationsereignisse entstehen (vgl. Einleitung, Kapitel
1.6.1). Anhand der detektierten Mikrohomologien kann angenommen werden, dass die Duplikationen
durch einen Fehler bei der Replikation entstanden sind (microhomology mediated break-induced
replication, MMBIR) (vgl. Kapitel 1.6.1, Abbildung 11). Fur den MMBIR Mechanismus ist das
Vorhandensein von Mikrohomologien einer Lange von 2 bis mehreren 1000 Basenpaaren mdglich.
Wahrend der Replikation der DNA scheint es in dem untersuchten Patientenkollektiv zu einem
Strangbruch und einem darauffolgenden Templatewechsel zwischen parallel aktiven
Replikationsgabeln gekommen zu sein. Der Folgestrang hat sich an die physikalisch nachstgelegene
Replikationsgabel angelagert und wurde erneut repliziert. Ein erneuter Bruch und eine Reorientierung
des Folgestrangs an die zuvorige Replikationsgabel hat eine Duplikation in direkter
Tandemorientierung entstehen lassen. Dieser Mechanismus wurde schon fiir zahlreiche andere
Mikrohomologie-vermittelte Aberrationen nachgewiesen, wie z.B. bei Deletionen auf dem Chromosom

17p13.3, die dem Miller-Dieker Syndrom zugrunde liegen (Nagamani et al. 2009).
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Die bei den Patienten nachgewiesenen Duplikationen, mit einer Gré3e zwischen 16kb und 179kb,
umfassen alle den Extremitaten-Enhancer (ZRS) von SHH (vgl. Kapitel 5.1.2, Abbildung 19). Dieser
Enhancer reguliert die Expression von SHH in der ZPA. Die Untersuchung von Genomen einiger
Schlangen und extremitatenloser Amphibien zeigte, dass in diesen Spezies, im Vergleich zu
Wirbeltieren und S&ugern mit Extremitaten, der Enhancer fehlt. Der Verlust dieser genomischen
Region bei diesen Tieren scheint mit der Extremitatenlosigkeit in direktem Zusammenhang zu stehen
(Benazet and Zeller 2009). Die ZRS-Region, auch bekannt als MFCS1 (mammal-fish conserved
sequence 1), ist folglich nicht nur essentiell fir die Entwicklung und Identitdt der Phalangen, sondern
auch fur die Extremitatenentwicklung ansich (Sagai et al. 2004). Saunders und Gasseling konnten
1968 erstmalig zeigen, dass durch die Transplantation von Zellen aus dem posterioren in den
anterioren Bereich der Extremitdtenknospe eine zusatzliche Ausbildung von Fingergliedern mit
Spiegelidentitéat induziert werden kann. Die Anzahl der zuséatzlichen Finger war dabei abhangig von
der Anzahl an transplantierten Zellen aus der ZPA-Region. Die transplantierten Zellen erhdhen die
Shh-Konzentration im anterioren Bereich der Extremitatenknospe, sodass der natiirlich vorhandene
Shh-Konzentrationsgradient von posterior nach anterior gestért und somit eine Verdoppelung von

Fingern im Sinne einer Spiegelidentitat moglich wird.

Doch nicht nur Transplantationsexperimente, sondern auch verschiedene Mausmodelle konnten die
Beteiligung von Shh an der Entstehung einer praaxialen Polydaktylie bestatigen. Sowohl das
Mausmodell Sasquatch (Ssq) als auch das Mausmodell Hemimelic extra-toes (Hx) weisen eine ektope
Shh-Expression im anterioren Bereich der Extremitatenknospe auf. Ssq, entstanden durch ein
Insertionsereignis in der ZRS, definiert sich durch eine PPD der Hinterextremitéten (heterozygot) bzw.
an allen vier GliedmafRen (homozygot) (Sharpe et al. 1999; Hill et al. 2003). Hx-Mause, mit einer
mutierten ZRS-Region, zeigen ebenfalls eine préaxiale Polydaktylie sowie eine Veradnderung der
langen Rohrenknochen (Clark et al. 2000). Das Mausmodell Hammertoe (Hm) weicht von den bisher
beschriebenen Mausmodellen ab, da der Phanotyp hier hauptsachlich durch eine Syndaktylie der
Finger Il bis V gekennzeichnet ist (Green 1964). Auch hier findet sich die genetische Ursache in der
orthologen Region zu der humanen ZRS-Region (Tsukurov et al. 1994; Lettice et al. 2012). Dieses
phanotypische Spektrum von reiner Syndaktylie bis zu praaxialer Polydaktylie, das durch
Veranderungen innerhalb der ZRS-Region bedingt wird, spiegelt sich in den klinischen Phanotypen
innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs wieder. Folglich sind strukturelle Verdnderungen
innerhalb der Enhancer-Region beim Menschen ausreichend, um einen erweiterten PPD-Phéanotyp
entstehen zu lassen (Lettice et al. 2008). Aufgrund des Phanotyps ist bei den hier untersuchten
Patienten davon auszugehen, dass die detektierten Duplikationen eine Uber- oder Misexpression von
SHH auslésen. Im Gegensatz dazu fiihrt ein Fehlen von Shh z.B. durch ein Knockout in der Maus zu
einer Degenerierung der skelettdaren Elemente distal zum Stylopod/ Zeugopod im Sinne einer
Reduktionsfehlbildung. Im Patienten auf3ert sich ein Verlust der SHH-Expression in dem Acheiropodie-
Syndrom, bei dem die Humerus-Epiphyse und die Tibia-Diaphyse nicht richtig ausgebildet sind. Die
restlichen Skelettelemente des Zeugopods und Autopods fehlen komplett (Sagai et al. 2005).
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SHH ist aber nicht nur an der Musterausbildung der Extremitaten beteiligt, sondern beeinflusst u.a.
auch die Entwicklung des ZNS. Punktmutationen innerhalb des SHH-Gens selbst sowie Deletionen
oder Translokationen fuhren zu dem klinischen Phénotyp der Holoprosenzephalie (HPE, Fehl-
entwicklung des Vorderhirns) (Dubourg et al. 2007). In dem untersuchten Patientenkollektiv sind
keinerlei Fehlentwicklung des Gehirns oder mentale Merkmale bekannt. Die detektierten Duplikationen
innerhalb der ZRS-Region, obwohl diese zum Teil die ZNS-spezifischen Enhancer einschliel3en (vgl.

Abbildung 7 und Abbildung 56), scheinen diese in ihrer Funktion nicht zu beintrachtigen.

Ein Vergleich aller bisher publizierten Duplikationen auf dem Lokus 7936.3 zeigt eine grof3e
Mannigfaltigkeit bezuglich der AberrationsgréRen mit nicht-rekurrenten Bruchpunkten zwischen den
verschiedenen Patienten - die klinischen Phanotypen unterscheiden sich hingegen nur minimal
voneinander. Die minimale kritische Region in unserem Patientenkollektiv stellt die 16kb Duplikation
der Familie 3 dar, die die mutierten Regionen der Mausmodelle Hm und Hx beinhaltet und mit der

Aberration des Mausmodells Ssq Uberlappt (Abbildung 56).

17 6 5 43 2 1
Cen —’ﬁ/ Fﬂ:l:l:ﬂ]fl:ﬂ:l i HH 5 Tel
RS
SHH LMBR1
Familie 1 1T|"9|kbI SPD
Familie 2 47 Ikbl postaxiale PS
Familie 3 |16Ikb LSS
Wieczorek et al., 2009 Bglkbl sb4
Wieczorek et al., 2009 265 kb SD4/ TPT-PS
Wu et al., 2009 gﬁlkbl SD4+
Sun et al., 2008 131 kb TPT-PS
|
Sun et al., 2008 // 291 kb SD4/ TPT-PS
Sun et al., 2008 // 15‘fI kb] SD4/ TPT-PS
Sun et al,, 2008 // 246I kb SD4/ TPT-PS
Sunetal,2008  Jf 235 k SD4/ TPT-PS
Sun et al., 2008 // 388| kbl SD4/ TPT-PS
Klopocki // 588 kb // TPT-PS
et al., 2008
Sasquatch (Ssq)
Sharpe et al., 1999 20 kb PPD
Hammertoe (Hm) 1 Syn IV
Green, 1964
Hemimelic extra-toes (Hx) 1 PPD, H

Dickie, 1968

Abbildung 56 Schematische Ubersicht der Duplikationen in Familie 1-3 im Vergleich mit bisher
publizierten Duplikationen innerhalb der ZRS-Region sowie den genetischen Verdnderungen
bekannter Mausmodelle.

Duplikationen sind hellgrau, Deletionen sind dunkelgrau unterlegt; die jeweilige Grol3e ist angegeben.
Punktmutationen sind mit einem senkrechten Strick markiert. Das SHH-Gen ist durch ein schwarzes
Késtchen, das LMBR1-Gen durch ein nicht ausgefilltes Késtchen (schwarze Kéastchen; LMBR1
Exons) verdeutlicht (Pfeile= Transkriptionsstart und -richtung). Die ZRS-Region ist rot markiert. Die
klinischen Phanotypen sind jeweils auf der rechten Seite aufgelistet. H= Hemimelie von Radius/Tibia;
LSS= Laurin-Sandrow-Syndrom; SPD= Synpolydaktylie; PPD= praaxiale Polydaktylie; SD4=
Syndaktylie Typ IV; SD4+= Syndaktylie Typ IV und Tibia Hypoplasie; TPT-PS= Triphalangealer
Daumen mit Polysyndaktylie.



100 Diskussion

Zwischen dem Schweregrad des Phanotyps und der GréRe und Lage der detektierten Duplikationen
besteht keine direkte Korrelation. Familie 3 weist die kleinste Duplikation (16kb) auf, zeigt aber den
komplexesten Phanotyp mit einer kompletten Syndaktylie der Hande, einer Aplasie der Patella, einem
Identitatsverlust zwischen den langen Knochen (Fibula und Tibia) und einer Spiegelpolydaktylie der
FuRe. Die Familie aus der Publikation Klopocki et al. (2008) weist die grof3te Duplikation auf (569kb),
doch ist deren Phanotyp auf das distale Handskelett beschrankt (TPT-PS). Die durch die
Duplikationen veranderte chromosomale Struktur und daraus resultierende Fehlregulation von SHH
scheint der bestimmende Faktor fur den Schweregrad des Phénotyps zu sein. Shh beeinflusst die
anterior-posteriore  Musterausbilung der Extremitdt durch einen rdumlichen und zeitlichen
Konzentrationsgradienten (vgl. Kapitel 1.4.1.1). Wie kann eine Duplikation innerhalb der Enhancer-

Struktur in unserem Patientenkollektiv eine ektope und/ oder verstéarkte SHH-Expression induzieren?

Der rdumliche und zeitliche Konentrationsgradient von Shh wird durch die Repressorform von Gl
(GliR) im anterioren Part kontrolliert (vgl. Kapitel 1.4.1). Aufgrund der vorhandenen Polydaktylie der
Hande und FuRe der untersuchten Patienten kann eine ektope SHH-Expression und somit
symmetrische Verteilung posterior und anterior angenommen werden. Eine erhéhte Konzentration von
SHH im anterioren Part resultiert in einer gestdrten Funktion der Gli-Transkriptionsfaktoren: Eine
erhohte Konzentration an aktiven Gli-Transkriptionsfaktoren kann in diesem Bereich die Expression
von posterior-spezifischen Genen induzieren. Dies fuhrt letztendlich zu einer Fehlausbildung der
Extremitat beziglich der Strahlenanzahl und Identitat im anterioren Bereich, erkennbar an einer

symmetrischen Duplikation in Form der Spiegelpolydaktylie (Familie 3).

Ein Vergleich der klinischen Phanotypen der ,Duplikationspatienten“ mit denen der Patienten, die eine
Punktmutation innerhalb der ZRS-Region aufweisen, zeigt, dass ein einziger Nukleotidaustausch
innerhalb der ZRS-Region genlgt, um einen &quivalenten klinischen Phanotyp hervorzurufen.
Duplikationen sowie Punktmutationen scheinen folglich in &hnlicher Weise die Enhancer-Aktivitat der
ZRS-Region zu beeinflussen. Es lasst sich aber auch erkennen, dass die Patienten mit einer
Duplikation zusatzlich Syndaktylien einzelner Finger aufweisen, die bei den Patienten mit einer

Punktmutation nicht vorhanden sind (Albuisson et al. 2011).

Der Regulationsmechanismus der ZRS-Region, im Hinblick auf das Expressionsmuster von Shh, ist
im Detail noch nicht aufgeklart, doch sind einige Hinweise gegeben (Hill et al. 2003; Albuisson et al.
2011; Lettice et al. 2012). Die ZRS-Region zeigt zwischen verschiedenen Spezies (Mensch, Maus,
Huhnchen, Hund und Katze) einen hohen Konservierungsgrad (Sagai et al. 2004), wodurch dessen
funktionelle Relevanz untermauert wird. Innerhalb der ZRS-Region sind konservierte Bindungsstellen
fur Transkriptionsfaktoren vorhanden, die fur die korrekte Expression von Shh verantwortlich sind
(Albuisson et al. 2011; Lettice et al. 2012). Punktmutationen innerhalb dieser Regionen erhéhen die
Bindungsaffinitat und -kapazitt einzelner Transkriptionsfaktoren, wodurch expandierte und ektope
Shh-Signale entstehen (Lettice et al. 2012). Innerhalb der ZRS-Region sind neben anderen

Transkriptionsfaktorbindestellen funf ETS- und zwei ETV-Bindestelle konserviert. Untersuchungen
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zeigten, dass Punktmutationen in Patienten das Verhaltnis zwischen diesen Bindestellen zugunsten
der ETS-Bindestellen verdndern, wodurch sowohl eine verstarkte posteriore als auch eine ektope,
anteriore Shh-Expression geférdert wird. ETS-Faktoren beeinflussen die Shh-Expression im
posterioren Part der Extremitat (ZPA), ETV-Faktoren unterdriicken dagegen die Shh-Expression im
anterioren Bereich der Extremitatenknospe. Mikroduplikationen innerhalb der ZRS-Region
beeinflussen die Bindungskapazitéat von Transkriptionsfaktoren (Albuisson et al. 2011; Lettice et al.
2012). Es ist mdoglich, dass die Aberrationen in dem hier prasentierten Patientenkollektiv die
Bindungskapazitat der Transkriptionsfaktoren positiv beeinflussen, wodurch die Expression von SHH
erhoht und expandiert wird. Innerhalb der kritischen Region des hier untersuchten Patientenkollektivs
befinden sich 11 ETS- und 9 ETV-Bindestellen. Ein Ungleichgewicht zwischen ETS und ETV
Bindestellen innerhalb der ZRS Region bei Patienten mit Duplikationen kénnte ein Erklarungsansatz

fur die Unterscheidung zwischen den einzelnen klinischen Phénotypen sein.

Weiterhin wére es mdglich, dass die unterschiedlichen GréRen der Duplikationen die Effizienz, mit der
die ZRS-Region mit SHH in Interaktion tritt, beeinflussen. Die Gro3en der Aberrationen kénnten die
Loopbildung der DNA beeintrachtigen und dadurch die SHH-Expression beeinflussen. Im Normalfall
kommt es durch DNA-Schleifenbildung, zum direkten Kontakt zwischen Gen und Enhancer (hier: ZRS-
Region mit SHH) (Abbildung 57a). Bei einer groRen Duplikation (> 100kb) kann, im Vergleich zu einer
16kb Duplikation, die Loopformierung der DNA eventuell stérker beeintrachtigt werden (Abbildung
57b, c). Die Mehrzahl an Transkriptionsfaktoren kann aus sterischen Grinden nicht mit dem
Promoterbereichs in Interaktion treten, eine geringere Transkription ist das Resultat. Eine leichtere
Faltung der DNA ermdoglicht dagegen eine bessere Bindung des Enhancers Uber Transkriptions-
faktoren an das Zielgen, und die Expression wird starker geftrdert. Dieses Modell konnte die
unterschiedlichen Phanotypen zwischen den untersuchten Familien erklaren, und auch verdeutlichen,

warum die Familie 3 mit der kleinesten Duplikation den komplexesten Phanotyp aufweist.
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a) Normal b) Duplikation (< 20kb)

------ O - | OO A

ZRS ZRS ZRS

@ Transelement Q @ Transelemente

------ ~O——— | OO/ B

Modifizierte Interaktion

Interaktion und
Expressionvon SHH

/- PSR L2 — >

Fehl-und/ oder ektopische Expression von SHH

¢) Duplikation (> 100kb)

------ —0— -/ P

ZRS ZRS

@ Q Transelemente

------ -0 O —

ZRS ZRS

/N

‘-‘\\“~‘\‘\\> — —> N — —>

77— 77—

Fehl- und/ oder ektopische Expression von SHH

Abbildung 57 Mdéglicher Mechanismus zur Entstehung einer Polydaktylie unterschiedlichen
Schweregrades, hervorgerufen durch Duplikationen innerhalb der ZRS-Region.
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a) Normale Expression des SHH-Gens nach Interaktion eines Transkriptionsfaktors (Transelement)
mit der ZRS-Region. Nach der Faltung der DNA interagieren die ZRS-Region und SHH miteinander
und es kommt zur Expression des Gens (durchgezogener waagerechter Pfeil). b) Eine Duplikation
(<20kb) innerhalb der ZRS-Region erhoht die Bindungskapazitat fir einen Transkriptionsfaktor,
wodurch es zu einer eine modifizierte Interaktion zwischen SHH und der ZRS-Region kommt. Eine
verstarkte Transkription (erhéhte Anzahl an roten Pfeilen) fordert eine starkere Konzentration an SHH
in der ZPA oder ektop (anteriore Part der Extremitét), wodurch eine Polydaktylie entstehen kann. c)
Unterschiede in den DuplikationsgrofRen beeinflussen in einem unterschiedlichen MaRe die
Loopformierung der DNA. Eine gro3e Duplikation (> 100kb) erschwert die korrekte DNA-Faltung mehr,
sodass die ZRS-Region und SHH eventuell nicht optimal in Interaktion treten kénnen (linke Abbildung,
gestrichelter roter Pfeil). Es kann aber auch eine verstarkte Expression von SHH geférdert werden
(rechte Abbildung). Durchgezogene rote Pfeile zeigen eine starke Interaktion zwischen der ZRS-
Region und SHH an. Ein gestrichelter roter Pfeil verdeutlicht eine verminderte Interaktion zwischen
ZRS und SHH.

Die untersuchten Patienten kénnen dem Typ Il der ZRS-assoziierten Syndrome zugeordnet werden
(Wieczorek et al. 2010). Typ Il umfasst genomische Duplikationen, welche die ZRS-Region beinhalten
und vereint das Kklinische Erscheinungsbild der komplexen Polysyndakylie mit triphalangealen
Daumen. Im Vergleich dazu weisen Patienten mit dem LSS-Syndrom zusatzliche nasale Defekte,
Brachymesophalangie und teilweise auch mentale Retardierung auf (Laurin et al. 1964; Sandrow et al.
1970; Martin et al. 1993; Kantaputra 2001). Die fazialen Merkmale oder die mentale Retardierung
kénnten durch Veranderungen innerhalb der Wirkungsweise der ZNS-Enhancer verursacht werden.
Die Duplikation kénnte die chromosomale Struktur stromaufwarts des Gens so beeintrachtigen, dass
die Loopformierung der ZNS-Enhancer beeinflusst wird und dadurch die SHH-Expression auch im
ZNS nicht korrekt ist. Es kénnte aber auch sein, dass neben einer Fehlregulation von SHH weitere
Signalwege, die mit SHH direkt oder indirekt in Beziehung stehen, in Betracht zu ziehen sind. Die
korrekte Expression von Shh wird durch verschiedene Signalnetzwerke reguliert und kontrolliert.
Neben der direkten Interaktion von Hand2 und Hoxd13 mit der ZRS-Region, stehen auch BMP-
Signalmolekiile, Genprodukte der Thx-Gen-Familie und das Signalmolekil Fgf8 in direkter Interaktion
mit Shh. Eine Veranderung in diesem komplexen Netztwerk beeinflusst die interagierenden
Signalwege, wodurch die abweichenden klinischen Phénotypen zum PPD-Krankheitsbild erklart

werden kdnnen.

In diesem Projekt konnte gezeigt werden, dass ein Spektrum an verschiedenen Syndromen: Syn-/
Polydaktylie (SD4), TPT-PS, Tibiafehlbildungen und das LSS mit Aberrationen innerhalb der ZRS-
Region assoziiert sind. Bezugnehmend auf Literaturdaten kann postuliert werden, dass die
detektierten Aberrationen das raumliche Expressionsmuster sowie die Konzentration von SHH
wahrend der Extremitatenentwicklung beeinflussen. Fehlregulationen anderer Signalmolekile und
dadurch bedingte Stérungen der Signalkaskaden untereinander, foérdern die Entstehung der

phanotypischen Variabilitat unter den betroffenen Patienten.
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In diesem Projekt wurde erstmalig die genetische Ursache fur das LSS identifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Patienten mit dem LSS die kleinste Mikroduplikation innerhalb der ZRS-Region

aufweisen, die bis jetzt im Zusammenhang mit Extremitatenfehlbildungen publiziert wurde.
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6.2 Aberrationen am IHH-Lokus sind mit Syndaktylien und Kraniosynostose

verbunden

Indian Hedgehog ist ein wichtiges Signalmolekil wahrend der endochondralen Ossifikation und als
solches malgeblich an der Chondrozyten-Proliferation und -Differenzierung, der Kkortikalen
Knochenentwicklung und Gelenkentstehung beteiligt (Vortkamp et al. 1996; Lai und Mitchell 2005).
Funktionsverlustmutationen  (loss-of-function Mutationen) im IHH-Gen bedingen skelettare
Fehlbildungen, wie Brachydaktyle Typ Al (BDA1l) oder Akrocapitofemorale Dysplasie,
gekennzeichnet durch Kleinwuchs und verkirzte Extremitaten, bedingt durch eine fehlgebildete
Epiphyse (Zapfenepiphyse) (Hellemans et al. 2003). Ein vollstdndiger Knockout des Ihh-Gens
verursacht bei Mausen eine Stérung der Proliferation und Maturation der Chondrozyten sowie der
Osteoblasten-Entwicklung, wodurch verkirzte und fusionierte Fingerelemente entstehen (Mundlos
2009). Das klinische Erscheinungsbild der hier untersuchten Patienten weicht von den Phénotypen,
die mit einer Funktionsverlustmutation im IHH-Gen assoziiert sind, ab. Die Probanden der Familien 1
bis 3 weisen kutane Syndaktylien im Autopod und eine verfriihte Verknécherung, vornehmlich der
sagittalen Schéadelnahte, auf (vgl. Kapitel 5.2.1). Die Patienten zeigten Duplikationen in direkter
Tandemorientierung innerhalb dieses Lokus. Bei Familie 1 ist das IHH-Gen, bei den Familien 2 und 3
nur der aufwarts (5’) gelegene genomische Bereich betroffen (vgl. Kapitel 5.2.2). Aufgrund der starken
phéanotypischen Diskrepanz kann postuliert werden, dass nicht ein Funktionsverlust des IHH-Gens die
genetische Ursache darstellt, sondern die Steuerung der Genexpression an sich und damit

einhergehend das Konzentrationslevel sowie das Expressionsmuster von IHH beeinflusst sein konnte.

Bei allen detektierten Duplikationen ist das benachbarte Gen NHEJ1, ein DNA-Reparaturfaktor,
beteiligt (Ahnesorg et al. 2006; Buck et al. 2006). Da Patienten mit einer Mutation innerhalb dieses
Gens eine Immunschwache mit Mikrozephalie zeigen (Buck et al. 2006), ein Phanotyp, der in dem hier
untersuchten Patientenkollektiv nicht vorliegt, und Nhejl keine Expression in den sagittalen
Schadelnéhten und den Extremitaten zeigt (vgl. Abbildung 31) ist eine Relevanz bei der Entstehung

der Syndaktylie in Kombination mit sagittaler Kraniosynostose unwahrscheinlich.

Neben kutanen Syndaktylien der Extremitdten weisen die Patienten eine sagittale Kraniosynostose
auf. Eine Kombination von sagittaler Kraniosynostose mit einer kutanen Syndaktylie wird als
Kraniosynostose Philadelphia Typ bezeichnet (Robin et al. 1996; Jain et al. 2008). Eine Kombination
von Kraniosynostose mit Syndaktylien der Extremitaten ist auch fur weitere Syndrome wie z.B. das
Pfeiffer- (MIM 101600), Sakati- (MIM 241410), Saethe-Chotzen- (MIM101400) und das Apert-Syndrom
(MIM 101200) beschrieben. Als genetische Grundlage bei bisher beschriebenen Kraniosynostose-
Syndromen sind Verdnderungen innerhalb der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren FGFR1,
FGFR2 und FGFR3 bekannt [Apert, Crouzon- (MIM 123500), Muenke- (MIM 602849) oder Jackson
Weiss-Syndrom (MIM 123150)] (Morriss-Kay und Wilkie 2005; Ciurea und Toader 2009). Auch die
Gene TWIST1 (MIM 601622, Saethre-Chotzen-Syndrom MIM 180750) und MSX2 (MIM 123101,
Boston-Typ-Kraniosynostose MIM 604757) konnten mit der Entstehung von Kraniosynostose in
Verbindung gebracht werden (Jabs et al. 1993; Ciurea und Toader 2009). Die in diesem Projekt

untersuchten Patienten weichen von den aufgezahlten Syndromen ab, da sie keine fazialen
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Auffalligkeiten und mentalen Retardierungen zeigten. Mutationen in den derzeit bekannten Genen
konnten somit ausgeschlossen werden. Die mit Hilfe der Array-CGH gefundenen Aberrationen
innerhalb des IHH-Lokus in den Familien 2 und 3 kdnnen eindeutig mit dem klinischen Phénotyp der
Kraniosynostose Philadelphia Typ assoziert werden (vgl. Kapitel, 5.2.2). Eine direkte Beteiligung von

IHH an der desmalen Ossifikation sowie der Schadelentwicklung war bisher jedoch unbekannt.

Der Uberlappungsbereich (kritische Region) aller betroffenen Patienten beinhaltete drei
hochkonservierte Bereiche (vgl. Abbildung 29, Ergebnisteil), wodurch ein erster Hinweis fur die
Bedeutung dieser nicht kodierenden Region im genetischen Kontext gegeben ist, denn hohe
Konservierungen in nicht codierenden Bereichen kénnen auf eine regulatorische Bedeutung im
genomischen Kontext hinweisen (Klopocki und Mundlos 2011).

IHH, SHH und DHH sind Mitglieder der Hedgehog-Familie. Wie bereits im ersten Teilprojekt dieser
Arbeit beschrieben wurde, ist bekannt, dass die extremitatenspezifische Expression des SHH-Gens
durch die hochkonservierte ZRS-Region, die ca. 1Mb aufwérts des Gens lokalisiert ist, reguliert wird
(Lettice et al. 2003; Sagai et al. 2004). Die Genregulation von IHH wéhrend der Embryonalentwicklung
ist weniger intensiv untersucht und es ist derzeit kein extremitatenspezifischer Enhancer fir dieses
Gen bekannt. Aufgrund des phylogenetischen gemeinsamen Ursprungs der HH-Gene kann vermutet
werden, dass die Organisation der Gen-Loci ahnlich ist und somit auch 5° des IHH-Gens ein
Enhancer-Element existiert, das die Expression wahrend der Entwicklung maf3geblich steuert.

Um die Orthologie der HH-Regulation zu zeigen, wurde der konservierte Bereich der kritischen Region
in einen LacZ-Reporter-Vektor kloniert und in vivo dessen regulatorische Funktion untersucht. Es
zeigte sich in den Extremitaten, speziell in den Phalangen, ein Ubereinstimmendes Expressionsmuster
des wildtypisch exprimierten lhh mit dem des Reporter-Gens (vgl. Abbildung 33, Abbildung 34). Auch
im Bezug auf die Schadelnahte konnten Uberlappende Expressionsmuster identifiziert werden (vgl.
Abbildung 35). Der Expressionsnachweis von Ihh und Ptchl an den Schadelndhten im Wildtyp und die
bei Ihh-Knockout-Mausen klar erkennbare verringerte Verkndcherung der Kalvarien (vgl. Abbildung
35) zeigen eindeutig, dass das Ihh-Gen wahrend der desmalen Ossifikation aktiv und notwendig ist:
Da die LacZ-Signale zum Teil mit dem wildtypischen Ihh-Expressionsmuster Uberlappten, kann
geschlussfolgert werden, dass die konservierten Regionen innerhalb der kritischen Region potenzielle
Enhancer-Elemente fir IHH, sowohl in der Extremitdten- als auch in der Schéadelentwicklung

darstellen.

Doch wie kénnen Aberrationen 5 des IHH-Gens den klinischen Phéanotyp der Kraniosynostose

Philadelphia Typ hervorrufen?

Mit Hilfe von LacZ-Experimenten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die hochkonservierten
Bereiche innerhalb der kritischen Region ein regulatorisches Potenzial aufweisen und als potentielle
Enhancer des lhh-Gens bezeichnet werden kénnen. Die Ergebnisse der Array-CGH (vgl. Abbildung
29) zeigten, dass bei der Familie 1, die den klinischen Phanotyp der SD1 aufwies, nur ein CNE
(CNE1) dupliziert war. Bei den Familien 2 und 3 waren zusétzlich noch das CNE2 bzw. CNE3 von der
Aberration betroffen. Die Untersuchung der drei CNESs in vivo zeigte LacZ-Signale in den Extremitéten,
aber auch in den Schadelndhten (vgl. Abbildung 33 und Abbildung 34). Die CNEs scheinen

unterschiedliche gewebespezifische regulative Potenziale, analog zu dem SHH-Enhancer-Cluster (vgl.
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Kapitel 1.4.1.1, Abbildung 7), aufzuweisen. Resultierend aus diesen Ergebnissen kann angenommen
werden, dass das CNE1 fur den klinischen Phanotyp der Syndakytlie, das CNE2 und CNE3 fir die
Auspragung der sagittalen Kraniosynostose verantwortlich sind.

In Abbildung 58 wird ein mdglicher Pathomechanismus bezlglich der regulatorischen Wirkung der
CNEs auf die IHH-Expression und die Entstehung der verschiedenen klinischen Phanotypen
postuliert. Diese hypothetischen Annahmen basieren auf den experimentellen Ergebnissen und
beziehen sich nur auf die regulatorischen Funktionen der verschiendenen CNEs, die Duplikation von
IHH (Familie 1) wird in diesem Modell nicht berlicksichtigt. Im Normalfall (vgl. Abbildung 58 a) wird
IHH durch den Promoter (PR) und einen Enhancer (ENH) in seiner gewebespezifischen Expression
beeinflusst, sodass die bendtigte Menge an Transkript (Transkriptmenge = +) im Zielgewebe
produziert wird. Eine Duplikation die den Enhancer-Bereich umfasst kann die Expression positiv
verandern (gesteigerte Transkriptmenge = ++), was sich wiederum positiv auf den Signhalweg und die
Transkription von IHH-spezifischen Zielgenen auswirkt. Diese gesteigerte Expression der Zielgene,
die fur die Osteoblastenproliferation und -differenzierung verantwortlich sind, resultiert in einer
vorzeitigen Differenzierung zum endgiltigen Knochen. CNE1 (5" des IHH-Gens) kdnnte fur die IHH-
Expression in der Extremitatenknospe (vgl. Abbildung 58 b), die weiter distal gelegenen CNEs (CNE2
und CNE3) konnten einzeln oder in Kombination fur die Expression von IHH an den Schadelndhten
verantwortlich sein (vgl. Abbildung 58 c). Die Duplikationen dieser CNEs bedingen dann eine
gewebespezifische Misexpression von IHH: CNE1 ist damit fur die Syndaktylie, CNE2 und CNE3 fir

die Kraniosynostose verantwortlich.
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Abbildung 58 Schematische Darstellung der Regulation der gewebespezifischen [HH-
Expression und Erklarungsansatz fiur die Entstehung der klinischen Phanotypen.

a) Normale Expression (Transkriptmenge = +) des IHH-Gens, gesteuert durch die Interaktion des
Gens mit dem basalen Promoterbereich (PR) und dem potenziellem Enhancerbereich (ENH). b) Eine
Duplikation des CNE1 erhtht gewebespezifisch die Transkriptmenge des IHH-Gens (++) in den
Extremitaten. und fohrt zum Phanotyp der Syndaktylie. b) CNE2 und CNES3 fordern einzeln oder in
Kombination die Expression von IHH in den Schadelnahten. Duplikation innerhalb dieser Region
fuhren zu einer gesteigerten Transkriptmenge (++) und der klinische Phanotyp der sagittalen
Kraniosynostose entsteht; Elipse = Promoterbereich; Viereck = Enhancer; waagerechter Pfeil =
Transkriptionsstart und Richtung; Pluszeichen steht fir die Expression des IHH-Gens.

Funktionsverlustmutationen innerhalb des IHH-Gens sind intensiv untersucht worden und fihren zu
dem Krankheitsbild der Brachydaktylie Typ Al (BDA1) oder dem klinischen Erscheinungsbild der
akrocapitofemoralen Dysplasie (Hellemans et al. 2003). Aberrationen innerhalb des IHH-Lokus sind
bisher kaum untersucht. Neben den hier beschriebenen Duplikationen ist bei Patienten nur eine

weitere Duplikation beschrieben. Yuksel-Apak et al. (2012) untersuchten einen Patienten mit
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Akrokallosal-Syndrom (MIM 200990), der eine 900 kb Duplikation innerhalb des IHH-Lokus zeigte.
Neben kraniofazialen Fehlbildungen (Makrozephalie, Agenesie des Corpus callosum) ist in diesem
Fall eine starke Polysyndaktylie der Hande und FuR3e beschrieben. Das Mausmodell Doublefoot (Dbf)
weist ebenfalls eine starke Polydaktylie und kraniofaziale Fehlbildungen auf, die sich in einem
vorgewdlbten Kranium und einer verbreiterten Schnauze &ufRern. Dbf ist mit einer 600 kb Deletion am
Ihh-Lokus assoziiert (Babbs et al. 2008). Diese Deletion ist mit einer ektopen Ihh-Expression und einer
erhéhten Gli3-Aktivator Konzentration in der anterioren Halfte der sich entwickelnden Extremitéat
assoziiert (Yang et al. 1998). Es wird angenommen, dass ein lhh-Repressor durch die Deletion
verloren geht, wodurch die ektope Expression von Ihh gefoérdert wird (Yang et al. 1998). Die Dbf
Deletion liegt im Vergleich zu den Duplikationen weiter distal. Ein Patient der Familie 3 weist ebenfalls
eine praaxiale Polydaktylie auf. Die Theorie der Eliminierung eines Repressors bzw. dessen
verringerte Aktivitat in Familie 3, hervorgerufen durch eine erhdhte Distanz zum IHH-Gen via

Duplikation, kdnnte den abweichenden Phanotyp dieses Patienten erklaren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen, dass der IHH-Lokus und die chromosomale Region 2935
fur eine Vielzahl an klinischen Phanotypen verantwortlich ist, vornehmlich Fehlbildungen an den
Extremitaten und des Schadels. In diesem Projekt konnte erfolgreich gezeigt werden, dass CNEs eine
Regulatorwirkung auf die Expression von IHH haben und dass Duplikationen dieser CNEs zu einer
Syndaktylie der Hande und FuBe zum Teil in Kombination mit sagittaler Kraniosynostose
(Kraniosynostose Philadelphia Typ) fuhren. Die genaue regulatorische Funktion der einzelnen CNE fir
die Entstehung der Schadelanomalie bzw. der Extremitatenfehlentwicklung bleibt zu klaren. Es
konnten in diesem Projekt erstmalig potentielle Enhancer des Ihh-Gens nachgewiesen werden, analog

zu der fur SHH bekannten Regulation durch long-range Enhancer wie die ZRS-Region.
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6.3 Duplikationen von BHLHA9 sind mit dem klinischen Phénotyp der Ektrodaktylie
und Tibia Hemimelie (SHFLD) assoziiert, vererbt in einem nicht-Mendelschen

Vererbungsmodus

In diesem Teilprojekt wurden Patienten mit einem unterschiedlichen Schweregrad der Ektrodaktylie
(SHFM), teilweise in Kombination mit einer Tibia Hemimelie (SHFLD), genomweit auf
Kopienzahlverdnderungen untersucht. In einer grof3en brasilianischen Familie mit SHFLD konnten
Lezirovitz et al. (2008) mittels Kopplungsanalysen den genetischen Defekt auf die chromosomale
Region 17p13.1-17p13.3 einschranken (SHFLD3). Bei Patienten aus dieser Familie gelang im
Rahmen dieser Arbeit der Nachweis einer Duplikation von 110 kb auf dem Chromosom 17p13.3 (vgl.
Abbildung 38, Familie 16). Patienten aus weiteren 16 Familien zeigten Duplikationen variabler Grol3e
in Tandemorientierung auf dem Chromosom 17p13.3, die mittels gRT-PCR bestétigt und in ihrer
GroRe naher definiert werden konnten. Eine kanadische Arbeitsgruppe konnte 2011 ebenfalls
Duplikationen auf dem Chromosom 17p13.3 mit dem klinischen Phanotyp SHFLD in Zusammenhang
bringen (Armour et al. 2011). Folglich liegt der Schluss nahe, dass die detektierten Aberrationen in
unserem Patientenkollektiv mit dem klinischen Phanotyp der Ektrodaktylie (SHFM/ SHFLD) assoziiert
sind.

Es ist bekannt, dass SHFM- und SHFLD-Patienten intra-, interfamiliar sowie zwischen den einzelnen
betroffenen GliedmaRen innerhalb eines Individuums einen hohen Variabilitatsgrad bezlglich der
Expressivitat (phanotypische Auspragung) zeigen. Der Phanotyp kann nur einzelne Finger betreffen
(Oligodaktylie), sich in einer Syndaktylie auRern oder teilweise auch zu einer Monodaktylie fihren
(Ausbildung eines einzelnen Fingers) (Duijf et al. 2003). Eine néhere Betrachtung der Phanotypen
aller untersuchten Patienten der 17 Familien in diesem Projekt zeigte ebenfalls eine hohen Variabilitat
beziglich der Ektrodaktylie-Auspragung (vgl. Tabelle 2, Anhang). Die Ektrodaktylie konnte in ca. 25%
nur an einer Extremitat festgestellt werden, 27% zeigten die schwerste Auspragung d.h. alle vier
Gliedmafien waren betroffen. Das Vorkommen einer zusatzlichen Tibiaaplasie/ hypoplasie konnte bei
insgesamt 12 von 17 Familien beobachtet werden, wobei in nur 6 Fallen eine bilaterale Betroffenheit
vorlag. Die Duplikationen innerhalb der Familien variierten stark in ihrer Grof3e von 55kb bis 594kb.
Zwischen dem Schweregrad des Krankheitsbildes und der Duplikationsgrof3e konnte jedoch keine
Korrelation gefunden werden. Die Gré3e der Duplikation scheint somit nicht ausschlaggebend fiir den
Schweregrad der Ektrodaktylie zu sein.

Bei der Untersuchung weiterer Familienangehdriger wurden die Duplikationen innerhalb der
chromosomalen Region 17p13.3 sowohl bei betroffenen als auch bei klinisch nicht betroffenen
Familienangehorigen (Ubertrager) nachgewiesen, d.h. es liegt eine unvollstindige Penetranz vor.
Zusatzlich war ein starker Unterschied zwischen den Geschlechtern festzustellen (vgl. Abbildung 40,
Ergebnisteil). Von den insgesamt 82 untersuchten Individuen waren 40 weiblich und 42 méannlich. Von
den weiblichen Probanden waren 70% Ubertrager und nur 30% Kklinische Merkmalstrager. Bei den
mannlichen Personen war die Verteilung zwischen Ubertragern und Betroffenen vice versa: 70%

zeigten Merkmale der Ektrodaktylie, 30% dagegen waren ohne phanotypische Auffalligkeiten.
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Eine nahere Auswertung des Schweregrades der Ektrodaktylie zwischen weiblichen und méannlichen
Patienten konnte fiir 31 Falle vorgenommen werden. Es zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit fur
eine Betroffenheit aller vier GliedmaRen bei den weiblichen Patienten im Vergleich zu ménnlichen
Patienten starker ausgepragt war (39% vs. 21%). Die Manner wiesen dagegen im Durchschnitt eine
héhere Wabhrscheinlichkeit fir die Betroffenheit nur einer Extremitat auf (35%, Frauen: ca. 23%),
wobei zwischen Hand und FuR3 keine Praferenzen vorlagen. Die Verteilung der Geschlechter bei zwei
bzw. drei betroffenen Extremitaten war jeweils annahernd gleich (ca. 20%). Weibliche Patienten mit
einer 17p-Duplikation zeigten eine gesteigerte Praferenz fur bilaterale tibiale Defekte, unilaterale
tibiale Defizite waren dagegen zwischen den Geschlechtern &hnlich verteilt. Diese Daten
verdeutlichen, dass weibliche Patienten mit einer Duplikation auf dem Chromosom 17p13.3 eine
starkere Auspragung des Ektrodaktylie-Phanotyps beziglich der Anzahl an betroffenen GliedmalRen
zeigten, mit einer hohen Praferenz zu vier betroffenen GliedmaRen. Die Entstehung von bilateralen

tibialen Defekten ist begunstigt.

Es scheint, dass fur die Auspragung der Ektrodaktylie neben einer Duplikation auf 17p13.3 noch ein
weiterer Faktor benétigt wird, der den Unterschied zwischen den Geschlechtern und die reduzierte
Penetranz erklart (modifizierender Faktor). Unter dem Begriff des modifizierenden Faktors versteht
man zusatzliche Defekte (z.B. genetische oder hormonelle) bei einem Patienten mit einer bereits
detektierten Veranderung im Genom, die eine nicht nach Mendel vererbte Erkrankung und deren
Auspragungsgrad erklaren koénnen. Das Thrombozytopenie Radiusaplasie (TAR) -Syndrom (MIM
274000) ist charaterisiert durch eine bilaterale Radiusaplasie und Thrombozytopenie (Mangel an
Blutplattchen) und stellt ebenfalls eine Erkrankung dar, bei der die unvollstandige Penetranz und das
Geschlechterverhaltnis beziglich der Betroffenheit durch einen modifizierenden Faktor erklart werden
konnte. Patienten mit dem TAR-Syndrom weisen eine Deletion innerhalb des Lokus 1g21.1 auf und
zeigen auf dem zweiten Allel zusatzliche nicht-codierende SNPs innerhalb der regulatorischen
Bereiche von RMB8A, das fur eine geregelte Produktion von Thrombozyten verantwortlich ist. Folglich
ist der modifizierende Faktor bei dieser Erkrankung nicht auf dem Deletionschromosom oder einem
anderen Lokus im Genom lokalisiert, sondern auf dem zweiten Allel und &aufert sich durch zwei
verschiedene regulatorische Varianten von RMBS8A (Albers et al. 2012).

Wie bereits erwahnt muss auch in dem hier untersuchten Patientenkollektiv ein modifizierender Faktor
beteiligt sein, der die unvollstandige Penetranz und das Geschlechterverhaltnis bezuglich der
phanotypischen Auspragung erklart. Es kann auf genomischer Ebene, aber auch auf hormoneller
Ebene beziglich des modifizierenden Faktors spekuliert werden.

Der Hormonspiegel an weiblichen (Ostrogenen) bzw. mannlichen (Androgenen) Hormonen koénnte die
unterschiedliche Expressivitat der Ektrodaktylie zwischen den Patienten erklaren. In der 7. SSW
kommt es zur Verkndcherung der langen Rohrenknochen und parallel zur Ausdifferenzierung des
gonadalen Geschlechts. Wissenschaftler aus Florida konnten kirzlich zeigen, dass das Verhéltnis
zwischen dem Zeige- und dem Ringfinger von dem hormonellen Milieu wahrend der Schwangerschaft
abhangig ist. Es konnten die spezifische Rezeptoren fir die Sexualhormone an den Fingerelementen
nachgewiesen werden (Zheng und Cohn 2011). Eventuelle Diskrepanzen zwischen der

Ostrogenrezeptoren-/ Androgenrezeptorenanzahl an den sich entwickelnden GliedmaRen in dem
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untersuchten Patientenkollektiv und Aktivitatsunterschiede der Sexualhormone konnten die
Entwicklung einer Tibiaaplasie/ Hypoplasie erklaren (Ulfig, 2005).

Die Stammbaume zeigen, dass sowohl paternale als auch maternale Vererbung des genetischen
Defekts vorliegen (vgl.Abbildung 63, Anhang). Ein Imprinting-Effekt (epigenetische Pragung) kann

deshalb ausgeschlossen werden.

Innerhalb der kritischen Region (Uberlappungsbereich aller detektierten Duplikationen) ist das Gen
BHLHA9 sowie dessen potenzieller Promoterbereich lokalisiert (vgl. Abbildung 38). Die
Transkriptionseinheit eines Gens setzt sich aus dem codierenden Bereich und dem regulatorischen
Bereich zusammen (Kleinjan und van Heyningen 2005). Veranderungen im regulatorischen Bereich
kénnten analog zu dem beim TAR-Syndrom identifizierten Mechanismus in diesem Fall ebenfalls den
modifizierenden Faktor darstellen. Um die regulatorische Region von BHLHA9 experimentell zu
identifizieren, wurden Luziferase-Assays mit einem promoterlosen Vektor durchgefiihrt (vgl. Kapitel
5.8). In silico Analysen des Bereichs stromaufwarts des Gens identifizierten vier hoch konservierte
Bereiche. Diese Bereiche wurden einzeln und in verschiedenen Kombinationen auf ihr regulatorisches
Potential mit Hilfe des Luziferase-Assays untersucht (vgl. Abbildung 51). Die Ergebnisse zeigten, dass
drei der vier konservierten Bereiche ein regulatorisches Potenzial aufwiesen. Die Transkriptionseinheit
von BHLHA9 setzt sich folglich aus basalen (bis ca 1000bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts)
und distalen Promoterelementen (bis 3000bp stromaufwarts des Transkriptionsstarts) zusammen.
Weiter entfernte Enhancer-Elemente sind moglich, doch zum derzeitigen Standpunkt noch nicht
identifizierbar. Der ca. 2287bp vom Transkriptionsstart lokalisierte Bereich (Prg_TATA_b) induziert die
starkste Luziferase Aktivitdt. In dieser Region liegen potenzielle Bindungsstellen fur den
Transkriptionsfaktor AP2. AP2-Proteine sind involviert in Zellwachstumsprozesse, Zelldifferenzierung
und Apoptose. AP2-Missense-Mutationen sind assoziiert mit dem Char-Syndrom, das u.a. durch
Handanomalien (Aplasie oder Hypoplasie der Kleinfinger-Mittelphalanx) gekennzeichnet ist (Hilger-
Eversheim et al. 2000). Es kann spekuliert werden, dass Veranderungen innerhalb dieser Region die
Bindungsaffinitat von AP2 verandern, wodurch die Expression von BHLHA9 beeintrachtigt wird.

Nach der Definierung der Transkriptionseinheit von BHLHA9 wurden die Indexpatienten auf mégliche
genomische Veranderungen innerhalb der regulatorischen Elemente untersucht. Es zeigte sich, dass
keine genomischen Veradnderungen, die den modifizierenden Faktor bezlglich der
Geschlechterverhéltnisse der Ektrodaktylieauspragung erklaren koénnten, vorlagen. Ein weiterer
genetischer Defekt innerhalb der chromosomalen Region 17p13.3 oder an einem anderen Lokus im
Genom konnte die Geschlechtsverhaltnisse beziiglich der Entstehung der Ektrodaktylie erklaren. Die
Grundlage des ungleichen Geschlechterverhaltnisses kann zum derzeitigen Stand nur spekulierend
betrachtet werden. Insgesamt Ilasst sich feststellen, dass bei weiblichen betroffenen
Duplikationstragern im Vergleich zu mannlichen Patienten der Phé&notyp meist schwerer ausgepréagt
ist. 60% der betroffenen Patienten mit einer 17p-Duplikation wiesen tibiale Defekte auf, ein starkes

Indiz dafur, dass eine Duplikation innerhalb dieser Region die Entstehung tibialer Defekte fordert.

Die GroRe und Lage der Duplikationen ist zwischen den untersuchten Familien jeweils verschieden,

doch weisen alle detektierten Aberrationen einen gemeinsamen Uberlappungsbereich von ca. 11,8kb
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auf (chrl7: 1117153-1128992, hg18). Dieser Bereich ist in der Datenbank flir genomische Variationen
(http://projects.tcag.calvariation/) nicht aufgefiihrt und ist bis jetzt auch nicht mit dem klinischen
Phanotyp SHFM/ SHFLD assoziiert worden. Mikrodeletionen in der chromosomalen Region 17p13.3
sind hingegen mit dem klinischen Phanotyp des Miller-Dieker-Syndroms (MDS) assoziiert (Bruno et al.
2010). Das Miller-Dieker-Syndrom ist phé&notypisch gekennzeichnet durch mentale Retardierung (MR),
Entwicklungsstorungen und Autismus. Neben Mikrodeletionen sind bei Patienten mit mentalen
Retardierungen, Entwicklungsstérungen und Autismus auch Duplikationen innerhalb der
chromosomalen Region 17p13.3 beschrieben worden (Bruno et al. 2010). Die bisher beschriebenen
Patienten mit MDS, mentaler Retardierung oder Entwicklungsstérungen mit Aberrationen im Bereich
17p13.3 zeigen keine Extremitatenfehlbildungen. Die kritische Region in unserem Patientenkollektiv
Uiberschneidet sich nicht mit den bereits detektierten Aberrationen auf dem telomeren Abschnitt des
Chromosoms 17 (vgl. Abbildung 59).

17p133
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Abbildung 59 Ubersicht der kritischen Region auf 17p13.3, welche mit neuronalen und
extremitatenspezifischen Phénotypen in Assoziation gebracht werden.

Die farbig markierten Boxen kennzeichnen kritische Regionen fur das Miller-Dieker-Syndrom (MDS,
blau), mentale Retardierung und Autismus (MR, grin, orange) sowie faziale Dysmorphien (grin,
orange). Die kritische Region des Patientenkollektivs mit SHFM/ SHFLD (rot) Giberschneidet sich nicht
mit den anderen kritischen Regionen (nach Bruno et al., 2010).

Da das Gen BHLHA9 als einziges Gen in der kritischen Region fur SHFLD lokalisiert ist, ist eine
Bedeutung dieses Gens fir die Skelettentwicklung im Allgemeinen und bei einer Veranderung dieses
Gens fir die Entstehung der Ektrodaktylie und der tibialen Defekte sehr wahrscheinlich. BHLHA9
kodiert fur einen potenziellen Transkriptionsfaktor, aus der Helix-Loop-Helix (HLH)-
Transkriptionsfaktorfamilie. Das Protein weist neben der HLH-DNA-Bindedomé&ne zusatzlich ein

basisches Bindemotiv und eine prolinreiche Region auf, welche fiir die DNA-Bindung bzw. die korrekte
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Proteinfaltung verantwortlich sind. Man unterscheidet bei BHLH-Proteinen unterschiedliche Typen,
welche von A bis F bezeichnet werden. Typ A- und B-Proteine binden an E-Box Sequenzen innerhalb
der DNA (Sequenzmotiv.: CANNTG). Proteine des Typs C erkennen die Bindemotive ACGTG oder
GCGTG und weisen stromabwarts der HLH-Domane eine weitere DNA-spezifische
Erkennungsdomane auf (PAS, Period, Aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator, Single-minded)
auf. Proteine des Typs D besitzen kein basisches Bindemotiv. Sie bilden Heterodimere mit Proteinen
der Gruppe A. BHLHE-Proteine binden an N-Boxen (Bindemotiv: CACGCG, CACGAG) und weisen
eine zusatzliche Doméane auf (Orange-Domane). Die Proteine des Typs F interagieren zusatzlich tber
eine COE-Domane mit der DNA, welche aber auch die Dimerisierung férdert. HLH-Proteine liegen
meist als Homodimere oder Tetramere vor und sind an diversen regulatorischen Signalwegen
wahrend der Entwicklung beteiligt. BHLH-Proteine, wie z.B. Hand2 und Twistl wirken wahrend der

Extermitatenentwicklung mit (Jones 2004).

Uber das Expressionsmuster und die Funktion von BHLHA9 ist derzeit nichts bekannt. Nach der
Identifizierung der homologen Bereiche fur das BHLHA9-Gen im Maus-, Hihnchen- und Zebrafisch-
Genom wurde dessen Funktion in in vitro und in vivo Experimenten naher untersucht. Um einen ersten
Eindruck Gber die Expression von Bhlha9 wahrend der Embryonalentwicklung und besonders
wahrend der Extremitatenentwicklung zu bekommen, wurden RNA in situ Experimente an Embryonen
aus verschiedenen Spezies durchgefuhrt (Maus, Hilhnchen, Zebrafisch, vgl. Abbildung 41). Es zeigte
sich, dass dieses Gen wahrend der Extremitatenentwicklung in der Progresszone (PZ) exprimiert wird
(vgl. Vibratomschnitte, Abbildung 42 und Abbildung 43). Die PZ ist unterhalb der AER befindlich und
besteht aus einem mesenchymalen undifferenzierten Zellpool. Dieser Zellpool, zusammen mit der
AER, ist vor allem fir die Entwicklung der Skelettelemente sowie anderer Gewebekomponenten von
proximal nach distal verantwortlich. Mitglieder der Fgf-Familie sind wahrend dieses
Entwicklungsprozesses mafigeblich fur den geregelten Ablauf verantwortlich. Die AER steht mit der
PZ in einem positiven Feedback-Loop. Die Signalmolekule Fgf4, Fgf8, Fgf9 und Fgfl7 werden von der
AER exprimiert und beeinflussen positiv die Zellteilung (Proliferation) und/ oder die Aufrechterhaltung
des undifferenzierten Zellzustands in der PZ. Fgf10 wird von den distalen Mesenchymzellen der PZ
exprimiert und durch Fgf8 in seiner Expression gefordert. Im Gegenzug beeinflusst Fgfl0 die
Aufrechterhaltung der AER (vgl.Kapitel 1.4.1) (Lewandoski et al. 2000; Zeller et al. 2009).
Transkriptionsfaktoren des BHLH-Typs sind in Prozesse der Zellproliferation, -differenzierung sowie
verschiedene Entwicklungsprozesse wahrend der Embryogenese (u.a. Neurogenese, Myogenese,
Herzentwicklung) involviert (Stevens et al. 2008). Das Expressionsmuster von Bhlha9 gibt einen
ersten Hinweis auf eine mdgliche Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors wéahrend der
Zellproliferation in der PZ.

Die Ergebnisse der funktionellen Analysen im Zebrafisch unterstiitzen die Annahme, dass Bhlha9 eine
Aufgabe wahrend der frihen Extremitatenentwicklung ausibt (vgl. Kapitel 4.6). Die
Pektoralflossenentwicklung der Zebrafische zeigt eine hohe Ubereinstimmung beziiglich der
Signalwege zur murinen Extremitatenentwicklung. Ein Knockdown von bhlha9 zeigte eine starke
Langenreduktion der Pektoralflossen, im Vergleich zum Wildtyp (vgl. Abbildung 44). Die

Pektoralflossen in den behandelten Zebrafischen waren um die Halfte verkiirzt und zeigten eine
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kegelférmige Gesamtstruktur (vgl. Abbildung 48). Aufgrund dieser Reduktionsdefekte waren die
Fische in ihrer Motorik gestért und die Fortbewegung erfolgte strudelnd und/ oder kreisend. Die RNA
in situ Hybridisierung von Morpholino-behandelten Zebrafischen im Vergleich zum Wildtyp zeigte,
dass die spezifischen Zonen/ Regionen, die wéhrend der Extremitatenentwicklung ausgebildet
werden, auch in den behandelten Zebrafischen existent waren. Die AER, die ZPA sowie die
Expression von bmp2b und bmp4 waren an den entsprechenden Lokalisationsorten zu finden (vgl.
Abbildung 50). Die Flosseninduktion an sich ist gegeben, doch kénnen vermutlich aufgrund von
Interaktionsstérungen zwischen der PZ und der AER die Proliferation und das damit verbundene
Langenwachstum nicht aufrechterhalten werden.

Die RNA in situ Experimente demonstrierten, dass die fgf8 Expression in den Morpholino-behandelten
Zebrafischen gestort ist (vgl. Abbildung 50). Anstatt einer Expression im Bereich der gesamten AER
ist eine starke Konzentrierung von fgf8 im distalen Bereich der Pektoralflosse zu beobachten, anterior
und posterior ist fur fgf8 hingegen nur eine reduzierte Expression nachweisbar. fgf10 steht in einem
positiven Feedback Loop mit fgf8, wodurch die Proliferation und der undifferenzierte Zellzustand der
Zellen in der PZ aufrechterhalten wird. Ein Knockdown von bhlha9 beeinflusst direkt oder indirekt
(Uber fgfl0) die Expression von fgf8 und resultiert in dem beschriebenen verdnderten
Expressionsmuster dieses Gens. In der Folge wird die Aufrechterhaltung der AER-Struktur gestért und
die Proliferation der Zellen innerhalb der PZ reduziert. Die kegelférmige Struktur der Pektoralflosse bei
den Morpholino-behandelten Zebrafischen lasst sich folglich durch eine reduzierte Interaktion
zwischen der PZ und der AER erklaren (vgl. Abbildung 60). Es kann spekuliert werden, dass bhlha9
wahrend der pektoralen Flossenentwicklung als positiver Transkriptionsfaktor fungiert, der die

Proliferation in der PZ Uber eine direkte oder indirekte Interaktion mit fgf8/ fgf10 beeinflusst.

a) b)

Normal Morpholino

Abbildung 60 Entstehungsmechanismus einer verkirzten Pektoralflosse durch einen Knock-
down von bhlha9.

a) Die apikale ektodermale Randleiste (AER, rot) und die Progresszone (PZ, griin) sind maRgeblich
fur das Langenwachstum der Pektoralflosse verantwortlich. Ein positiver Feedback Loop zwischen
fgfl0 und fgf8 fordert den Erhalt des undifferenzierten Zellzustandes innerhalb der PZ sowie deren
Proliferation. bhlha9 wird in der PZ exprimiert und kénnte die fgf8 und/oder fgf10 Expression positiv
(+) beeinflussen. b) Ein Knockdown von bhlha9 fuhrt zu einem veradnderten Expressionsmuster von
fgf8 und beeinflusst die Interaktion zwischen fgf8 (AER) und fgf10 (PZ), wodurch die Ausbildung der
AER beeintrachtigt wird. Durch die Fehlentwicklung der AER und die veranderte Expression von fgf8
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und/oder fgfl0 wird die Zellproliferation negativ beeinflusst und eine verkirzte und kegelférmige
Pektoralflosse entsteht.

Eine Untersuchung alterer Stadien zeigte, dass die Wirkung des Morpholinos mit zunehmender Zeit,
wie erwartet, nachlasst, da durch Zellteilungsprozesse die Konzentration des injizierten Morpholinos
geringer wird (vgl. Abbildung 46). Bei geringer Konzentration des bhlha9-Morpholinos, kann das Gen
wieder ohne Beeintréachtigung exprimiert werden und somit seine Funktion in der PZ aufnehmen,
wodurch ein gesteigertes Langenwachstum der Zebrafische nach 5 Tagen zu erklaren ist. Das
Langenwachstum der Pektoralflosse nach 7 Tagen entspricht fast anndhernd dem Wildtyp (vgl.
Abbildung 46, Abbildung 47).

Die Hypothese, dass eine Stérung der AER-Aufrechterhaltung das Langenwachstum und die
Formgebung der Pektoralflosse bei den behandelten Zebrafischen beeinflusst, wird durch
unterschiedliche SHFM-Mausmodelle unterstitzt (Duijf et al. 2003). Die Signale, die von der AER an
die umgebenden Gewebe abgegeben werden, sind fir das Langenwachstum und die korrekte
Musterausbildung der Extremitat verantwortlich (Zeller et al. 2009). Eine Stérung der AER-Funktion
und damit einhergehend eine Beeintrachtigung der Fgf-Signale bedingt im Mausmodell die
Entstehung einer Ektrodaktylie. Die simultane Deletion der Gene DIx5 und DIx6 in der Maus, ein
Modell fur SHFEM1, fiihrt zu einem Verlust an Zellen im medianen Bereich der AER, und reduzierter

Proliferation (Crackower et al. 1998) .

Die chromosomale Region 17p13.3, welche in unserem Patientenkollektiv betroffen ist, umfasst
maximal 656kb (chrl7: 649,335-1306294, hg18) und enthalt die Gene NXN, TIMM22, ABR, BHLHAY,
TUSCS5, YWHAE und CRK. Die orthologen Gene sind im murinen Genom auf dem Chromosom 11B5
im mittleren Part lokalisiert (vgl. Abbildung 61). Eine genauere Betrachtung dieser chromosomalen
Region zeigt, dass sich die Anordnung dieser Gene wahrend der Evolution zwischen Mensch und
Maus durch eine Inversion und zusatzliche abweichende Inserierung eines Teilabschnitts (RPH3AL,
DOC2B) verandert hat. Die Gene Nxn, Timm22, Abr, Bhlha9 und Tusc5 bilden ein Cluster (chr11B5:
76070700-76512166, mm8) und sind im telomeren Bereich der chromosomalen Region 11B5
lokalisiert. Die Gene Crk und Ywhae liegen, im Gegensatz zum humanen Genom, invertiert und zum
Centromer orientiert vor (chr11B5:75492761-75579347, mm8) (Yingling et al. 2003).
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Abbildung 61 Vergleich der Anordung der Gene der chromosomalen Region 17p13.3 mit der
orthologen Region des murinen Chromosoms 11. Die Farben kennzeichnen die orthologen
Bereiche auf den jeweiligen Chromosomenabschnitten (nach Yingling et al. 2003).

Aufgrund dieser Syntenieaufldsung im murinen Genom ist es sehr schwer, die Entstehung der
Ektrodaktylie mit Hilfe eines Mausmodells nachzuvollziehen. Wenn nur das Gen Bhlha9 fir die
Ektrodaktylie-Entstehung verantwortlich sein sollte, kdnnte dies im Mausmodell ohne Probleme
untersucht werden, aber ein zusatzlicher Positionseffekt wirde die Erforschung mafgeblich

erschweren.

Um die Konsequenz einer Duplikation von Bhlha9 beurteilen zu kénnen, wurde unter der Verwendung
von modifizierten ES Zellen (C2 Zellen, vgl. Kapitel 4.8) eine zuséatzliche Kopie des BHLHA9-Gens mit
seinem potenziellem Promoterbereich in den ColAl Lokus integriert. Mit Hilfe dieses
Versuchsansatzes lasst sich schnell und eindrucklich zeigen, ob die Entstehung der Ektrodaktylie
durch eine zusatzliche Kopie des Gens, also einen reinen Dosiseffekt gefordert wird, oder ob es sich
um einen Positionseffekt handelt und zusétzliche Regionen innerhalb der duplizierten Region bendtigt
werden. Eine zuséatzliche Kopie des Gens auf dem ColAl Lokus zeigte keinen veréanderten Phanotyp
in den Mausen (vgl. Abbildung 54). Das Nichtvorhandensein eines Extremitaten-Phanotyps bei den
untersuchten Mausen kann unterschiedliche Griinde haben. Das Gen Bhlha9 mit seinem endogenen
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Promoterbereich wurde zwar in den ColAl Lokus kloniert, doch ist die Aktivitat des Promoters an
diesem Lokus nicht gewahrleistet. Es ware mdoglich, dass der Promoter wahrend der Extremitaten-
entwicklung (E9.5-E11.5) am ColAl-Lokus nicht aktiv ist, da seine endogene cis-regualtorische
Umgebung fehlt. Weiterhin bleibt unklar, ob die Mause ein erhdhtes Bhlha9-Level zeigen. Um dies
festzustellen, misste die RNA der Vorder- und Hinterextremitaten modifizierter Mause sowie von
Wildtypen isoliert werden und der quantitative Nachweis an Bhlha9-Transkript Glber qPCR oder des

Proteins (Western Blot Verfahren) durchgefiihrt werden.

Ein weiterer Diskussionsaspekt ist der Positionseffekt. RNA in situ Hybridisierungen der benachbarten
Gene zeigten teilweise lberlappende Expressionsmuster mit Bhlha9 (vgl. Abbildung 55). Diese Gene
sind bis jetzt nicht ndher beziglich der Extremitatenentwicklung untersucht worden, doch kann eine
Beteiligung nicht ausgeschlossen werden. Die telomere Region 17p13.3 kénnte ein Cluster von
extremitatenspezifischen Genen darstellen und eine Aberration innerhalb dieser Region kénnte einen
Funktionsverlust hervorrufen. Es kann spekuliert werden, ob die Gene Nxn, Abr, Timm22, Bhlha9,
Tusc5 alle von einem gemeinsamen extremitatenspezifischen Enhancer in ihrer Transkription
beeinflusst werden. Dieser spezifische Enhancer kénnte innerhalb der kritischen Region befindlich
sein oder durch Aberrationen in seiner regulativen Funktion beeintrachtigt werden. Die Gene Crk und
Ywhae konnen beziiglich einer Beteiligung der Ektrodaktylie-Entstehung ausgeschlossen werden. Sie
zeigten keine eindeutige Expression in den Extremitdten. Das Gen Ywhae weist eine ubiquitare
Expression im ektodermalen Gewebe auf, was eine Beteiligung dieses Gens an der Entstehung fir
Ektrodaktylie abschwécht. Um zu untersuchen, ob die benachbarten Regionen zu Bhlha9
verantwortlich fir die Entstehung der Ektrodaktylie mit verschobenem Geschlechterverhaltnis sind,
musste eine der in Patienten detektierten Duplikationen im Mausmodell nachgestellt werden, was

durch die nicht vollstandige Syntenie erschwert wird.

Mit Hilfe der in vivo Experimente im Zebrafisch konnten erste Hinweise auf die Funktion von bhlha9
bezuglich der Extremitatenentwicklung gewonnen werden. Ausgehend von den RNA in situ Analysen
und den Injektionsexperimenten kann folgende Hypothese zur Entstehung der Ektrodaktylie erstellt
werden: Bhlha9 wird wahrend der friihen Entwicklung der Extremitatenknospe in der PZ exprimiert.
Wahrend eines bestimmten Zeitfensters, in dem die einzelnen Strahlen der Extremitat gebildet und
definiert werden, beeinflusst Bhlha9 mafigeblich die Transkription von Fgf8 und/ oder Fgf10. Dies
kann direkt geschehen, oder indirekt Uber dessen positiven Feedback-Loop. Kommt es im Patienten
zu einer Duplikation, unter Beteiligung der kritischen Region auf 17p13.3 und ist der modifizierende
Faktor gegeben, so kommt es zu einer Fehlregulation von BHLHA9 und die Zellproliferation wird
gestort. Die Zellen kénnten demnach vorzeitig differenzieren. Eine andere Mdoglichkeit wére die

gesteigerte Apoptose von Zellen in der PZ, geférdert durch eine Aberration auf 17p13.3.
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7 Ausblick

Die Prozesse der frihen Embryonalentwicklung bedingen eine Vielzahl an Signalmolekilen, die Uber
komplexe Signalnetzwerke miteinander in Verbindung stehen. Punktmutationen sowie strukturelle
Veranderungen im Genom kdnnen einzelne Gene, Genkomplexe oder auch regulatorische Bereiche

in ihrer Funktion beeintrachtigen und zu pathogenen Erkrankungen fiihren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Extremitatenfehlbildungen nicht nur durch
Punktmutationen, sondern auch durch strukturelle Imbalancen im Genom entstehen kdnnen. Die
Aberrationen beeintrachtigten entweder die Regulation eines Gens (Projekt 1: SHH, Projekt 2: IHH)
oder aber auch direkt die Funktionalitat eines Gens (Projekt 3: BHLHA9). Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten und bestéatigen, dass Aberrationen im Genom einen wichtigen Anteil beziglich der Entstehung
von angeborenen Fehlbildungen darstellen und dass die Array-CGH-Technologie eine adaquate

Methodik zur Detektion von genomischen Aberrationen darstellt.

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit stellen interessante Ausgangspunkte fir ein weiteres

experimentelles Vorgehen dar.

Um zu klaren, inwiefern die GroRe und Lage von Duplikationen innerhalb der ZRS-Region relativ zum
SHH-Gen mit dem jeweiligen klinischen Phanotyp von Patienten korreliert, sollten die detektierten
Aberrationen im Mausmodel nachgestellt werden. Die detaillierte Analyse dieser Mause konnte
Aufschlu® Uber diesen Kausalitdtszusammenhang geben. Des Weiteren kdnnte untersucht werden,
inwiefern solche Duplikationen die Expression von Shh sowie die nachfolgenden Signalkaskaden

beeinflussen.

Im zweiten Projekt konnte gezeigt werden, dass Aberrationen am IHH-Lokus mit Syndaktylien und
sagittaler Kraniosynostose assoziiert sind. Die Untersuchung der kritischen Region deckte drei
hochkonservierte Regionen (CNE 1 bis 3) auf, die in in vivo Experimenten eine Rekapitulation des Ihh-
Expressionsmusters hervorriefen. Um die Rolle der drei CNEs besser beurteilen zu kdénnen, sollten
Mausmodelle generiert werden, die den humanen Defekt vollstandig rekapitulieren (Duplikation der
drei CNEs) bzw. nur bestimmte CNEs dupliziert vorliegen haben. Anhand dieser experimentellen
Vorgehensweise konnte gezeigt werden, ob die drei CNEs unterschiedliche regulatorische Potenziale

bezuglich der IHH-Expression aufweisen.

Mittels in vitro und in vivo Experimenten konnten erste funktionelle Erkenntnisse beziglich der
Genfunktion von BHLHA9 (Projekt 3) im extremitatenspezifischen Kontext gewonnen werden. Es
bleiben aber noch viele Fragen zu klaren: Inwiefern beeinflusst BHLHA9 die Extremitatenentwicklung
im Detail? Kommt es innerhalb der PZ zu einer Apoptose der mesenchymalen Vorlauferzellen oder
wird lediglich deren Proliferation beeintrachtigt? Warum zeigt sich im untersuchten Patientenkollektiv
eine solch starke Geschlechterwendigkeit beziglich der Penetranz und Expressivitdt? Welcher
zusétzliche Faktor wird bendétigt, um die Entstehung von SHFM/ SHFLD zu férdern? Um diese
verschiedenen Fragestellungen zu kléaren, sollten mehrere Mausmodelle generiert werden, in denen

z.B. der humanen Defekt rekapituliert wird (Duplikation der kritischen Region), zum anderen das Gen
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als solches vollstandig ausgeschaltet wird (Knockout). Es bleibt des Weiteren zu klaren, inwiefern die

benachbarten Gene Einfluss auf die Enstehung der Ektrodaktylie haben.
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8 Zusammenfassung

Veranderungen im Genom fordern die genomische Vielfalt zwischen Individuen und Spezies, kdnnen
aber auch Fehlentwicklungen wahrend der frihen Embryogenese hervorrufen. In den letzten Jahren
konnte eindriicklich gezeigt werden, dass strukturelle Aberrationen (Deletionen, Duplikationen,
Inversionen, Translokationen) fur die Entstehung von verschiedenen Krankheiten und Fehlbildungen

verantwortlich sein kénnen.

In dieser Arbeit wurden Patienten mit verschiedenen angeborenen Fehlbildungen der Extremitaten
mittels hochaufldsender Array-CGH untersucht, um genomische Aberrationen im Genom als mdgliche

Ursache fur die Fehlbildungen zu detektieren.

Da die Entwicklung des Skelettsystems bei Vertebraten ein sehr komplexer Prozess ist, der die
Beteiligung und korrekte Interaktion einer Vielzahl an Signalmolekilen erfordert, stellen die
Extremitaten ein gutes Modellsystem fir die Untersuchung von zellularen Interaktionen und
interzellularen Signalliibertragungen dar. Fgf8, Shh und Ihh sind wichtige Signalmolekile wéhrend der
frihen Extremitatenentwicklung. Sie beeinflussen das distale Langenwachstum, die anterior-posteriore
Musterausbildung und den Prozess der Verkndcherung (endochondrale Ossifikation). Konzentrations-
oder Strukturdanderungen von Molekulen, die wahrend der Gliedmal3enentstehung von Bedeutung
sind, kdnnen einzelne Signalwege in ihrer Aktivitdt so beeinflussen, dass Fehlentwicklungen von

einzelnen Skelettelementen oder von der gesamten Extremitét die Folge sind.

In Projekt 1 wurden Patienten mit dem klinischen Erscheinungsbild einer Polysyndaktylie, einer
Syndaktylie Typ IV (SD V) sowie mit dem klinischen Erscheinungsbild des Laurin Sandrow Syndroms
(LSS) auf genomische Aberrationen analysiert. Es konnten Duplikationen mit nicht-rekurrenten
Bruchpunkten auf dem Lokus 7qg36.3 nachgewiesen werden. Diese Uberlappenden Aberrationen
befanden sich innerhalb der cis-regulatorischen Enhancer-Region (ZRS-Region) des SHH-Gens, das
fur die korrekte Expression von SHH wahrend der Extremitéatenentwicklung verantwortlich ist. Aus
vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass Punktmutationen, aber auch strukturelle Veranderungen
innerhalb dieser Region, mit Handfehlbildungen (Polysyndaktylie und triphalangealer Daumen)
assoziiert sind. Im Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Handfehlbildungen mit einer Fehlexpression
von SHH in Verbindung gebracht werden, sowie erstmalig die genetische Ursache fir das LSS

identifiziert werden.

In Projekt 2 wurden Patienten mit einer Syndaktylie der Hande und FiRe zum Teil in Kombination mit
einer sagittalen Kraniosynostose (Kraniosynostose Philadelphia Typ) mit der Array-CGH Methode
untersucht. Es konnten Uberlappende nicht-rekurrente Duplikationen detektiert werden, die am IHH-
Lokus auf Chromosom 2 lokalisiert waren. Der Uberlappungsbereich beinhaltete konservierte
Regionen, fur die in in vivo -Experimenten eine regulatorische Funktion gezeigt werden konnte. Diese
Elemente induzieren eine mit dem lhh-Wildtyp Uberlappende Expression des Reportergens in den
Extremitaten und an den Schadelnahten. Es konnte erstmalig eine Enhancer-Region fiir Ihh ausfindig
gemacht werden, die vermutlich die orthologe Region zu der ZRS-Region darstellt und fir eine

korrekte Expression von Ihh verantwortlich ist. Die Ergebnisse sprechen fiir eine wichtige Rolle von
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IHH wahrend der Schadelentwicklung und erweitern die Bedeutung von IHH auf die desmale

Ossifikation.

Das Projekt 3 beschaftigte sich mit Patienten, die den klinischen Phanotyp der Ektrodaktylie in
Kombination mit tibialen Defekten (SHFLD) aufwiesen. Eine Untersuchung von 17 Familien deckte
Uberlappende Duplikationen auf dem Chromosom 17p13.3 mit nicht-rekurrenten Bruchpunkten auf.
Der gemeinsame Uberlappungsbereich, d.h. die kritische Region, beinhaltete das Gen BHLHAS9,
welches bis jetzt in seiner Funktion nicht ndher definiert war. Das Expressionsmuster wahrend der
Embryonalentwicklung bei Mausen, Huhnchen und Zebrafisch ergab eine extremitatenspezifische
Expression in der Progresszone der Extremitatenknospe. In vivo Analysen dieses Gens im
Modellsystem Zebrafisch zeigten dessen Relevanz wahrend der Extremitatenentwicklung. Die
Stammbaumanalyse der 17 Familien demonstriert eindricklich das Vorliegen einer unvollstandigen
Penetranz und eine stark ausgepragte Verschiebung des Geschlechterverhéltnisses, eine sogenannte
Geschlechterwendigkeit. Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass zusatzlich zu der
Duplikation auf dem Chromosom 17p13.3 ein modifizierender Faktor bendétigt wird. Um diesen Faktor

zu identifizieren sind weiterfihrende Untersuchungen notwendig.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass strukturelle Aberrationen fur eine Vielzahl von
angeborenen Fehlentwicklungen verantwortlich sind. Sie kénnen, wie im Fall der Spalthand-
SpaltfuRfehlbildungen, die Funktionalitdt eines Gens direkt beeinflussen oder aber, wenn sie nicht-
kodierende Bereiche des Genoms betreffen, durch die Verdnderung von regulatorischen Elementen

und der Interaktion zwischen Regulatoren und dem Zielgen, indirekt auf die Zielgene wirken.
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9 Summary

Genomic rearrangements lead to genomic diversity between individuals and species, however, they
can also cause developmental defects during the early embryogenesis. In the last years structural
variations (deletions, duplications, inversions, translocations) have been shown to cause human

developmental defects such as limb malformations.

The complex process of skeletal development in vertebrates needs a multitude of different signaling
molecules, interacting in the right and specific manner. In this context, the limbs represent a good
model to examine cellular interactions and intercellular communication. Signaling molecules like Fgf8,
Shh and Ihh are very important during this process. They influence the proximal-distal outgrowth, the
anterior-posterior patterning and the process of endochondral ossification. Changes in the
concentration or structure of these signaling molecules can influence downstream pathways negatively

and can cause malformations of single skeleton elements and the whole extremity.

In this study patients with different congenital limb malformations were analyzed by high resolution
array CGH for genomic aberrations i.e. deletions (losses) and duplications (gains).

In the first project a patient cohort with the clinical phenotypes of polysyndactyly, syndactyly type 1V
(SD 1IV) and the Laurin-Sandrow syndrome (LSS) were analyzed. Duplications with non recurrent
breakpoints were detected in all affected patients at the SHH locus on chromosome 7g36.3. These
aberrations were encompassing the limb specific enhancer of SHH (ZRS) which promotes the
expression of SHH during early limb development. It is known that point mutations but also structural
aberrations at the ZRS region lead to limb malformations like polysyndactyly and the clinical
phenotype of a triphalangeal thumb. We could show that a range of hand anomalies, including the
LSS, are associated with microduplications most likely causing a misexpression of SHH. It was the

first time that the genetic cause of LSS could be identified.

The focus of the second project was on patients with syndactyly of the hands and feet partly in
combination with sagittal craniosynostosis (craniosynostosis type Philadelphia). Non-recurrent
duplications at the IHH locus were identified in all affected patients. The critical region contained highly
conserved non-coding elements which have regulatory functions in limb as well as skull development
as demonstrated by in vivo experimental approaches. The expression pattern of a reporter gene
showed an overlapping expression pattern with the wildtype lhh expression in the limb and skull
sutures. It was the first time that an enhancer region for Ihh was identified which could represents the
equivalent to the ZRS-region of Shh gene. Furthermore our results demonstrate the importance of lhh
not only during the endochondral ossification, but also in the process of desmal ossification.

In the third project 17 families with ectrodactyly in combination with tibial defects (SHFLD) were
analyzed by array CGH. All of the affected individuals carried non-recurrent duplications on 17p13.3
which overlap in a 9,1kb region containing a single gene BHLHA9. The function of BHLHA9 was so far
unknown. RNA in situ hybridization for this gene in mouse, chicken and zebrafish showed an

expression pattern within the progress zone of the limb bud. In vivo analyses of this gene by
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Morpholino knock-down in the model system zebrafish resulted in severe reduction of fin outgrowth,
thus, revealing the functional relevance of Bhlha9 during early fin development. Based on the
pedigrees of the 17 families an incomplete penetrance and a strong sex bias regarding the clinical
phenotype were shown. One can speculate that in addition to duplications on chromosome 17p13.3 a
modifying factor is needed for expressivity of phenotype. For this approach additional experiments are

required.

Based on these results it was further strengthened that genomic aberrations can cause a number of
different congenital malformations. These aberrations can alter the function of one gene in a direct
way (like in our patient cohort with SHFLD) or can influence the regulatory function of enhancer
elements. Such aberrations are located within conserved noncoding regions and can influence the

right interaction between the enhancer-element and its target gene.
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11.3 Abklrzungsverzeichnis

A
AER
ALB
Amp
ATP
BBR
BCIP
BDAl1
BHLHA9
bidest
BMP
bp

C

°C

c2
Cen
CGH
Ch
CNE
CNV
CO,
ColAl
D
DEPC (D)
DIG
DLX
DNA
dNTPs
DPE
DSS
E

Adenin

Apikale ektodermale Randleiste
Albumin

Ampicillin

Adenosintriphosphat

Boehringers Blocking Reagent
5-Bromo-4-Chlor-3-Indolylphosphat
Brachydaktylie Typ Al

Basic helix-loop-helix family, member a9
zweifach destilliert

Bone morphogenetic protein
Basenpaare

Cytosin

Grad Celsius

spezifisches ES-Zelllinie (Open Biosystems)

Centromer

Comparativ genomic Hybridisation

Chicken (Speziesbezeichnung: Hihnchen)

Conserved noncoding element
copy humber variation
Kohlenstoffdioxid

Collagen alpha type |
Deutschland
Diethylpyrocarbonate
Digoxygenin

Distal-less homeobox
Desoyribonucleinacid
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate
Downstream promoter element
Dosage-sensitive sex revearsal

Mouse embryonic day
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E3 “Zebrafisch-Puffer”

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EN Engrailed

ENH Enhancer-Element

ES Embryonale Stammzellen

FA Formamid

FCS Fetales Kélberserum

FGF Fibroblast growth factor

Flp Flippase

FoSTeS Fork stalling and template switching
Frt Flippase-Recombinase-Target-Erkennungssequenz
G Guanin

GLI Gliotactin

GOl Gene of interest

H,O Wasser

HBSS Hanks Bufffered Saline Solution
HEK293 Human Embryonic Kidney 293 cells
HH Hamburger-Hamilton-Stadien

HISS Hitze inaktiviertes Schafserum

h Stunde

HOX Homeobox gene

hpf hours post fertilization

hygro Hygromyzin

Hyp Hybridisierung

IHH Indian Hedgehog

Inr Initiator

kb Kilobase(n)

L Liter

Lacz Gen, codiert fir das Enzym [3-Galacisidase (E. coli)
LB Luria Bertami

LCR Low copy repeat

LIF Leukemia inhibitory factor
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LMBR1 Limb region 1 homolog

LSS Laurin-Sandrow Syndrom

m Mili

M Molar

MCS multibel Klinierungsstelle (cloning site)
mg Miligramm

min Minute

ml Mililiter

MMBIR Microhomology mediated break-induced replication
MO Morpholino

NAHR Non allelic homologous recombination
NBT Nitro blue tetrazolium

ng Nanogramm

NHEJ Nohomologous end joining

P Primer(paar)

p pico

P(A) polyA-Signal

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PFA Paraformaldehyd

pH potentium hydrogenii

PK Proteinase K

PPR Parathyroidhormon related peptide Rezeptor
PR basaler Promoter

PTHrP Parathyroid hormone related peptide
Pz Progress-Zone

gRT-PCR Quantitative Real-Time-PCR

RNA Ribonucleinacid

rpm Revolutions per minute

RQ Relative Quantifizierung

RT Raumtemperatur

Runx2 runt related transcription factor 2

Sekunde
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S. siehe

SAP Shrimp-Alkaline-Phosphatase

SD4 Syndakytlie Typ IV

SDS Sodiumdodecylsulfat

SHFM Spli hand/ foot malformation

SHFLD Split hand/ foot malformation with long bone deficiency
SHH Sonic Hedgehog

SNP Einzel (Singel) Nukleotid Polymorphismus
SSC Standard Saline Citrat Puffer

SSW Schwangerschaftswoche

T Thymidin

Taq Thermus aquaticus

TEA Triethanolamin

Tel Telomer

TPT-PS Triphalangeal-thumb-Polysyndactyly
TP63 Tumor protein 63

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminoethan

t-RNA Transfer-RNA

U Unit

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UN Uber Nacht

USA United States of America

UTR Untranslatierte Region

\Y Volt

wnt Wingless-related MMTV integration site
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D.galactopyranosid
ZPA Zone polarisierender Aktivitat

ZRS ZPA regulierende Sequenze

Gaéngige Abkirzungen aus dem Duden sind nicht aufgefuhrt.
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12 Anhang
12.1 Projekt IHH

12.1.1 Stammbaum der Familie 1
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Abbildung 62 Stammbaum der Familie 1 mit SD1 (Abbildung nach Bosse et al., 2000)
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12.2 Projekt BHLHA9

12.2.1 Duplikationstibersicht der untersuchten Familien

Tabelle 2 Ubersicht aller Duplikationen auf Chromosom 17p13.3 fiir die Familien 1 bis 17

Phénotyp des Indexpatienten

Ektrodaktylie

Ektrodaktylie

der Hande der Ful3e Tibia Hemimelie
Duplikationsgrofie
Familie Genotyp | DuplikationsgréRe | (maximale Duplikationsgrof3e) links |rechts |links |rechts |links |rechts
1 17p13.3 | 594 kb (690784) 692236 - 1286762 (1307759) + + - - - +
2 17p13.3 | 435 kb (688800) 690697 - 1126437 (1129071) kA kA kA kA kA +
3 17p13.3 | 347 kb (785771) 797183 - 1144468 (1146127) + + + + + +
4 17p13.3 | 269 kb (877888) 879173 - 1148448 (1150131) + + + - - -
5 17p13.3 |98 kb (1103785)1104999 -1203282 (1205681) + + - + - +
6 17p13.3 | 268 kb (900124) 904273 - 1172214 (1174154) kA kA kA kA kA +
7 17p13.3 | 265 kb (900124) 904273 - 1170156 (1174154) + + + + + +
8 17p13.3 | 215 kb (907995) 919063 - 1134823 (1138178) + + + - + +
9 17p13.3 | 263 kb (949603) 951149 - 1214,380(1215506) + + - - -
10 17p13.3 | 180 kb (98450105)984489 - 1163727 (1164804) + + + + - -
11 17p13.3 | 129 kb (996457) 997565 - 1126676 (1128753) - + - - - +
12 17p13.3 |55 kb (1067405) 1085566 - 1140759 (1161914) |+ + + - + +
13 17p13.3 |92 kb (1074589) 1077326 - 1170156 (1180183) |- + - - + -
14 17p13.3 | 134 kb (1083105) 1084390 - 1219310 (1224902) |- + + + + +
15 17p13.3 | 144 kb (1098191) 1101066 - 1245760 (1247314) |+ + + - - -
16 17p13.3 | 110 kb 1092185 - 1203023 + + + + + +
17 17p13.3 |69 kb 1117153 - 1186524 + + + + - -
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12.2.2 Stammbaume der untersuchten Familien

Familie 1 Familie 2 Familie 3 Familie 4 Familie 5 Familie 6
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Familie 12 Familie 13 Familie 14 Familie 15 Familie 17

© C m

Abbildung 63 Stammb&aume der untersuchten Familien mit einem SHFM/ SHFLD-Phanotyp
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12.2.3 Potenzielle Transkriptionsfaktorbindestellen fiir den untersuchten Promoterbereich

Prg_TATA_b (nach ECR Browser 32)

V$ZF5 01 | 9 (+) | GGGAGCgg
V$DEAF1_01 | 12 (+) | aGCGGCGCCGGAACTTCCGgaggaa
VSDEAF1 02 | 12 (+) | agcggCGCCGGAACTTCCGGaggaa
VSDEAF1 01 | 14 (-) | cggcgcCGGAACTTCCGGAGGAAGa
VSDEAF1 02 | 14 (-) | cggcgCCGGAACTTCCGGAGgaaga
VSELK1 02 | 15 (+) | ggcgcCGGAActtc
VSE2F1 Q6 01 | 15 (=) | ggCGCCGGAa
VSCREL 01 | 20 (+) | cGGAACTTCC
V$NFKAPPAB65_01 | 20 (+) | cGGAACTTCC
VSCETS1P54 03 | 20 (=) | cggaactTCCGgagga
VSCREL 01 | 21 (=) | GGAACTTCCg
VS$SGABP_B | 21 (=) | 9ggAACTTCCGGa
V$NFKAPPAB65_01 | 21 (=) | GGAACTTCCg
VSCETS1P54 02 | 22 (-) | gaactTCCggagg
VSELK1 02 | 22 (=) | gaacTTCCGgagga
VSCETS1P54 01 | 23 (=) | aactTCCGGa
VSNRF2 01 | 23 (=) | aaCTTCCGGA
VSPEA3 Q6 | 24 (+) | ACTTCCg
VSCETS168 Q6 | 24 (-) | aCTTCCGG
VSGABP_B | 30 (+) | gGAGGAAGAGcc
VSZID 01 | 30 (=) | GGAGGAAGAGCCg
VSELK1 02 | 36 (+) | agagcCGGAActtt
VSUF1H3BETA Q6 | 54 (-) | GCCCAGGCCCCGCC
VSKROX Q6 | 56 (+) | ccAGGCCCCgcccg
VSAP2 Q3 | 59 (-) | ggccccGCCCGGCGet
V$SP1 04 01 | 59 (-) | ggccCCGCCCggc
V$SP1 Q6 | 59 (=) | ggcCCCGCCCggce
V$sP1l 01 | 60 (=) | gcCCCGCCecg

V$SP1 Q6 01 | 60 (-) | gcCcCGCCCy
VSCACD 01 | 61 (+) | CcCccGeccee

VSSP1 Q2 01 | 61 (+) | cCCCGCCCgg
VSE2F1 Q3 01 | 61 (=) | ccCCGCCCGGCGCtaa
VSZF5 01 | 61 (=) | ccCCGCCC

VSE2F Q2 | 62 (=) | ccCGCC

VSE2F1 03 01 | 67 (+) | ccgGCGCTAATAGGca
VSE2F1DP1RB 01 | 70 (=) | GCGCTAAT
VSE2F4DP1 01 | 70 (=) | GCGCTAAT

VSE2F Q3 | 70 (=) | GCGCTAAT

VSEFC_ Q6 | 71 (+) | cgctaATAGGCACc
VSEGR3 01 | 80 (=) | gCACCTACGCgg
VSAP2 Q6 01 | 88 (+) | gcggCCGCCGGCy
VSAP2 Q6 | 89 (+) | cgGCCGCCGgcg
VSAP2 Q3 | 90 (+) | ggCCGCCGGCggaacc
VSAP2ALPHA 01 | 91 (=) | gCCGCCGGC
VSAP2GAMMA 01 | 91 (=) | gCCGCCGGC

VSAP2 Q6 | 93 (=) | cgcCGGCGGAac
VSAP2 Q6 01 | 93 (-) | cGCCGGCGGaacc
VSHAND1E47 01 | 103 (-) | accgCCAGAccctaaa
VSE2F1 04 | 104 (-) | CCGCCAGa

VSE2F Q6 | 104 (-) | cCGCCAGA

VSGFI1 01 | 109 (+) | agaCCCTAAATCACGGCGCCCcgc
VSGFI1 Q6 | 114 (+) | ctaAATCacggcg
V$GFIlB701 | 115 (+) | tAAATCACGGCg
VSZBRK1 01 | 116 (=) | AAATCACGGCGCCCC
VSZF5 01 | 122 (=) | cgGCGCCC

VSMAZR 01 | 124 (-) | gcgCCCCGCCcgc
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VSAP2 Q3 | 125 (=) | cgccceGCCCGCCCece
VSSP1 Q4 01 | 125 (=) | cgccCCGCCCgcece
VSSP1 Q6 | 125 (-) | cgcCCCGCCCgcece
VSEGR_Q6 | 126 (=) | gcccCGCCCGC
VSSpl 01 | 126 (-) | gcCCCGCCcg
VSSP1 Q6 01 | 126 (-) | gcCCCGCCCg
V$UF1H3BETA_Q6 | 126 (=) | GCCCCGCCCGeceee
V$CACD_01 | 127 (+) | CCCCGCcCC

V$SP1 Q2 01 | 127 (+) | cCcCGCCCge
VSZF5 01 | 127 (=) | ccCCGCCC
VSKROX Q6 | 128 (+) | ccCGCCCGCcccecyg
VSE2F Q2 | 128 (=) | ccCGCC

VSSP1 Q4 01 | 129 (-) | ccgcCCGCCCccg
VSSP1 Q6 | 129 (-) | ccgCCCGCCCccg
VSZF5 01 | 129 (=) | ccGCCCGC

VSZF5 B | 129 (=) | ccGCCCGeccececeeg
VSAP2 Q6 | 130 (+) | cgCCCGCCCccg
V$ZNF219_01 | 130 (+) | CGCCCGCCCcCCG
VSSP1 Q6 01 | 130 (=) | cgCCCGCCCc
V$UF1H3BETA_Q6 | 130 (=) | CGCCcGCcceeeaee
V$SP1_Q2_01 | 131 (+) | gCCCGCCCcc
V$AP2_Q6_01 | 132 (+) | cccgCCCCCGCCc
VSKROX Q6 | 132 (+) | ccCGCCCCCgceccyg
VSE2F Q2 | 132 (=) | ccCGCC
V$EGR_Q6 | 132 (=) | cccgCccceae
V$MAZ_Q6 | 132 (=) | CCCGCCCc
V$EGR1_01 | 133 (=) | cCGCCCCCGCCce
V$EGR2_01 | 133 (=) | cCGCCCCCGCCc
VSEGR3 01 | 133 (=) | cCGCCCCCGCcc
VSETF Q6 | 133 (=) | CCGCccce
V$NGFIC_01 | 133 (=) | CCGCCCcccGCCe
V$ZF5_01 | 133 (=) | ccGCCccce

VSAP2 Q6 | 134 (+) | cgCCCCCGCccg
V$ZNF219_01 | 134 (+) | CGCCCCCGCCCG
V$WT1_Q6 | 135 (+) | gcCCCcCGCC
VSAP2 Q3 | 135 (-) | gccceeGCCCGCCCece
V$SP1 Q4 01 | 135 (-) | gcceCCGCCCgee
VS$SP1 Q6 | 135 (-) | gccCCCGCCCgcec
VSKROX Q6 | 136 (+) | ccCCCGCCCgccee
VSCHCH 01 | 136 (-) | ccCCCg
VSEGR_Q6 | 136 (=) | ccccCGCCCGC
VSMOVOB_01 | 136 (-) | CcCcCcCCgc

VSSP1 Q6 01 | 136 (=) | ccCCCGCCCg
V$CACD701 | 137 (+) | CCCCGCcC

V$SP1 02 01 | 137 (+) | cCcCGCCCge
V$ZF5_01 | 137 (=) | ccCCGCCC
VSKROX Q6 | 138 (+) | ccCGCCCGCcceceg
VSE2F Q2 | 138 (-) | ccCGCC

VSSP1 Q4 01 | 139 (-) | ccgcCCGCCCcecyg
VSSPL Q6 | 139 (=) | ccgCCCGCCCccg
V$ZF5_01 | 139 (=) | ccGCCCGC

VSZF5 B | 139 (=) | ccGCCCGecceceeeg
VSAP2 Q6 | 140 (+) | cgCCCGCCCccg
V$ZNF219701 | 140 (+) | CGCCCGCCCCCG
VSSP1 Q6 01 | 140 (-) | cgCcCCGCCCc
V$UF1H3BETA_Q6 | 140 (=) | CGCCCGCCcceeaee
V$SP1_Q2_01 | 141 (+) | gCCCGCCCcc
VSAP2 06 01 | 142 (+) | cccgCCCCCGCCe
VSKROX Q6 | 142 (+) | ccCGCCCCCgccececg
VSE2F Q2 | 142 (=) | ccCGCC
VSEGR_Q6 | 142 (-) | cccgCCCCCGe
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V$MAZ_Q6 | 142 (-) | CCCGCCCc
VSEGR1 01 | 143 (-) | cCGCCccceGeCe
V$EGR2_01 | 143 (-) | cCGCCCCCGCCe
VSEGR3 01 | 143 (=) | cCGCCCCCGCcc
V$ETF_Q6 | 143 (-) | CCGCccce
V$NGFIC_01 | 143 (-) | CCGCCcceeGecee
VSZE5 01 | 143 (-) | ccGCccce
VSAP2 Q6 | 144 (+) | cgCCCCCGCccg
V$ZNF219_01 | 144 (+) | CGCCCCCGCCCG
V$WT1_Q6 | 145 (+) | gcCCCCGCC
VSAP2 Q3 | 145 (-) | gcccecGCCCGGGCeg
VSSP1 Q4 01 | 145 (-) | gcccCCGCCCggg
VSSP1 Q6 | 145 (-) | gccCCCGCCCggg
VSCHCH 01 | 146 (-) | ccCCCg
VSMOVOB_01 | 146 (-) | CCCCCgc

V$SP1 Q6 01 | 146 (-) | ccCCCGCCCy
V$AP2_Q6_01 | 147 (+) | ccccGCCCGGGCe
V$CACD_01 | 147 (+) | CCCCGCcC
V$SP1 02 01 | 147 (+) | cCCCGCCCyg
VSZF5 01 | 147 (=) | ccCCGCcC
VSE2F Q2 | 148 (-) | ccCGCC
V$ZF5_01 | 166 (=) | tcGCGCTC
V$GABP_B | 167 (=) | cgCGCTCCCGG
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12.3 Primer

Alle Primerpositionen fir das humane Genom beziehen sich auf die genomische Datenbank: hgl8
(Marz 2006/ NCBI36). Die Primerpositionen im murinen (m) Genom beziehen sich auf die genomische
Datenbank mm8 (Februar 2006/ NCBI36), fiir Primer im Huhnchengenom (ch) wurde die Datenbank
WUGSC2.1 (Mai 2006/ galGal3) herangezogen. Fur die Zebrafisch-Analysen (zf) wurde die
Zebrafisch-Datenbank Zv9/danRer7(Juli 2010) verwendet.

12.3.1 SHH-Projekt

Tabelle 3 Primerpaare fir die quantitative real-time PCR (gPCR) zur Verifizierung der
detektierten Mikroduplikationen und zur Minimierung der AberrationsgrofRe

. NN Nukleotidposition auf dem
Primer-Sequenz (5°-3) Cherosom 7
Forward (F) Reverse (R) Start Ende

P1 gcccacactctgttcaggat tctcttgecttcacaccaaa 155826674 | 155826755
P2 | gaaattaatgttcaggtgactgaga ttcctatgctgcctagagagag 156203123 | 156203210
P3 tcttgtatgttggtggacct tttgggctgaagtagtgaac 156269860 | 156269940
P4 catatttggcctggttctgg taaatttccttgcagggttcc 156276691 | 156276649
P5 agaaactttgaggccaatgc ccaaggaggtttcctggtta 156313215 | 156276649
P6 tccccacatccctgtatcat gtgagcctagctcagcatcc 156301009 | 156301108
P7 gaggggctgcacttctcata cttttggtcatctgggtcct 156424781 | 156425486

Tabelle 4 Primer zur Bestimmung der Bruchpunkt mittels konventioneller PCR fiur die Familie 1
und die Familie 3.

Die Primer BP1, BP2 und BP3 wurden mit den Primern BP4 und BP5 kombiniert (Familie 1). Der
Primer BP6 wurde mit den Primern BP7 und BP8 kombiniert (Familie 3)

Familie 1

Nukleotidposition auf dem

Primer-Sequenz (5°-3") Chromosom 7

Forward (F) Reverse (R) Start Ende
BP1 | tgatacaccacacgaacagaa 156363372 | 156363392
Bp2 | CAccacacgaacagaatiaaa 156363377 | 156363398
BP3 | caagaaaaggatgcccactc 156363597 | 156363616
BP4 tcctgaatggtattgcctag 15618491 | 156184938
BP5 tctggatattagccctttgt 15618511 | 156185134
Familie 3

Primer-Sequenz (5°-3")

Nukleotidposition auf dem
Chromosom 7

Forward (F) Reverse (R) Start Ende
BP6 | agccagctaccaccttaata 156287283 | 156287302
BP7 aggttgcaagatgattccta 156270968 | 156270987
BP8 acctctgggaagattcagat 156271166 | 156271185
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12.3.2 IHH Projekt

Tabelle 5 Primerpaare fur die Amplifizierung und Sequenzierung (Seq) der konservierten Region (CE) innerhalb des murinen(m) Ihh-Lokus.

Zur Einklonierung der konservierten Region in den Hsp-LacZVektor wurden Notl Restriktionschnittstellen (rot gekennzeichnet) verwendet.

Klonierung der konservierten Region (CE)

Nukleotidposition auf

Primer Sequenz (5°-3°) Produkt-
dem Chromosom 1 groRe [bp]
Primer Forward (F) Reverse (R) Start Ende
mNhejl_CE GTATGCGGCCGCTCTCCACCCTCTGTGCTCTT | GTATGCGGCCGCAAGTTGAGGTTTGGGGTTTTT | 74940512 | 74946807 6296

Sequenzierprimer

Primer Sequenz (5°-3°)

Forward (F)

Reverse (R)

Start Ende

mNhej1_kol_R CCTCATACACCCCAAACCAC 74941007 | 74941026
mNhej1_Seql_F AAAAATAGCCCCCTCCTTCA 74940836 | 74940855
mNhejl_Seqla F CCTGCCACACAACTGATGTC 74940875 | 74940894
mNhejl_Seqgla R GAAGAGGTCTCCCCCAAATC 74941359 | 74941378
mNhejl_Seqlb_F TTGCACATGAGGCTTAGCAC 74941165 | 74941184
mNhejl_Seqlb R TTGCACATGAGGCTTAGCAC 74941688 | 74941707

mNhejl_Seq2_F

AACACATGATTTGGGGGAGA

74941352 | 74941371

mNhej1_Seq3_F TCAAGGCCAACTCAGGCTAC 74941852 | 74941871
mNhej1_Seq4_F TATGGCTTGACTGCCTGTTG 74942332 | 74942351
mNhejl_Seq5 F GAAGGCTCACAGCCATCTGTA 74942828 | 74942848
mNhejl_Seq6 F TGCAGGATCTGAAGACCACA 74943337 | 74943356
mNhej1_Seg6a F TGTATGCATGCACAAACGTG 74943463 | 74943482
mNhejl_Seg6a R TAGTTGGCCAAGCATTCTCC 74944015 | 74944034
mNhejl_Seq7 F TCTCTGAAAGTGGGGACAGG 74943828 | 74943847
mNhejl_Seq8 F CACAAAGCTGCTGGGAAAAT 74944342 | 74944361
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mNhejl-seq8a_F TTGATCCTCCCCTTGCAGTA 74944207 | 74944226
mNhejl-seg8b_F GAACGGAGCCTTGACAACAT 74944726 | 74944745
mNhejl_Seq9 F CTTCAGCACAACCCAGGAAC 74944841 | 74944860
mNhejl_Seql0_F TGCATCTGAAAAGGTAATGACTG 74945319 | 74945341
mNhejl_Seqll_F GGAGAACTAGCTGACCTTCCA 74945842 | 74945862
mNhejl_Seql2 F TTCTGAGACCCAGGCATAGC 74946326 | 74946345

mNhej1-
seql?a_F GCCAAGGGAAAATGCTGTTA 74946528 | 74946547
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Tabelle 6 Primerpaare fur die quantitative real-time PCR (qPCR) zur Verifizierung der detektierten Mikroduplikationen und zur Minimierung der

Aberrationsgréf3e innerhalb des Patientenkollektivs

Primer-Sequenz (5°-3") Nuklegﬁzﬁgls%r;na;f dem
Forward (F) Reverse (R) Start Ende

P1 GTGCAGCTCGAATGAAACAG TGCAGGCTAGTGGGAAAGTT 219613897 | 219613985
P2 GAGAGCCCAAGAGACTGTGC GAGTCGAGGACTGGTGGAAG 219631624 | 219631717
P3 GAATCCGGGACAAAGTTTCA GGCTCAGAGAGGGTGTCAAG 219664872 | 219664959
P4 TGCCTCAGATCCCAGGACTA GAGCCAGGCAAGGTCTTCTT 219679097 | 219679186
P5 CACCGGTCTCAGATGTTCAA GCGCTGTGATGAACAGTAGC 219683755 | 219683835
P6 AGCGCTCTAGCTTTGAACCA GGGCAGTAGGCAAGATTGAG 219704773 | 219704858
P7 TTCCAGGACTGTTGTTGGTG TGTCCCGTCTGTCTTCTTGA 220610851 | 220610937
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Tabelle 7 Primer fur die Bruchpunktsequenzierung
Primer Primer-Sequenz (5°-37) Nuklec():tlhdrgﬁgéc;rr]nagf dem
Forward (F) Reverse (R) Start Ende
BP1 GACTTGGGCCCTTTTCTCATCC 219624017 | 219624038
BP2 CCTGGCTTCCATCCTGGCCA 219624055 | 219624074
BP3 TGGTCTAGGACACCAACTCCCC 219624134 | 219624155
BP4 CTCTGGTCTGCCCTCCAT 219624179 | 219624197
BP5 GGGGAAACCACCATGGGCCA 219681870 | 219681889
BP6 TGTCTTGGGTCACCACACAT 219637607 | 219637694
BP7 AGGCCATCATCTTTGCTTGT 219638014 | 219638094
BP8 GGAGAAAGAACTGGGCTGAA 219670760 | 219670846
BP9 AATCTGGACCCACGAAGCTA 219673722 | 219673801
BP10 TCCGCACTAAGTTCAGCATC 219675505 | 219675586
BP11 TGCCTCAGATCCCAGGACTA 219679097 | 219679186
BP12 GGGGAAACCACCATGGGCCA 219681870 | 219681889
BP13 CCAGTGCCCCAGCACCTAAAC 219682045 | 219682065
BP14 GGGGTTCATTTGGGCAACTGG 219682173 | 219682193
BP15 | GGAGCCAGAACCAGAATGCTGC 219682220 | 219682241
BP16 ACCAGAATGCTGCTGTGCTA 219682229 | 219682318
BP17 CCTTAGGCAATCTGGTGGTC 219675550 | 219675569
BP18 CTGTGTTGGTTCACCCTTCC 219675568 | 219675587
BP19 CCTCAAGTGATCTGCCTGTG 219675738 | 219675757
BP20 ATGTTGGCCAGGCTGATCTT 219675768 | 219675787
BP21 TCTCGGCTCACTGCAAGCA 219675906 | 219675924
BP22 TCCGTGGCTCTAATCTGGAC 219705068 | 219705087
BP23 TTCGCTATGCTCTTCCCCTA 219705330 | 219705349
BP24 TCAGAATTGCTCAGGCTTCA 219705516 | 219705535
BP25 TTTCCTTCAGCAGCCACTCT 219705645 | 219705664
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| BP26 |

CAGCAGCCACTCTCCATACA

219705652

219705671

Die Primer fir die Sonden lhh und Patchedl sind der Verdéffentlichung Vortkamp et al., 1996 zu entnehmen.

12.3.3 BHLHAQ9 Projekt

Tabelle 8 Primerpaare fur die quantitative real-time PCR (QRT-PCR) zur Verifizierung der detektierten Mikroduplikationen auf 17p13.3

Forward (57) Reverse (3") Chromosom 17
P1| CAGTCTACACAGGTGGCAGT | TAATGTCAGAACCACGTCCT 619685| 619764
P2 | CTTTACCTCCGCAGACAAGC | CCACTGTCAGCTCTTCAGCA 699656 | 699741
P3| CACAGAAATCACACCTCCAC | ACGTTCTGTGAGGAAAACAG 807873 | 807961
P4 | TGTGTAGCCTCCGTTACGTG | ATGGACACGATCTTGGGAAG 1124158 | 1124239
P5 | AGAAGCCCCCAGAGATTACC | ATGATGAGGGGGATGAGGTT 1130339 | 1130422
P6 | AACCATTCCGCCATTTATCC | CCATGACAAATAAAGCACCT 1187528 | 1187617
P7 | CACCATATTTCAGCCTTTCT |TTCCTTCGTCAATGAGATTC 1532150 | 1532229
Tabelle 9 Primer fur die RNA in situ Hybridisierung fur das Projekt BHLHA9
Nukleotidpisition auf dem
Maus
Forward (57) Reverse (37) Chromosom 11
mNxn CTTGGACTTTTCCAGCGTGT CTGGTTTTCCCTCAGACCAA 76074256 76074678
mTimm22 TGCTCTGTGGAGCAGTTTCTAC | TAATTGCCTCGATGGCATAAGTT | 76230363 76230762
mAbr GCCCCGACATAGACTTGAAA AGAACTTTGCGGTGATGGAG 76234770 76235249
mBhlha9 AGTCATCCTGGACAGAGCAAA |TTTGATCATTTTCTGGGCTTC 76489500 76489849
mTusch TCTCTTGCCACGGACTCTTT CTATGGCTACTGGGCCTTTG 76513192 76513594
mYwhae CCCATTGTCACTGAGAACCA AAGGAAAAATGACAGCGCATA 75580935 75581316
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mCrk CCCATGACGTAATCATGCAC GATTGGTCCTTCCACTCCAA 75520109 ‘ 75520587
Chromosom 13
mFgf10 TGTGCTGATGCTTGACCAGT CCAACGTCTGCACTATTTGC 119909982 ‘ 119910453
Hihnchen
Chromosom 19
chbhlha9 ATGCCCGAGCAGCTGCAG TCAGTGGATGGGGAGGCATT 6250222 6250859
Sequenzierprimer
chbhlha9 Seq F | GGCTCTCGTAGCAATGGAGT 6250377 6250396
chbhlha9 Seq R TCTGTCCCTGTCCTTGCACT 6250500 6250519
Zebrafisch
Chromosom 10
zfbhlha9 GGAGTTTTCGGAGGAAGAGC |TCACAGTGTGTTTGGGCAAT 39291124 39291847

Die Sonden fur zfomp2, zffgf10, zfshh, zffgf8 undzf bmp4 wurden von Norton, W.H ( Development 2005) zur Verfligung gestellt worden.

Tabelle 10 Promoteranalyse des humanen BHLHa9-Gens

Nukleotidpositionen auf
dem Chromosom 17

Prg_Kpnl/
Xhol gtatGGTACCACTGCCTGCATAGCTCAGGC gtatCTCGAGGGCCTTCCCGGGCACTCG 1117442 1120607
Prgl_Kpnl GGTACCGGCTCCCGGACTTTCTCTC gtatCTCGAGGGCCTTCCCGGGCACTCG 1118284 1120607
Prg2_Kpnl GGTACCCAGGGCTGTGTCACAAGATG gtatCTCGAGGGCCTTCCCGGGCACTCG 1119492 1120607
Prg3_Kpnl GGTACCGGAATGGGGAGGAAGAATGT gtatCTCGAGGGCCTTCCCGGGCACTCG 1120216 1120607
Prg4 Kpnl GGTACCAGTGGGCAGAGGGCAGAG gtatCTCGAGGGCCTTCCCGGGCACTCG 1120544 1120607
Prga_Kpnl/
Sacl gtatGGTACCTTTCCTGTATTTTTCGCATCA gtatGAGCTCCACTGCAAGCTCCACCTCTC 1117702 1118048
Prgb_Kpnl/
Sacl gtatGGTACCGCTCCCGGACTTTCTCTCC gtatGAGCTCGCGCGGCCGACTTCAAAGCG 1118285 1118555
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Prgc_Kpnl/
Sacl gtatGGTACCTGGATTGTGACTGGGAATGA gtatGAGCTCGCAGGTAAAGCTGACCCAGA 1119313 1119740
TATA Sacl/
Xhol F gtatGAGCTCCCTACCTGGAGGCCGATAAT gtatCTCGAGGGCCTTCCCGGGCACTCG 1120386 | 1120607
Tabelle 11 Sequenzierprimer fiir die humane Promoterregion
Nukleotidpositionen auf
dem Chromosom 17
hPrBh_1 F TCTCACCACTGCCTGCATAG CTCCCGAGTACGTGGGATTA 1117435 1118001
hPrBh 2 F TCCTTTGAAATCCAGTTCAGG CGCCGTGATTTAGGGTCTG 1117802 1118444
hPrBh_3 F GAGGAAGAGCCGGAACTTTT TTGCCCACTAGGATGAAAGC 1118351 1119136
hPrBh3a Seq F TGGGCATTTTCTTTGCTTTT GCAGATTTGGGGGACATAGA 1118697 1119088
hPrBh 4 R CGGCTTTTTCAGCTATGGAG TCATTCCCAGTCACAATCCA 1119696 1119332
hPrBh 5 F GCCCTCCATAGCTGAAAAAG CTTGCCCTGCCTAGCTCTG 1119693 1120280
hPrBh 6 F AAGCTTCCCTCCTTGCTTTC CGATCTTGGAGAGCCTCTTG 1120337 1120920
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Tabelle 12 Injektionsexperimente: Morpholinosequenzen und Primersequenzen

bhiha9 Morpholino CACAGGTAAAACTCTCAACACACA[TATCC(ATG)ACTCCAGCGAGCGTCTG]C AGGT
5" mispair Morpholino CACACcCTCGQgTGGAGTgATGCATA
Standardnegativ CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA
Kontrolle
Rescue Experiment Nukleotidpositionen auf dem
P Chromosom 10
GGATCCATACCATGACCCCTGCTAGTG CTCGAGTTGTGCATG

ZFrE_Bamhl/ Xhol | ¢\ 16 TCGGTTTTCCATGGCGAGCAGAGGCAGCTT | TTTTATTACAAAAGTGA 39291087 39292054
Zth'hg%—FL\'GSted' CCAACTCTTCCCGTCTGTGT GCTGATGCCAGGTTAGGAAG | 39290861 39291539
ZFbhiha9_1SeqF AGCGATGGCTTAGGAGGTCT 39291179 39291198
ZFbhiha9_2SeqF CGTATCAGCAGGGAGTTTGG 39291717 39291736

Tabelle 13 Integration einer zuséatzlichen Kopie von BHLHA9 (mit potenziellem Promoterbereich) in den ColAl-Lokus

Nukleotidpositionen auf dem
Chromosom 11
mi1PrBH_PACI_F gtatTTAATTAAGACAGCATGAAGCAGCAGAG 76482372 76482391
m1PrBH_Nsil_R_(Nsil in Sequenz) TCTCCATCGCTGTCACTGAG 76487831 76487850
m2PrBH_Nsil_F_(Nsil in Sequenz) TGGCTGGGAATGAGGTTAAA 76487666 76487685
m2PrBH_Nhel_R gtatGCTAGCTGTGACTGTGGACCAGGTGT 76490598 76490617
mBHLHA9 kol_Primer_R GACCACAGCTGCACATCAAT 76482816 76482835
mBHLHA9 kol _Primer_F CGCCAAGGTTTCTGGTAGAG 76490177 76490196
2mBHLH_kol_F GAAACTGGCGTCAATGTCCT 76489354 76489373
2mBHLH_kol R GCATTAACTCAAGGCGAACC 76483556 76483575
1Seq_mBHLHA9 R CCCACCTTGGAAGAAAATCA 76482502 76482521
2Seq_mBHLHA9 F TCAGCTTGAAAGCAATGAGG 76487584 76487603
3Seq_mBHLHA9 R AGCCACATTCCAAATGCTGT 76487651 76487670
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4Seq_mBHLHA9 _F CCCTCCTTCCATCTTTTTCC 76487769 76487788
5Seq_mBHLHA9 F GGGTCAGGAGTAGGGGAAAC 76488365 76488384
6Seq_mBHLHA9_R TCCTGACCCCAGGTAGAATG 76488354 76488373
7Seq_mBHLHA9 _F CAGCAAGAGCCATCAGTCAG 76488667 76488686
8Seq_mBHLHA9 F CAGCAAGAGCCATCAGTCAG 76488667 76488686
9Seq_mBHLHA9_R CATGGCCTATGTCCTGGTCT 76488727 76488746
10Seqg_mBHLHA9 F AGCGCATCCTGGATTACAAC 76488958 76488977
11Seq_mBHLHA9 _F GAAACTGGCGTCAATGTCCT 76489354 76489373
12Seq_mBHLHA9 F CCTTTGGAAAGTGGGACTTG 76489723 76489742
13Seq_mBHLHA9 F AGTGGCCTTTGCTTTCCTTT 76489675 76489694
14Seq_mBHLHA9 R ACCCACACAGTCCCACAAGT 76489738 76489757
15Seq_mBHLHA9 F CGCCAAGGTTTCTGGTAGAG 76490177 76490196
16Seq_mBHLHA9 F TTTAGGATGGGTTCCTGCTG 76490426 76490445
17Seq_mBHLHA9 R GTCTCTCCAGCCTCCATTCA 76490490 76490509

Tabelle 14 Primer flr die Generierung der Southern Blot Sonden (ColAl-Lokus)

Nukleotidpositionen auf
dem Chromosom 11

3'Sonde (Southern Blot)

mColAl_3_F TCATGAGCCCTCAAAGGGATT 94769601 94769621

mColAl 3 R TGAAAGGAAGGAACAGGCCAT 94770231 94770251
5"Sonde (Southern Blot)

mColAl 5 F CCTAATGCTGCCTTTTCTGC 94768055 94768074

mColAl 5 F AGATGCTCCCTAGACCAGCA 94768645 94768664
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12.4 PCR Pipettierschemata

Standard-PCR

Menge Reaktionskomponenten
20-100ng DNA
5ul 10xDNA-Polymerase Reaktionspuffer
1ul dNTPs (12,5 mM)
1l 5’- Primer (10 pmol/ pl)
1l 3’- Primer (10 pmol/ pl)
0,5-1ul DNA-Polymerase (5U/ pl)

ad 50ul H,O (bidest)

Kolonie-PCR
Menge Reaktionskomponenten
2ul 10x DNA-Polymerase Reaktionspuffer
0,5pl dNTPs (1,25mM)
0,4ul 5°- Primer (10pmol/ pl)
0,4pl 3’- Primer (10pmol/ pl)
0,25yl Tag-DNA-Polymerase (5U/ ul)
16,45ul H,O (bidest)

Genotypisiserungs-PCR fur Mause des IHH- Projekts

Menge Reaktionskomponenten
1pl DNA (20ng/ pl)
2ul 10x DNA-Polymerase-Reaktionspuffer
1l dNTPs (12,5mM)
1l mNHE]j1_seq12_for (10pmol/ pl)
1l Hsp68-LacZ_rev (841) (10pmol/ pl)
1pl Tag- DNA-Polymerase (5 U/ ul)

ad 50ul H,O (bidest)

GenotypisiserungsPCR I/ Il der Mause des BHLHA9-Projekts

Menge Reaktionskomponenten
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1l DNA (20ng/ pl)

5ul 10x DNA-Polymerase-Reaktionspuffer

1l dNTPs (12,5mM)

1l GenolV_for (WT/ Insert) (10pmol/ pl)

0,4ul GenolV_rev (WT/ Insert) (L0pmol/ pl)

0,7ul Pfu- DNA-Polymerase (5U/ ul)

0,3ul Tag- DNA-Polymerase (5U/ ul)

ad 50ul H,O (bidest)

Plasmidsequenzierung/ PCR-Produkt-Sequenzierung

Menge Reaktionskomponenten
200ng Plasmid DNA / 50ng PCR - Produkt
1l 5xBigDye-Reaktionspuffer
0,5ul BigDye-Sequenziermix
0,5ul Sequenzierprimer (10pmol/ul)

ad 5ul H,O (bidest)
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12.5 Cyclerprogramme
Standard PCR-Programm
Phase Temperatur Zeit Zyklen
Initiale R .
Denaturierung 94°C 4min Ix
Denaturierung 94°C 30sec
Primer Anlagerung Variabel, je nach 30sec
(Annealing) Primer (50-60°C) 25-35 x
. 72°C Tag/AmpliTag 1000bp/ 1min
Elongation 68°C Pfu 500bp/ 1min
Finale Elongation 72°C 7min 1x
Kihlung 4°C 0
Touch-down PCR-Programm
Temperatur Zeit Zyklen
94°C 5min 1x
94°C 30sec
61°C 45sec
o Taqg/ AmpliTag 1000bp/ 1min
2°C Pfu 500bp/ 1min 2x
94°C 30sec
59°C 45sec oy
R variabel je nach verwendeter
72°C
Polymerase
94°C 30sec
57°C 45sec
72°C variabel je nach verwendeter ox
Polymerase
94°C 30sec
55°C 45sec
72°C variabel je nach verwendeter oy
Polymerase
72°C 10min 1x
4°C o0
Phusion ® PCR-Programm
Temperatur Zeit Zyklen
98°C 30sec 1x
98°C 10sec
70°C-1°C/ Zyklus 45sec
72°C Phusion 1000bp/ 30sec 10x
98°C 10sec
60°C 30sec 30x
72°C Phusion 1000bp/ 30sec
72°C 7min 1x
4°C o0
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Expand Long Template PCR Systems PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
94°C 2min 1x
94°C 10sec
55°C 30sec

2min < 3kb
4min = 6kb
68°C 8min = 10kb 10x
15min = 20kb
20mn = 30kb
94°C 15sec
55°C 30sec
- - 20x
68°C Elongationszeit
+ 20sec /Zyklus
68°C 7min 1x
4°C o0
Kolonie-PCR PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
96°C 5min 1x
96°C 30sec
55°C 30sec

o 1min 35x
2°C (variabel, je nach zu
erwartender Fragmentgrof3e)
72°C 7min
4°C ©

Genotypisierungs-PCR fiir das Ihh-Projekt, PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
96°C 5min 1x
94°C 30sec
61°C 30sec 35x
72°C 2min
72°C 7min 1x

4°C 0

Genotypisierungs-PCR der Mause des BHLHA9-Projekts, PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
98°C 30sec 1x
98°C 10sec
60°C 30sec 30 x
72°C 2min
72°C 7min 1x

4°C

[=e]
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Sequenzierung Plasmid, PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
96°C 5min 1x
94°C 30sec
50°C 30sec 30 x
60°C 4min

4°C 0

12.6 Kultivierung von ES Zellen

Tabelle 15 Volumen- und Mengenverhéaltnisse von Feeder- und ES-Zellen auf 6 well Platten

Mediumvolumen

Zellen Kulturschale Dichte
[mi]
Feederzellen 4, 2
(Gefrierrohrch 6 well Platte 15 3,4 x10%/cm
efrierrdhrchen: ) 5
. (Wachstumsflache: 9,6 cm?) >3 x 10"Zellen/Well
2,5 x10° Zellen/ml)
ES - Zellen (C2) 3,1x 10%cm?
(Gefrierrdhrchen: 6 weII"PIatte i 5 55.8 x 10° bis 1,75 x
2-5x10° Zellenmy | (Wachstumsfiache: 9,6 cm’) 10°Zellen/Well
Endvolumen
(ml)
6 well Platte
3,5

(Wachstumsflache: 9,6 cm?)




