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1 Einleitung

Die Patienten des im Rahmen der Arbeit untersuchten Kollektivs weisen phanotypische
Veranderungen auf, die mit der Bezeichnung Kongenitalen Anomalien der Nieren und der
ableitenden Harnwege (congenital anomalies of the kidneys and urinary tract, CAKUT)
zusammengefasst werden. Da die Pathogenese dieser Krankheitsbilder in Zusammenhang mit
der physiologischen Nierenentwicklung zu sehen ist, wird diese zum besseren Verstandnis
zunachst dargestellt. Anschliel3end werden die CAKUT naher beleuchtet und pathogenetische
Grundlagen, sowie bisher bekannte molekulare Pathomechanismen dargelegt. Folgend wird
auf das hier untersuchte Gen CHDiL und dessen Bedeutung fir die Entstehung der CAKUT

eingegangen.

1.1 Die physiologische Nierenentwicklung

Das Anlagematerial der Niere aus dem intermediaren Mesoderm, das dem mittleren Keimblatt
zugehorig ist, lasst sich in drei Nierengenerationen gliedern, die gemalf3 ihrer Anordnung von
kranial nach kaudal nacheinander entstehen. Entsprechend der kraniokaudalen Anlage verlauft
die Entwicklung von der Vorniere (Pronephros) Uber die Urniere (Mesonephros) zur Nachniere
(Metanephros). Die Vorniere existiert zwischen der dritten und finften Woche und bleibt bei
Menschen funktionslos. Die entstandenen Tubuli und Glomeruli sind nur rudimentar angelegt
und bilden sich innerhalb von drei bis finf Tagen wieder zurick. Von Bedeutung ist jedoch die
Entstehung des Vornierenganges (Wolff-Gang) der nach kaudal auswachst und die Genese der
Urniere induziert. Der Wolff-Gang wird auch als Urnierengang bezeichnet. Er unterliegt keiner
Involution, sondern differenziert sich weiter. Die Urniere besteht von der vierten bis zur achten
Woche und entwickelt insgesamt 8o funktionsfahige Nephrone, deren Entwicklung und
Ruckbildung ebenfalls dem kraniokaudalen Richtungsmuster folgt. Der Wolff-Gang findet
Anschluss an die Urnierenkanalchen und die Kloake, aus der sich die Harnblase entwickelt. Ab
der finften Embryonalwoche sprosst die Ureterknospe kranial der Einmindung in die Kloake
aus dem Wolff-Gang aus. Dies geschieht unter Induktion des metanephrogenen Mesoderms
der Sakralsegmente, dessen Entwicklung wiederum durch die sich kranial vorschiebende
Ureterknospe induziert wird [Ichikawa et al., 2002]. Die ausgesprosste Ureterknospe und das

entstandene metanephrogene Blastem stellen die beiden Komponenten dar, aus denen sich
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die definitive Niere, die Nachniere, entwickelt. Ab der sechsten Woche beginnt die
gegenseitige Induktion dieser beiden Komponenten. Wahrend sich der Ureter aus dem Stiel der
Ureterknospe entwickelt, entstehen durch mehrere aufeinander folgende dichotome Teilungen
aus dem Blaschen der Ureterknospe unter Einfluss des kappenartig aufliegenden
metanephrogenen Blastems das Nierenbecken, die Nierenkelche und das Sammelrohrsystem.
Unter dem Einfluss der Sammelrohre wandelt sich das metanephrogene Gewebe zu Blaschen
und Schleifen, aus denen das Tubulussystem und die Glomeruli der Niere entstehen. Damit ein
einheitliches Gangsystem vorliegt, verschmelzen die blinden Enden der Tubuli, die aus dem
metanephrogenen Blastem entstanden sind, mit den aus der Ureterknospe hervorgegangenen
Sammelrohren. Uber das nun vorliegende harnableitende System werden schon intrauterin
kleinere Mengen an Harn abgegeben, um eine Austrocknung der Amnionhohle (d.h ein
Oligohydramnion oder Anhydramnion) und deren Folgen, wie zum Beispiel eine
Lungenhypoplasie des Feten (Pottersequenz) oder andere konsekutive Fehlbildungen, zu
verhindern. Die eigentliche Harnbildung beginnt allerdings erst nach der Geburt.

Durch Wachstum des Feten kommt es zu einem Aszensus der Niere. Hierbei wandert die
Niere von ihrer Position in Hohe der Sakralsegemente eins bis drei auf ihre definitive Lage im
Bereich des Thorakalsegments 12 bis zum Lumbalsegment 4 [Rohen und Litjen-Drecoll, 2006;

Ulfig, 2005].

1.2 Kongenitale Anomalien der Nieren und ableitenden Harnwege (CAKUT)

Unter dem Begriff der kongenitalen Anomalien der Nieren und ableitenden Harnwege
(congenital anomalies of the kidneys and urinary tract, CAKUT) wird ein breites Spektrum
anatomisch sowie klinisch unterschiedlicher Malformationen der Niere, des ableitenden
Harnsystems, der Blase und der Urethra zusammengefasst, welche sich haufig kombiniert
manifestieren [Atiyeh et al., 1992; Najmaldin et al., 1990; Ring et al., 1993; Risdon et al., 1993].
CAKUT machen ein Drittel der pranatal im Ultraschall detektierte Anomalien aus [Noia et al.,
1996], wobei sie insgesamt bei einer von s5oo Lebendgeburten diagnostiziert werden
[Danemann et al., 1991; Nakanishi et al., 2003]. Bei Sauglingen und Kleinkindern stellen CAKUT
die haufigste Ursache chronischer Niereninsuffizienz dar [Limwongse et al., 1999]. Hierbei

Uberwiegen die mannlichen Patienten bei den meisten CAKUT-Entitaten [Avni et al., 1992;



11

Coret et al., 1994; Johnston et al., 1977; Najmaldin et al.,, 1990; Ring et al., 1993; Risdon et al.,
1993]. CAKUT-Patienten haben ein erhohtes Risiko, im Laufe ihres Lebens an Hypertonie und
anderen Stoérungen des kardiovaskularen Systems zu erkranken [Song und Yosypiv, 2010]. In
10-15 % der Falle liegen zusatzlich Fehlbildungen anderer Organsysteme vor. CAKUT wurden
im Zusammenhang mit Uber 250 Syndromen beschrieben und treten bei einem Drittel der
Patienten mit Chromosomenaberrationen auf [Limwongse und Cassidy, 2003]. Die meisten
CAKUT-Falle treten jedoch isoliert auf und sind sporadisch, wobei fir einige CAKUT-Entitaten
eine familidre Haufung beschrieben wurde [Song und Yosypiv, 2010].

Die klinischen Manifestationen reichen von asymptomatischen Verlaufen bis hin zur schweren
Niereninsuffizienz. Vorstellig werden die Patienten Uberwiegend mit fieberhaften
Harnwegsinfekten, auffalligem Miktionsverhalten, abdominellen Beschwerden, Odemen und
Hypertonie. Zum Teil kommt es zur Kompensation durch die gesunde, kontralaterale Niere,
sodass sich die Diagnose nur zufallig, zum Beispiel im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen,
stellen lasst. Zur Diagnosestellung der CAKUT wird vor allem die Sonographie eingesetzt. Wird
die Diagnose gestellt, missen die Patienten langfristig betreut werden [Limwongse et al.,
1999]. Weiterfihrende Untersuchungen zur Abklarung des vollstandigen Krankheitsbildes
sollten durchgefihrt werden. Die Uberwachung der Nierenfunktion ermdglicht ein frihzeitiges
therapeutisches Eingreifen, gegebenenfalls die Durchfihrung von Nierenersatzverfahren oder
einer Nierentransplantation. Manche geringgradige Anomalien kénnen mit konventionellen
radiologischen und klinischen Methoden nicht detektiert werden und entgehen der
Diagnosestellung. Dadurch ist die Pravalenz der CAKUT vermutlich héher einzustufen als es die
Anzahl der detektierten Falle erscheinen lasst [Pope et al., 1999]. Wegen unvollstandiger
Penetranz und variabler Expressivitat, die beide bei CAKUT beobachtet werden [Limwongse et
al., 1999, Squiers et al., 1987], ist auch der Anteil erblich bedingter CAKUT wahrscheinlich

hoher, als es die erhobenen Zahlen vermuten lassen.

1.2.1 Kongenitale Anomalien der Niere
Bei der Nierenagenesie (Nierenaplasie) handelt es sich um das vollstandige ein- oder
beidseitige Fehlen der Niere mit Nierenarterie Ureter aufgrund fehlender Entwicklung oder

frGhzeitiger Degeneration der Ureterknospe. Durch diese Fehlentwicklung bleibt die



12

Interaktion zwischen der Ureterknospe und dem metanephrogenen Blastem aus [Song und
Yosypiv, 2010] und, es entsteht keine Nachniere [Limwongse et al., 1999]. Eine Kompensation
durch die kontralaterale Niere fUhrt dazu, dass eine einseitige Nierenagenesie normalerweise
asymptomatisch bleibt. Einige Studien zeigten, dass eine unilaterale Nierenagenesie haufig mit
Anomalien der kontralateralen Niere einhergeht [Robson et al., 1995 und Roodhoft et al.,
1984]. Ferner finden sich hdufig Anomalien anderer Organsysteme, vor allem der
Genitalorgane. Das Fehlen beider Nieren fihrt zum Oligohydramnion, sowie zu Spétaborten
oder Todgeburten [Limwongse et al., 1999]. Das empirische Risiko einer nichtsyndromalen
Nierenagenesie liegt bei 3 %, wenn bei Verwandten ersten Grades eine Nierenanomalie
ausgeschlossen werden kann [Van Allen, 1993]. Liegt eine Nierenagenesie ohne syndromalen
Zusammenhang in der Familie vor, haben Verwandte ersten Grades ein hoheres Risiko mit
einer Malformation der Niere geboren zu werden bzw. worden zu sein. Daher sollte eine
sonographische Abklarung der Verwandten ersten Grades bei Diagnose einer Nierenagenesie
erfolgen [Robson et al, 1995].

Die Nierenhypoplasie wird ebenfalls zu den CAKUT gezahlt und bezeichnet eine verringerte
Anzahl an normal differenzierten Nephronen. Die hypoplastische Niere ist kleiner und weist ein
verringertes Gewicht auf. Zugrunde liegt eine abberante Interaktion zwischen Ureterknospe
und metanephrogenem Gewebe, z.B. dadurch dass eine ektope Ureterknospe auf
undifferenzierte mesenchymale Zellen trifft, wodurch eine optimale Interaktion und
Differenzierung ausbleibt. Da die Nierenfunktion in der Regel erhalten bleibt, wird sie hdufig als
Zufallsbefund diagnostiziert. Ein beidseitiges Auftreten kann jedoch zur Niereninsuffizienz
fuhren.

Bei der Nierendysplasie liegen eine verminderte Reifung und Differenzierung des
Nierenparenchyms, sowie ein verringerter Aufbau der kortikomedullaren Struktur vor. Die
Funktionsfahigkeit einer dysplastischen Niere ist abhdngig vom Anteil des normal dif-
ferenzierten Parenchyms. Unter den Nierenpathologien tritt die Dysplasie am hdufigsten auf
[Woolf et al, 2004]. Vielfach liegt eine Dysplasie in Kombination mit einer Nierenhypoplasie
vor. Die Nierenhypodysplasie ist in einem Drittel der Falle die Ursache des kindlichen

Nierenversagens [Wingen et al, 1999; Wihl et al, 2004].
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DarUber hinaus geht die Dysplasie hdufig mit der Bildung von Nierenzysten einher. Ursachlich
fur die Zystenentstehung ist das Ausbleiben der Verschmelzung der aus dem
metanephrogenen Blastem entstandenen Nephrone und der Sammelrohre, die sich aus der
Ureterknospe entwickelt haben. Dadurch bleibt die Entwicklung eines durchgehenden
Gangsystems aus und ein Abtransport des Harns nach Einsetzen der Ultrafiltration ist nicht
moglich. In der Folge kommt es zur Aufblahung der Nephrone, wobei sich die Tubuli zu
zentimetergrofden dinnwandigen Blasen erweitern konnen, die als Nierenzysten bezeichnet
werden. Die Niere wird in ihrer Struktur und Funktion gestort, so dass es, abhangig vom Anteil
des funktionsfahigen Restparenchyms, zu unterschiedlichen Einschrankungen, bis hin zur
vollstdndigen Niereninsuffizienz kommen kann. Die multizystische Nierendysplasie
(multicystic dysplastic kidney disease, MCDKD) ist die schwerste Form der dysplastischen
CAKUT und ist mit einer Obstruktion des harnableitenden Systems kombiniert [Pope et al.,
1999]. Die multiplen grof3en Zysten verdrangen das wenige stark dysplastische Parenchym.
Damit ist die betroffene Niere nicht funktionell. Ein bilaterales Auftreten fihrt folglich zu einem
Oligohydramnion.

Die Nierenektopie (Nierendystopie) bezeichnet eine Lageanomalie der Niere, bedingt durch
einen unvollstandigen Aszensus der Niere wahrend der Embryonalentwicklung. Ektope Nieren
bleiben meist asymptomatisch, allerdings kann es durch Obstruktion des Ureters beim
Auftreten von Infektionen und Nierensteinen zu Komplikationen kommen. Die Hufeisenniere
ist die hdufigste Form einer Verschmelzungsanomalie, bei der die beiden unteren Pole der
Niere Uber eine Gewebebricke verbunden sind. Die meisten Hufeisennieren liegen in ektoper
Beckenlage oder dem Lumbalbereich [Limwongse et al, 1999] und sind mit anderen
urogenitalen Anomalien assoziiert [Hohenfellner et al., 1992].

Die Doppelniere (Ren Duplex) stellt eine Dopplungsfehlbildung dar und ist durch eine
Duplikation der Ureterknospe zu einem frihen Zeitpunkt der Embryonalentwicklung bedingt.
Es liegen zwei Nierenbecken vor, wobei die doppelt vorliegenden Ureteren entweder
vollstandig getrennt sind (Ureter duplex) oder sich vor Eintritt in die Harnblase vereinigen
(Ureter fissus). Die Ren Duplex tritt hdufig auf und bleibt ohne gleichzeitige Ureterpathologie
meist symptomlos. Das Auftreten einer unilateralen Duplikationsanomalie ist funf- bis

sechsmal haufiger als das einer bilateralen Verdopplung [Van Allen et al., 1993].



14

1.2.2 Kongenitale Anomalien des harnableitenden Systems

Verschiedene Anomalien des Ureters, der Urethra und der Blase werden ebenfalls unter dem
Begriff CAKUT subsumiert. Beim Ureter fissus findet sich meist ein subklinischer Verlauf.
Aufgrund von Pendelurin zwischen den beiden Ureteren kann es jedoch, genau wie beim
Ureter duplex, zu Harnableitungsstorungen mit vesikoureteralem Reflux (VUR) und einer
Hydronephrose kommen. Die Hydronephrose ist eine irreversible sackartige Ausweitung der
Nephrone mit Zerstérung des Parenchyms und stellt die hdufigste Ursache einer Vergréf3erung
des Nierenvolumens bei Neugeborenen dar [Brown et al., 1987]. Der vesikoureterale Reflux
bezeichnet den retrograden Harnfluss von der Blase in den Ureter bis hin zum Nierenbecken
und fUhrt zu rezidivierenden Harnwegsinfekten und Parenchymschaden.

Eine subpelvine, oft aperistaltische Verengung des Ureters wird als Ureterabgangsstenose
bezeichnet und bleibt meist asymptomatisch. In der Sonographie sind ein erweitertes
Nierenbecken und erweiterte Nierenkelche zu erkennen. Hier kann es, ebenso wie bei einer
UretermiUndungsstenose am Eintritt des Ureters in die Blase, zur Entwicklung einer Hydro-
nephrose kommen. Aufgrund der Obstruktion kommt es proximal der Stenose zu einer
Dilatation des Ureters. Bei Uberschreiten des Grenzwertes von 6mm wird der dilatierte Ureter
als Megaureter bezeichnet.

Infravesikulare Stenosen (Urethralklappen) mannlicher Neugeborener haben eine bi-
laterale Hydronephrose zur Folge und sind neben einer Ektopie der Uretermindung
pradisponierend fur die Entstehung eines vesikoureteralen Refluxes.

Stenosen sind oft mit Nierendysplasien assoziiert, was sowohl auf eine genetische Storung als

auch auf eine druckbedingte Parenchymschadigung zurickzufihren ist.

1.3 Theorien der Pathogenese
Zur Erklarung der Pathogenese der unterschiedlichen CAKUT-Entitaten existiert eine Vielzahl
an Theorien [Kuwayama et al., 2002]. Im Folgenden sollen zwei wichtige Erklarungsansatze

und ihre Giltigkeit im Hinblick auf neuere molekulargenetische Ergebnisse dargestellt werden.
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1.3.1 Obstruktionstheorie

In der Obstruktionstheorie wird die physikalische Uberbelastung der fetalen Niere und des
Ureters aufgrund einer Harnabfluss- oder Blasenfunktionsstorung, oder auch einer
dysfunktionalen Uretermindung als Ursache fir Malformationen der Niere postuliert
[Kuwayama et al., 2002]. Bei experimentell erzeugten Ureterobstruktionen in fetalen Schafen
zeigten sich ein verringertes renales Wachstum, sowie zystische und dysplastische
Parenchymschéaden [Peters et al., 1992]. Diese und dhnliche Beobachtungen fihrten zu der
Annahme, dass eine Obstruktion des Ureters das auslésende Ereignis fir die Entstehung einer
Nierendysplasie darstellt [Pope et al., 1999]. Hierbei wird diskutiert, ob es sich um eine
intrinsische oder extrinsische Ureterobstruktion handelt. Ruano-Gil und Tejedo-Mateu (1975)
beschrieben einen 5-Wochen-alten Embryo mit Ureterohydronephrose aufgrund eines internen
epithelialen Verschlusses in der Kloake. Der extrinsische Ansatz postuliert eine Obstruktion des
Ureters durch komprimierende Gefaf3e des fetalen Arterienbaums, die zu einer gestorten
Peristaltik fUhrt. Dadurch kommt es zu einer Stérung des muskularen Aufbaus der Ureterwand
[Allen, 1970]. Barnett und Stephens hatten bereits 1962 beschrieben, dass angrenzende
Gefalde eine partielle Ureterobstruktion verursachen konnen.

Jedoch liefert die Obstruktionstheorie keine hinreichende pathogenetische Erkldrung, da
keine Korrelation zwischen dem Grad der Obstruktion und dem Schweregrad der
parenchymalen Anomalie nachgewiesen werden konnte [Stephens et al., 1996] und trotz
fehlender Obstruktion bei Manipulation des metanephrogenen Gewebes Parenchymschaden
auftreten konnen [Maizels et al., 1983]. Allerdings konnte in aktuellen Studien die Bedeutung
einer Obstruktion in Mausmodellen fir Stérungen von Nierenwachstum und —differenzierung
hervorgehoben werden. Hierbei zeigte sich, dass bei unilateraler Ureterobstruktion durch eine
Erweiterung tubularer Strukturen, einer veranderten Sekretion renaler Wachstumsfaktoren,
sowie durch eine Infiltration von Makrophagen eine Apoptose und damit der Untergang von
Nephronen und die fibrose Umwandlung des Parenchyms generiert wird [Chevalier, 2004].
Damit konnen obstruktiven Veranderungen sekunddre progressive Schadigungen des

Nierengewebes zugeschrieben werden [Weber, 2010].
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1.3.2 Budding Hypothese

Durch die Untersuchung von Gewebeproben menschlicher Embryonen und Neugeborener
wurde eine Korrelation zwischen renalen Differenzierungsstorungen und dem Ort der
Uretermindung in die Blase, hierbei insbesondere dem Grad der Abweichung vom normalen
Mindungsort, gefunden [Mackie und Stephens, 1975; Wickramasinghe et al., 1977]. Mackie und
Stephens formulierten auf der Basis dieser Ergebnisse die ,bud theory" (Budding-Hypothese)
fur Anomalien der Nieren und des harnableitenden Systems [Mackie und Stephens, 1975]. Die
Budding Hypothese stitzt sich auf die beobachtete Korrelation zwischen dem Grad einer
Nierenhypoplasie oder -dysplasie zum Einen und den Anomalien des Ureters zum Anderen.
Hierbei wird die ektope Ureteraussprossung aus dem Wolff-Gang in der frihen Nephrogenese
als alleiniges Schlisselereignis fUr die Entstehung von Anomalien des Nierenparenchyms und
des Ureters postuliert. Die Ureterknospe findet durch Wachstum des distalen Wolff-Ganges
Anschluss an die Blase. Je nach Lage der ektopen Ureterknospe kommt es zu unterschiedlichen
Anomalien. Findet eine zu weit kaudal gelegene Aussprossung statt, resultiert daraus eine
laterale Dislokation der vesikoureteralen MUndung mit Elongation des Trigonum vesicae
(Abbildung 1. Ektope Ureteraussprossung bei A) und Verkirzung des submukdsen
Blasentunnels. Durch den ausfallenden Ventilmechanismus kommt es zum Urinrickstrom in
den Ureter (VUR) und zu einer moglichen Erweiterung des Ureters zum Megaureter. Eine
kraniale Ureterknospe (Abbildung 1. Ektope Ureteraussprossung bei C) generiert bei kaudal
gelegener Uretermindung obstruktive Anomalien. Auf3erdem trifft eine ektop angelegte
Ureterknospe auf nur schwach differenziertes und spérlich vorhandenes metanephrogenes
Gewebe, wodurch die optimale gegenseitige Induktion zur Differenzierung beider Strukturen
ausbleibt und sich beispielsweise eine Nierendysplasie entwickelt [Pope et al., 1999].

Im Gegensatz zur Obstruktionstheorie, die Anomalien des Nierenparenchyms als Folge einer
Belastung der fetalen Nieren durch eine Ureterobstruktion sieht, postulieren Mackie und
Stephens in der Budding-Hypothese eine fehlerhafte Ontogenese als Ursache fir Anomalien
der Nieren und des harnableitenden Systems. Eine genetische Determination der Schaden
wirde erkldren, warum bei vielen Patienten mit vorliegender Obstruktion trotz friher
chirurgischer Intervention ein Fortschreiten des Nierenschadens nicht zu verhindern ist

[Piscione und Rosenblum, 2002].
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Die ektope Ureterknospung und eine fehlerhafte Interaktion des metanephrogenen Blastems
mit der Ureterknospe konnten durch einige neuere Mausmodelle als Schlisselereignisse bei der
CAKUT-Entstehung bestétigt werden [Song und Yossip, 2011]. Damit liefert die Budding-
Hypothese eine wichtige Grundlage zum Verstandnis der CAKUT-Pathogenese und besitzt im

Hinblick auf aktuelle Diskussionen und molekulargenetische Ergebnisse weiterhin Giltigkeit.

| Normale (B) und ektope Knospung (A,C)

-~
c;- - ?b Wolff-Gang

Abb. 1 Die Budding-Hypothese

Die Mindung des Ureters in die Blase ist bei regelhafter Aussprossung (B) im Trigonum vesicae
der Blase zu finden. Bei ektoper Aussprossung der Ureterknospe (A, C) resultiert eine ektope
UretermUndung. Bei zu weit kaudaler Knospung (A) mindet der Ureter zu weit lateral und
kranial, so dass das Trigonum vesicae elongiert wird und der submukdse Blasentunnel verkirzt
wird. Eine zu weit kranial aussprossende Ureterknospe (C) resultiert in einer kaudal gelegenen
vesikoureteralen Mindung. Bei ektoper Aussprossung trifft die Ureterknospe auf nur schwach
differenziertes metanephrogenes Mesenchym. (modifiziert nach Ichikawa et al., 2002)
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1.4 Molekulare Ursachen

1.4.1 Genetische Determination

Das gleichzeitige Vorliegen mehrerer CAKUT-Anomalien bei einem Patienten [Atiyeh et al,,
1992; Najmaldin et al., 1990; Ring et al., 1993; Risdon et al., 1993], sowie das familidre Auftreten
auch nicht-syndromaler CAKUT-Formen in 10 % der Falle, mit zum Teil Mendelschen
Erbgangen [Weber et al., 2006], spricht fUr eine genetische Determination der Malformationen.
In betroffenen Familien wurden inkomplette Penetranz [Squiers et al, 1987] und variable
Expressivitdt [Limwongse et al, 1999] beobachtet. AuRerdem spricht die Tatsache der
haufigen Progression der Niereninsuffizienz trotz Behebung der Obstruktion fir die genetische
Vorprogrammierung der CAKUT [Pope et al., 1999]. Hierbei kann ein monogenes, aber auch ein
komplexes, multifaktorielles Vererbungsmuster zu Grunde liegen [Pope et al., 1999; Stahl et al.,

2006].

1.4.2 ldentifizierte Nierenentwicklungsgene

Bisher gelang es kaum die molekulare Genese der CAKUT zu entschlisseln. In den letzten
Jahren konnten jedoch Fortschritte in der Identifizierung verantwortlicher Gene gemacht
werden. Obwohl Malformationen der Nieren im Verlauf der gesamten Nephrogenese
entstehen konnen [Kuwayama et al., 2002], lieferten vor allem Untersuchungen der frihen
Nierenentwicklung aufschlussreiche Ergebnisse. Die Ursache dafir ist, dass spatere Schritte
aufgrund vorangegangener Stérungen gar nicht mehr oder nicht reqgular ablaufen und somit
nicht analysiert werden konnen [Piscione und Rosenblum, 2002]. Eine Auswahl der wichtigsten
detektierten Gene, die als Nierenentwicklungsgene bezeichnet werden und fir Transkriptions-
und Wachstumsfaktoren, sowie intrazelluldre Signalmolekile kodieren [Constantini 2006;
Dressler, 2009; Mendelsohn, 2009; Reidy und Rosenblum, 2009], sowie ihre Bedeutung in der

Nephrogenese und der CAKUT-Entstehung sollen folgend dargestellt werden.

1.4.2.1 Das hepatocyte nuclear factor 1f3 Gen (HNFzf3)
Das hepatocyte nuclear factor 1f3 Gen (HNF1[3) kodiert fUr einen Transkriptionsfaktor, der an der
Morphogenese verschiedener Organe, zu denen auch die Niere gehort, beteiligt ist. Das

humane renal cysts and diabetes syndrome (RCAD), das durch einen juvenilen Diabetes und
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Nierenanomalien, vor allem durch zystische Malformationen, charakterisiert ist, steht im
Zusammenhang mit Mutationen des HNF1f3-Gens [Bingham et al., 2001]. In einer Studie fand
sich eine Mutationsrate von 33 % im HNFz/3-Gen bei Kindern mit nicht-syndromalen zystischen
Nierenhypoplasien oder -dysplasien, wobei 53 % der identifizierten Genveranderungen de novo

auftraten [Ulinski et al., 2006].

1.4.2.2 Das Angiotensin Typ 2 und Typ 1 Rezeptor Gen (AGTR2, AGTR1)

Das Fehlen geeigneter Tiermodelle war lange Zeit ein limitierender Faktor im Verstandnis der
Pathogenesse der CAKUT. Durch die Entwicklung von Mausstammen, die eine selektive
Nullmutation des Angiotensin Typ 2 (AT2) Rezeptor Gens (Agtr2) aufweisen, konnte ein Erfolg
in der Entschlisselung der molekularen Ursachen gemacht werden.

AGTR2 spielt als X-chromosomal vererbtes Gen in der Differenzierung der entstehenden
Nieren eine wichtige Rolle. Eine Aktivierung des AT2-Rezeptors fihrt zur Apoptose der
umgebenden undifferenzierten mesenchymalen Zellen (undifferentiated mesenchymal cells,
UMC) [Pope et al., 1999]. Die UMC sind Zellen, die nicht an der Entstehung der Nachniere oder
des Ureters beteiligt sind [Kakuchi et al., 1995; Schutz et al., 1996], sondern diese Strukturen
umhillen und eine hohe AT2-Rezeptor-Expression besitzen [Pope et al., 1999]. Am Ort der
regelhaften Aussprossung der Ureterknospe findet sich allerdings keine AGTR2 Expression
[Oshima et al., 2001]. Durch das erkennbare Verteilungsmuster kann die AGTR2 Expression als
ursdchlich fir die Verhinderung einer ektopen Ureteraussprossung gesehen werden [Stahl et
al., 2006]. Beim Vorliegen einer pathogenen AGTR2-Mutation bleibt die Apoptose der UMC
aus, die essentielle Interaktion zwischen Ureterknospe und metanephrogenem Blastem kann
nicht erfolgen, und das Wachstum und die Differenzierung beider Systeme werden gestort. Es
kommt zu einer ektopen Aussprossung der Ureterknospe und zu konsekutiven Fehlbildungen
der Niere und des Ureters. Innerhalb des Nierenparenchyms selbst bilden die UMC Septae aus,
die bei nicht erfolgter Apoptose zu einer Dysplasie der Niere fihren [Pope et al., 1999]. Bei den
Phanotypen generierter Knockout-Mause zeigten sich nahezu alle charakteristischen
Hauptmerkmale der humanen CAKUT [Ichiki et al., 1995; Nishimura et al., 1999]. Neben dem
weiten pathologischen Spektrum lief3 sich auch die typische asymmetrische Verteilung und das

Uberwiegen maénnlicher Betroffener beobachten [Pope et al, 1999]. Auflerdem ist ein
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Austausch von Adenin zu Guanin an Position 1332 (A1332G) signifikant mit der CAKUT-
Entstehung assoziiert [Yerkes et al., 1998; Nishimura et al., 1999].

Daneben scheint AGTR2 andere regulatorische Funktionen in der Nierenentwicklung zu
Ubernehmen, da die Expression wahrend der gesamten Embryogenese bestehen bleibt [Stahl
et al., 2006].

Es ist jedoch davon auszugehen, dass eine Reihe weiterer Gene, die in proliferative und
apoptotische Vorgange involviert sind, am Untergang der UMC sowie an anderen CAKUT
verursachenden Ereignissen beteiligt sind [Pope et al., 1999]. Das Angiotensin Typ 1 (AT1)
Rezeptor Gen (AGTRz) ist nicht direkt mit der Entstehung der Ureterknospe assoziiert, sondern
gewinnt erst perinatal an Bedeutung. Bei einer Mutation des Gens im Mausmodell findet man
eine abnorme Entwicklung des Nierenbeckens und eine Verringerung der den Ureter
umgebenden glatten Muskulatur [Miyazaki et al., 1998], sowie eine fehlende Peristaltik
[Niimura et al., 2006]. Die renale tubulare Dysgenesie, eine in der Mehrzahl der Falle aufgrund
des entstehenden Oligohydramnions letal endende Anlagestorung der Nierentubuli, kann
unter anderem durch eine homozygote Mutation des AGTR1 Gens verursacht werden

[Gribouval et al., 2005]
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Abb. 2 Einfluss einer fehlerhaften Angiotensin-Rezeptor-Funktion auf die CAKUT-Entstehung

Eine pathogene AGTR2-Mutation kann zu einer ektopen Aussprossung der Ureterknospe
fuhren, welche dann auf nur schwach differenziertes Mesenchym trifft. Die gegenseitige
Induktion zu Wachstum und Differenzierung zwischen Ureterknospe und metanephrogenem
Blastem bleibt aus. Bei einer Mutation des AGTR1-Gens kann es perinatal zu funktionellen
Abflussbehinderungen kommen. AGTR2- und AGTR1- Mutationen kdnnen damit Fehlbildungen
der Nieren und der ableitenden Harnwege verursachen. Daneben kann eine homozygote
AGTRz-Mutation ursdchlich fir eine tubulére Dysgenesie sein. (modifiziert nach Niimura et al.,
2006)

1.4.2.3 Die GDNF/ ¢gfraa/ c-ret-Achse

Die Aussprossung der Ureterknospe und nachfolgende Schritte der Nierenentwicklung werden
durch die Interaktion mit dem metanephrogenen Blastem Uber verschiedene Signalmolekile
vermittelt. Hierbei spielt der glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) eine zentrale
Rolle. Dieser Wachstumsfaktor, der zur TGFR3- (transforming growth factor, transformierender
Wachstumsfaktor) Familie gehort [Lin et al. 1993], wird im metanephrogenen Blastem ex-

primiert. Er vermittelt seine Signale als Dimer Uber den Transmembranrezeptor c-ret, der
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Tyrosinkinaseaktivitat besitzt und dem glycosy!l-phosphatidylinositol-anchored co rezeptor (Gfra
1-4, speziell Gfra 1) [Batourina et al., 2001; Eng et al., 1998; Sainio et al., 1997; Takahashi M,
2001; Tang et al., 2002]. Durch die Aktivierung der c-ret-Tyrosinkinase Uber Gfra 1, das am Ort
der Entstehung der Ureterknospe exprimiert wird, wird die Aussprossung am Urnierengang
[Chi et al., 2009; Schuchardt et al., 1996] und die weitere Differenzierung der Ureterknospe
induziert [Stahl et al., 2006]. Eine Nullmutation des GDNF-, c-ret- oder Gfra 1-Gens kann
aufgrund einer fehlerhaften Ureterknospung oder fehlerhaften Interaktion mit dem
metanephrogenen Blastem zu Nierenagenesie, Nierenhypodysplasie und blind endenden
Ureteren fUhren [Sainio et al., 1997; Schuchardt et al, 1996; Takahashi M, 2001]. Eine
heterozygote Mutation verursachte in Mausmodellen eine Nierenhypoplasie [Cullen-McEwen
et al. 2001]. Eine Reihe anderer identifizierter Gene der CAKUT-Pathogenese beeinflussen
diese Achse direkt oder indirekt und fUhren so bei Mutation ebenfalls zu Malformationen der
Nieren und des harnableitenden Systems. Im Folgenden werden nur einige dieser Gene
exemplarisch vorgestellt.

Der Inhibitor bone morphogenetic protein 4 (BMP4), der wie GDNF zu den Wachstums-
faktoren der TGF[3-Familie gehort [Kuwayama et al, 2002], spielt in der Embryonal-
entwicklung eine wichtige Rolle [Hogan, 1996]. BMPy4 vermittelt seinen Einfluss auf die
Entwicklungvorgange durch die Regulation von Zellproliferation, Apoptose, Chemotaxis und
Determinierung der Keimzellentwicklung [Bush et al., 2004; Miyazaki et al., 2000; Miyazaki et
al., 2003]. BMP4 -/- knockout-Mause versterben zu einem sehr frihen Zeitpunkt der Embryo-
genese [Lawson et al., 1999]. Die Untersuchung von heterozygoten BMP4 +/- Mdusen zeigte
eine Reihe von Anomalien die humanen CAKUT-Phanotypen entsprechen [Miyazaki et al.,
2000], darunter, als Konsequenz einer ektopen Aussprossung der Ureterknospe vom Wolff-
Gang, eine ektope Mindung des Ureters in die Blase [Kuwayama et al., 2002]. Die betroffenen
Tiere waren meist mannlich und es Uberwog ein rechtsseitiger unilateraler CAKUT [Miyazaki et
al., 2000; Miyazaki et al., 2003]. BMP4 wird im den Wolff-Gang umgebenden metanephro-
genen Gewebe exprimiert, nicht jedoch am Ort der spateren Aussprossung der Ureterknospe.
Der Wachstumsfaktor inhibiert wingless type MMTV integration site family, member 11
(WNT11), ein Zielmolekil der GDNF/ Gfraa/ c-ret-Achse, und verhindert so ektope Ureter-

aussprossungen entlang des Wolff-Ganges [Stahl et al., 2006]. Nachdem die Aussprossung der
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Ureterknospe abgeschlossen ist, fordert BMP4 das weitere Wachstum des Ureters [Kuwayama
et al., 2002], wobei die weitere Differenzierung durch ein Fehlen der Expression an Orten des
regelhaften Wachstums der Ureterknospe reguliert wird [Miyazaki et al., 2000; Raatikainen-
Ahokas et al, 2000]. Daneben verhindert BMP4 die Apoptose des metanephrogenen
Mesenchyms [Kuwayama et al., 2002].

Eine direkt verstarkende Wirkung hat dagegen der Transkriptionsfaktor paired domain
homeobox 2 (Pax2) [Brophy et al., 2001]. Bei homozygoten knockout-Mausen fehlt die GDNF-
Expression, woraus durch fehlende Ureterknospung und darauf folgender Apoptose des
metanephrogenen Blastems, eine Nierenagenesie resultiert. Humane Mutationen des PAX2-
Gens verursachen das autosomal-dominant vererbte Reno-Kolobom-Syndrom [Sanyanusin et
al., 1995; Favor et al., 1996], welches durch gleichzeitiges Vorliegen von Nierenanomalien und
Kolobomen des Nervus opticus, begleitet durch eine Horminderung charakterisiert ist. Die
Proteinprodukte des S/X1 (humanes Homolog des Drosophila sine oculis) -Gens, sowie des EYA1
(humanes Homolog des drosophila eyes absent 1) -Gens haben ebenfalls einen aktivierenden
Einfluss auf die GDNF-Expression. Da EYA1 an der Entwicklung verschiedener Organe beteiligt
ist, fOhren heterozygote Mutationen im EYA1-Gen beim Menschen neben Nierenanomalien
auch zu Auffalligkeiten des Mund- und Halsbereichs, sowie der Ohren und liegen damit dem
autosomal-dominant vererbten brachiootorenalen Syndrom (BOR-Syndrom) zu Grunde
[Abdelhak et al., 1997]. Auch heterozygote Mutationen des S/X1-Gens konnen das BOR-
Syndrom verursachen [Kochhar et al., 2008]. Homozygote Sixz und Eyaz knockout-Mause
wiesen genau wie die Mause mit Pax2-Nullmutation eine Nierenagenesie auf. Bemerkenswert
ist jedoch, dass die syndromal-assoziierten Mutationen in den Genen fir EYA1, SIX1 und PAX2
bei der Untersuchung europaischer Kinder nur in 5-10 % der nicht-syndromalen CAKUT-Falle
identifiziert werden konnten [Weber et al., 2006]. In Abbildung 3 ist das Zusammenspiel der

beschriebenen Faktoren bei der Aussprossung der Ureterknospe dargestellt.
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Abb. 3 Aussprossung der Ureterknospe.

Die GDNF/ Gfraa/ c-ret-Achse spielt eine zentrale Rolle bei der Induktion der Ureterknospung
und der weiteren Differenzierung. GDNF bindet als Homodimer an den membranstandigen
Rezeptor GFRa1, welcher dadurch ebenfalls dimerisert wird und eine Bindung und
Dimerisation des Transmembranrezeptors c-ret bedingt. Weitere Signalmolekile greifen
regulatorisch in diese Achse ein (modifiziert nach Sariola und Saarma, 2003).

1.5 Die Struktur der menschlichen Chromosomen

Damit die 2 m lange menschliche DNA im 2-6 pm grof3en Zellkern Platz findet, muss sie
mithilfe spezifischer Proteine verpackt werden [Gottschalk et al., 2009]. An dieser Kon-
densierung sind Histonproteine (Histone) und Nicht-Histonproteine beteiligt. Die Histone sind
aufgrund des hohen Anteils basischer Aminosauren positiv geladen und kdnnen daher mit der
negativ geladenen DNA interagieren. Dies spielt fir die geregelte Anordnung und Verpackung
der DNA eine wichtige Rolle. Man unterscheidet die Histone H2A, H2B, H3 und Hg, von denen
sich je 2 Exemplare zu einem Oktamer zusammenlagern und so das Grundgerust bilden, um
das sich die DNA zweimal herum windet. Die Hi-Histone verbinden jeweils zwei auf diese
Weise entstandene Nukleosomen miteinander, in dem sie an den DNA-Abschnitt zwischen
zwei Histonoktameren, die sogenannte linker-DNA, binden. Das Zusammenlagern der
Nukleosomen zu einer eng spiralisierten Kette mithilfe der Hi-Histone generiert die

Chromatinfasern [Murken et al., 2006; Passarge et al., 2008].
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Um das Erbgut fur Transkription, Replikation oder DNA-Reparatur zuganglich zu machen,
muss die dichte Verpackung der DNA gelockert werden [Downs et al., 2007; Li et al., 2007;
Osley et al., 2007]. Dies kann durch Chromatin-Remodeling-Enzyme erfolgen. Mit der Fahigkeit
DNA zuganglich zu machen, spielen die Enzyme eine fundamentale Rolle in Differenzierungs-
und Entwicklungsvorgangen, aber auch bei der Tumorgenese [Chi et al., 2004; de la Serna et
al., 2006; Ko et al., 2008; Krangel et al., 2007; Saha et al., 2006]. Bei den Chromatin-
Remodeling-Enzymen unterscheidet man aufgrund ihrer unterschiedlichen Arbeitsweise zwei
Klassen. Die erste Klasse nutzt ATP-Hydrolyse zur Veranderung der Interaktion zwischen DNA
und Histonen, wahrend die zweite Klasse Histone kovalent modifiziert [de la Serna et al., 2006].
Da das im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte Gen CHD1L zu den ATP-abhangigen
Chromatin-Remodeling-Enzymen gehort, soll im Folgenden nur auf diese Klasse eingegangen

werden.

1.5.1 ATP-abhangige Chromatin-Remodeling-Enzyme

ATP-abhangige Chromatin-Remodeling-Enzyme besitzen eine der DNA-Helikase &hnliche
ATPase-Domadne [Bork et al., 1993; Henikoff et al., 1993]. Diese ermdglicht durch Hydrolyse des
Energielieferanten ATP die Bewegung der Histone entlang der DNA, was als Nukleosomen
sliding bezeichnet wird. Auf3erdem konnen die ATP-abhangigen Chromatin-Remodeling-
Enzyme Histone entfernen oder austauschen, sowie durch Aufbau neuer Nukleosomen-
einheiten einen hoheren Verpackungsgrad der DNA erreichen [Flaus et al, 2006]. Die
konservierte ATPase-Helikase-Domane ist der SNF2-Familie (sucrose non fermenting 2) —
Familie, einer Untergruppe der Helikase-super family 2 (SF2), zugehérig [Corona et al., 2007].

In engem Zusammenhang mit der Veranderung der Nukleosomenstruktur steht die
posttranslationale Modifikation des N-terminalen Endes der Histonproteine. Durch diese
Verdnderung wird die hohe Affinitdt der gegensatzlich geladenen DNA und Histone
aufgehoben. Hierbei spielen zum Beispiel Acetylierung, Methylierung und Poly-ADP-
Ribosylierung der Histonenden eine wichtige Rolle. ATP-abhangige Chromatin-Remodeling-
Enzyme besitzen neben der Helikase-Domane Motive, die eine selektive Erkennung dieser
Proteinmodifikationen ermdglichen. Die Auflockerung wird mittels Modifikationen von

Histonen durch die Chromatin-Remodeller erganzt [Ahel et al., 2009].
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1.6 Chromodomain helicase DNA binding protein 1-like (CHDz1L)

Das chromodomain helicase DNA binding protein 1-like (CHD1L)-Gen, auch bekannt als ALCz
(amplified in liver cancer 1) ist auf dem langen Arm des Chromosoms 1 lokalisiert (1q21) und
umfasst 53.153 Basenpaare (bp). Die codierende Region verfigt Uber 23 Exons. Das CHD1L-
Protein besteht aus 897 Aminosauren und wiegt 101 kDA. CHDiL besitzt neben der
konservierten ATPase-Helikase-Domane der SNF2-Familie (SNF2_N Domaéne) eine zweite
Helikase-Domaéne (helicase superfamily c-terminal domain, HELICc) und eine carboxyterminale
Makrodomane [Ma et al., 2008] (Abbildung ).

Eine Amplifikation von 1g21 konnte in Tumoren der Blase [Simon et al., 1998], der Mamma
[Tirkkonen et al., 1998], sowie nasopharyngealen [Fang et al., 2001] und 6sophagealen
Tumoren [Kwong et al., 2004] detektiert werden. Bei primaren hepatozellularen Karzinomen
(HCC) konnte die Amplifikation sogar in 58 bis 78 % der Falle nachgewiesen werden [Guan et
al., 2000; Kusano et al, 1999; Marchio et al., 1997, Wong et al., 1999]. In diesem
Zusammenhang wurde CHD1L als mdgliches Onkogen identifiziert, bei dessen Uberexpression
eine Zunahme der Zellproliferation [Ma et al., 2008], sowie eine Inhibition der Apoptose [Chen
et al., 2009, Ma et al., 2008] als charakteristische Eigenschaften eines Onkogens resultieren.
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass transgene CHDiL-Mause Tumoren entwickeln
[Chen et al., 2009]. Hierdurch wurde bekraftigt, dass CHD1L eine Rolle in der Tumorgenese

spielt.
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Abb. 4 Schematische Darstellung des CHD1L-Proteins und dessen funktioneller Domanen.

CHDaL enthalt eine konservierte ATPase-Helikase-Domane der SNF2-Familie (SNF2_N), eine
zweite Helikase-Domane (helicase superfamily c-terminal domain, HELICc) und eine
carboxyterminale Makrodomane. (modifiziert nach Ma et al., 2008).
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1.6.1 CHDa1L als Chromatin-Remodeling-Enzym

CHDiL gehort zur SNF2-Familie (SNF2_N Domane) der ATP-abhangigen Chromatin-
Remodeling-Enzyme, die bei Transkription, Replikation und DNA-Reparatur eine wichtige Rolle
spielen. Das Enzym PARP1 (Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1), welches spezifisch auf DNA-
Strangbriche reagiert [Hassa et al., 2006; Lindahl et al., 1995; Satoh et al., 1992], synthetisiert
aus NAD" (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) durch sukzessives Zusammenfigen von ADP-
Ribose-Einheiten an Akzeptorproteine negativ geladene Poly-ADP-Ribose-Polyemere (PAR-
Polymere), katalysiert die PARibosylierung von Hi-Histonen und fuhrt so zu einer Relaxation
der Chromatinstruktur [de Murcia et al., 1986; Frechette et al., 1985; Leduc et al., 1986; Poirier
et al., 1982]. Neben der Strukturmodulation kann PAR fir die Bindung und Rekrutierung von
Chromatin-Remodeling-Enzymen im Rahmen der DNA-Reparatur verantwortlich gemacht
werden [Ahel et al.,, 2009]. Wahrend das mit CHDiL strukturverwandte Chromodomain
Helicase DNA binding Protein 1 (CHD1) eine Bindung mit methylierten H3-Histonen am Wirkort
eingeht [Flanagan et al., 2005; Pray-Grant et al., 2005], wird CHD1L poly-ADP-Ribose-abhangig
zum Ort des DNA-Schadens rekrutiert [Karras et al., 2005] und bindet PAR mittels seiner
Makrodomane [Ahel et al., 2009; Gottschalk et al., 2009]. PARP1 selbst kann als starkstes
Substrat fir die PARibosylierung dienen, und diese Automodifikation ist ausreichend fur die
Rekrutierung von CHDaL zum Ort des DNA-Schadens. Hierbei kann PARP1 auch Hi-Histone in
der Chromatinstruktur ersetzen [Gottschalk et al., 2009]. Die ATPase-Aktivitat von CHD1L
kann der Helikase-Domane zugeschrieben werden und ermdglicht ATP-abhangig Nukleo-
somen-Sliding, sowie die Abkopplung vom Ort des DNA-Schadens. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die ATPase-Aktivitat und die damit verbundene Funktion als Chromatin-
Remodeling-Enzym auch von einer intakten Makrodomane abhangig ist [Gottschalk et al.,
2009]. Die ATPase-Aktivitat wird durch DNA, vor allem aber durch das N-terminale Ende der
Hg4-Histone der Nukleosomen, sowie durch PARPi1 gesteigert [Ahel et al., 2009].
Zusammenfassend konnte CHD1L als PAR-abhdngiges Chromatin-Remodeling-Enzym bei der
DNA-Reparatur identifiziert werden, wobei der Mechanismus des Nukleosomen-Slidings einen

Zugang zur sonst dicht verpackter DNA ermaglicht [Ahel et al., 2009; Gottschalk et al., 2009].
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1.7 Ziel der Arbeit

Kongenitale Fehlbildungen der Nieren und ableitenden Harnwege (congenital anomalies of the
kidneys and the urinary tract, CAKUT) treten meist isoliert und sporadisch auf. Es lasst sich
jedoch bei einer familidaren Haufung in 10 % der Félle eine genetische Determination vermuten,
die eine inkomplette Penetranz und variable Expressivitat aufweist und den Krankheitsverlauf
trotz therapeutischem Eingreifen beeinflusst [Pope et al., 1999]. Einige Gene, die an der
molekularen Pathogenese der CAKUT beteiligt sind, konnten in den letzten Jahren identifiziert
werden. Um neue chromosomale Regionen und Gene zu detektieren, deren Deletionen oder
Duplikationen mit CAKUT einhergehen, wurde die Array-basierte comparative genomische
Hybridisierung (Array-CGH) an DNA-Proben von 30 Kindern mit unterschiedlichen CAKUT-
Phanotypen und mindestens einem extrarenalen Symptom durchgefihrt. Es konnte eine 2,4
Mb grof3e Mikroduplikation in der chromosomalen Bande 1q21.1 bei einem Patienten mit
unilateraler Nierenhypoplasie, einer proximale Ureterstenose und zusatzlichen Anomalien
anderer Organsysteme identifiziert werden. Unter den duplizierten Genen ist CHDilL
(Chromodomain Helicase DNA-binding protein 1-like, ALC1, amplified in liver cancer 1) ein viel
versprechendes Kandidatengen, dessen Veranderungen der CAKUT-Pathogenese zu Grunde
liegen konnten [Weber et al., 2010]. CHDaL ist ein Mitglied der SNF2-Familie der ATPase
abhangigen Chromatin-Remodeling-Enzyme. Zu dieser Klasse gehéren auch CHD1 und CHDy
[Flaus et al., 2007]. Mutationen im Gen des mit CHD1L strukturverwandten ATP-abhangigen
Chromatin-Remodeling-Enzyms CHD7 sind mit dem CHARGE-Syndrom assoziiert, dessen
klinisches Erscheinungsbild auch durch Nierenanomalien charakterisiert ist [Vissers et al., 2004;
Lalani et al., 2006; Jongmans et al., 2006].

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit eine Sequenzanalyse des CHD1L-Gens in 85 CAKUT-
Patienten durchzufGhren um zu untersuchen, on Mutationen in CHDiL an der CAKUT-
Entstehung beteiligt sind. Zu diesem Zweck sollten anhand der genomischen Struktur von
CHDiL Primerpaare ausgewahlt und etabliert werden. Die dann durchgefihrte CHDilL-
Mutationsanalyse sollte als Grundlage zur Beurteilung der Bedeutung von CHDaiL in der
Nephrogenese dienen. Diese Untersuchungen sollten einen Ausgangspunkt fir Expressions-
analysen in verschiedenen humanen Geweben und an normalen fetalen, adulten und

pathologischen Nierenschnitten darstellen. AuRerdem sollte diese Arbeit eine Grundlage fir
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funktionelle Analysen von CHD1L legen. Auf diese Weise sollte die Bedeutung von CHD1L als

Kandidatengen fir die CAKUT-Pathogenese untersucht werden.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

Modell

Hersteller

Elektrophoresekammer

Ba

OWI Separation System Inc

Elektrophorese-

EPS200 Electrophoresis Power

Pharmacia Biotech

Netzteil Supply

Gefrier- und Bosch

Kuhlschranke Liebherr
Siemens

Gel- UV-Systeme INTAS

Dokumentationssystem

Heiz-/Magnetrihrplatte | Elektronikrihrer Monotherm Variomag

Pipetten Research Eppendorf

Pipettierhilfen Research pro Eppendorf

Mikrowelle 820L Privileg

Sequenzierer

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer

Applied Biosystems

Thermocycler

PTC 200 Peltier-Thermal Cycler

MJ Research

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Vortex VWR
Waage CPA6235 Sartorius
Zentrifuge neolLab
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien, Pufferlésungen und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien und Reagenzien

Agarose, Sigma Aldrich Corporation, St.Louis, MO, USA

Alkalische Shrimps Phosphatase (SAP), Promega, Mannheim, Deutschland
BigDye®Terminator vi.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems Inc,
Foster City, CA, USA

Exonuklease | (Exol), New England BioLabs GmbH

Primer, Metabion, Martinsried, Deutschland

REDTaq ReadyMix™" PCR Reaction Mix mit MgCl, Sigma Aldrich Corporation, St.Louis, MO,
USA

Losungen
5ox TAE-Puffer: 484 g Tris, 37,2 g EDTA, 114,2 ml 1200 % Essigsdure. Mit Aqua dest. auf 2 |

auffillen

1x TAE-Puffer: 20 ml 5ox TAE-Puffer in 980 ml Aqua dest.

TE —4-Puffer: 10 mM Tris, 0,2 mM Na2-EDTA, HPLC-H,O; pH 8,0

2-log DNA-Standard (New England BioLabs GmbH): 5o pl Marker [1000 pg/ml], 850 pl 2x TAE,
100 pl Ladepuffer

Ethidiumbromidlosung, 5 ml 1% EtBr in 600 ml 21x TAE (0,008 pl/ml EtBr), Lagerung bei 4°C,
lichtgeschitzt

Verbrauchsmaterialien (Greiner, Frickenhausen)

Eppendorfreaktionsgefale
H.O

Millipor steril

PCR-Tubes

Pipettenspitzen
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2.1.3 Datenbanken und Software

Datenbanken

Biotools: wwwtacg v3.0 http://biotools.umassmed.edu/tacgs/

CCG sequence service http://entry2ccg.ccg.uni-koeln.de/Runs/
Ensembl-Genome Browser http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
Metabion http://www.metabion.de/orders/checkin.html

NCBI Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_blastByOrg.cgi
Polymorphism Phenotyping http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html
Reverse Complement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
UCSC-Genome Browser http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
UCSC-BLAT http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Software

Chromas Lite Version 2.0 Conor McCarthy

Microsoft Office 2003 Microsoft

DNASTAR Lasergene SeqMan Pro (Version 7.1) SegMan.Inc

2.2 Patientenkollektiv und Kontrollkollektiv

Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden CAKUT-Patienten untersucht, die im Zentrum fir Kinder- und
Jugendmedizin der Universitat Heidelberg betreut wurden oder deren DNA dort gesammelt
wurde. Die Durchfihrung der Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Universitat Heidelberg genehmigt. Einverstandniserklarungen der Patienten
und/oder der Eltern lagen vor. Die vorliegenden Krankheitsbilder und Fehlbildungen, wurden
durch klinische und sonographische Untersuchungen der Patienten in der padiatrischen
Nephrologie und Radiologie diagnostiziert. Unter den diagnostizierten Phanotypen fanden sich

Nierenagenesien, Nierenhypoplasien sowie Dysplasien mit oder ohne Zysten. AuRRerdem
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gehorten multizystische Nierendysplasien, Dopplungsfehlbildungen, sowie Ureterstenosen, die
zum Teil zu Vesikureteralem Reflux fihrten, zu den vorliegenden Krankheitsbildern.

Mutationsanalysen des CHD1L-Gens wurde insgesamt an 85 Patienten mit einem CAKUT-
Phanotyp vorgenommen. Bei 61 Patienten wurde die gesamte codierende Region von CHD1L
analysiert. Bei 24 weiteren Patienten wurde nur das Exon 21, bei 23 das Exon 19 und bei 14 das
Exon 18 untersucht, da in diesen drei Exons in der urspringlichen Kohorte eine Variante
gefunden wurde, jedoch nicht genigend DNA dieser Patienten zur Verfigung stand, um die
gesamte codierende Region zu analysieren.

Daneben wurde eine Sequenzanalyse der Eltern der Patienten, bei denen eine CHD1iL-
Variante nachgewiesen werden konnte, angeschlossen.

Kontrollkollektiv

Die eingesetzte Kontroll-DNA stammte aus kernhaltigen Zellen des Blutes von gesunden
Blutspendern des Instituts fir Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin der

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn.

2.3 Angewandte Methoden

2.3.1DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

Die Isolierung der DNA erfolgte nach der Aussalzmethode nach Miller [Miller et al., 1988]. Aus
dem mit EDTA antikoagulierten Blut wurden im ersten Schritt die kernlosen Erythrozyten, die
kein genetisches Material enthalten, durch Zugabe von Lysispuffer und nach Zentrifugation mit
dem Uberstand entfernt. Die kernhaltigen und damit DNA-haltigen Blutzellen wurden
pelletiert und mittels Natriumdodecylsulfat (SDS) und Kernlysispuffer wurden die Zell- und
Kernmembran aufgeldst. Die Serinprotease Proteinkinase K baute im nachsten Schritt
Zellproteine ab. Eine Aussalzung wurde durch NaCl erreicht. Abschliel3end konnte die DNA
durch Ethanolfallung, Abzentrifugation und Verwerfen des Uberstandes gewonnen werden.
Zur Fertigstellung der Stocklosung wird die isolierte DNA in TE-Puffer gelost. Die DNA-
Konzentration kann spektralphotometrisch mittels NanoDrop bei einer Wellenlange von 260
nm bestimmt werden. Die Stockldsungen werden bei -20°C aufbewahrt. Aus den Stock-
l6sungen wurden Gebrauchslosungen hergestellt, die eine DNA-Konzentration von 10 ng/pl

enthielten.
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Reagenzien
e 6MNadl

® Proteinase K: Gebrauchslosung 10 mg/ml
* 20%SDS
e Lysispuffer (pH 7,4): 155 ml 2 M NH,Cl
10 ml1 M KHCO,
200 plo,5 M EDTA (pH 7,0)
Mit Aqua bidest auf 1000 ml auffillen
e Kernlysispuffer (pH 8,0): 7,5 ml 5 M NaCl
24 mlo,5 M EDTA (pH 8,0)
Mit Aqua bidest auf 5oo ml auffillen
e TE-Puffer: 2 ml 1 M Tris (pH 8,0)
4oo plo,5 M EDTA (pH 8,0)

Mit Aqua bidest auf 200 ml auffillen

2.3.2 Generierung der genomischen Struktur von CHD1L
Zur Generierung der genomischen Struktur von CHDz1L wurde der Genome Browser der UCSC
(Genome Bioinformatics Group of UC Santa Cruz, http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)
verwendet und das Ref Seq gene fir CHD1L (NM_004284) ausgewahlt. Uber den Link Genomic
Sequence from assembly und folgend den Einstellungen CDS Exons, sowie One FASTA record per
region (exon, intron, etc) mit 240 zusdtzlichen Basenpaaren in 5' Richtung, als auch in 3" Richtung
wurde die Sequenz mit den kodierenden Exons und flankierenden Introns des gesuchten Gens
ermittelt. Bei der Formatierung musste darauf geachtet werden, dass Exons in upper case,
everything else in lower case und die Mask repeats to: lower case eingestellt waren.

Des Weiteren wurde die pradizierte Protein- bzw. Aminosauresequenz von CHDiL Uber den
UCSC Genome Browser und den Link Predicted Protein ermittelt.

Mithilfe von Online Software Biotools (http://biotools.umassmed.eduftacgs/) konnten nun die
genomische DNA-Sequenz sowie die pradizierte Aminosauresequenz gemeinsam dargestellt
werden. Hierzu musste die ermittelte genomische Sequenz fir jedes Exon einzeln eingegeben

werden. Mithilfe der Einstellungen Entire Linear Map Long, but requiered for Co-Translation
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below und Linear Co-Translation: in 3 frame(s), with a 1 letter code wurde der Leserahmen
ermittelt. Die Identifizierung des Leserahmens, aus den drei von Biotools angegebenen
Maoglichkeiten gelang anhand der aus der UCSC-Datenbank bekannten Aminosauresequenz. In
der nun erhaltenen gemeinsamen Darstellung von genomischer Struktur und
Aminosauresequenz wurden das Start-Codon ATG, die Splei3stellen aller 23 kodierenden
Exons, sowie das Stopp-Codon, in diesem Fall TAA, lokalisiert und markiert. Wichtig war
hierbei, dass das Ende eines Introns und damit der Anfang eines Exons (5') durch ein ag
gekennzeichnet ist (Spleif3-Akzeptor), das Ende eines Exons (3') und damit entsprechend der

Beginn eines Introns durch gt (Spleif3-Donor).

2.3.3 Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion nach Mullis [Mullis et al., 1977] ist eine Methode, die es erlaubt
selbst geringe Mengen an DNA in vitro zu amplifizieren, die dann fir weitere Analysen zur
Verfigung stehen. Hierzu werden Oligonukleotid-Primer, Desoxynukleotid-Triphosphate
(dNTPs) und thermostabile DNA-Polymerasen, hier die Tag Polymerase des Bakteriums
Thermus aquaticus, eingesetzt.

Es folgen mehrere Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation, die eine
exponentielle Vermehrung der Zielsequenz gestatten. Beim Einsatz von spezifischen Primern
wird so eine definierte DNA-Sequenz amplifiziert. Die Durchfihrung erfolgt in einem
Thermocycler, der die erforderlichen Temperaturen fir die einzelnen Phasen der PCR erzeugen
kann. Das Temperatur- und Zeitprofil ist abhangig von der Lange der zu vervielfdltigenden
Sequenz und steigt mit hoherem CG-Gehalt derselben, sowie der eingesetzten Primer an.

Dem ersten Schritt, der Denaturierung, in dem die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf
Temperaturen von 9o bis g7°C in einzelstrangige DNA UberfGhrt wird, geht eine Pra-
Denaturierung von 5-7 Minuten voraus. Die Denaturierung stellt die vollstandige Trennung der
komplementaren Strange sicher. Die drei Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Guanin und
Cytosin, bzw. die zwei Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Adenin und Thymin kénnen auf
diese Weise gelost werden.

Dies ist eine Voraussetzung fir die Anlagerung der Primer an die komplementare

einzelstrangige DNA-Matrize (Primer-Annealing) durch die Temperautursenkung im zweiten



35

Schritt. Die optimale Temperaturgenerierung im Thermocycler ist fir eine spezifische
Primerbindung an das Template wichtig. Eine zu hohe Temperatur lasst nur eine
unzureichende Anlagerung zu, was die DNA-Amplifikation der gewinschten Zielsequenz
verringern kann. Dagegen kann es bei zu geringen Temperaturen zu unspezifischen Bindungen
kommen, die unerwinschte PCR-Produkte zur Folge haben konnen. Um eine Hybridisierung
der denaturierten DNA-Strange miteinander moglichst gering zu halten, liegen die Primer

|\\

aufderdem im Uberschuss vor. Die ,Wallace-Regel" dient als theoretische Orientierung bei der
Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur fir Primerlangen von bis zu 25
Basenpaaren:

Twm = 2°C x (Anzahl A+T) + 4°C x (Anzahl C+G).
Tw steht hierbei fir die Schmelztempertatur, wobei empirisch gesehen die berechnete
Schmelztemperatur 2-5°C Uber der tatsachlich beobachteten Temperatur liegt, da weitere
Einflussfaktoren, wie z.B. das Vorliegen von lonen im PCR-Puffer existieren.

Der letzte Schritt der Polymerase Kettenreaktion ist die Elongation. Dabei synthetisiert eine
DNA-Polymerase an das 3'-Ende der Primer mithilfe der dNTPs den komplementéaren Strang
zur vorliegenden DNA-Matrize.

Die Thermostabilitat der aus Bakterien gewonnenen Polymerasen gewahrleistet, dass die
Syntheseaktivitat nicht durch die hohe Denaturierungstemperatur beeintrachtigt wird. Nur so
bleiben die Enzyme fir die Elongationsphase des folgenden Zykluses funktionsfahig. Am
haufigsten wird die Tag Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus verwendet, welches in
heif3en Quellen seinen Lebensraum hat. Die Tag Polymerase besitzt ein Temperaturoptimum
von 72°C mit einer Polymerisierungseffizienz von etwa 1000 Nukleotiden pro Minute. Sie
besitzt keine Korrekturlesefunktion und ist damit nicht in der Lage falsch eingebaute dNTPs zu
erkennen und wieder zu entfernen. Vom Hersteller werden der entsprechende Standardpuffer,
sowie zusatzliche Reagenzien zur Optimierung der PCR mitgeliefert. Bei der Tag Polymerase
werden MgCl,-lonen eingesetzt, die bivalente lonen abfangen und so Stérungen beim Einbau
der dNTPs verhindern kénnen. Die verwendete Polymerase bestimmt neben der Lange der zu
amplifizierenden Sequenz die Temperatur bei der Elongation.

In der Regel werden bei einer PCR, abhangig von der Effizienz der Primerbindung und der

Menge der DNA-Templates 25-40 Zyklen durchlaufen. Um die abschlie3ende Synthese aller
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Produkte zu gewabhrleisten, findet am Ende der PCR eine zusatzliche Polymerisierungsphase

statt.

2.3.3.1 Entwerfen der Primerpaare

Zur Amplifikation eines gewinschten DNA-Templates mittels PCR missen die flankierenden
Bereiche der Zielsequenz bekannt sein. Dann kénnen spezifische Oligonukleotide, die Primer,
konstruiert werden, die gezielt an einen der beiden Matrizenstrange binden und so den
Startpunkt der Synthese des komplementdren Stranges definieren und ermdglichen. Primer
sind notwendig, weil die DNA-Polymerase ihre Arbeit nur an einer bereits bestehenden
Nukleotidsequenz beginnen kann. Es muss sowohl ein Vorwarts-Primer (forward, F),
komplementar zum Folgestrang, als auch ein Riuckwarts-Primer (reverse, R), komplementar
zum Leitstrang, vorliegen, deren 3’-Enden als Anfangspunkte fir die DNA-Synthese von 5’ nach
3’ dienen. Neu synthetisierte Strange aus dem ersten Zyklus haben durch den Primer ein
definiertes 5'-Ende, jedoch ein noch nicht definiertes 3'-Ende. Die DNA-Strange, die in den
folgenden Zyklen amplifiziert werden, besitzen eine einheitliche Lange mit zwei durch die
Primer definierten Enden und bestehen aus der definierten Zielsequenz.

Es muss ein optimaler Ablauf der PCR gewahrleistet sein und verhindert werden, dass Primer
unspezifisch an das DNA-Template binden, verwendete Primerpaare untereinander eine
Bindung eingehen, oder Homodimere aus einem der eingesetzten Primer gebildet werden. Um
unspezifischen Bindungen oder allelic Dropouts zu vermeiden, missen bestimmte Kriterien

erfullt sein:

° Die Primer sollten zum Exonstart und zum Exonende einen Abstand von mindestens 60

Basenpaaren haben.

o Die Lange der Zielsequenz sollte zwischen 150 und 1000 Basenpaaren liegen.
. Die Primer sollten ca 18-24 Basenpaare lang sein.
J Die vier Basen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin sollten in einer ausgeglichenen

Verteilung vorliegen.

o Der Gehalt an GC-Bindungen sollte 50-60 % betragen.
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J Ein Auftreten von mehr als drei aufeinander folgenden gleichen Basen sollte, wenn
moglich, vermieden werden.

. Das 3'-Ende sollte mit GG, CC oder CG enden.

Anhand der gemaf3 2.3.2 ermittelten genomischen Struktur konnten die Primerpaare unter
Beachtung der oben genannten Kriterien entworfen werden. Die Lange der einzelnen Primer

wurde auf 21 Basenpaare festgesetzt. Mithilfe des Human BLAT Search der UCSC

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) konnte die Einzigartigkeit der ermittelten Primer-
sequenzen als Vorraussetzung fir einen ungestorten Ablauf der PCR sowie das Vorkommen
eventueller annotierter SNPs Uberprift werden. Die Auswahl von Vorwarts- und Rickwarts-
Primer erfolgte in 5'-3' Richtung am Leitstrang. Damit der Ruckwarts-Primer als funktions-
fahiger Primer fUr den komplementdren Folgestrang eingesetzt werden konnte, musste die
ausgewahlte Sequenz nach erfolgreichem Abgleich in der Datenbank mittels des Reverse

Compliment-Programmes  (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) revers kom-

plementar gedreht werden.

Bei den Polymerasen Kettenreaktionen im Rahmen dieser Arbeit wurden die ausgewahlten
Primer der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert und im lyophilisiertem Zustand geliefert.
Mit steril filtriertem TE-4-Puffer wurde die Konzentration der jeweiligen Stammldsung ent-
sprechend dem Syntheseplan auf 100 pmol/ul eingestellt. Mit Primer-Stammlds-ung und PCR-
Wasser wurde eine Gebrauchslosung im Verhdltnis 1:10, mit einer sich daraus ergebenden
Konzentration von 10 pmol/pl, hergestellt. Die Gebrauchs- und Stammlésungen wurden bei

-20°C gelagert.

2.3.3.2 Durchfihrung der PCR

Zur Etablierung der Primer wurde DNA von zwei Kontrollpersonen als Template in die PCR
eingesetzt und alle 23 Exons von CHDiL wurden amplifiziert. In der folgenden Gelelektro-
phorese war eine sichtbare Bande beweisend dafir, dass die ausgewahlten Primerpaare eine
Amplifikation und somit die weitere Analyse der Zielsequenz zulief3en. Wichtig bei der

Primeretablierung war es, die idealen Temperaturbedingungen der Primerpaare zu ermitteln.
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Nach erfolgreicher Etablierung konnten die ausgewahlten Primerpaare fir die CHDilL-
Mutationsanalyse bei den CAKUT-Patienten eingesetzt werden.

Zur Durchfihrung der PCR wurde pro CHD1L-Exon und Test-DNA ein Gesamtvolumen von 25
ul angesetzt, das sich aus REDTaq ReadyMix™, Vorwarts- und Rickwarts-Primer fir das
entsprechende Exon, der zu amplifizierenden DNA und destilliertem Wasser zusammen setzte.
Der REDTaq ReadyMix™ beinhaltet neben der Tag Polymerase einen Puffer, MgCl, und die zur
Elongation benotigten dNTPs. Um eventuelle Verunreinigungen festzustellen, wurde fur jedes
Exon eine Negativkontrolle mit Wasser anstelle des DNA-Templates mitgefihrt. Alle
Reaktionsansatze wurden auf Eis pipettiert, um die eingesetzten Enzyme und Chemikalien zu
schitzen.

Die Reaktionsansatze setzten sich entsprechend folgender Tabelle zusammen:

Tab. 1: PCR-Reaktionsansatz

PCR-Ansatz pro tube (pul)

F-Primer (20 pmol/ul) 1,0
R-Primer (20 pmol/pl) 1,0
dH,O 55
Ready Mix (2fach) 12,5
DNA (20 ng/ul) 5,0
Gesamt 25,0

F- Primer, Vorwarts-Primer; R-Primer, RUckwartsprimer

Anhand eines vorher erstellten Pipettierschemas wurden zuerst Primer, Wasser und der
REDTaq ReadyMix™ in den benétigten Volumina als Premix zusammengestellt, mittels
Schittelgerat gemischt und abzentrifugiert. Der Premix wurde auf die Reaktionsréhrchen
aufgeteilt und die jeweilige DNA wurde hinzugefigt. Die aus Premix und DNA pipettierten
Reaktionsansatze wurden mittels Schittelgerdt gemischt, zentrifugiert und anschlief3end
wurde die PCR im Thermocycler durchgefihrt. Dieser generiert mit Standard-Tempera-

turprofilen optimale Bedingungen zur DNA-Amplifikation. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
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zwei verschiedene Temperaturprofile eingesetzt. Beide Programme stellen TwoStep-
Programme dar, in denen eine héhere Annealing-Temperatur in den ersten 15 Zyklen zu einer
spezifischen Anlagerung des Primers an die Zielsequenz fihren soll. Die folgende
Temperaturerniedrigung beim Annealing um 2°C in den letzten 20 Zyklen erhoht die Ampli-
fikationsrate des spezifisch synthetisierten DNA-Abschnitts. Die Elongations-Temperatur ent-
spricht dem Optimum der eingesetzten Tag Polymerase. Die abschliel3ende Kihlungsphase

macht ein stabiles Verweilen der PCR-Produkte im Thermocycler moglich.

Tab. 2: Temperatur-Profil der Programme TwoStep 58 bzw.TwoStep 60

PCR- Schritt Temperatur Zeit
Pra-Denaturierung 95°C 5 min

15 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 58°C oder 60°C

Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 58°C oder 60°C 30 sec
Elongation 72°C 1min 30 sec

20 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 56°C oder 58°C

Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 56°C oder 58°C 30 sec
Elongation 72°C 1min 30 sec
AbschlieRende Polymerisierungsphase | 72°C 10 min
Abkuihlen 4°C unendlich

2.3.4 Gelelektrophorese mittels Agarosegel

DNA besitzt aufgrund ihres Rickgrates aus Phosphatgruppen eine negative Ladung und
wandert daher bei Anlegen eines elektrischen Feldes zur Anode. Diese Eigenschaft wird bei der
Gelelektrophorese genutzt, um DNA-Fragmente ihrer GréfRe nach aufzutrennen. Diese
Auftrennung der Molekile erfolgt, weil kleinere Fragmente schneller wandern als grof3ere. Die
Elektrophorese dient im Rahmen dieser Arbeit der Detektion des erwarteten PCR-Produktes,
da nur bei erfolgreicher Amplifikation eine Bande im Gel nachgewiesen werden konnte. Bei der

Herstellung eines 2 % Agarosegels wurde neben 2 g Agarose 100 ml 1x TAE-Puffer eingesetzt.
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Nach Erhitzen in der Mikrowelle wurde das Gel fir 10-15 Minuten auf einer Magnetplatte
gemischt, abgekihlt und anschlieRend in noch flissigem Zustand in eine Gelkammer mit
einliegendem Kamm, der die bendtigten Probentaschen formte, gegossen. Die Kammer mit
dem fest gewordenen Agarosegel wurde im Folgenden mit TAE-Puffer aufgefillt, so dass das
Gel komplett von Pufferlosung bedeckt war. Nach Abschluss der PCR wurden 8 ul des
Produktes, sowie 10 pl eines 2log DNA-Standards, der zur Gréf3enbestimmung und groben
Quantifizierung der DNA dient, in die Taschen des Agarosegels geladen. In der Kammer wurde
nun ein elektrisches Feld mit einer Stromstarke von 200 mA angelegt. Die Visualisierung der
DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der fluoreszierenden Substanz Ethidiumbromid, die
aufgrund ihrer aromatischen Ringstruktur UV-Licht absorbiert und sichtbares Licht emittiert.
Einzelne Ethidiumbromidmolekile konnen aufgrund ihrer planaren Struktur zwischen
vorhandene DNA-Basen interkalieren, wodurch das Anregespektrum von Ethidiumbromid
erhoht wird. Bei Exposition im UV-Licht leuchtet das Gel an Stellen, an denen DNA vorhanden
ist, folglich hell auf, wéhrend sich das restliche Gel ohne DNA dunkel darstellt. Hierbei besteht
ein proportionaler Zusammenhang zwischen der DNA-Menge und der Helligkeit. Die
dargestellten Banden wurden zur Dokumentation fotografiert.

Eine vorhandene Bande mit passender Lange dient als Nachweis fiur die Amplifikation der
gewulnschten Zielsequenz. Liegen mehrere Banden vor, zeigt dies, dass die Annealing-Tem-
peratur, die die Spezifitdt der Primer-Bindung gewahrleisten soll, nicht ausreichend hoch

gewahlt ist.

2.3.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur weiteren Analyse der PCR-Produkte ist eine Aufreinigung notwendig, mittels der stérende
Komponenten, besonders nicht eingebaute Primer und Nukleotide entfernt werden. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden hierfir die Enzyme Exonuklease | (Exol) und alkalische Shrimp
Phosphatase (SAP) eingesetzt. Exol katalysiert dabei den Abbau kurzer Oligonukleotide,
wahrend SAP einzelne Nukleotide beseitigt. Das PCR-Produkt wurde wie in Tabelle 3 ange-
geben mit den Aufreinigungsenzymen versetzt und fir 20 Minuten bei 37°C, sowie an-
schlief3end fUr 30 Minuten bei 72°C inkubiert, damit die aufgereinigte amplifizierte DNA fir die

Sequenzierung zur Verfigung stand.
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Tab. 3: Reaktionsansatz zur Aufreinigung der PCR-Produkte

Volumen [in
]
Exol (20U/pl) 0,075
SAP 1U/ul 0,3
dH,O 1,625
PCR-Produkt 8
Gesamt 10

Exo |, Exonuklease |; SAP, alkalische Shrimp Phosphatase.

2.3.6 Sequenzierung

Mithilfe der Sequenzierung ist die Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Templates und
somit die Detektion von Mutationen anhand der Sequenzanalyse maoglich. Die durchgefuhrten
Sequenzierungen im Rahmen der Primeretablierung und der Analyse des CHDiL-Gens im
Patientenkollektiv beruhen auf der Didesoxymethode nach Franz Sanger [Sanger et al., 1977].
Die enzymatische DNA-Vervielfaltigung erfolgte hierbei unter Einsatz von dNTPs und ddNTPs,
die eine fir die jeweilige Base spezifische Fluoreszenzmarkierung aufweisen. Ein wichtiger
Schritt bei der DNA-Synthese ist die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der
Hydroxygruppe am 3'-Kohlenstoffeiniger Zucker des schon bestehenden Polynukleotids und
dem 5'-Kohlenstoffatom des neu einzufigenden Nukleotids. Den ddNTPs fehlt jedoch die 3'-
Hydroxylgruppe zur Ausbildung einer weiteren Phosphodiesterbindung. Damit kommt es mit
dem Einbau eines ddNTPs zum Kettenabbruch.

Die Sequenzierung verlduft nach einem der PCR &hnlichen Prinzip, wobei nur ein spezifischer
Primer als Starthilfe eingesetzt wird, kein Primerpaar. Eine DNA-Polymerase synthetisiert bei
der Sequenzier-Reaktion linear den zu sequenzierenden Strang. Bei Vorliegen von ddNTPs und
dNTPs im Reaktionsgemisch kommt es im Verlauf an jeder Position zum zufalligen Einbau des
zur Matrize komplementaren ddNTPs in die wachsende Nukleotidkette. Damit entstehen
Fragmente unterschiedlicher Lange und unterschiedlich fluoreszenzmarkierter Enden. Diese

Fragmente konnen kapillarelektrophoretisch in einem Sequenzer aufgetrennt werden.
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Laserstrahlen regen hierbei die vier unterschiedlichen ddNTPs zur Fluoreszenz an. Das
emittierte Licht der Fluoreszenzfarbstoffe besitzt jeweils eine charakteristische Wellenlange
und erlaubt die elektronische Ermittlung der gesuchten Basenabfolge. Diese kann dann
abgespeichert, mit entsprechenden Programmen bearbeitet und ausgewertet werden.

FUr die Sequenzier-Reaktion wurde das BigDye®Terminator vi.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems eingesetzt und der Reaktionsansatz auf Eis

folgendermalRen zusammengestellt:

Tab. 4: Reaktionsansatz der Sequenzier-Reaktion

Volumen [in pl]

dH.O 6,15

BigDye®Terminator vi.1 0,5

Ready Reaction Cycle Sequencing Kit

AB Puffer gX 2
F- 0. R-Primer 0,25
PCR-Produkt 1,1
Gesamt 10

F-Primer, Vorwarts-Primer; R-Primer, RUckwarts-Primer

Im Rahmen der Primeretablierung war die Sequenzanalyse der Kontroll-DNA sowoh| mit dem
Vorwadrts-, als auch mit dem Ruckwarts-Primer durchgefihrt worden. Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse wurde fir jedes Exon entweder der F- oder R-Primer fir die Sequenzierungen des
Patientenkollektivs ausgewahlt.

Die Sequenzier-Reaktion wurde im Thermocycler durchgefihrt, wobei folgendes Tempera-

turprofil verwendet wurde:
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Tab. 5: Temperaturprofil der Sequenzier-Reaktion

Schritt der Sequenzier-PCR Temperatur | Zeit
Pra-Denaturierung 94°C 5 min

Denaturierung 96°C 12 sec 26 Zyklen
Annealing 50°C 5 sec

Elongation 60°C 4 min
AbschlieRende 60°C 20 min
Polymerisierungsphase

Kihlen 4°C unendlich

Nach Abschluss des Programms wurden die Produkte 1:1 mit 10 pl Aqua bidest verdinnt. Als
Nachstes wurden ungebundene markierte ddNTPs, die das Ergebnis der Sequenzierung
verfdlschen konnen, durch eine DNA-Aufreinigung entfernt. Dieser Schritt, sowie die
nachfolgende Analyse im Sequencer wurden als kommerzielle Serviceleistung am Cologne
Center for Genomics (CCG) vorgenommen. Nach Aufreinigung mit einer DyeEx-S&ule
entsprechend den Herstellerangaben von Qiagen wurde das Eluat in das Sequenziersystem ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer eingesetzt und die gesuchte Basenabfolge ermittelt. So war eine

Untersuchung der Zielsequenz auf Mutationen hin méglich.

2.3.7 Auswertung der Sequenzen

Zur Mutationssuche wurden die erhaltenen abgespeicherten Sequenzen mit der RefSeg-
Referenz-Sequenz, die zuvor fir jedes Exon von der Homepage der UCSC abgeleitet worden
war, mithilfe der Software DNASTAR Lasergene SeqMan Pro (Version 7.1) vergeglichen. Zudem
wurden die Elektropherogramme mit dem Programm Chromas Lite Version 2.0 Conor McCarthy
visualisiert und bearbeitet. In optimaler Darstellung konnten dann sowohl Start- und Stopp-
Codon, als auch die Spleif3stellen aller 23 Exons markiert werden und eine nochmalige
Mutationssuche durch eine visuelle Inspektion erfolgen. Gefundene Sequenzvarianten wurden

mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) des NCBI
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_blastByOrg.cgi) daraufhin untersucht, ob sie bereits

bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) entsprechen.

3 Ergebnisse

3.1 Die genomische Struktur des CHD1L-Gens

Die genomische Struktur des zu untersuchenden Gens CHDiL wurde mithilfe des Genome
Browser der UCSC ermittelt. Durch Online Software Biotools konnte eine gemeinsame
Darstellung der genomischen DNA-Sequenz und der pradizierten Aminosauresequenz erreicht
werden (Vergleiche Abschnitt 2.3.2). Die codierende Region besteht aus 23 Exons. Das Start-
und das Stoppcodon, sowie die Splice Sites aller 23 Exons wurden ermittelt und markiert. In der
gemeinsamen Darstellung der Exon-, Intron- und Aminosaurestruktur wurden F- und R-Primer

ausgewahlt. Dies ist in Abbildung 5 beispielhaft fir Exon 2 dargestellt.
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1 tcaggtaacaatgacaggctactttggggctttgaatataaaggtgaataagtctactca 60
agtccattgttactgtccgatgaaaccccgaaacttatatttccacttattcagatgagt

~ * ~ * ~ * ~ * ~ * ~ *

61 aaaagtagtttggaagtcagcagatgtttagatatccataactcctcagcaaaagatacg 120
ttttcatcaaaccttcagtcgtctacaaatctataggtattgaggagtcgttttctatge

~ * ~ * ~ * ~ * ~ * ~ *

121 tccagtgaggtttagggttatgtgaatttaggctgtgttcctcattcaaactcttagaac 180

aggtcactccaaatcccaatacacttaaatccgacacaaggagtaagtttgagaatcttyg
A * A * A * A * ~ * A *

181 attgcctctgcatgtactgaaatgtctgctcttecggatttgectgtattttttgtttctag 240

taacggagacgtacatgactttacagacgagaagcctaaacgacataaaaaacaaagatc
A * A * A * A * ~ * A *

241 ggattcacctacgctcttaccagctggagggagtaaactggctcgcccagegettceccatt 300
cctaagtggatgcgagaatggtcgacctccctcatttgaccgagcgggtcgcgaaggtaa
A * A

* A * A * A * A *

I #H L R S Y 0 L E GGV N W L A Q R F H C

301 gtcagaatggctgtatcctgggagatgagatgggcctggggaagacctgeccaggtgtgtt 360
cagtcttaccgacataggaccctctactctacccggaccceccttctggacggtccacacaa
A * A * A * A * A * A *

N G ¢ I L GG D E M G L G K T C 0Q

361 actatgcgacgagtactgctcaccgccactgcgatacttccttataactcattctggage 420
tgatacgctgctcatgacgagtggcggtgacgctatgaaggaatattgagtaagacctcg

* A * A * A * ~ * ~ *

421 tgagagctctggagctaaaacaaagctcagtttcacaaatgtccctgggatccaggectaa 480
actctcgagacctcgattttgtttcgagtcaaagtgtttacagggaccctaggtccgatt

* A * A * A * A * A *

481 ctggctcttgcaccgggaaagggccttccctgtacagtcttctectgectcagtcattgeca 540
gaccgagaacgtggccctttcecccggaagggacatgtcagaagagacggagtcagtaacgt
~ * A * ~

* A * A * A *

541 gttcccctactgactttattcagggccagcaaatgctacttgtectttetttyg 600

caaggggatgactgaaataagtcccggtcgtttacgatgaacaggaaagaaac
A * A * A * A * ~ * A *

Abb. 5 Genomische Struktur des CHD1L-Gens um Exon 2 herum mit Aminosduresequenz.

Die Splice Sites sind in rot markiert und die Sequenzen des ausgewahlten Primerpaares gelb
hinterlegt.
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3.2 Auswahl und Etablierung der entworfenen Primerpaare

3.2.1 Auswahl der Primerpaare

Anhand der genomischen Struktur wurden nach dem in Abschnitt 2.3.3.1 genannten Kriterien
fur alle 23 Exons von CHDi1L Primerpaare entworfen. Die Lange der im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Primer wurde auf 21 Basenpaare festgelegt. Anhand des Human BLAT Search der
UCSC konnten die Sequenzen der ausgewahlten Primer auf ihre Einzigartigkeit innerhalb des
humanen Genoms sowie auf das Vorliegen eventueller annotierter SNPs Uberprift werden. Die

jeweilige Sequenz des ausgewahlten Primers sowie das Ergebnis des Human BLAT Search sind

in Tabelle 6 aufgefGhrt.

Tab. 6: Sequenzen und Ergebnisse des Human BLAT Search der ausgewahlten Primerpaare zur

DurchfiGhrung von PCR und Sequenzierung der 23 Exons des CHD1L-Gens

Exon und Primer |Sequenz 5'-3' BLAT

CHD1L-1F gctccgctecggatatcttgg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Exa
CHD1L-1R cacggcaggagcgaaggaagg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Exa
CHDzaL-2F atacgtccagtgaggtttagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 2
CHDz1L-2R gcaagagccagttagectgg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 2
CHDiL-3F ccctgatatgcggaagtteg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 3
CHD1L-3R ggaataaacttactaattacg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 3

CHD1L-3F_neu

gctctacgaatggattactcc

Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 3

CHD1L-3R_neu

gtctacctacactctatcage

Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 3

CHDaL-4F acataggaactcgctctgagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 4
CHD1L-4R aatctgatgaaggtagactcc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 4
CHD1L-5F agacagtgtgtgccactgacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 5
CHDiL-5R gtagaggactgtaaacacagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 5
CHD1L-6F ggtggcatttgtaatagaagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 6
CHD1L-6R ggacagctgtacatgtgtggg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 6
CHDaL-7F agctagtttgcagcttcaacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 7
CHDiL-7R taatatcagcggtctgtctcc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 7
CHD1L -8F ttgagtgttcctegttcttgg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 8
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CHD1L-8R taagatgctctgccacagtcc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 8
CHDiL- oF atacaattcagtgaaatttgg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 9
CHD1L-9R atgaatatatgagttaatacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex g

CHD1L-9F_neu

aggttagtataggttcaaagg

Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 9

CHD1L-9R_neu

agccagaagggatattaccgg

Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 9

CHD1L-10F gtgtaattggtgttaagcagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 10
CHD1L-10R agtcacagagaaggcagaacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 10
CHD1L-11F aggcagtctataaatcatacg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 11
CHDz1L-11R gttctgaataatgttctcacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 11
CHDz1L-12F ctgtgcctgtatatggaaagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 12
CHD1L-12R acattcaatagtaacctcacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 12
CHDz1L-13F ggtccatttgaaggatgaagc Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 13
CHDi1L-13R gagtcaatagcacagatgagc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 13
CHDi1L-14F cgagttctctctaacaagtge Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 14
CHD1L-14R aaggaacaaatgtgtagctgg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 14
CHDi1L-15F ctgcctgttcattagagaagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 15
CHDi1L-15R agcaagtcttaaacagtgtge Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 15
CHDz1L-16F cacattcttcagtgtcagtgg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 16
CHD1L-16R taattataataacatttcagc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 16

CHD1L-16F_neu

ttccttcatatggacttagec

Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 16

CHD1L-16R_neu

ttatttcttgacaaatcatcc

Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 16

CHD1lL-17F atgcagggtgtgtggagatgc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 17
CHDiL-17R attctgttaccaataggaacc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 17
CHDz1L-18F tgtagtcaggaagcagttagc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 18
CHD1L-18R aaatgattctggaatatctcc Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 18
CHDiL-19F aagtccaacctgtgatattcc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 19
CHDiL-19R tttatgacagaattcagttcc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 19
CHDz1L-20F cagctaagaggttgactgagg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 20
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CHDz1L-20R tcagcctccagaactataagg 14 Ergebnisse, 3 auf Chromosom 1

CHD1L-21F tgctgttcaggcatagceatcc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 21
CHDz1L-21R ggctatatgactacaagacgg Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 21
CHD1lL-22F tgtatttccagaacttgtagg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 22
CHDz1L-22R ttctttgtctcactgaagagg Nur eine Sequenz, eindeutig fur CHD1L, Ex 22
CHD1L-23F atatcgtgagagaattaaagc Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 23
CHD1L-23R aaagagacaatttctgaggcec Nur eine Sequenz, eindeutig fir CHD1L, Ex 23

3.2.2 Etablierung der Amplifikations- und Sequenzier-PCR mit den entworfenen
Primerpaaren an Kontroll-DNA

Die PCR wurde bei allen Primerpaaren zunachst an Kontroll-DNA mit dem aus folgenden
Schritten bestehenden Programm TwoStep 60 im Thermocycler durchgefihrt: Prade-
naturierung, 15 Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation bei einer Annealing-
Temperatur von 60°C und 20 Zyklen Denaturierung, Annealing und Elongation bei einer
Annealing-Temperatur von 58°C sowie einer abschlief(enden Polymerisierungsphase. Bei der
folgenden Agarosegelelektrophorese konnten diese Bedingungen bei den zundchst
ausgewahlten Primern fir die Exons 3, 9, 16 und 18 nicht angenommen werden, da keine Bande
sichtbar war und damit keine Amplifikation stattgefunden hatte. Fir die Vervielfdltigung der
restlichen Exons konnten die ausgewahlten Primerpaare und das Temperaturprofil TwoStep 60

angenommen werden.

Exi Ex2 Ex3 Ex4 Exg Ex6 Ex7 Ex8 L Exa Ex2 Ex3 Ex4 Exg Ex6 Exy Ex8 L
dH,O Kontroll-DNA

Abb. 6 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte nach Amplifikation von CHD1L Exon 1-8
an Kontroll-DNA, TwoStep 6o0.

FUr Exon 3 zeigte sich keine Bande bei PCR an Kontroll-DNA, womit keine Amplifikation der
Zielsequenz stattgefunden hatte. Die ausgewdhlten Primer fir Exon 3 konnten unter den
gewahlten Bedingungen nicht eingesetzt werden. Die Negativkontrolle mit dH,O wies keine
Verunreinigung auf. L, 2-log DNA-Standard.
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Exg Exi0 Exa1 Exa2 Exa3 Exi4 Exag Exi6 L L Exg9 Exio Exii Exi2 Exa3 Exi4 Exag Exi6
dH.O Kontroll-DNA

Abb. 7 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte nach Amplifikation von CHD1L Exon 9-16
an Kontroll-DNA, TwoStep 60.

FUr Exon g und Exon 16 zeigte sich keine Bande bei Einsatz der Kontroll-DNA, womit keine
Amplifikation der Zielsequenz stattgefunden hatte. Die ausgewahlten Primer fur Exon g9 und
Exon 16 konnten unter den gewahlten Bedingungen nicht eingesetzt werden. Die
Negativkontrolle dH,O weist keine Verunreinigung auf. L, 2-log DNA-Standard.

Ex17 Ex18 Exig Ex20 Ex21 Ex22 Ex23 Exa7 Exi8 Exig Ex20 Ex21 Ex22 Ex23 L

dH,O Kontroll-DNA

Abb.8 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte nach Amplifikation von CHD1L Exon 17-23
an Kontroll-DNA, TwoStep 60.

FUr Exon 18 zeigte sich keine Bande bei Einsatz der Kontroll-DNA, womit keine Amplifikation
der Zielsequenz stattgefunden hatte. Die ausgewadhlten Primer fir Exon 18 konnten unter den
gewdhlten Bedingungen nicht eingesetzt werden. Die Negativkontrolle dH,O weist keine
Verunreinigung auf. L, 2-log DNA-Standard.

Die PCR fir die Exons 3, 9, 16 und 18 wurde zunachst unter Umstellung auf das Temperatur-
profil TwoStep 58, also einer niedrigen Annealing-Temperatur von 58°C in den 15 ersten Zyklen
und einer Erniedrigung der Annealing-Temperatur um 2°C in den 20 folgenden Zyklen,
wiederholt. Fir Exon 18 war diese Modifikation erfolgreich, da sich nun ein Produkt in der

Gelelektrophorese zeigte.
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Ex3 Exg Exi6 Exa8 L Ex3 Exg Exi6 Exa8

dH,0 Kontroll-DNA

Abb. g Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte nach Amplifikation von CHD1L Exon 3,
Exon 9, Exon 16 und Exon 18 an Kontroll-DNA mit dem veranderten Temperaturprofil TwoStep
60.

FUr Exon 18 zeigte sich unter diesen Bedingungen eine Bande, allerdings nicht fir Exon 3, 9 und
16. Die Negativkontrolle dH,O weist keine Verunreinigung auf. L, 2-log DNA-Standard.

Die Primerpaare fur die Exons 3, 9 und 16 wurden daraufhin neu ausgewdhlt. Bei Exon 16
erfolgte im weiteren Verlauf neben dem Primerpaaraustausch die Umstellung auf das
Programm TwoStep 58. Die so ermittelten Bedingungen, unter denen eine erfolgreiche
Amplifikation aller Exons von CHD1L stattfinden konnte, wurden dokumentiert und dienten bei
der Analyse der DNA des Patientenkollektivs als Richtlinien (Tabelle 7).

Zur Etablierung der ginstigsten Bedingungen wurde die Sequenzierung an Kontroll-DNA mit
F- und R-Primer fur das jeweilige Exon durchgefihrt. So konnte die Auswahl des Primers, der
bei der Sequenzanalyse des entsprechenden Exons beim Patientenkollektiv die bestmdgliche
Auswertung zulassen wirde, getroffen werden. In Abbildung 10 sind beispielhaft Ausschnitte
der Elektropherogramme fir Exon 1 an Kontroll-DNA unter Einsatz des F- und R-Primers
dargestellt. Anhand der Elektropherogramme ist zu erkennen, dass eine erfolgreiche

Sequenzanalyse des Patientenkollektivs fir Exon 1 nur unter Einsatz des R-Primers moglich ist.
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Abb. 10 Ausschnitt der mit R-Primer (oben) und F-Primer (unten) generierten Elektropherogramme von CHD1L, Exon 1 an Kontroll-
DNA, unter Einsatz des Vorwarts (F) - und Rickwarts-Primers (R).

9
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Aufgrund der deutlich besseren Auswertbarkeit des Elektropherogramms wird zur

Sequenzanalyse des Patientenkollektivs der R-Primer eingesetzt. Tabelle 7 fasst fir jedes Exon

das geeignete PCR-Temperaturprofil sowie den ausgewahlten Primer zusammen.

Tab. 7: Geeignete PCR-Temperaturprofile und Primer zur Sequenzanalyse des jeweiligen

Exons.

Exon PCR-Temperaturprofil  |[Sequenzier-Primer
1 TwoStep 60 R

2 TwoStep 60 FundR
3 TwoStep 60 FundR
4 TwoStep 60 FundR
5 TwoStep 60 FundR
6 TwoStep 60 FundR
7 TwoStep 60 R

8 TwoStep 60 FundR
9 TwoStep 60 R

10 TwoStep 60 FundR
11 TwoStep 60 FundR
12 TwoStep 60 FundR
13 TwoStep 60 F

14 TwoStep 60 F

15 TwoStep 60 FundR
16 TwoStep 58 F

17 TwoStep 60 R

18 TwoStep 58 F

19 TwoStep 60 FundR
20 TwoStep 60 FundR
21 TwoStep 60 FundR
22 TwoStep 60/ TwoStep 58 R

23 TwoStep 60/ TwoStep 58 FundR

F, Vorwarts-Primer; R, RUckwartsprimer
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3.3 Molekulargenetische Sequenzanalyse des Patientenkollektivs

Insgesamt wurde bei 85 Patienten mit CAKUT-Phanotyp eine Sequenzanalyse des CHD1L-Gens
durchgefihrt. Zundachst erfolgte die Untersuchung der gesamten kodierenden Region
einschliel3lich der Exon-Intron-Grenzen sowie der 5’ und 3'UTR des CHDilL-Gens bei 61
Patienten, bei denen eine oder mehrere Fehlbildungen aus dem CAKUT-Spektrum diagnosti-
ziert worden waren. Es konnten drei heterozygote Missense-Varianten bei drei unter-
schiedlichen Patienten detektiert werden. Die bislang nicht beschriebenen Varianten liegen in
Exon 18, Exon 19 und Exon 21, und kodieren fir Aminosauren innerhalb oder in unmittelbarer

Nahe der C-terminal lokalisierten Makrodomane des CHDiL- Proteins.

3.3.1 Die detektierten heterozygoten Missense-Varianten des CHD1L-Gens

Bei Patient 1 wurde ein heterozygoter Basenaustausch von Guanin zu Adenin an Position 2098
in Exon 18 von CHDiL, kurz vor Beginn der Makrodoméane von CHDiL, gefunden. In der
Aminosauresequenz wurde dadurch Glycin (Gly, kodiert durch GGG), eine unpolare
Aminosaure durch Arginin (Arg, kodiert durch AGG), einer geladenen, basischen Aminosaure
ersetzt (c.2098G>A; p.Gly7o0Arg). Diese Missense-Variante konnte in 124 Blutspender-

kontrollen (248 Kontrollchromosomen) nicht identifiziert werden.
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Patient 2 wies einen heterozygoten Basenaustausch von Adenin zu Guanin an Position 2295 in
Exon 19 innerhalb der Makrodomane auf. Hierdurch fand ein Aminosdureaustausch von
Isoleucin (lle, kodiert durch ATA), einer unpolaren aliphatischen Aminosaure, zu Methionin
(Met, kodiert durch ATG), einer unpolaren, schwefelhaltigen Aminosdure statt (c.2295A>G;
p.lle765Met). Bei einer von 121 untersuchten Kontrollpersonen (242 Kontrollchromosomen)

wurde dieser heterozygote Basenaustausch ebenfalls gefunden.
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Der bei Patient 3 vorliegende Austausch von Adenin zu Guanin an der Nukleotidposition 2479
in Exon 21 fUhrt dazu, dass auf Proteinebene in der Makrodomane Isoleucin (lle, kodiert durch
ATA) durch Valin (Val, kodiert durch GTA) ersetzt wird (c.2479A>G; p.lle827Val). Sowohl
Isoleucin als auch Valin gehoren zur Gruppe der unpolaren, aliphatischen Aminosauren. In der
Untersuchung der DNA von 105 Kontrollpersonen (210 Kontroll-Chromosomen) war diese

Variante nicht nachweisbar.
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Patient 1, Exon 18

Position ¢.2098, p.700 (unmittelbar vor der Makrodomine)

Gly— Arg (Glycin zu Arginin)

Unpolare Aminosédure zu geladener, basischer Aminosdure

248 Kontroll-Chromosomen, ohne Nachweis dieser Missense-Variante

NH, 0
o ;\
i
NI, HNZ ™ NH /\N‘ﬁ\DH
2

Glyen (Gly) Arginin (Arg)

Patient 2, Exon 19

Position ¢.2295, p.765 (innerhalb der Makrodoméne)

Ile— Met (Isoleucin zu Methionin)

Unpolare, aliphatische Aminosdure zu unpolarer, schwefelhaltiger Aminosdure
In einer von 242 Kontroll-Chromosomen Nachweis dieser Missense-Variante

CHy O O
H.C .S
3 “fj“jfﬂ“oH H,C ‘“f’“jfiLoH
NH, NH,
[soleucin (Ile) Methionin (Met)
Patient 3, Exon 21

Position ¢.2479, p.827 (innerhalb der Makrodoméne)

Ile— Val (Isoleucin zu Valin)

Unpolare, aliphatische Aminosdure zu unpolarer, aliphatischer Aminosiure
210 Kontroll-Chromosomen, ohne Nachweis dieser Missense-Variante

CH, © CHy O
HEC\/H)LDH H,C MDH
NH, NH,
[soleucin (Ile) Valin (Val)

Abb. 14 Detektierte Missense-Varianten in CHDiL mit Darstellung des jeweiligen
Aminosadureaustauschs.
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3.3.2 Fallberichte der Patienten mit detektierter Missense-Variante im CHDiL-Gen und
Familienuntersuchungen
Patient 1, bei dem eine Missense-Mutation in Exon 18 des CHD1L-Gens detektiert werden
konnte (Abbildung 15), ist das erste Kind gesunder und nicht konsanguiner Eltern. Die
Familienanamnese beziglich Anomalien der Niere oder ableitenden Harnwege ist unauffallig.
Im pranatalen Ultraschall wurden bei dem Jungen keine Anomalien festgestellt. Bei der Geburt
lagen das Gewicht von 3750 g und die KorpergréfRe von 5o cm im Normbereich. Es zeigten sich
keine Dysmorphiezeichen. Mit 4 Monaten wurde der Patient in der Kinderklinik der Universitat
Bern, Schweiz erstmalig wegen eines fieberhaften Harnwegsinfektes vorstellig. Einen Monat
spater wurde im Rahmen der weiteren Ursachenabklarung durch eine Nierensonographie eine
Hypoplasie der rechten Niere und mittels Miktionszysturethrogramm (MCU) ein
vesikoureteraler Reflux (VUR) Grad IlI-IV rechts und Grad Il links diagnostiziert. Unter der
daraufhin angesetzten Antibiotikaprophylaxe (Cotrimoxazol 1mg/kg Korpergewicht), die der
Junge bis zu seinem dritten Lebensjahr erhielt, traten keine weiteren Harnwegsinfekte auf. Im
Alter von 3 Jahren wurde zur Beurteilung von Nierenfunktion und Parenchymschaden bei
Vesikoureteralem Reflux eine Szintigraphie mit *"Tc-DMSA (Dimercapto-Succinsdure)
durchgefihrt. Hier zeigte sich eine vergleichbare Funktion von linker und rechter Niere sowie
beidseitig eine Narbenbildung an den oberen Nierenpolen. Bei einem erneuten
Nierenultraschall mit 6 Jahren wurde das Volumen der hypoplastischen Niere mit 34 ml (< 3.
Perzentile) bestimmt und eine kompensatorische Hypertrophie der linken Niere mit einem
Volumen von 100 ml (> g7. Perzentile) diagnostiziert. Die Urinuntersuchung zeigten keine
Auffalligkeiten, insbesondere wurde keine Leukosurie, Erythrozyturie, Glukosurie oder
Proteinurie nachgewiesen. Eine Hypertonie bestand nicht. Der Patient zeigte eine normale
psychomotorische und korperliche Entwicklung.

In den wahrend der Schwangerschaft durchgefihrten Nierensonographien wurden bei der
Mutter keinerlei Auffalligkeiten gefunden. Eine sonographische Untersuchung des Vaters sowie
eine  Sequenzanalyse der Eltern waren aufgrund fehlenden Einverstandnisses nicht

durchfihrbar (n.d) (Abbildung 15).
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n.d. n.d.

240 250
TG AG AATNGGG A AG AG A

CHD1L, (c.2098G>A; p.Gly700Arg)

Abb. 15 Stammbaum Patient 1.

Bei Patient 1, der eine Hypoplasie der rechten Niere, eine kompensatorische Hypertrophie der
linken Niere sowie einen VUR beidseits (rechts Grad llI-1V, links Grad Il) aufweisst, wurde eine
heterozygote Missense-Variante in Exon 18 von CHD1iL identifiziert. Die Eltern standen fir
Sequenzanalysen nicht zur Verfigung. Bei beiden Elternteilen war kein CAKUT-Phdnotyp
bekannt.

Bei Patient 2 wurde eine Missense-Variante in Exon 19 des CHDiL-Gens nachgewiesen
(Abbildung 16). Er wurde nach einer komplikationslosen Schwangerschaft im Kosovo als Sohn
gesunder und nicht verwandter Eltern geboren. Im ersten Lebensjahr erkrankte der Patient
mehrmals an fieberhaften Harnwegsinfektionen. Die daraufhin durchgefihrte diagnostische
Abkldrung ergab das Vorliegen bilateraler Hydronephrosen aufgrund obstruktiver
Megaureteren, also einen schweren CAKUT-Phanotyp. Mit 18 Monaten wurde bei dem Jungen
eine bilaterale perkutane Nephrostomie angelegt. Im weiteren Verlauf litt der Patient unter
wiederkehrenden Harnwegsinfektionen, die ein Jahr spater im Alter von zweieinhalb Jahren zur
Nephrektomie links fihrten. Nach dem Umzug nach Deutschland wurde bei dem 5-jahrigen
Jungen auf der rechten Seite eine Ureterkutaneostomie durchgefihrt. Diese angelegte
Harnleiter-Haut-Fistel erlaubt eine inkontinente Harnableitung. Zu diesem Zeitpunkt zeigte
sich eine fortgeschrittene chronische Niereninsuffizienz mit einer geschatzten glomeruldren
Filtrationsrate (GFR) von 23 ml/min/1,73 m? (Normwert GFR: 120 ml/min/1,73 m?®), einer

schweren renalen Osteodystrophie, einhergehend mit einer Rachitis, sowie einer
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Wachstumsstérung des Kindes (Grofde 14 cm < 3. Perzentile). Als Folge wiederholter und
langerfristiger kinstlicher Beatmung entwickelte der Patient zudem eine subglottische
Stenose. AufRerdem wurde bei dem Jungen ein einseitiger Kryptorchismus diagnostiziert.
Durch die Ureterkutaneostomie konnte die Zahl weiterer Harnwegsinfekte reduziert und die
Nierenfunktion zunachst aufrechterhalten werden. Mit 13 Jahren musste jedoch eine
Dialysetherapie eingeleitet werden. Im Zuge der Nierentransplantation zum Ersatz der rechten
Niere, die mit 16 Jahren durchgefihrt wurde, entfernte man die rechte Niere samt
vorliegendem Megaureter. Bei der anschlieRend durchgefihrten Histologie zeigten sich im
Lichtmikroskop nach HE-Farbung eine chronische Nephritis, eine Hydronephrose, eine
Nierenatrophie und eine chronische Uretritis. Bei der letzten Wiedervorstellung des Patienten
im Alter von 17 Jahren konnte die transplantierte Niere als gut funktionierend eingestuft
werden.

In der Nierensonographie zeigten beide Elternteile eine normale Morphologie der Niere. Bei
der Mutter des Patienten wurde die entsprechende Missense-Variante in Exon 19 ebenfalls

identifiziert. Der Vater des Jungen wies an dieser Position keine Basensubstitution auf.
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M i

CHDA1L, (c.2295A>G; p.lle765Met)

=

200

G AATNTAT
W.ﬂ

CHD1L, (c.2295A>G; p.lle765Met)

=

Abb. 16 Stammbaum Patient 2.

Bei Patient 2, bei dem eine bilaterale Hydronephrose aufgrund obstruktiver Megaureteren
vorlag, wurde eine heterozygote Missense-Variante in Exon 19 des CHDilL-Gens (Pfeil)
identifiziert. Diese war ebenfalls bei der Mutter, die im Ultraschall eine normale
Nierenmorphologie aufwies, nachweisbar (Pfeil). Der Vater, bei dem der Nierenultraschall
ebenfalls normal war, zeigte an dieser Position eine Wildtypsequenz.

Patient 3 zeigt eine Missense-Variante in Exon 21 des CHD1L-Gens (Abbildung 17). Wegen einer
schweren metabolischen Azidose und Niereninsuffizienz wurde der Junge drei Wochen nach
seiner Geburt in der Klinik vorgestellt. Die Diagnose wurde aufgrund eines erhéhten Serum-
Kreatininwert von 157 pmol/l (Normwert Serum-Kreatinin: 22-55 umol/l fir Kinder) und einer
GFR von 17 ml/min/1,73 m?* gestellt. In der durchgefihrten Nierensonographie wurde eine
bilaterale renale Hypodysplasie diagnostiziert. Mittels MCU zeigte sich kein vesikoureteraler
Reflux, extrarenale Organmanifestationen waren nicht nachweisbar. Im Alter von 12 Monaten
wurden mittels Zystoskopie im hinteren Teil der Harnrohre Urethralklappen detektiert, welche
eine membrandse Stenose der Urethra zur Folge hatten. Daneben konnte der Befund einer
Balkenblase als Folge der Abflussbehinderung erhoben werden. Die Urethralklappen in der

Harnrohre wurden exzidiert. Im Verlauf der ndchsten 8 Jahre war eine progrediente
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Verschlechterung der Nierenfunktion bei einer GFR von 7 ml/min/1,73 m* zu erkennen, so dass
schlief3lich im Alter von g Jahren die Peritonealdialyse als Nierenersatzverfahren eingesetzt
werden musste. Mit 10 Jahren erhielt der Patient die Niere eines Lebendorganspenders. Das
Transplantat war unmittelbar funktionstichtig.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass der Vater des Patienten ebenfalls Trager
dieser Missense-Variante ist. Bei der Sequenzanalyse der Mutter war diese Variante nicht

nachweisbar (Abbildung 17.).

190 200
AG AAGNTATTTTTA

CHDI1L, (c.2479A>G; p.lle827Val)

200
AG AAG NTATTTTTAS

CHD1L, (c.2479A>G; p.lle827Val)

Abb. 17 Stammbaum Patient 3.

Patient 3, bei dem eine bilaterale renale Hypodysplasie aufgrund von Urethraklappen vorlag,
wies eine heterozygote Missense-Variante in Exon 21 des CHD1L-Gens auf. Diese Variante war
auch bei dem Vater nachweisbar, wahrend die Mutter an dieser Position eine Wildtypsequenz
hatte. Die Eltern standen fir Ultraschalluntersuchungen der Niere nicht zur Verfigung.
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3.3.3 Sequenzanalyse des CHD1L-Gens am erweiterten Patientenkollektiv

Die Exons 18, 19 und 21 von CHD1L sowie deren flankierende Intronbereiche wurden nach der
Identifizierung von heterozygoten Missense-Varianten in diesen Exons bei weiteren CAKUT-
Patienten analysiert, von denen nicht genigend DNA zur Analyse des gesamten Gens vorlag.
Eine Sequenzanalyse von Exon 18 wurde an 24 zusatzlichen Patienten mit CAKUT-Phanotyp
vorgenommen. Die DNA von 23 dieser Patienten konnte auch auf Mutationen in Exon 19 hin
analysiert werden. 14 der Patienten konnten darUber hinaus auf einen Basenaustausch in Exon
21 hin untersucht werden. Hierbei wurde bei keinem der Patienten eine der vorher

identifizierten heterozygoten Missense-Variante und auch keine andere Variante entdeckt.

4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die molekulargenetische Sequenzanalyse von CHDiL an 85
Patienten durchgefihrt, die unterschiedliche CAKUT-Phanotypen aufwiesen. Es konnten drei
unterschiedliche Punktmutationen des CHD1L-Gens bei je einem Patienten detektiert werden,
die in Exon 18, 19 und 21 lokalisiert waren und alle einen Aminosaureaustausch zur Folge hatten
(Missense-Variante). Aminosduren werden aufgrund der Struktur ihrer Seitenketten und den
sich daraus ergebenden chemischen Eigenschaften in unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Die
Aminosaureeigenschaften haben wiederum einen Einfluss auf die Struktur des Proteins. Ein
konservativer Aminosaureaustausch bezeichnet einen Austausch von Aminosauren mit
dhnlichen chemischen Eigenschaften. Polaritat und Ladung werden hierbei nicht verdndert und
Folgen konnen unter Umstanden ausbleiben, sind jedoch nicht ausgeschlossen. Beim nicht
konservativen Aminosaureaustausch wird die urspringliche Aminosaure gegen eine Amino-
sdure ausgetauscht, die aufgrund ihrer Seitenkette divergierende chemische Eigenschaften
besitzt. Daher kann es zu Auswirkungen auf Struktur und Funktion des Proteins bis hin zum
Funktionsverlust kommen.

Kurz vor Beginn der Makrodomane gelegen wird bei Patient 1 die unpolare Aminosaure Glycin
durch die basische geladene Aminosaure Arginin ausgetauscht (c.2098G>A; p.Gly700Arg). Es
handelt sich also um einen nicht konservativen Aminosdureaustausch, der Einfluss auf Struktur

und Funktion des Proteins haben kann. Bei Patient 2 fUhrt die Missense-Variante innerhalb der
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Makrodomane zum Austausch von Isoleucin zu Methionin, also einer unpolaren aliphatischen
Aminosaure zu einer unpolaren schwefelhaltigen Aminosdure (c.2295A>G; p.lle765Met).
Patient 3 trdgt eine Punktmutation in Exon 21. Diese fiUhrt zu einem innerhalb der
Makrodomane lokalisierten Austausch von Isoleucin zu Valin, beides unpolare aliphatische
Aminosduren (c.2479A>G; p.lle827Val). Damit folgt aus den Punktmu-tationen in Exon 19 und
Exon 21 ein konservativer Aminosdureaustausch. Auch fur einige konservative Aminosaureer-
setzungen sind assoziierte Funktionseinschrankungen beschrieben worden, so dass ein Effekt
auf Struktur und Funktion von CHDa1L nicht auszuschlief3en ist. Komplexere Programme, die
auf Grundlage aktueller wissenschaftlicher Ergebnisse arbeiten, erlauben eine exaktere
Vorhersage zu Auswirkungen einer Mutation und dem konsekutiven Aminosaureaustausch.
Dies ist zum Beispiel durch das Softwareprogramm Polymorphism Phenotyping (PolyPhen)
moglich. Daher wurden die gefundenen Varianten mit Hilfe von PolyPhen

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html) analysiert, das es erlaubt, eine Aussage Gber

mogliche Auswirkungen eines Aminosaureaustausches auf die Struktur und Funktion humaner
Proteine zu machen [Ramensky et al., 2002]. Hierzu wird die Analyse nicht-synonymer SNPs
(nsSNPs) herangezogen.

SNPs machen einen grofRen Anteil der genetischen Variabilitdit beim Menschen aus
[Ramensky et al., 2002; Sunyaev et al., 2000; Sunyaev et al., 2001]. Synonyme SNPs fihren
aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes zu keiner Veranderung der Amino-
sduresequenz, wahrend die nsSNPs zu Veranderungen der Aminosdurestruktur fihren
[Sunyaev et al., 2000]. Ein Hauptziel der Identifizierung von SNPs ist es, Risikokonstellationen
fur die Entstehung von humanen Phanotypen, vor allem von komplexen Erkrankungen des
Menschen zu identifizieren [Sunyaev et al., 2000; Sunyaev et al., 2001; Ramensky et al., 2002].
Bisher sind Uber 3 Millionen SNPs im menschlichen Genom identifiziert worden, von denen
einige das Risiko fUr das Auftreten von z.B. Diabetes, Asthma, Lupus erythematodes, sowie
psychiatrischer und kardiovaskularer Erkrankungen modifizieren koénnen. Beispielsweise
konnte ein SNP an Position 1332 des AGTR2-Gens mit der CAKUT-Pathogenese assoziiert
werden [Nishimura et al., 1999; Yerkes et al., 1998].

Die Human Genome Variation Database (HGVbase; http://www.gwascentral.org) ist eine

Datenbank, die relevante Informationen zu genetischen Varianten, insbesondere zu krank-
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heitsassoziierten SNPs, zur Verfigung stellt. Auf Grundlage der Informationen dieser
Datenbank ermdglicht PolyPhen durch die Analyse von 3D-Modellen der Proteine und der
Konserviertheit in verschiedenen Spezies eine Aussage Uber den Einfluss des identifizierten
nsSNPs auf Struktur, Stabilitdt und Funktionalitdt des Proteins [Ramensky et al., 2002]. Die
gefundenen Missense-Varianten in Exon 18 und Exon 19 konnten anhand des PolyPhen-
Programms als wahrscheinlich oder moglicherweise schadigend eingestuft werden, wahrend
die Veranderung in Exon 21 als benigne eingestuft wurde.

Die untersuchten Patienten, bei denen eine heterozygote Missense-Variante identifiziert
werden konnte, wiesen eine unilaterale renale Hypoplasie, eine bilaterale Ureterobstruktion
mit Megaureteren und Hydronephrose, oder eine bilaterale renale Hypodysplasie mit vesiko-
ureteralem Reflux und Urethralklappen als phanotypische Merkmale auf. Wahrend der Patient
mit dem unilateralen CAKUT-Phanotyp durch Hypertrophie und Funktionsibernahme durch
die kontralaterale Niere eine normale Nierenfunktion vorweisen konnte, musste bei den beiden
bilateral betroffenen Patienten im Alter von g9 bzw. 13 Jahren eine Nierenersatztherapie
eingeleitet werden. Dies bedeutet, dass bei den Patienten mit bilateralem CAKUT trotz friher
chirurgischer Therapie der Obstruktion, bei den einen Patienten durch bilaterale perkutane
Nephrostomie mit 18 Monaten und Ureterkutaneostomie mit 5 Jahren und bei dem anderen
Patienten durch Entfernung der Urethralklappen mit einem Jahr ein Progress des
Nierenschadens nicht zu verhindern war, wie es bei anderen CAKUT-Patienten ebenfalls
beobachtet werden konnte [Pope et al., 1999]. Hieraus kann spekuliert werden, dass auch die
identifizierten CHD1L- Varianten den Krankheitsverlauf beeinflussen

Die drei Trager der CHD1L-Varianten sind mannlichen Geschlechts, womit sie zur Mehrzahl
der an CAKUT erkrankten Patienten gehdren [Avni et al., 1992; Coret et al., 1994; Johnston et
al., 1977; Najmaldin et al., 1990; Ring et al., 1993; Risdon et al., 1993]. X-chromosomal vererbte
Mutationen zeigen eine starkere phanotypische Auspragung beim mannlichen Geschlecht, da
diese sich bei Mannern in jeder Korperzelle manifestieren und bei Frauen bei normaler X-
Inaktivierung nur in der Halfte der Zellen. Gerade unilaterale Anomalien der Nieren und des
Ureters werden oft durch X-chromosomale Mutationen, zum Beispiel in AGTR2, verursacht und
treten generell haufiger beim mannlichen Geschlecht auf [Stahl et al., 2006]. Urethralklappen

sind eine haufige CAKUT-Entitdt, die nur mannliche Neugeborene betrifft.
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Ein weiterer Hinweis dafir, dass die in CHDiL identifizierten Missense-Varianten tatsachlich
mit den CAKUT-Phanotypen der Patienten in Verbindung stehen, ist das Fehlen von zumindest
zwei der Veranderungen in 248 bzw. 210 Kontrollchromosomen von Blutspendern, so dass von
einer Frequenz von unter 1 % der gefundenen Varianten in der Normalbevolkerung
ausgegangen werden kann. Die verbleibende Missense-Variante konnte in einer von 242
Kontrollchromosomen detektiert werden, wobei ein gering ausgepragter oder kompensierter
CAKUT-Phéanotyp des betroffenen Blutspenders nicht auszuschlief3en ist.

Zwei der identifizierten Veranderungen des CHDiL-Gens waren auch bei jeweils einem
Elternteil nachzuweisen, wobei bei einem der Elternteile ein unauffdlliges Sonographie-
ergebnis der Nieren vorlag, wahrend eine sonographische und klinische Untersuchung des
betroffenen Elternteils der anderen Familie nicht durchgefihrt werden konnte. Eine
Sequenzanalyse der Eltern des weiteren betroffenen Patienten war nicht maéglich, so dass nicht
zu eruieren war, ob es sich bei diesem um eine de novo Mutation im CHD1L-Gen handelte. Fir
die Interpretation dieser Ergebnisse ist von Bedeutung, dass bei familidren CAKUT
unvollstandige Penetranz und variable Expressivitat [Limwongse et al., 1999; Squiers et al.,
1987] beobachtet wurden. Das bedeutet, dass nicht alle Trager der Mutation erkranken und
dass bei Vorliegen derselben Mutation der Grad der Auspragung und die Art des Phanotyps
variieren kann. Auch Veranderungen in anderen identifizierten Nierenentwicklungsgenen, die
in der CAKUT-Entstehung eine Rolle spielen wie PAX2, EYA1, SIX1 und HNF1f3, verursachen ein
breites Spektrum an Malformationen mit unterschiedlichem Schweregrad bis hin zum Fehlen
eines renalen Phanotyps [Bellanné-Chantelot et al., 2004; Weber et al., 2006]. Dies kdnnte eine
Erklarung fir den fehlenden Phanotyp bei den untersuchten Eltern der Patienten mit CHDiL-
Variante sein.

Daneben besteht die Hypothese, dass in einigen Fallen erst die Kumulation von
Verdnderungen mehrerer Gene zur Krankheitsentstehung fihrt, und ein CAKUT-Phdnotyp im
Sinne der Uberschreitung eines Schwellenwerts zu sehen ist. Hierbei spielen Modifier, also
weitere Nierenentwicklungsgene, die eine zusatzliche Punktmutation tragen und die klinische
Variabilitdt innerhalb einer Familie beeinflussen, eine Rolle [Weber et al., 2006]. Eine solche
Oligogenie in der CAKUT-Pathogenese konnte das beobachtete phanotypische

Verteilungsmuster innerhalb der von uns untersuchten Familien ebenfalls erkldren. AuRerdem



69

entgehen Minimalphanotypen teilweise den konventionellen radiologischen und klinischen
Methoden Einige konnten durch eine Nierenbiopsie abgeklart werden, jedoch bleibt diese bei
fehlendem klinischen Bild aus. Bei der sonographischen Untersuchung der Eltern kdnnte das
Vorliegen einer geringgradigen Anomalie ebenfalls Ubersehen worden sein. Diese Aspekte
fUhren dazu, dass die Pravalenz der CAKUT vermutlich hoher einzustufen ist, als die Zahl der
Diagnosestellungen es vermuten lasst [Pope et al., 1999]. Daher ist auch im Falle unserer
beiden Patienten ein kausaler Zusammenhang zwischen der Missense-Variante in CHD1L und
dem CAKUT-Phanotyp, trotz fehlendem de novo Auftreten und fehlendem renalen Phanotyp
des die Variante tragenden Elternteils nicht auszuschlief3en.

Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Punktmutationen in CHDiL waren der Aus-
gangspunkt dafir die Rolle von CHD1L in der Nephrogenese weiter zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang wurden Expressionsanalysen sowie funktionelle Untersuchungen zum
Vergleich des Wildtyp-Proteins mit den abberanten Proteinen durchgefihrt.

Zur naheren Untersuchung der Assoziation von CHDiL mit dem CAKUT-Phanotyp unter-
suchten wir die CHD1L-Expression im sich entwickelnden und adulten humanen Organismus.
HierfUr wurden quantitative mRNA-Analysen von verschiedenen fetalen und adulten Geweben,
unter anderem der Niere, durchgefihrt (Abbildung 18). CHDiL wurde in allen untersuchten
Geweben exprimiert. Im fetalen Gewebe konnte die hochste Expression von CHD1L im Gehirn
beobachtet werden, gefolgt von der Expression in der Niere, dann absteigend der der Muskeln,
der Leber, des Thymus, der Lunge, des Herzens und der Milz. Im adulten Gewebe zeigten die
Hoden die hochste CHDiL mRNA Expression. Eine im Vergleich hierzu um das Vierfache
reduzierte Expression wurde im adulten Gehirn gemessen, gefolgt von der Expression des
adulten Gewebes von Leber, Muskeln, Pankreas, Dinndarm, Ovarien, Niere, Kolon, Prostata,
Plazenta, Herz und Lunge. Die geringste Expression von CHD1L wurde in der adulten Milz sowie
den Leukozyten detektiert. Die mRNA Levels von CHDz1L waren in der fetalen Niere viermal so
hoch wie in der adulten Niere. Somit hatte die Niere unter allen untersuchten
zusammengehorigen fetalen und adulten Geweben die hochste Ratio beim Vergleich der

fetalen zur adulten Expression
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Abb. 18 mRNA Analyse verschiedener humaner fetaler und adulter Gewebe.

In allen untersuchten fetalen Geweben konnte eine CHD1L-Expression nachgewiesen werden.
Die Niere hat nach dem Gehirn die zweithdchste CHD1L-Expression des fetalen Gewebes. In
der fetalen Niere ist die Expression von CHDz1L viermal so hoch wie in der adulten Niere, womit
die Niere die hochste Ratio im Vergleich fetaler und adulter Gewebe aufweist. (aus

Brockschmidt et al, 2011)

Eine immunhistochemische Untersuchung mittels CHDaiL-spezifischer Antikorper an
humanen embryonalen Nierenschnitten brachte Aufschluss Uber die Lokalisation der CHD1L-
Expression wahrend der Nierenentwicklung [Brockschmidt et al., 2011]. Als erstes wurde
CHDaL in der entstehenden Ureterknospe nachgewiesen, spater zeigten auch die durch die
Ureterknospe zur weiteren Differenzierung induzierten Zellen des metanephrogenen
Mesenchyms eine Expression von CHDiL. Dagegen war der Proteinnachweis im losen
undifferenzierten Mesenchym negativ. Die bisher identifizierten mit der CAKUT-Pathogenese
assoziierten Gene zeichnen sich durch eine Expression im metanephrogenen Mesenchym, im
Stroma, in den Angioblasten, in der Ureterknospe oder der Kloake aus [Constantini 2006;
Dressler, 2009; Mendelsohn, 2009; Reidy und Rosenblum, 2009; Yossip et al., 2009]. Der
Nachweis der CHD1L-Expression in der Ureterknospe und im metanephrogenen Mesenchym
spricht fur eine Rolle von CHDiL in der Nierenentwicklung. In reiferen Strukturen der

Nierenentwicklung lief3 sich nur noch eine schwache CHD1L-Expression nachweisen.
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Abb. 19 Immunhistochemische Untersuchung der Lokalisation der CHD1L-Expression wahrend
der Nierenentwicklung von der siebten bis zur elften Woche an humanen embryonalen
Nierenschnitten.

Positive immunhistochemische Signale stellen sich braun dar. Alle Schnitte wurden mit
Hamatoxylin gegengefarbt. Anstelle des ersten Antikopers wurde in den Negativkontrollen
PBS eingesetzt. a zeigt eine Negativkontrolle (10 Wochen alte Niere), die kein Hinter-
grundsignal aufweist. Zu erkennen sind die sich entwickelnden Strukturen der Niere:
Ureterknospe (u), loses Mesenchym (I), sowie das kondensierte Mesenchym (c), aus dem sich
die spateren Nephrone formieren. Die entstehenden Nephrone durchlaufen die Stadien der
Komma- und S-formigen Koérper (com), bis hin zu sich entwickelnden Glomeruli (d) und
schlieRlich reife Glomeruli (g). b und ¢ CHD1L-Farbung in der neunten bzw. elften Woche der
Nephrogenese. Eine Braunfarbung und damit eine Expression von CHDiL findet sich in der
Ureterknospe und vor allem dem kondensierten (metanephrogenen) Mesenchym, zwei
wichtigen Komponenten der Nierenentwicklung. Kein Signal findet sich dagegen im losen
Mesenchym. d In reifen Glomeruli zeigt sich keine nukledre CHDiL-Expression. Die Skala
entspricht 100 pm. (aus Brockschmidt et al., 2011).
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Anhand des Autopsiematerials eines finfjdhrigen Jungen mit normaler Nierenentwicklung
konnte unter Einsatz der etablierten Tubulusmarker Megalin fir das proximale Tubulussystem,
Tamm-Horsfall Protein fUr die Henle-Schleife, sowie Aquaporin-2 fir das Sammelrohrsystem
gezeigt werden, dass CHD1L im gesamten Tubulussystem exprimiert wird, wahrend die CHD1L-
Expression in den Glomeruli nur gering ist. Eine CHD1L-Expression zeigte sich dabei vor allem
im Zytoplasma und nur in sehr geringem Ausmaf® im Zellkern des normalen Nieren-
parenchyms.

Im Vergleich dazu konnte in einer hydronephrotischen Niere ein divergierendes
Expressionsmuster detektiert werden. Das Material wurde nach Nephrektomie im Zuge der
Nierentransplantation von Patient 2 der vorliegenden Arbeit, der eine Variante in Exon 19 des
CHD1L-Gens aufweist, im Alter von 16 Jahren gewonnen. Die Expression von CHD1L fand sich
auch hier im gesamten Tubulussystem, aber war in der hydronephrotischen Niere im Vergleich
zur gesunden Niere eher nuklear lokalisiert und insgesamt hoher. Diese hohe nukleare
Expressionsrate, ist vergleichbar mit der in der fetalen Niere und |dsst ein Fehlen der terminalen
Nephrondifferenzierung bei CAKUT-Patienten vermuten. Auch im Urothel des Megaureters
von Patient 2 zeigte sich analog zur fetalen Niere eine starke nukledre Expression von CHD1L.
Der Befund einer nukledren Expression passt zur Identifizierung von CHD1L als Chromatin-
Remodeling-Enzym, das unter anderem das Nukleosomen-Sliding im Zellkern vereinfacht

[Ahel et al., 2009; Gottschalk et al., 2009].
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Abb. 20 Expression von CHD1L in der normalen und hydronephrotischen postnatalen Niere.

Darstellung a der proximalen Tubuli mittels Megalin-spezifischem Antikorper b der Henle-
Schleife mittels Tamm-Horsfall Protein-spezifischem Antikorper, sowie ¢ der Sammelrohre
mittels Aquaporin-2-spezifischem Antikorper in der normalen postnatalen Niere. Die Schnitte
d-f wurden mittels CHDzilL-spezifischem Antikorper untersucht. d Normale Niere eines
sjahrigen, mit CHD1L-Expression vor allem im Zytoplasma des gesamten Tubulussystems. e
Hydronephrotische Niere und f Megaureter von Patient 2 der vorliegenden Arbeit der eine
Missense-Variante in Exon 19 von CHDiL aufweist und mit 16 Jahren nephrektomiert wurde.
Hier ist analog zur fetalen Niere die CHD1L-Expression vor allem nuklear lokalisiert, und scheint
im Vergleich zur gesunden postnatalen Niere insgesamt hoher zu sein.

Vergrof3erung: a-e: 100 x (die Skala entspricht 200 um) f: 25 x (die Skala entspricht 1 mm),
Vergrof3erungs-ausschnitte in d-f: 400 x (die Skala entspricht 5o um). (aus Brockschmidt et al.,
2011)
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Missense-Varianten in CHD1L haben alle
drei einen Aminosaureaustausch in oder nahe der Makrodomane des CHD1L-Proteins zur Folge

(Abbildung 21).

==t CHD1L,c.2098G>A;p.Gly700Arg
—1—CHDIL,c.2295A>G;p.lle765Met

—r—CHD1L,c.2479A>G;p.lle827Val

TAA ——
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Abb. 21 Genomische Lokalisation der identifizierten Missense-Variante von CHDz1L.

ATG =

(aus Brockschmidt et al., 2011)

Dies lasst vermuten, dass in Folge der detektierten Varianten die Funktion von CHDaiL als
Chromatin-Remodeling-Enzym eingeschrankt sein konnte, da eine intakte Makrodomane fir
die Funktion der Helikase-Domane, die am N-terminalen Ende von CHDaiL lokalisiert ist und
durch ATP-Hydrolyse Nukleosomen-Sliding ermdglicht, erforderlich ist [Gottschalk et al.,
2009]. Vor allem wird eine intakte Makrodomane, die am C-terminalen Ende von CHDiL
lokalisiert ist, fur die PAR-abhdngige Rekrutierung und Bindung am Ort eines DNA-Schadens
sowie die chromatinassoziierte Interaktion mit dem Enzym PARP1 bendétigt [Ahel et al., 2009;
Gottschalk et al., 2009]. PARP1 bindet hochaffin an DNA-Einzelstrangbriche, reguliert die
Genexpression durch Bindung an eine Reihe von Promotorregionen [Krishnakumar et al., 2008]
und stimuliert beim Vorliegen von DNA die ATPase-Aktivitat von CHD1L [Ahel et al., 2009;
Gottschalk et al., 2009].

Um die Auswirkungen der drei identifizierten Veranderungen in CHD1L, Gly7o0Arg (Variante
in Exon 18), lley65Met (Variante in Exon 19) und Ile827Val (Variante in Exon 21) in Hinblick auf
deren Interaktion mit PARP1 zu untersuchen, wurden HEK293T-Zellen mit c-myc-markierten
Wildtyp-Konstrukten und abberanten CHDz1L-Konstrukten transfiziert. Nach der Zelllyse wurde
eine Immunoprazipitation mittels anti-c-myc-Antikorper konjugierter Agarosebeads und eine

Proteintrennung durch Einsatz einer SDS-PAGE durchgefihrt. Der Proteinnachweis konnte
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abschlieRend mittels Western Blot erfolgen. Da durch die Immunoprazipitation Protein-
Protein-Wechselwirkungen detektiert werden, konnte gezeigt werden, inwiefern die
Interaktion zwischen PARP1 und CHD1L stattgefunden hat. Zum Nachweis von PARP1 wurde
ein spezifischer PARP1-Antikorper eingesetzt, wahrend Wildtyp und aberrantes CHDiL mit
einem anti-c-myc-Antikorper nachgewiesen wurden. Die Western Blot Banden nach Immuno-
prazipitation zeigten nach visueller Inspektion dass die PARP1-Signale im Vergleich zu den c-
myc-Signalen bei allen drei Varianten gegeniber dem Wildtyp erniedrigt waren. Die Ergebnisse
des Western Blots konnten mit der NIH ImageJ Software quantifiziert werden. Hierzu wurden
die Intensitaten der PARP1-Signale und die zugehdrigen c-myc-Signale von Wildtyp und
abberantem CHDiL bestimmt und das Verhdltnis der beiden Signale wurde errechnet. Die
Mittelwertberechnung aus drei unabhangigen Experimenten zeigte, dass die Interaktion
zwischen PARP1 und der Variante Gly7ooArg um das 1,9fache, zwischen PARP1 und der
Variante lle765Met um das 2,3fache und zwischen PARP1 und der Variante Ile827Val um das
2,2fache im Vergleich zu Wildtyp-CHD1L erniedrigt war. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es
sich bei den aberranten CHDiL-Proteinen, die aus den identifizierten Missense-Varianten

resultieren, um hypofunktionelle Enzyme handelt.
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Abb. 22 Verminderung der Interaktion der abberanten CHD1L-Proteine mit PARP1.

(aus Brockschmidt et al, 2011)
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Die verminderte Interaktion mit PARP1 konnte die Chromatin-Remodeling-Funktion
betreffen, wie es kirzlich fir CHD1L-Varianten gezeigt werden konnte, deren Makrodomane
deletiert war, beziehungsweise den Aminosaretaustausch Asp723Ala aufwies [Ahel et al., 2009;
Gottschalk et al., 2009]. Dieser Aminosaureaustausch war interessanterweise zwischen den in
dieser Arbeit identifizierten CHD1L Abberationen Gly7ooArg und lle765Met lokalisiert. Die von
Ahel et al., 2009 und Gottschalk et al., 2009 untersuchte Deletionsmutante der Makrodomane,
sowie die Mutante Asp723Ala innerhalb der Makrodomane zeigten keine oder nur geringe
Interaktion mit PAR und PARP1. Daneben war die Rekrutierung zum Ort des DNA-Schadens
bei der Asp723Ala Mutante stark herabgesetzt, was zumindest einen partiellen
Funktionsverlust anzeigt [Ahel et al., 2009; Gottschalk et al., 2009]. Der Funktionsverlust der
Makrodomane hat auch einen Einfluss auf die ATPase Aktivitat von CHDaL, die zwar der
Helikase-Domane zugeschrieben werden kann, aber dennoch die Stimulation durch PARPa
Uber eine intakte Makrodomane zur Ausibung ihrer Funktion bendtigt [Ahel et al., 2009;
Gottschalk et al., 2009]. Die Beeinflussung der Chromatin-Struktur durch Chromatin-
Remodeling-Enzyme  ist  essentiell ~ fir  physiologische  Differenzierungs-  und
Entwicklungsvorgange, da Zeitpunkt und Lokalisationsmuster der Genexpression auf diese
Weise reguliert werden [Chi et al., 2004; de la Serna et al., 2006; Ko et al., 2008; Krangel et al.,
2007; Saha et al., 2006]. Die identifizierten aberranten CHDail-Proteine konnten also fur
fehlerhafte Differenzierungs- und Entwicklungsvorgange im tubuldren und harnableitenden
System der Niere und des Ureters, als Folge einer verminderten Funktion von CHD1iL in der
Chromatinmodulierung, verantwortlich sein. Hierbei konnte eine gestérte Chromatin-
Remodeling-Funktion eine  Expressionsveranderung von wichtigen Faktoren der
Nierenentwicklungen, wie zum Beispiel dem glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)
bedingen. Dieser Wachstumsfaktor, der zur TGFR3- (transforming growth factor beta) Familie
gehort [Lin et al. 1993], wird im metanephrogenen Mesenchym exprimiert und vermittelt das
Signal zur Aussprossung der Ureterknospe am Wolff-Gang [Schuchardt et al., 1996; Chi et al.,
2009] Uber den Transmembranrezeptor c-ret, der Tyrosinkinaseaktivitat besitzt, und den
glycosyl-phosphatidylinositol-anchored co Rezeptor Gfra 1-4 [Batourina et al., 2001; Eng et al.,
1998; Sainio et al., 1997; Takahashi M., 2001; Tang et al., 2002], die am Ort der regelhaften

Knospung lokalisiert sind. Auf3erdem wird durch die GDNF/gfrai/c-ret-Achse die weitere
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Differenzierung der Ureterknospe induziert [Stahl et al., 2006]. Daneben kénnten sich
aberrante CHD1L-Proteine auch auf das Expressionsmuster von regulierenden Faktoren der
GDNF/gfraa/c-ret-Achse, wie etwa PAX2, EYA1, SIX1 oder WNT11, auswirken. Als Folge der
beschriebenen  fehlerhaften  Expressions-muster  dieser und anderer bekannter
Nierenentwicklungsfaktoren kénnte es zu einer gestorten Interaktion zwischen Ureterknospe
und metanephrogenen Gewebe, zwei wichtigen Komponenten der Nierenentwicklung
kommen, die einer renalen Hypodysplasie zu Grunde liegen kann [reviewed in Song und
Yosypiv, 2010].

Ein Hinweis darauf, dass Mutationen in Chromatin-Remodeling-Enzymen in kausalem
Zusammenhang mit Malformationen der Niere und der ableitenden Harnwege stehen kdénnen,
liefert das mit CHD1L strukturverwandte ATP-hydrolisierende Chromatin-Remodeling-Enzym
CHDy [Flaus et al., 2006]. Mutationen im CHD7-Gen liegen dem CHARGE-Syndrom zu Grunde,
dessen phanotypische Auspragung unter anderem Nieren-anomalien, wie Hufeisennieren,
Nierenagenesie, vesikoureteraler Reflux und Nierenzysten beinhaltet [Jongmans et al., 2006;
Lalani et al., 2006; Vissers et al., 2004]. Ein zweites mit CHD1L strukturverwandtes Enzym, das
ebenfalls zur SNF2-Familie der ATP-abhdngigen Chromatin-Remodeling-Enzyme gehort,
konnte in Tierversuchen mit komplexen renalen Phanotypen in Zusammenhang gebracht
werden. Eine heterozygote Mutation in CHD2 fihrte bei etwa 85 % der untersuchten Mause zu
Glomerulopathie, Proteinurie und einer signifikant verminderten Nierenfunktion [Marfella et
al., 2006; Marfella et al., 2008].

Zusammenfassend konnten durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte Sequenz-
analyse des CHDiL-Gens bei insgesamt 85 CAKUT-Patienten drei Missense-Varianten
identifiziert werden, die CHDiL als mogliches mit der CAKUT-Pathogenese assoziiertes
Kandidatengen identifizieren. Auf der Grundlage der gefundenen Missense-Varianten wurden
mRNA-Spiegel quantitativ in unterschiedlichen humanen fetalen und adulten Geweben
gemessen, sowie immunhistochemische Analysen an Nierenschnitten durchgefihrt, wodurch
die Annahme einer Rolle von CHDiL in der Nierenentwicklung bestarkt werden konnte.
AuRRerdem dienten die identifizierten Varianten in CHD1L als Ausgangspunkt fur funktionelle

Analysen, die den Vergleich der Funktion des Wildtyp-Proteins mit der Funktion von aberran-
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tem CHDaL erlaubten. Die Ergebnisse dieser Analysen lassen die Vermutung zu, dass das ATP-

abhangige Chromatin-Remodeling-Enzym CHD1L an der Nephrogenese beteiligt ist.

Diese Annahme basiert auf folgenden Ergebnissen:

(1)

(2)

(3)

Die CHDiL-Expression in der fetalen Niere war die zweithdchste im Vergleich zu
anderen fetalen Geweben, wobei das Expressionsverhaltnis von fetaler zu adulter Niere
mit 4:1 von allen untersuchten Geweben am hochsten war.

Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte fir CHDiL vor allem eine
nukledre Lokalisation in der frihen Ureterknospe und dem sich differenzierenden
metanephrogenen Mesenchym, wichtigen Strukturen der Nephrogenese, identifiziert
werden. In der postnatalen Niere findet sich CHD1L im Zytoplasma aller Abschnitte des
tubularen Systemes.

Die Funktion von CHD1iL als Chromatin-Remodeling-Enzym ist PARP1-abhangig, da
durch dieses Enzym eine Stimulierung der ATPase-Aktivitat erfolgt. Die drei
detektierten heterozygoten Missense-Varianten haben einen Aminosaureaustausch
innerhalb oder in unmittelbarer Ndhe der Makrodoméne zur Folge, die fir die
Interaktion mit PAR und PARP1 bendétigt wird. Durch Immunoprazipitation und Western
Blot Analyse konnte eine verminderte Interaktion zwischen den gefundenen aberranten
CHD1L-Proteinen und PARP1 nachgewiesen werden, so dass diese als hypofunktionelle
Enzyme bezeichnet werden konnen.

Die Gewebeuntersuchung der hydronephrotischen Niere eines 16jahrigen CAKUT-
Patienten, bei dem im Rahmen dieser Arbeit eine hypofunktionelle Missense-Variante
in Exon 19 von CHDiL mit Austausch von lIsoleucin zu Methionin (c.2295A>G;
p.lle765Met) nachgewiesen werden konnte, zeigte eine starkere nukleare CHDailL-
Expression in Tubuluszellen und Urothel der dysplastischen Niere und des Hydroureters.
Dieses Expressionsmuster dhnelt dem der fetalen Niere und legt die Vermutung nahe,
dass eine Mutation in CHDiL zu Storungen der terminalen Nephrondifferenzierung

fuhren konnte.

Die Identifizierung von Missense-Varianten in CHD1L bei CAKUT-Patienten, die Charakteri-

sierung CHD1L-Expression in der Niere, sowie die Hypofunktionalitat der abberanten Proteine
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liefern einen neuen Ansatzpunkt fir das Verstandnis der molekularen Ursachen der CAKUT-
Pathogenese. Bei syndromalen Fallen liegt der CAKUT-Entstehung zwar haufig eine monogene
Ursache zu Grunde, jedoch sind Mutationen dieser in isolierten CAKUT-Fallen nur in einem
geringen Prozentsatz zu finden. Daher ist nicht auszuschliefl3en, dass die identifizierten CHD1L-
Varianten Teile eines oligogenen Geschehens sein konnten, dass der CAKUT-Pathogenese bei

den hier untersuchten Patienten zu Grunde liegt.

5 Zusammenfassung

Unter dem Begriff der kongenitalen Anomalien der Niere und der ableitenden Harnwege
(congenital anomalies of the kidneys and urinary tract, CAKUT) wird eine anatomisch sowie
klinisch heterogene Gruppe von unterschiedlichen Malformationen der Niere, des ableitenden
Harnsystems, der Blase und der Urethra zusammengefasst. In 10-15 % der Falle liegen
zusatzliche Fehlbildungen anderer Organsysteme vor, und eine Assoziation mit Uber 250
Syndromen ist bekannt. Obwohl von einer multifaktoriellen Pathogenese der CAKUT aus-
gegangen wird, vermutet man eine starke genetische Komponente bei der Entstehung dieser
Fehlbildungen. Hinweise darauf ergeben sich aus einem maglichen familidren Auftreten, dem
haufig kombinierten Vorliegen mehrerer CAKUT-Phanotypen bei einem Patienten, sowie der
Progression der Erkrankung trotz frihzeitiger Therapie. Beim familidren Auftreten werden
inkomplette Penetranz und variable Expressivitat beobachtet. Fur einige Nierenentwicklungs-
gene, wie PAX2, EYA1, SIX1, HNF18, konnte bereits eine Beteiligung an der CAKUT-Ent-
stehung gezeigt werden. Jedoch bleiben die molekularen Ursachen der CAKUT grof3tenteils
ungeklart, was unter anderem die Identifizierung und Analyse neuer Kandidatengene der
CAKUT-Pathogenese erforderlich macht.

CHD1L (chromodomain helicase DNA binding protein 1-like, Synonym: ALC1, amplified in liver
cancer 1) konnte zuvor durch unsere Arbeitsgruppe als CAKUT-Kandidatengen identifiziert
werden, weil eine  Mikroduplikation eines syndromalen CAKUT-Patienten in 1q21
nachgewiesen wurde, die unter anderem das CHDilL-Gen enthielt. CHDiL ist ein ATP-

abhangiges Chromatin-Remodeling-Enzym der SNF2-Familie. Mutationen im Gen des zu
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CHDaL strukturverwandten Chromatin-Remodeling-Enzyms CHD7 sind mit dem CHARGE-
Syndrom assoziiert, dessen klinisches Erscheinungsbild Nierenanomalien einschlief3t.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Untersuchung der Rolle von CHDiL als mdgliches
Nierenentwicklungsgen und Kandidatengen der CAKUT-Pathogenese eine Sequenzanalyse bei
insgesamt 85 CAKUT-Patienten durchgefihrt. Zuvor musste die genomische Struktur von
CHD1L analysiert und Primerpaare fur alle 23 Exons von CHDiL mussten entworfen und
etabliert werden. Dann konnten drei heterozygote Missense-Varianten detektiert werden, von
denen zwei nicht in Uber 200 Blutspenderkontrollchromosomen gefunden werden konnten.
Alle drei Varianten fUhren zu einem Aminosdureaustausch innerhalb oder nahe der
Makrodomane, die fir die Poly-ADP-Ribose (PAR)-abhdngige Rekrutierung zum Ort eines
DNA-Schadens, sowie fir die Interaktion mit PAR-Polymerase 1(PARP1) verantwortlich ist. Die
im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Varianten lieferten den Ausgangspunkt fur
Expressionsanalysen in verschiedenen fetalen und adulten humanen Geweben und Nieren-
schnitten zur weiteren Untersuchung der Rolle von CHDiL in der Nephrogenese. Daneben
diente die Identifizierung von Veranderungen in CHD1L bei CAKUT-Patienten als Grundlage fir
funktionelle Analysen, die einen Vergleich zwischen der Funktion des Wildtyp-Proteins mit der
Funktion von aberranten CHDaiL-Proteinen ermdglichten. Die Ergebnisse dieser weiter-
fuhrenden Analysen ergaben, dass CHD1L an der Nephrogenese beteiligt sein konnte. Die als
hypofunktionell eingestuften identifizierten Aberrationen des Chromatin-Remodeling-Enzyms
kdnnen eine gestorte Differenzierung der Niere und des harnableitenden Systems zur Folge
haben, die CAKUT zu Grunde liegen konnte. CHD1L kann damit als CAKUT-Kandidatengen
eingestuft werden. Eine Mutationsanalyse bei weiteren CAKUT-Fallen und eine weitergehende
Charakterisierung des CHDaiL-Proteins in Hinblick auf die Nephrogenese kdnnen weitere

Aufschlisse Uber die Bedeutung von CHDz1L in der Nierenentwicklung geben.
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