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1. Einleitung

Dem Haar wurde schon immer in der Geschichte der Menschheit in verschiedenen Kul-
turen eine besondere Bedeutung beigemessen. Dabei erflllt das Haar beim Menschen
keine lebenswichtige biologische Funktion (Kligman, 1988). Lediglich das Kopfhaar dient
als Warmeschutz (Netter und Technau-Hafsi, 2010). Die psychosoziale Funktion dage-
gen ist weitaus bedeutender. Haare und aufwandige Frisuren waren immer wieder in der
Geschichte ein wichtiges Mittel, um den sozialen Status, den Beruf oder die Religions-
zugehdrigkeit zu unterstreichen. Dazu wurde und wird auch heute noch viel Zeit und
Geld in Haarpflege investiert. Volles Haar wird schon immer mit Mannlichkeit, Potenz,
Kraft, Gesundheit und Attraktivitat assoziiert. Das Scheren der Haare wurde in vielen
Kulturen als Strafe und Demiitigung eingesetzt. Die Romer beispielsweise schnitten Ge-
fangenen, Ehebrecherinnen und Verratern die Haare ab. Im frihen Christentum wurde
den Monchen der Kopf geschoren, um sie unattraktiver erscheinen zu lassen (Kligman,
1988).

Haare und Frisur sind auch heute noch ein wichtiger Bestandteil der Identitat und bieten
die Moglichkeit, das eigene Erscheinungsbild und die Wirkung auf andere Menschen
individuell zu bestimmen und zu verdndern (Passchier, 1998). Haarverlust ist demnach
nicht nur ein kosmetisches Problem, sondern hat zudem eine bedeutende psychosoziale
Komponente. Haarverlust kann zu einem Gefiihl der Verwundbarkeit, zu Veranderungen
der Selbstwahrnehmung und zu einer Abnahme des Selbstbewusstseins bis hin zu kli-
nisch manifester Depression fuhren (Alfonso et al., 2005; Williamson et al., 2001). Da-
raus ergibt sich eine erhebliche Einschrankung der Lebensqualitat. Dass bisher fur viele
Formen der Haarlosigkeit keine effektive Behandlung existiert, verstarkt diese Folgen
(Williamson et al., 2001). Eine erfolgreiche Therapie des Haarverlusts konnte in Studien
mit einer Verbesserung der Selbstwahrnehmung assoziiert werden (Alfonso et al.,
2005).

Ein pathologischer Haarverlust wird als Effluvium bezeichnet. Man unterscheidet zwi-
schen Hypotrichose (partieller Haarausfall) und Atrichie (totaler Haarausfall). Der Zu-
stand der Haarlosigkeit wird als Alopezie bezeichnet. Die Ursachen kénnen genetisch,
multifaktoriell oder exogen sein. In der vorliegenden Arbeit wird genauer auf die rein ge-

netisch bedingten Formen des Haarausfalls eingegangen.
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Die Untersuchung von monogenen isolierten Hypotrichosen ist ein wichtiger Ansatz, um
die Haarphysiologie und das Haarwachstum genauso wie die Pathophysiologie des
Haarausfalls besser zu verstehen. Auf diese Weise kdnnen Gene identifiziert werden,
die notwendig und spezifisch fur die Entwicklung und das Wachstum des Haares sind.
Auch das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung und Charakterisierung eines
Gens, das ursachlich fur eine monogene Form der Hypotrichosen ist, die phanotypisch
der Hypotrichose Typ Marie Unna ahnelt.

Durch verbesserte Methoden und insbesondere die Etablierung von Next-Generation-
Sequencing (NGS)-Plattformen wurde in den letzten Jahren die Identifizierung von Ge-
nen, die urséchlich fur verschiedene monogene Formen der Hypotrichosen sind und
damit auch eine wichtige Rolle in der Haarphysiologie spielen, deutlich vereinfacht.
Dennoch ist die Pathophysiologie der Haarentwicklung und des Haarwachstums bisher
nicht vollstandig verstanden und es bedarf weiterer Forschung auf diesem Gebiet. Ein
besseres Verstandnis kann langfristig auch zur Entwicklung neuer Therapieansatze bei-

tragen und damit zu einer Verbesserung der Lebensqualitat der Betroffenen fihren.
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1.1 Aufbau der Haut

Die Haut (Kutis) bedeckt beim Menschen eine Flache von durchschnittlich zwei Quad-
ratmetern und ist fur den Kérper lebenswichtig. Sie schitzt vor Wasserverlust oder Um-
weltschaden. Spezielle Mechanorezeptoren ermdglichen die Wahrnehmung von Um-
weltreizen. Des Weiteren dienen Schweil3drisen und das Blutgefal3system der Haut der
Thermoregulation (Lullmann-Rauch, 2009).

Es kann zwischen Felder- und Leistenhaut unterschieden werden. In der Felderhaut fin-
den sich Haare, Schweil3- und Talgdrisen, in der Leistenhaut nur Schweil3drisen. Mit
Leistenhaut sind nur die Palmar- und Plantarflachen bedeckt (Lillmann-Rauch, 2009).
Die Kutis lasst sich in zwei Schichten unterteilen, Epidermis und Dermis, und bildet ge-
meinsam mit der darunter liegenden Subkutis die Hautdecke (Integumentum commune).
Die Epidermis besteht hauptsachlich aus verhorntem Plattenepithel, das durch
Keratinozyten gebildet wird, enthélt aber auch Melanozyten, Mechanorezeptoren (Mer-
kel-Zellen) und Zellen des Immunsystems (Langerhans-Zellen). Mit den Keratinozyten
erfullt die Epidermis eine mechanische und chemische Schutzfunktion nach auf3en.
AulRRerdem bildet sie eine Diffusionsbarriere, die den Austritt von Wasser verhindert und
zu gewissen Teilen auch das Eindringen von Schadstoffen wie beispielsweise Sauren
erschwert. Epidermis und Dermis sind durch Papillen und Reteleisten fest miteinander
verankert. Die Dermis lasst sich in einen papillaren und einen retikularen Anteil untertei-
len. Die papillare Dermis enthalt lockeres Bindegewebe aus Kollagen | und Ill, Zellen
des Immunsystems, freie Nervenendigungen und Meiner-Tastkorperchen, die das
Wahrnehmen von Sinnesreizen ermdglichen. Durch die aus straffem Bindegewebe be-
stehende retikulare Dermis erhalt die Haut ihre mechanische Widerstandsféahigkeit und
Reil3festigkeit. Im Gegensatz dazu besteht die Subkutis aus lockerem Bindegewebe und
Fettgewebe, in dem Hautnerven und BlutgeféalRe verlaufen. Durch die Subkutis wird die
Haut mit den tiefer liegenden Strukturen fest verbunden, sie dient aber auch als Druck-

polster, Schutz vor Warmeverlust und Energiespeicher (Lullmann-Rauch, 2009).
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1.2 Aufbau des Haarfollikels und des Haares

Als Haarfollikel bezeichnet man Einstilpungen der Epidermis in die Dermis oder Subku-
tis, in denen sich das Haar entwickelt. Die Zahl der Haarfollikel &ndert sich nach der Ge-
burt nicht mehr und das Wachstum der einzelnen Haare unterliegt einem periodischen
Haarzyklus (Ldllmann-Rauch, 2009). Unter bestimmten Umstanden, beispielsweise im
Zusammenhang mit der Wundheilung, kénnen allerdings auch postnatal neue Haarfolli-
kel gebildet werden (Gay et al., 2013; Stenn und Paus, 2001).

Ein Haarfollikel tritt immer zusammen mit einer Talgdriise und einem Musculus arrector
pili als Haar-Talgdrisen-Einheit auf. Man unterscheidet zwischen dinnen, kaum pig-
mentierten Vellushaaren, die den gesamten Koérper bedecken, und dicken, pigmentier-
ten Terminalhaaren, die in Haupthaar, Wimpern, Brauen, Schamhaaren und Achselhaa-
ren zu finden sind. Am tiefsten Punkt der Epidermiseinstilpung, dem Haarbulbus, befin-
den sich Matrixzellen. Diese teilen sich, steigen auf und differenzieren in der
keratogenen Zone zu Hornzellen des Haarschafts. Zwischen den Matrixzellen liegen
Melanozyten, die Pigment produzieren. In den Haarbulbus ragt die Haarpapille. Sie ist
ein bindegewebiger Fortsatz der Dermis, der mithilfe einer Kapillarschlinge den Bulbus
versorgt und durch Fibroblasten das Teilungsverhalten der Matrixzellen steuert
(Lallmann-Rauch, 2009; Paus & Cotsarelis, 1999).

Der Haarschaft besteht grof3tenteils aus einer Rinde dicht gepackter Hornzellen mit
Melanosomen. Umhitillt wird diese Rinde von der Cuticula. Diese besteht aus platten, zur
Haarspitze ausgerichteten Hornzellen. Der Haarschaft wird von zwei epithelialen Wur-
zelscheiden umgeben. Durch eine frihe Verhornung und Ausrichtung der Hornzellen
entgegen denen der Cuticula des Haarschafts festigt die innere Wurzelscheide, die den
Haarschaft auch aulR3erhalb der Dermis umgibt, das Haar im Follikel und bildet so die
endgultige Form des Haares (Lullmann-Rauch, 2009; Paus und Cotsarelis, 1999).

Die innere Wurzelscheide besteht aus drei Schichten. Dies sind von innen nach auf3en
die Cuticula, die Huxley-Schicht und die Henle-Schicht. Die &uf3ere Wurzelscheide ent-
halt am Infundibulum, der Mindung des Haarfollikels zur Hautoberflache, einen Wulst
(Lallmann-Rauch, 2009; Paus und Cotsarelis, 1999). Dieser Wulst enthélt multipotente
Stammzellen, die der Regeneration des Follikels dienen (Cotsarelis et al., 1990). Diese
Stammzellen stellen gleichzeitig auch einen Vorrat fir epidermale Zellen und Basalzel-

len der Talgdrisen dar. Bei Verletzungen der umgebenden Epidermis gehen sie als
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mitotisch aktive Zellen aus dem Haarfollikel in die Haut Uber. Gemeinsam mit
Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen aus der &uf3eren Haarwurzelschei-
de kénnen sie so bei Verletzung der Haut zu deren Regeneration beitragen (Lullmann-
Rauch, 2009; Paus und Cotsarelis, 1999).

1.3 Der Haarzyklus

Alle Haare unterliegen einem periodisch verlaufenden Haarzyklus, der eine Wachs-
tumsphase (Anagen), eine Regressionsphase (Katagen) und eine Ruhephase (Telogen)
umfasst. Die Ausfallphase des Haarschafts findet unabhangig von diesem Zyklus statt
und wird als Exogen bezeichnet (siehe Abbildung 1). Genau wie die Erneuerung der
Haut ist der Haarzyklus ein gemeinsames Charakteristikum aller behaarten Organismen.
Er kénnte aufgrund verschiedener Anforderungen an den Organismus entstanden sein
(Stenn und Paus, 2001). Er erlaubt das Wachstum der Haare, die Kontrolle der Haar-
lange an unterschiedlichen Korperstellen, die periodische Erneuerung des Haares zur
Reinigung der Korperoberflache und ermdéglicht die Anpassung an sich verandernde
Umweltbedingungen (Stenn und Paus, 2001). Ein Beispiel fur diese Anpassung ist der
saisonale Fellwechsel bei Tieren, die einen synchronisierten Haarzyklus haben. Der
Haarzyklus des Menschen ist im Gegensatz dazu asynchron. Das heil3t, jeder einzelne
Haarfollikel hat seinen eigenen Rhythmus und es werden nicht alle Haare gleichzeitig
erneuert (Chase, 1954). Somit wird eine gleichméfige Behaarung der Haut ermdglicht.
AulRerdem kann sich die Dauer des gesamten Haarzyklus sowie der einzelnen Phasen
je nach Korperstelle stark voneinander unterscheiden, wodurch unterschiedliche Haar-
langen entstehen. Der Haarzyklus des menschlichen Kopfhaares ist besonders, da er
eine sehr lange Zyklusdauer von zwei bis sechs Jahren haben kann und unabhéangig
von aul3eren Einflissen wie Licht oder Temperaturveranderungen ist. Hingegen spielen
andere Faktoren wie Ernahrung, Schwangerschaft, Medikamenteneinnahme oder
Krankheiten eine Rolle. Wo der Taktgeber fur den Haarzyklus sitzt und aus welchen Zel-

len dieser besteht, ist noch unklar (Stenn und Paus, 2001).
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Anagen Il

& Anagen IV

Telogen

Anagen

Telogen .w

APM

; Anagen VI

Catagen Vil

Katagen

BM

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der einzelnen Phasen des Haarzyklus. Das Exogen
findet unabh&ngig von Anagen, Katagen und Telogen statt.

APM: Musculus arrector pili, BM: Basalmembran, FP: dermale (follikulare) Papille, HS:
Haarschaft, IRS: innere Wurzelscheide, mel: Melanin, ORS: aul3ere Wurzelscheide, SG:
Talgdrise. Modifiziert nach Stenn und Paus, 2001.
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1.3.1 Anagen

Als Anagen wird die Wachstumsphase des Haarfollikels bezeichnet. In dieser Phase
wird eine neue Haarwurzel gebildet. Es stellt mit einer Dauer von drei bis sechs Jahren,
manchmal sogar mehr, die langste Phase des Haarzyklus dar. Die genaue Dauer be-
stimmt die maximale Haarlange und ist erblich vorgegeben. Normalerweise befinden
sich tUber 80 % der Kopfbehaarung in dieser Phase (Wolff, 2005). Das Anagen kann in
sechs einzelne Phasen unterteilt werden (Chase et al., 1951). Der Ablauf &hnelt dem
der Haarfollikel-Entwicklung. Beide beginnen mit der Proliferation von Stammzellen in
der Wulstregion, dem permanenten Abschnitt des Haarfollikels, der wahrend des ge-
samten Haarzyklus erhalten bleibt (Paus und Cotsarelis, 1999). Normalerweise geht das
Anagen spontan aus dem Telogen hervor. Es sind abgesehen davon inzwischen auch
einige innere und auflere Einflisse bekannt, durch die das Anagen, und damit das
Haarwachstum, ausgelost werden kann. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch meist
unbekannt. Dazu gehéren Verletzungen der Haut und des Haarfollikels, Chemikalien,
Medikamente wie beispielsweise Minoxidil und verschiedene endogene Neurotransmit-
ter (Chase, 1954; Li et al., 1999; Messenger et al., 2004; Stenn und Paus, 2001).

In der ersten Phase des Anagens (Anagen |) kommt es zu einer starken Proliferation der
Stammzellen in der Wulstregion (Cotsarelis et al., 1990). Diese Zellen wandern entlang
der dermalen Papille in die Epidermis ein (Anagen lIl). Sobald sie die maximale Tiefe
erreicht haben, andern die Zellen ihre Wachstumsrichtung nach auf3en. So werden inne-
re Wurzelscheide und Haarschaft geformt (Anagen Ill) (Chase et al., 1951). Diese Proli-
feration geht von undifferenzierten Zellen aus, die sich im unteren Teil des Haarfollikels
unterhalb der von Auber als “critical level" bezeichneten breitesten Stelle der Haarpapille
befinden (Auber, 1952). Im Anschluss wird das Haar geformt. Es wird noch von der in-
neren Wurzelscheide umschlossen, die jetzt bis an die Ebene der Talgdriise heranreicht
(Anagen 1V). Haarschaft und Haarwurzelscheide trennen sich voneinander und das
neue Haar wéchst in Richtung Epidermis (Anagen V) und Uber die Hautoberflache
hinaus (Anagen VI).

In den Phasen Anagen | bis V wird demnach der Haarfollikel neu gebildet. In Anagen VI,
der Phase, die in Haarfollikeln verschiedener Korperregionen unterschiedlich lang ist,
findet das Wachstum des Haares statt (Chase et al., 1951; Stenn und Paus, 2001). Die
Haarwachstumsgeschwindigkeit betragt dabei ungefahr einen Zentimeter pro Monat
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(Wolff, 2005). Es sind einige molekulare Marker und Faktoren bekannt, die das Anagen
steuern, wobei die Funktion der einzelnen in dem komplexen Zusammenspiel noch wei-
testgehend unklar ist (Stenn und Paus, 2001). An der Initierung und Aufrechterhaltung
des Anagens sind unter anderem Wingless Int 1 (Wnt)/B-catenin, Sonic Hedgehog
(SHH), Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) und einige
Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGFs) beteiligt (Danilenko et al., 1996; Jindo et al.,
1998; Lin et al., 2015; Millar et al., 1999; Sato et al., 1999). Auch beim Ubergang vom
Anagen zum Katagen spielen Neurotransmitter wie Epidermal Growth Factor (EGF),
Transforming Growth Factor (TGF)-1 und Neurotrophine wie Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) eine Rolle (Botchkarev et al., 2004; Foitzik et al., 2000; Han-
sen et al., 1997).

1.3.2 Katagen

Nach Beendigung des Anagens geht der Haarfollikel in das Katagen Uber. Dieses dauert
ungefahr zwei Wochen und stellt eine Umbauphase dar, in der eine starke morphologi-
sche Regression des Haarfollikels auf etwa ein Drittel seiner Lange stattfindet (Wolff,
2005).

Das Katagen ist in acht Phasen unterteilt (Mlller-Rover et al., 2001). Zunachst bilden
sich Zellauslaufer der Papille zurlick, sodass diese den Kontakt zu der Basallamina ver-
liert. Durch Kondensation der Zellen und Neubildung von Fibrillen schrumpft die Haar-
papille (De Weert, 1982). Die Melanin-Produktion nimmt ab und es kommt zu einer Um-
strukturierung des Zytoskeletts (Commo und Bernard, 1997; Tobin, 2011). Die Expressi-
on von Trichohyalin, Transglutaminase | und Desmoglein nimmt ab, was auf eine Rick-
bildung der inneren Wurzelscheide schlie3en lasst (Commo und Bernard, 1997). Es tre-
ten synchronisierte Apoptosen in verschiedenen Teilen des Haarfollikels auf und der
Haarfollikel wandert nach distal in Richtung Hautoberflache (Commo und Bernard, 1997;
Lindner et al., 1997). Am unteren Pol entsteht eine verhornte Verdickung aus Keratin-14
exprimierenden Zellen, die Kolben genannt wird (Commo und Bernard, 1997).

Genau wie das Anagen unterliegt auch das Katagen verschiedenen endogenen und
exogenen Einflussfaktoren, wobei die genauen Mechanismen meist noch unbekannt
sind. Ausgeltst werden kann es zum Beispiel durch starken Stress, Cyclosporin A,

Dexamethason, Adrenocorticotropin (ACTH) und 17B-Estradiol (Kligman, 1959; Paus
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et al., 1994; Stenn und Paus, 2001). Auch FGF5 scheint eine wichtige Rolle bei der In-
duktion des Katagen zu spielen, denn in Abwesenheit von FGF5 tritt dieses verzdgert
ein (Heébert et al., 1994).

1.3.3 Telogen

Die Ruhephase des Haarzyklus, die sich an das Katagen anschliel3t, wird als Telogen
bezeichnet und dauert ungefahr zwei bis vier Monate. Matrix, Wurzelscheiden und Kuti-
kula, die fir das wachsende Haar typisch sind, fehlen in dieser Phase des Haarzyklus
(Wolff, 2005). Der Telogen-Haarfollikel weist nahezu keine Stoffwechselaktivitat auf. Er
besteht nur noch aus dem Kkeratinisierten Kolbenhaar, dessen Zellen weiterhin
Keratin-14 exprimieren (Bowden et al., 1998; Wolff, 2005). Durch erhdhte Expression
von FGF18 und Bone Morphogenetic Protein (BMP6) im Kolbenhaar wird das Wachs-
tum von Keratinozyten unterbunden (Blanpain et al., 2004). Dem Kolbenhaar entstam-
mende Stammzellen bilden einen sekundaren Haarkeim (Greco et al., 2009; Lowry et
al., 2005). Die Stammzellen verbleiben den grof3ten Teil des Telogens in einer Ruhe-
phase. Diese Ruhephase und der Ubergang zum Anagen werden unter anderem durch
BMP und den Wnt-Signalweg Uber die Stabilisierung und Aktivierung von B-Catenin re-
guliert (Horsley et al., 2008). Obgleich die Stammzellen des sekundaren Haarkeims dem
Kolbenhaar entstammen, reagieren sie schneller auf die Aktivierung der Mediatoren
oben genannter Signalwege und es kommt dementsprechend zuné&chst im Bereich des
sekundaren Haarkeims, spater im Bereich des Kolbenhaars zur Zellproliferation und Bil-
dung der Matrixzellen, aus denen ein neuer Anagen-Haarfollikel gebildet wird (Greco
et al., 2009; Lowry et al., 2005; Plikus et al., 2011). Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs
erfolgt spontan, wobei simultane Aktivierung im Bereich von mehreren dermalen Papil-
len notwendig ist, um den Ubergang vom Telogen zum Anagen zu initieren (Plikus
et al., 2011).



18

1.3.4 Exogen

Als Exogen wird die Ausfallphase des Haarschafts bezeichnet. Diese Phase findet nicht
zwingend zwischen, sondern unabhangig von Telogen und Anagen statt. In einem
Haarschaft kann ein neues Haar wachsen, bevor das alte ausgefallen ist. Dieser Ablauf
erlaubt die permanente Aufrechterhaltung der Schutzfunktion des Haares (Stenn und
Paus, 2001).

1.4 Alopezien und Hypotrichosen

Wie oben beschrieben wirken beim Haarwachstum viele unterschiedliche Faktoren zu-
sammen. Eine Beeintrachtigung dieser Faktoren kann zu Stérungen im Haarzyklus oder
der Haarmorphologie fuhren, was sich als Haarausfall auf3ern kann. Im Allgemeinen
spricht man ab einem Haarverlust von 100 Haaren pro Tag von Haarausfall, auch als
Effluvium bezeichnet. Als Alopezie wird der Zustand der Haarlosigkeit beschrieben. Die
Ursachen fur Alopezien sind vielfaltig und beinhalten sowohl genetische Faktoren als
auch Umwelteinflisse, wie beispielsweise Medikamente. Alopezien kénnen im Rahmen
von Syndromen oder anderen Erkrankungen, aber auch isoliert auftreten. Sie kdnnen
angeboren oder erworben sein. Bei den angeborenen Formen wird zwischen partiellem

(Hypotrichosen) und totalem (Atrichien) Haarausfall unterschieden (Fritsch, 2009).

Im Folgenden soll detaillierter auf die monogenen isolierten Hypotrichosen eingegangen
werden, da bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Familie eine monogene

Form der Hypotrichosen vermutet wurde.

1.5 Monogene isolierte Alopezien

Zur Gruppe der monogen vererbten isolierten Alopezien gehdren mehrere klinisch und
genetisch heterogene Formen von Haarlosigkeit. Sie lassen sich durch das Alter der
Patienten bei Erkrankungsbeginn, die betroffenen Regionen und die Struktur des Haar-
schafts unterscheiden. Die Auswirkungen kénnen von minimalem Haarverlust bis hin zu
kompletter Haarlosigkeit reichen. Monogene Alopezien resultieren aus einem Defekt in
einem einzigen Gen. Im Folgenden wird die Klinik der verschiedenen Formen monoge-

ner isolierter Alopezien dargestellt.
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1.5.1 Monilethrix

Die Monilethrix ist charakterisiert durch dinne, spindelige Haare, die brichig, glanzlos
und trocken sind. Am haufigsten ist das Kopfhaar betroffen, meist am Nacken und in der
Okzipitalregion, seltener die Augenbrauen, Wimpern, Axillen- oder Pubeshaare. Haufig
leiden die Betroffenen zusatzlich an Keratosis follicularis, einer Verhornungsstérung der
Haut mit Ausbildung hautfarbener, stecknadelkopfgrol3er Keratosen, die an die Follikel
gebunden sind und vor allem an den Streckseiten der Extremitaten auftreten (Salamon,
1962, Wolff, 2005). Auch Nagelveranderungen kénnen auftreten. Beide Geschlechter
sind gleich haufig betroffen und der typische Phé&notyp zeigt sich schon in den ersten
Lebensmonaten. Die Monilethrix bessert sich oft mit dem Alter, kann aber auch lebens-
lang bestehen. Mikroskopisch zeigt sich eine spindelartig veranderte Haarstruktur, die
durch abwechselnd auftretende Verdickungen und Einschnirungen des Haarschafts
charakterisiert ist (Salamon, 1962). Es sind sowohl dominante als auch rezessive Erb-
gange bekannt. Fur die autosomal-dominante Form sind Gene aus dem Typ-2-
Gencluster der basischen Keratine auf Chromosom 12q13 verantwortlich. Bekannt sind
Mutationen im Keratin (KRT)-Gen KRT81, KRT83 und KRT86 (Van Steensel et al.,
2005; Winter et al., 1997; Winter et al., 1998). Fur die autosomal-rezessive Form konn-
ten Mutationen im Desmoglein 4 (DSG4)-Gen auf Chromosom 1812 identifiziert wer-
den, das auch fir die Hypotrichosis simplex bekannt ist (Kljuic et al., 2003; Zlotogorski et
al., 2006).

1.5.2 Alopecia universalis congenitalis

Die Alopecia universalis congenitalis ist charakterisiert durch totalen Haarausfall der
Kopf- und Korperbehaarung. Bei Geburt haben die Betroffenen noch eine sparliche oder
sogar normale Kopfbehaarung, die innerhalb der ersten Wochen ausfallt und nicht mehr
nachwachst. Haut und Nagel sind nicht betroffen. In Hautbiopsien wurden keine Auffal-
ligkeiten der Dermis und Epidermis gefunden, allerdings wurde eine verminderte Anzahl
Haarfollikel beschrieben, in denen keine Haare wuchsen. Die Alopecia universalis
congenitalis wird autosomal-rezessiv vererbt. Verantwortliche Mutationen konnten im
Hairless (HR)-Gen auf Chromosom 8p21-8p22 identifiziert werden (Ahmad, 1998;
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Nothen et al., 1998). In einzelnen Familien wurde auch ein autosomal-dominanter und

X-chromosomaler Erbgang beschrieben (Anzai et al., 1996; N6then et al., 1998).

1.5.3 Hypotrichosis simplex

Als Hypotrichosis simplex wird eine sparliche oder fehlende Behaarung des Kopfes oh-
ne ektodermale oder systemische Auffalligkeiten bezeichnet. Typischerweise sind keine
strukturellen Defekte am Haarschaft zu erkennen. Licht- und elektronenmikroskopisch
konnten nur bei Patienten mit fortgeschrittener Hypotrichose eine verminderte Anzahl an
Haarfollikeln und einzelne Areale, in denen die Struktur der Cuticula beschadigt war,
nachgewiesen werden (Toribio et Quifiones, 1974). Die hereditaren Formen kdnnen so-
wohl autosomal-dominant als auch autosomal-rezessiv vererbt werden und zeigen eine
vollstdndige Penetranz (Betz, 2014; Toribio et Quifiones, 1974). Sie betreffen Manner
und Frauen gleich haufig und ausgepragt (Toribio et Quifiones, 1974). Der Phanotyp
kann sehr variabel sein. In der Regel ist das Haar bei Geburt und in den ersten Lebens-
jahren normal entwickelt. Ein gradueller Haarausfall beginnt in der Mitte der ersten und
ist dann bis zum Ende der zweiten Lebensdekade progressiv. Er kann bis zum Verlust
der kompletten Kopfbehaarung fuhren. Die restliche Korperbehaarung kann je nach
Form normal entwickelt oder betroffen sein. Es ist eine nur auf die Kopfhaut begrenzte,
als Hypotrichosis simplex of the scalp bezeichnete autosomal-dominante Form bekannt,
fur die Corneodesmosin (CDSN) auf Chromosom 6p21.3 als verantwortliches Gen iden-
tifiziert werden konnte (Betz, 2014; Levy-Nissenbaum et al., 2003).

Fur die autosomal-dominante Hypotrichosis simplex konnten drei Gene identifiziert wer-
den: Adenomatosis Polyposis Coli Down-Regulated 1 Protein (APCDD1) auf Chromo-
som 18p11, Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide E (SNRPE) auf Chromosom
2p25-2p23 und Ribosomal Protein L21 (RPL21) auf Chromosom 13g12.12 13qg12.3
(Pasternack et al., 2013; Shimomura et al., 2010; Zhou et al., 2011). Fur die autosomal-
rezessiven Formen sind bisher Mutationen in DSG4 auf Chromosom 18q12, im Chro-
mosom 3 Open Reading Frame 52 (C30RF52) auf Chromosom 3qg13.2, in Lipase H
(LIPH) auf Chromosom 3927 und im Lysophosphatidic Acid Receptor 6 (LPARG6) auf
Chromosom 13q14-13g21 bekannt, wovon die letzteren beiden auch fur den Phanotyp
der Wollhaare identifiziert werden konnten (Kazantseva et al, 2006; Khan et al., 2011;
Malki et al., 2020; Pasternack et al, 2008; Zlotogorski et al., 2006).
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1.5.4 Hypotrichosis Typ Marie Unna

Die Hypotrichosis Typ Marie Unna wurde erstmals 1925 von der Dermatologin Dr. Marie
Unna beschrieben. Sie untersuchte eine sieben Generationen umfassende Familie aus
Nordeutschland mit einer autosomal-dominanten Form der Alopezie. Die von ihr be-
schriebene Form der Hypotrichose zeichnet sich durch eine charakteristische Verande-
rung der Haarstruktur im Laufe des Lebens aus. Die Betroffenen zeigen bei Geburt nur
sparliche oder keine Kopfbehaarung. In der Kindheit entwickeln sie dann drahtige, dicke
und glanzlose Haare, die ab der Pubertat progredient ausfallen. Das Muster des Haar-
verlustes ahnelt dem der androgenetischen Alopezie. Das Ausmal des Haarverlustes
kann stark variieren. Korper-, Axillen- und Schambehaarung ist ebenfalls spérlich oder
fehlt (Redler et al., 2011). Histologisch lasst sich eine verminderte Anzahl an Haarfolli-
keln nachweisen. Im fortgeschrittenen Stadium erscheinen die Haarfollikel verkleinert
mit Knickbildungen und Epithelproliferationen in der inneren Wurzelscheide. Licht- und
Elektronenmikroskopisch zeigt sich eine abnorme Haarstruktur mit Abflachungen und
Drehungen in unregelmafligen Abstanden (Solomon et al., 1971). Als molekulare Ursa-
che fur die Hypotrichosis Typ Marie Unna konnten loss-of-function Mutationen in U2HR
auf Chromosom 8p21 identifiziert werden. Dabei handelt es sich um einen
inhibitorischen open reading frame (ORF) in der 5’-untranslated region (UTR) des HR-
Gens. Loss-of-function Mutationen im HR-Gen selbst fihren zu dem Phanotyp der
Alopecia universalis congenitalis (siehe Abschnitt 1.5.2), der charakterisiert ist durch
totalen Haarausfall bereits wenige Wochen nach Geburt. Mutationen in U2HR dagegen
fihren zu einer gesteigerten Translation des HR-Gens und dem oben beschriebenen
Phanotyp der Hypotrichosis Typ Marie Unna (Wen et al., 2009). Eine weitere bisher
identifizierte Mutation ist eine missense-Mutation in EPS8L3 auf Chromosom 1p13. Ge-
ne der EPS8-Genfamilie sind Teil des Epidermal Growth Factor (EGF)-Rezeptor-
Signalwegs, der sowohl im Haarzyklus als auch in der Haarfollikelentwicklung eine wich-
tige Rolle spielt (Zhang et al., 2012).
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1.6. Zielsetzung

Haarverlust betrifft viele Menschen und kann zu einem hohen psychischen Leidensdruck
fuhren. Die bisher vorhandenen Therapien sind unbefriedigend, da die Physiologie des
Haarwachstums und damit auch die Pathophysiologie des Haarverlustes noch nicht aus-
reichend bekannt sind. Ein wichtiger Ansatz zum besseren Verstandnis ist die Identifizie-
rung von Mutationen, die zu isolierten Alopezien fuhren. Ziele der vorliegenden Arbeit
waren die Identifizierung und die Charakterisierung einer Genmutation, die in einer Fa-
milie chinesischen Ursprungs flr eine dominant vererbte, isolierte Form der
Hypotrichose urséchlich ist.

Zunachst sollten mittels genomweiter Kopplungsanalyse Kandidatengenregionen ermit-
telt werden. Fur die vorliegende Arbeit lagen nur Proben von insgesamt neun Familien-
mitgliedern vor. Aufgrund der kleinen Anzahl an zur Verfligung stehenden Proben wur-
den bei der Kopplungsanalyse mehrere chromosomale Bereiche, die mit logarithm of the
odds (LOD)- Scores von maximal 1,8 gekoppelt sind, erwartet.

Die in den ermittelten Bereichen liegenden Gene sollten im nachsten Schritt mit den Da-
ten des Whole-Exome-Sequencing (WES) der Indexpatientin (111:9) verglichen werden,
um plausible Kandidatengene herauszufiltern und diese weiter zu analysieren. Dazu
sollten die Kandidatengene mithilfe der Plattform varbank anhand von Scores flr die
Wabhrscheinlichkeit der Pathogenitat der Varianten, Anzahl der bereits bekannten Muta-
tionen in dem Gen und bereits bekannter funktioneller Zusammenhéange ausgewertet
werden. Eine zweite Herangehensweise war der Vergleich der Exomdaten von vier be-
troffenen Individuen, um gemeinsame Varianten herauszufiltern und genauer zu analy-
sieren. Die Kosegregation der identifizierten Mutationen in der Familie sollte mittels
Sanger-Sequenzierung untersucht werden.

Zusatzlich sollte die Expression der Kandidatengene in Haut und Haarfollikeln gesunder
Individuen ermittelt werden, da davon ausgegangen wurde, dass die pathogene Mutati-
on in diesen Geweben exprimiert sein musste.

Dieses Vorhaben wurde von der Ethikkommission mit der laufenden Nummer 007/10-A

(Vorlauferstudie Nummer 102/97) beflrwortet.
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2. Material und Methoden

Die im Folgenden aufgefuhrten Methoden wurden mit Ausnahme des WES (Kapitel
2.13) von mir durchgefihrt. Das WES wurde vom Cologne Center for Genomics an der
Universitat zu Koln kommerziell durchgefuhrt. Die Auswertung der Ergebnisse und das
Filtern der Varianten mit Hilfe der Plattform varbank wurde wiederum von mir vorge-
nommen. Vor Beginn der vorliegenden Arbeit wurde eine SNP-Genotypisierung der zu
untersuchenden Familie durch die Arbeitsgruppe Betz durchgefihrt, sodass die Daten
zur Verwendung in der von mir durchgefthrten Linkage-Analyse bereits vorlagen. Hier-
fur wurde der Infinium®PsychArray-24 v1.1 BeadChip von lllumina mit 588.628 Markern

verwendet.

2.1 Gerate

o Applied Biosystems® 3130x| Genetic Analyzer, Life Technologies Corporation

e C1000™ Thermal Cycler, BioRad Laboratories GmbH

e DNA Engine® Thermal Cycler, BioRad Laboratories GmbH

e Eppendorf Research® (0,1-2,5pl; 0,5-10ul; 2-20ul; 10-100pl; 20-200pl; 100-
1000ul), Eppendorf GmbH

e GelDoc™ XR System, BioRad Laboratories GmbH

e HiSegq™ 2000, lllumina

e Light Cycler® 480 II, Roche

e MJ Research PTC-200 Thermal Cycler, MJ Research Inc.

e NanoDrop™- Spektrophotometer, Thermo Fisher Scientific

e NeoLab®-Mini-Zentrifuge Spectrafuge, neoLab®

e Powerpac™ Power Supply, BioRad Laboratories GmbH

e Sub-Cell® Model 96, BioRad Laboratories GmbH

e ThermoMixer® comfort, Eppendorf AG

o Vortex Genie® 2, Scientific Industries Inc.

e Wide Mini-Sub Cell®, BioRad Laboratories GmbH

e Zentrifuge 5430, Eppendorf
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2.2 Chemikalien, Puffer, Losungen

e AccuPrime™ GC-Rich DNA Polymerase, Thermo Fisher Scientific Inc.

e Agarose low EEO (Agarose Standard), AppliChem GmbH

e BioTherm™ Tag DNA Polymerase, GeneCraft

e Bromphenolblau, Sigma-Aldrich

e Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) (10 mM), Labomedic GmbH

e DNA-Langenstandards 100 bp und 1 kb, GeneCraft

e Ethanol absolut (EtOH, 100 %), AppliChem GmbH

e Ethidiumbromid-L6sung (1 %), Merck KGaA

e Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Merck KGaA

e Exonuklease I, Thermo Fisher Scientific Inc.

e FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo Fisher Scientific Inc.
e HPLC-Wasser, Merck KGaA

e Isopropanol, AppliChem GmbH

e Natriumdodecylsulfat (SDS), Sigma-Aldrich

e Polymerasekettenreaktion (PCR)-Puffer (10x) mit MgCl, (15 mM), Qiagen GmbH
e Proteinase K, Qiagen GmbH

e QIAzol Lysis Reagent, Qiagen GmbH

e RNAlater®, Qiagen GmbH

e Tris-EDTA (TE™)-Puffer, AppliChem

e Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (10x), AppliChem

2.3 Kommerzielle Systeme (Kits)

e Agencourt® CleanSEQ®- Kit, Beckman-Coulter GmbH

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Thermo Fisher Scientific GmbH
e EvaGreen-gPCR-Mix II®, Roche

e High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies GmbH

e Infinium® PsychArray-24 v1.1 BeadChip, lllumina

e miRNeasy® Mini Kit, Qiagen GmbH

e QlAamp® DNA Blood Maxi Kit, Qiagen GmbH
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2.4 Oligonukleotide (Primer)

Die fur diese Arbeit verwendeten Primer wurden alle von der Firma Metabion in einer
Konzentration von 100 pmol/l bezogen und in Aqua bidest zu einer Endkonzentration
von 10 pmol/l gelost. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle

12 des Anhangs aufgefihrt.

2.5 Software und Datenbanken

e Chromas Version 2.6.6, Technelysium Pty Ltd.

e EasyLINKAGE, Lindner und Hoffmann (https://www.uniklinikum-
leipzig.de/einrichtungen/medizinische-klinik-3/Seiten/easylinkage-download.aspx)

e Ensembl genome browser (https://www.ensembl.org/index.html)

e GeneCards (https://www.genecards.org/)

e Genexpressionsdatenbank des Linnarsson Lab
(http://linnarssonlab.org/epidermis/)

e Genome Aggregation Database (https://gnomad.broadinstitute.org/)

e NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

e SegMan™ |, DNASTAR

e STRING database (https://string-db.org/)

e UCSC (https://genome.ucsc.edu/)

e Varbank (https://varbank.ccg.uni-koeln.de/)
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2.6 DNA-Extraktion aus Blut

Die Isolierung der Desoxyribonukleinsdure (DNA) erfolgte aus humanem Vollblut. Hierzu
erfolgte zunachst die Zugabe von 35 ml Lysispuffer, um die vollstandige Lyse der Eryth-
rozyten zu erreichen. Nach Zentrifugation wurden 320 pl 10%iges SDS und 160 pl
Proteinase K hinzugefugt und Uber Nacht im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Im An-
schluss erfolgte die Zugabe von 1,6 ml Natriumchlorid (NaCl). Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand mit 2,5 ml Isopropanol gemischt, bis die DNA sicht-
bar wurde. Die gewonnene DNA wurde abschlie3end in 70%igem Ethanol gereinigt. Die
DNA-Stocklésung wurde mit TE™-Puffer bis zu einer Konzentration von 100 ng/ml ver-

dunnt und bei -20 °C gelagert.

2.7 Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde 1986 von Kary B. Mullis eingeftihrt und ermdglicht die Amplifikation spe-
zifischer DNA-Sequenzen (Mullis et al.,, 1986). Als Template fur eine PCR kbénnen
genomische DNA, Plasmid-DNA oder komplementdre DNA (cDNA) dienen. Das typi-
sche PCR-Programm besteht aus der zyklischen Abfolge von drei Schritten: Denaturie-
rung, Annealing und Elongation. Die Denaturierung bei 94 °C dient der Trennung des
DNA-Doppelstranges. Im Anschluss wird die Temperatur auf 55-65 °C gesenkt, um die
Hybridisierung der Oligonukleotidprimer, die den zu amplifizierenden Abschnitt einrah-
men, an das einzelstrangige DNA-Template zu ermdglichen. Die Temperatur richtet sich
nach der individuellen Annealing-Temperatur, die sich abhangig von den Primer-
Sequenzen berechnen lasst. Ausgehend von der Energie, die zum Aufspalten der Was-
serstoffbriickenbindungen aufgebracht werden muss, werden Adenin (A) und Thymin (T)
mit 2 °C und Cytosin (C) und Guanin (G) mit 4 °C berechnet:
T = 2°C* (Anzahl Aund T) + 4°C * (Anzahl C und G).

Die Annealing-Temperatur sollte 5 °C niedriger als der errechnete Wert gewahlt werden,
um sicherzugehen, dass die Primer hybridisieren (Arnemann, 2019). Im letzten Schritt,
der Elongation, setzt die hinzugegebene DNA-Polymerase an den 3’-OH-Enden der
Primer an und synthetisiert die komplementaren Sequenzen aus dNTPs. Die Elongati-

onszeit richtet sich nach der Ladnge des Templates. Diese Abfolge wird 30-35 Mal wie-
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derholt, sodass der DNA-Abschnitt exponentiell vervielféaltigt wird. Der Erfolg der Amplifi-
kation wird durch Auftrennung der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese Uberpruft.

Tabelle 3 zeigt das fiur die vorliegende Arbeit verwendete Standardprogramm fir die
PCR. In Tabelle 1 und 2 sind die Reaktionsansatze fur die Tag-Polymerase (siehe Ta-
belle 1) und die AccuPrime™ GC-Rich DNA Polymerase (siehe Tabelle 2) aufgefihrt.
Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 12 im An-

hang aufgelistet.

Tab. 1: Reaktionsansatz mit Tag-Polymerase

PCR-Reagenzien Mengenangabe [ul]
10x MgCl Puffer 2,5

2 mM dNTPs 2,0

Primer F (10 pmol) 1,0

Primer R (10 pmol) 1,0
Tag-Polymerase (5 U/pul) 0,1

DNA (20 ng/ul) 2,0

H,O 16,4
Gesamtvolumen 25,0

Tab. 2: Reaktionsansatz mit AccuPrime™ GC-Rich DNA Polymerase

PCR-Reagenzien Mengenangabe [ul]
5x AccuPrime GC-Rich Puffer 50

Primer F (10 pmol) 1,0

Primer R (10 pmol) 1,0

AccuPrime GC-Rich DNA Polymerase (2U/ul) 0,5

DNA (20 ng/ul) 2,0

H20 15,5
Gesamtvolumen 25,0
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Tab. 3: Allgemeines PCR-Programm

Zyklen | Temperatur Zeit Prozess
1 95 °C 5 min Initiale Denaturierung
30-35 |95°C 30s Denaturierung
X (abhangig von dem | 30s Hybridisierung
verwendeten Primer)
72 °C 1 min/1 kb Elongation
1 72 °C 10 min Finale Elongation
1 4°C unendlich Abklhlung

2.8 Konzentrations- und Qualitatsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung der Konzentration einer Nukleinsaure-L6sung wurde die optische Dich-
te (OD) photometrisch mittels Nanodrop-Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
gemessen. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm. Wird bei ei-
ner Wellenlange von 260 nm eine OD von 1 gemessen, entspricht dies einer Konzentra-
tion von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA, 40 ug/ml einzelstrangiger DNA und 33 pg/mli
einzelstrangiger RNA. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei 280 nm. Des-
halb kann durch Bildung des Quotienten OD25,/OD2go die Reinheit einer Nukleinséure-
Losung bestimmt werden. Eine reine DNA-LOsung weist einen Quotienten von 1,8 auf
und eine reine RNA-LOsung einen Quotienten von 2,0. Ein kleinerer Wert von

OD260/OD2gp ist ein Indikator fiir eine Verunreinigung (Lottspeich und Engels, 2012).

2.8.1 Auftrennung der PCR-Produkte

Zur Auftrennung der PCR-Produkte wurde die Agarose-Gelelektrophorese verwendet.
Hierbei gebraucht man ein elektrisches Feld in Kombination mit dem Molekularsiebef-
fekt. Dieser entsteht durch Bildung von Poren in der Agarose beim Erstarren, durch die
Nukleinsauren zu den jeweiligen Polen im elektrischen Feld wandern. Die DNA ist durch
ihre Phosphatgruppen negativ geladen und wandert somit zu der Anode. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit linearer DNA ist dabei abhéngig von der Grol3e der Fragmente,

der angelegten Spannung und der Porengrof3e, die sich durch die Agarose-
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Konzentration regulieren lasst. In der vorliegenden Arbeit lag die angelegte Spannung
bei 120 V. Kurze DNA-Fragmente wandern dabei schneller als lange.

Da die DNA-Fragmente nativ nicht sichtbar sind, missen sie mit Ethidiumbromid ange-
farbt werden. Dies erzeugt unter Ultraviolett (UV)-Licht sichtbare Banden. Zur Herstel-
lung eines 1,5%igen Agarose-Gels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TBE-Puffer voll-
standig gelost und 7,5 pl 1%iges Ethidiumbromid hinzugefugt. Die Losung wurde in ei-
nen Geltrager gefillt und bis zum Erstarren gelagert. Das fertige Gel wurde anschlie-
Bend in eine mit 1x TBE-Puffer geflllte Elektrophorese-Kammer gelegt. 5 pl der aufzu-
trennenden PCR-Probe wurden zusammen mit Bromphenolblau auf das Gel aufgetra-
gen. Die Lange der aufgetragenen Fragmente wurde nach 30 Minuten unter UV-Licht im

Vergleich zu separat aufgetragenen DNA-Leitern als Langenstandard abgelesen.

2.8.2 Exonuclease-Phosphatase-Verdau

Nach der PCR-Reaktion mussten uberschiissige Mengen Primer und Nukleotide ent-
fernt werden, die im weiteren Verlauf bei der Sequenzierung stéren konnten. Dies erfolg-
te in der vorliegenden Arbeit mittels Exol/FastAP-Verdau, wobei die Exonuclease | Uber-
schussige Primer verdaut und die alkalische Phosphatase verbliebene dNTPs
hydrolysiert. Beide Enzyme wurden durch die Inkubation bei 85 °C Uber 10 Minuten
inaktiviert, sodass ein Entfernen aus dem Reaktionsansatz spater nicht erforderlich war.
Fur den Exol/FastAPVerdau wurden folgender Reaktionsansatz und PCR-Programm

gewabhlt:

Tab. 4: Reaktionsansatz fur Exol/FastAP-Verdau

PCR-Reagenzien Mengenangabe [pl]
FastAP Puffer 1,2

FastAP Enzym 2,0

Exol 0,2

PCR-Produkt 4,0

H,O 4,6
Gesamtvolumen 12,0
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Tab. 5: PCR-Programm Verdau

Zyklen Temperatur Zeit

1 37 °C 30 min

1 85 °C 10 min

1 4°C unendlich

2.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ermdglicht die Bestimmung der Nukleotid-Abfolge in einem
DNA-Molekdl. In der vorliegenden Arbeit wurde die nicht-radioaktive Sequenzierung
nach Sanger in Kombination mit einem automatischen Sequenziergeréat angewendet.
Hierbei wurden dem Reaktionsansatz zusatzlich fluoreszenzmarkierte
Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) hinzugeflgt, die keine 3’-Hydroxygruppe
besitzen, welche fir die Kondensation mit dem Phosphat des nachsten dNTPs bendtigt
wird. Dies fuhrt somit zu einem zufélligen Abbruch der Synthese entsprechend der pas-
senden Base an einer spezifischen Stelle. Es resultieren mehrere Produkte unterschied-
licher Grof3e aus den Kettenabbruchreaktionen (Sanger et al.,, 1977). Diese kdnnen
durch Elektrophorese wie oben beschrieben nach GroR3e aufgetrennt werden. Die Anre-
gung der Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Laser ermdglicht die Differenzierung zwischen
den vier Basen, sodass die genaue Reihenfolge der Nukleotide bestimmt werden kann.
Die Sequenzierreaktion wurde mit einem automatischen DNA-Sequenzierautomaten
(3130xI Genetic Analyzer, Life Technologies Corporation) durchgefuhrt. Folgender
Reaktionsansatz und PCR-Programm wurden bei der vorliegenden Arbeit fur die

Sequenzierreaktionen verwendet:
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Tab. 6: Reaktionsansatz fir Sequenzierreaktion

PCR-Reagenzien Mengenangabe [ul]
5x Big Dye Puffer 2,0
Big Dye Terminator 0,5
Oligonukleotid-Primer (10 pmol/ul) 0,3
PCR-Produkt aus Verdau 2,5
H.O 4,7
Gesamtvolumen 10,0
Tab. 7: PCR-Programm Sequenzierreaktion
Zyklen | Temperatur | Zeit Prozess
1 96 °C 1 min Initiale Denaturierung
24 96 °C 10s Denaturierung
50 °C 5s Primer-Hybridisierung
60 °C 2 min Elongation mit Abbriichen
1 12 °C unendlich Abkuhlung

Nach der Sequenzierreaktion wurden die Proben aufgereinigt, um Kontaminanten zu
verhindern und die Signalintensitat in der nachfolgenden Analyse zu verstarken. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Agencourt®CleanSEQ®- Kit (Beckman Coulter) zur
Aufreinigung verwendet. Hierbei wurden magnetische Beads und 85%iges Ethanol hin-
zugegeben und auf einer Magnetplatte inkubiert. Nach mehrmaligem Entfernen und er-
neutem Hinzugeben von Ethanol wurde es schliel3lich vollstandig entfernt. Die Proben
wurden dann mit HPLC-Wasser verdinnt auf eine 96-Well-Sequenzierplatte pipettiert
und in den Sequenzierautomaten gegeben. AnschlieRend wurden die Ergebnisse im

Vergleich zu Referenzsequenzen mit den Programmen Chromas und SegMan Il ausge-

wertet.
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2.10 RNA-Extraktion aus Haarfollikeln

Ribonukleinsdure (RNA) ist weniger stabil als DNA. Aufgrund der hohen Stabilitat der
Ribonuklease (RNase) besteht die Gefahr des enzymatischen Abbaus und der Hydroly-
se der Phosphodiesterbindungen in der RNA. Deshalb sollte bei der Arbeit mit RNA be-
sonders vorsichtig und sorgfaltig umgegangen werden und ein moéglichst RNase-freier
Arbeitsplatz gewahlt werden.

Arbeitsplatz und Pipetten wurden mit 70%igem Ethanol gereinigt und fir die
Pipettierarbeiten wurden RNase-freie Filter-Pipettenspitzen und RNase-freies Wasser
genutzt. AulRerdem sollte immer auf Eis gearbeitet werden, um die RNase Aktivitat zu
hemmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RNA-Extraktion aus Haarfollikeln mit Hilfe
des miRNeasy®Mini Kit von Qiagen durchgefiihrt. Hierzu wurden 15-20 Kopfhaare ent-
nommen und die Haarfollikel nach dem Abschneiden der distalen Haarschafte in mit
RNAlater®- Losung gefilllte Precellys Ceramic Kit-Tubes tiberfilhrt. Die Lésung stabili-
siert RNA und ermdglicht die Lagerung der Proben bei 4 °C Uber mehrere Tage bis zur
weiteren Verarbeitung. Das Prinzip des Verfahrens ist die Bindung der RNA an eine
Silica-Membran. Die Extraktion erfolgte nach dem vom Hersteller empfohlenen Schema.
Nach Zentrifugation wurden die Haarfollikel mit 700 pl QIAzol®Lyse lysiert. Nach Zugabe
von 140 pl Chloroform und Zentrifugation Gber 15 Minuten wurde die obere wassrige
Phase in ein neues Reaktionsgefald Gbertragen und 100%iges Ethanol hinzugefugt. Die
Probe wurde dann auf eine RNeasy®Mini column Membran pipettiert und zentrifugiert.
Im Anschluss wurden RWT- und RPE-Puffer hinzugefligt. Jeweils nach Zentrifugation
wurde der Durchlauf entfernt. Im Anschluss wurde RNase-freies Wasser hinzugegeben
und abschlie3end zur Elution der RNA zentrifugiert. Die gewonnene RNA wurde bei

-80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.11 cDNA-Synthese aus RNA

Damit RNA-Molekiile als Template in einer PCR eingesetzt werden kbnnen, missen sie
zunéchst mit Hilfe der reversen Transkriptase (RT)-PCR in cDNA umgewandelt werden.
Die RNA ist im Gegensatz zur urspringlichen DNA einzelstrangig und enthalt, nachdem
sie den Splicing-Prozess durchlaufen hat, keine Introns.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die cDNA-Synthese mit Hilfe des High-
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Capacity cDNA Reverse Transkription-Kits von Life Technologies GmbH durchgefihrt.
Hierzu wurden zu 300 ng RNA zunachst MultiScribe® Reverse Transkriptase (1 pl),
RNase Inhibitor (1 pl), 10x RT Random Primer (2 pl), 25x dNTP Mix (11 mM; 0,8 ul), 10x
RT Buffer (2 pl) hinzugeflgt und mit RNase-freiem Wasser auf 20 pl Gesamtvolumen
aufgeflllt. Der Ansatz wurde im ersten Schritt 10 Minuten bei 25 °C inkubiert, danach
120 Minuten bei 37 °C inkubiert und im letzten Schritt, zum Beenden der Reaktion,
5 Minuten auf 85 °C erhitzt.

Die entstandene cDNA lag in einer Konzentration von 50 ng/upl vor und wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Sie kann in anschlieenden PCRs amplifiziert

werden.

2.12 Kopplungsanalyse

Die Linkage-Analyse oder auch Kopplungsanalyse ist eine Methode zur Identifikation
und Lokalisation krankheitsverursachender Allele. Dabei wird geprift, ob bestimmte
Allele oder Marker eines Polymorphismus mit einem Phanotyp kosegregieren.

Die Vererbung von Merkmalen nach Mendels Uniformitatsregel wurde 1906 von
Bateson et al. und spater von Morgan widerlegt, indem sie zeigten, dass Allele
verschiedener Gene nicht zwingend unabhangig voneinander, sondern auch
miteinander gekoppelt vererbt werden kénnen (Bateson et al., 1906; Morgan, 1917).
Gene, die auf einem Chromosom nah beieinander liegen, werden Uberzuféllig haufig
gemeinsam vererbt und nicht durch Rekombinationsereignisse in der Meiose getrennt.
Das mit dem Phanotyp kosegregierende Allel muss dementsprechend nicht das
krankheitsverursachende sein, sondern kann auch ein Marker sein, der mit ebendiesem
Gen gekoppelt vererbt wird. Solche Marker, die fur eine Kopplungsanalyse verwendet
werden kdnnen, mussen polymorph und ihr Ort im Genom bekannt sein.

Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Loci, ein Marker und ein krankheitsrelevanter Genort,
gekoppelt vererbt werden, wird als Rekombinationshaufigkeit 8 bezeichnet. Bei jedem
Crossing-over wahrend der Meiose werden immer nur zwei der vier Chromatiden
gekreuzt, weshalb der maximale Anteil an Rekombinanten pro Meiose nur 50 % betragt.
Zwei Loci, die unabhéngig voneinander vererbt werden und nicht gekoppelt sind, weisen
dementsprechend eine Rekombinationshaufigkeit von 50 % (6=0,5) auf. Man spricht von

freier Rekombination. Die Einheit der Rekombinationshaufigkeit ist ein Centimorgan
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(cM), das einem physikalischen Abstand von einer Millionen Basenpaaren und einer
Wahrscheinlichkeit der Rekombination von 1 % pro Meiose entspricht (Strachan und
Read, 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine parametrische Zweipunktanalyse mit der Software
easyLINKAGE® und dem Programm SuperLink v1.6 durchgefiihrt (Lindner und
Hoffmann, 2005). Hierbei missen vorab Angaben zum Erbgang, der angenommenen
Frequenz des krankheitsverursachenden Allels und der Penetranz gemacht werden.
Aufgrund des Stammbaums wurde von einer dominanten Vererbung des
krankheitsverursachenden Gens ausgegangen.

Als Mal3 zur Quantifizierung der Wahrscheinlichkeit einer Kopplung wird der LOD-Score
verwendet:

] Rekombinationshaufigkeit 0, bei der zwei Loci gekoppelt sind
g Rekombinationshaufigkeit bei freier Rekombination (6 = 0,5)

LOD — Score =

Nimmt dieser LOD-Score einen Wert = 3 an, ist die Wahrscheinlichkeit, dass Kopplung
besteht, gegenlber freier Rekombination dementsprechend 1000:1. Es kann von einer
Kopplung ausgegangen werden. Ist der LOD-Score < -2 kann eine Kopplung hingegen
ausgeschlossen werden (Pulst, 1999).

Loci auf den Gonosomen stellen eine Besonderheit dar. Hier kann nur Rekombination
stattfinden, wenn zwei X-Chromosomen vorhanden sind. Hiervon ausgenommen sind
kleine pseudoautosomale Regionen an den Telomeren des X- und Y-Chromosoms
(Bickeboller und Fischer, 2007). Dadurch steigt die a priori Wahrscheinlichkeit far
Kopplung. Bei X-chromosomaler Vererbung wird Kopplung dementsprechend schon bei
LOD-Scores = 2 beziehungsweise = 2,3 angenommen (Bickebdller und Fischer, 2007;
Strachan und Read, 2005).

Fur die vorliegende Arbeit wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) als Marker
verwendet. Haufig kommen auch Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen,
Minisatelliten oder Mikrosatelliten zur Anwendung (Strachan und Read, 2005).

Die SNP-Genotypisierung der zu untersuchenden Familie wurde im Vorfeld mit dem
Infinium®PsychArray-24 v1.1 BeadChip von Illumina mit 588.628 Markern durchgefiihrt.
Diese Marker (SNPs), deren Positionen bekannt sind, dienen zur Erstellung einer

Markerrahmenkarte, die dann zusammen mit den Ergebnissen der SNP-
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Genotypisierung und dem Stammbaum der Familie fur die Analyse verwendet wird.
Marker, die nahe am Krankheitsgen liegen, werden mit hoher Wahrscheinlichkeit mit
diesem gekoppelt sein und dementsprechend in der Linkage-Analyse durch einen hohen
LOD-Score auffallen. Durch genaue Untersuchung der Loci mit hohen LOD-Scores kann
das Krankheitsgen identifiziert werden (Strachan und Read, 2005). Dies geschah in der
vorliegenden Arbeit durch den Vergleich der entsprechenden Regionen mit den
Ergebnissen des WES.

2.13 Whole-Exome-Sequenzierung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Exome von vier Individuen (l11:7, 111:8, 111:9 und
l11:11) mittels NGS sequenziert. Die Technologie des NGS bietet die Moglichkeit,
mehrere Tausend Sequenzierreaktionen parallel und automatisiert ablaufen zu lassen.
Es konnen zwei Methoden unterschieden werden: einerseits Whole-Genome-
Sequencing (WGS), wobei das gesamte Genom sequenziert wird, und andererseits
Whole-Exome-Sequencing (WES), das die gesonderte Sequenzierung der Protein-
kodierenden Bereiche ermdglicht, also nur weniger als zwei Prozent des menschlichen
Genoms (Strachan und Read, 2005).

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Sequenzierung vom Cologne Center for Genomics
an der Universitat zu Koln mit dem lllumina HiSeq™ 2000 nach dem Prinzip Sequencing
by synthesis durchgefuhrt.

Zunachst wird die genomische DNA zuféllig in einzelne Fragmente geschnitten, aus
denen eine Sequenzierbibliothek erstellt wird. Die Enden der Fragmente werden mit
Oligonukleotid- Adaptern verknupft. Im zweiten Schritt, der sogenannten Cluster
Generation, werden die mit Adaptern verknipften Fragmente auf eine flow cell-
Oberflache gegeben. Auf dieser flow cell-Oberflache sind zwei unterschiedliche Formen
von Oligonukleotiden fixiert, die komplementar zu den Adaptern an den Enden der
Fragmente sind. Dies ermdglicht eine Hybridisierung der Fragmente an die flow cell-
Oberflache. Durch Bindung beider Enden entstehen Bricken, an denen entlang
Polymerasen die Fragmente amplifizieren. Im Anschluss kénnen die auf der flow cell-
Oberflache fixierten amplifizierten Fragmente parallel sequenziert werden. Hierzu
werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide verwendet, durch deren Emission die Basen

identifiziert werden kdnnen. Durch Abgleich mit Referenzgenomen werden die einzelnen
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sequenzierten Fragmente geordnet (lllumina, 2017). Der Vergleich mit
Referenzgenomen ermdglicht ebenso die Identifizierung von Einzelbasen-
Sequenzvarianten. Hierzu wurde in dieser Arbeit das vom Genome Reference
Consortium vertffentlichte Referenzgenom GRCh37 verwendet. Durchschnittlich
kénnen ca. 20.000-24.000 Varianten gefunden werden, wovon mehr als 95 % bereits
bekannte, nicht krankheitsverursachende Polymorphismen sind (Bamshad et al., 2011).
Deshalb erfolgte im Anschluss eine Analyse der Sequenzvarianten tber die Plattform
varbank, die 2012 am Cologne Center for Genomics an der Universitdt zu Koln
entwickelt wurde. Diese Plattform ermdglicht das Filtern der Varianten nach bestimmten
Parametern, aber auch, wie in der vorliegenden Arbeit, den Vergleich von Daten der
Exom-Sequenzierung verschiedener Individuen, um gemeinsame Varianten
herauszufiltern. Die entsprechenden Varianten wurden im Anschluss mittels Sanger-

Sequenzierung validiert.

2.14 Quantitative PCR

Zur Beantwortung der Frage, ob und wie viel des Zielgens im Haarfollikel exprimiert
wird, wurde die quantitative PCR (qPCR) angewendet.

Das Prinzip ahnelt dem einer PCR, jedoch erfolgt die Zugabe von EvaGreen-qPCR-Mix
II® von Roche. Eva Green® ist ein fluoreszierender asymmetrischer Farbstoff, der an
doppelstrangige DNA bindet. Die Fluoreszenzintensitat durch die Interaktion von cDNA
und Eva Green® kann nach jedem Reaktionszyklus detektiert und gemessen werden. So
kénnen Ruckschlisse auf die Hohe der Expression eines Gens in einem Zielgewebe
gemacht werden. Zur absoluten Quantifizierung erfolgt zunachst die Generierung einer
Verdiinnungsreihe als Standardreihe. Im Anschluss kann durch Vergleich der Cr-Werte
der Standards und der Probe auf die absolute Quantitat der Probe geschlossen werden.
Der Ci-Wert beschreibt den Anfang des exponentiellen Wachstums der
Amplifikationskurve (Jansohn und Rothhamel, 2012).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Durchfihrung und Analyse der gPCR mit dem
LightCycler® 480 Il von Roche. Der fiir diese Arbeit verwendete gPCR-Reaktionsansatz
ist in Tabelle 8 aufgefuhrt. Tabelle 9 zeigt das verwendete gPCR-Programm im
LightCycler® 480 II.



Tab. 8:

Reaktionsansatz fur gPCR
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PCR-Reagenzien Mengenangabe [pl]
RNAse-freies Wasser 6,4

5x EvaGreen qPCR-Mix Il 2,0

Primer F 0,3

Primer R 0,3

cDNA 1,0
Gesamtvolumen 10,0

Tab. 9:

gPCR-Programm mit Eva-Green gPCR-Mix Il
Zyklen Temperatur | Zeit Prozess
1 95 °C 10 min Denaturierung
40 95 °C 10s Amplifikation
60 °C 15s
72 °C 15s
1 95 °C 10s Erstellung der Schmelzkurve
45 °C 30s
80 °C -
1 40 °C 120 s Abkuhlung
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3. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollte die molekulargenetische Ursache fur
eine isolierte, dominant vererbte Form der Hypotrichose identifiziert werden. Hierzu
wurde zunéchst eine Kopplungsanalyse und im Anschluss Exomsequenzierungen von

vier Mitgliedern einer groRen Familie chinesischen Ursprungs durchgefihrt.

3.1 Klinische Vorstellung der untersuchten Familie

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist die Identifizierung der molekulargenetischen
Ursache fir eine isolierte, autosomal-dominant vererbte Form der Hypotrichose. In
Zusammenarbeit mit dem Dermatologen Professor Frédéric Caux vom Avicenne
Hospital & University Graduate School of Medicine in Paris standen Blutproben von
neun Familienmitgliedern einer groBen, aus China stammenden Familie (siehe
Abbildung 8 im Anhang) als Untersuchungsmaterial zur Verfigung. Abbildung 2 zeigt
einen Ausschnitt des Stammbaums mit den Familienmitgliedern, die Teil der
vorliegenden Arbeit waren. Weitere betroffene Familienmitglieder konnten zur

Blutentnahme und klinischen Untersuchung nicht kontaktiert werden.
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Abb. 2: Stammbaum der Familie (Ausschnitt). Dargestellt ist ein Ausschnitt des Stammbaums mit dem Teil der Fami-
lie, zu dem fur die vorliegende Arbeit Kontakt bestand. Der gesamte Stammbaum ist im Anhang in Abbildung 8 abge-
bildet. Kreise stellen weibliche, Quadrate mannliche Familienmitglieder dar. Dunkel ausgefiillte Kreise bzw. Quadrate
zeigen betroffene Individuen. Nicht betroffene Individuen sind durch nicht ausgefillte Kreise bzw. Quadrate darge-
stellt. Die Indexpatientin (111:9) ist mit einem Pfeil markiert. Von den mit "DNA" markierten Familienmitgliedern stand fur
die vorliegende Arbeit Untersuchungsmaterial zur Verfigung.

6€
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Von diesen neun Familienmitgliedern sind sechs von der Hypotrichose betroffen; zwei
mannliche und vier weibliche. Klinisch zeigten die betroffenen Individuen schon kurz
nach der Geburt haarlose Stellen an der Kopfhaut und litten ab dem vierten Lebensjahr
in zyklischen Perioden unter Haarverlust. Im Erwachsenenalter zeigt die Kopfhaut gro-
Bere Areale vernarbender Alopezie. Sie haben nur sparliche Augenbrauen und Scham-
behaarung sowie fehlende Axillenbehaarung. Nagel und Z&hne sind unauffallig. Abbil-
dung 3 zeigt den klinischen Phéanotyp der Indexpatientin 111:9. Aufgrund dieses, mit Aus-
nahme der vernarbenden Alopezie, fir die Hypotrichosis Typ Marie Unna typischen
Phanotyps wurde zunachst klinisch ebenjene Diagnose gestellt. Aufgrund der grof3en
Anzahl betroffener Individuen in der Familie kann von einem dominanten Erbgang aus-

gegangen werden.

Abb. 3: Fotos von der Indexpatientin I11:9.
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3.2 Sequenzierung bereits bekannter Genorte

Aufgrund der klinischen Verdachtsdiagnose der autosomal-dominant vererbten Hypotri-
chosis Typ Marie Unna wurden zunadchst die hierfir bereits bekannten Genorte
sequenziert. Dabei wurden keine Mutationen in U2HR und EPS8L3 gefunden. Aus die-
sem Grund und auch weil die klinische Unterscheidung der einzelnen Hypotrichose-
Formen nicht immer eindeutig ist (siehe Kapitel 1.5), wurden zusatzlich die flr die auto-
somal-dominante Hypotrichosis und Monilethrix bekannten Gene sequenziert (siehe Ta-
belle 10). Hierbei wurden keine Mutationen gefunden, sodass die vorliegende Arbeit mit
dem Ziel begonnen wurde, ein bisher unbekanntes, fur die Hypotrichose urséchliches

Gen zu identifizieren.

Tab. 10: Vor der vorliegenden Arbeit ausgeschlossene Mutationen

Gen Lokalisation
APCDD1 18p11
CDH3 16g22.1
CDSN 6p21.3
EPS8L3 1p13
KRT71 12913
KRT74 12913
KRT81 12q13
(nur beschriebene Regionen)

KRT83 12q13
(nur beschriebene Regionen)

KRT85 12q13
KRT86 12913
(nur beschriebene Regionen)

RPL21 13912
SNRPE 2p25-2p23
SORBS2 4935
U2HR 8p21
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3.3 Einengung des Genortes mittels Kopplungsanalyse

Um den mdoglichen Genort anhand von SNPs als Marker einzugrenzen, wurde eine
Kopplungsanalyse durchgefuhrt. Marker, die in der Kopplungsanalyse durch einen ho-
hen LOD-Score auffallen, werden mit hoher Wahrscheinlichkeit mit dem krankheitsver-
ursachenden Gen gekoppelt vererbt und liegen in dessen Néhe. Die Kopplungsanalyse
wurde mit der Software easyLINKAGE® durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.12) (Lindner und
Hoffmann, 2005).

In der durchgefiihrten Analyse konnte fur keinen Marker ein signifikanter LOD-Score mit
einem Wert > 3 erreicht werden. Aufgrund der Gro3e der Familie beziehungsweise der
geringen Anzahl fir die vorliegende Arbeit zur Verfigung stehender Proben wurde ein
maximaler LOD-Score von 1,8 erwartet (Ott et al., 2015). Die hochsten erreichten Werte
waren jeweils 1,6425 und lagen auf dem Chromosom 1. Aus friheren Projekten haben
wir die Erfahrung gemacht, dass ursachliche Mutationen haufig auch mit geringeren
LOD-Scores als den signifikanten oder erwarteten Werten gekoppelt waren. Aus diesem
Grund wurden alle Regionen der Marker, die mit LOD-Scores = 1,5 gekoppelt waren,
genauer untersucht. Die entsprechenden Marker sind in der untenstehenden Tabelle 11
aufgefuhrt.

Diese Regionen wurden zur genaueren Untersuchung mit den Ergebnissen der
Exomsequenzierung der Indexpatientin (111:9) verglichen. In keiner der Regionen und der
unmittelbaren Umgebung wurde eine Mutation in der Exomsequenzierung nachgewie-
sen. Die Grenze fur Kopplung bei X-chromosomal vererbten Varianten ist niedriger (sie-
he Abschnitt 2.12). Allerdings wurde in der durchgeftihrten Analyse fur keinen der Mar-
ker auf dem X-Chromosom ein LOD-Score = 2 angegeben. Der hichste erreichte LOD-
Score war 1,0753. Das im Verlauf der Arbeit durch Exomsequenzierung als Kandidaten-
gen identifizierte Cyclin-dependent-kinase-like 5 (CDKL5)-Gen liegt in der Nahe eines
dieser Marker (rs16980730) mit einem LOD-Score von 1,0753.
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Tab. 11: Marker mit LOD-Scores =2 1,5

Marker Chromosom LOD-Score
rs6684718 1 1,6425
rs12127467 1 1,6425
rs9819610 3 1,5952
psy rs11184331 |1 1,5458
rs9835577 3 1,5457
rs9861213 3 1,5457
rs9868264 3 1,5457
rs11159460 14 1,5457
rs7149906 14 1,5457
rs1542966 14 1,5457
rs10130856 14 1,5457
rs1110774 14 1,5457

3.4 Mutationssuche mittels Exomsequenzierung

Wie beschrieben ergab die durchgefliihrte Kopplungsanalyse keine signifikanten Ergeb-
nisse. Des Weiteren wurden in den Regionen mit den héchsten LOD-Scores keine Mu-
tationen in der Exomsequenzierung gefunden. Auch in der ndheren Umgebung lagen
keine plausiblen Varianten. Aus diesem Grund wurden erneut Exomsequenzierungen
von drei weiteren betroffenen Familienmitgliedern durchgefihrt. So konnten im Rahmen
der Auswertung mit der Plattform varbank alle Mutationen ausgeschlossen werden, die
nicht bei allen vier betroffenen Familienmitgliedern nachgewiesen werden konnten.

Es wurden drei Varianten in unterschiedlichen Genen herausgefiltert, die bei allen vier
betroffenen Individuen in der Exomsequenzierung vorlagen. Eine Punktmutation in
Calsyntenin 1 (CLSTN1) (c.166G>A) auf Chromosom 1, eine Deletion im Zinkfingerpro-
tein 185 (ZNF185) (c.475_495del(GAG)7ins(GAG)6) auf dem X-Chromosom und eine
Frameshift-Deletion in CDKL5 (¢.3035_3044delAGGTAAACCA) auf dem X-Chromosom.
Das Vorliegen der herausgefilterten Varianten wurde im Anschluss bei allen Familien-

mitgliedern mittels Sanger-Sequenzierung genauer untersucht.
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Die Mutation in CLSTN1 konnte bei allen betroffenen Individuen heterozygot nachge-
wiesen werden, bei zwei der nicht betroffenen Familienmitglieder wurde sie nicht gefun-
den. Allerdings war auch ein nicht betroffener Mann (lI11:7) flr die Mutation heterozygot.
Die Deletion in ZNF185 wurde in der Inhouse Datenbank des Cologne Center for
Genomics gefunden und ist damit als ursachliches Gen fur die Hypotrichose unwahr-
scheinlich.

Die Ergebnisse der Sequenzierung von CDKL5 auf dem X-Chromosom sind in den un-
ten stehenden Abbildungen dargestellt (siehe Abbildungen 4 - 6). Die Sequenzierung
eines nicht betroffenen Individuums ist in Abbildung 4 gezeigt. Dies entspricht dem
Wildtyp. Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der Sequenzierung eines betroffenen weibli-
chen Familienmitglieds. Die Deletion ist, wie bei einem gonosomal-dominanten Erbgang
zu erwarten, heterozygot vorhanden. Abbildung 6 dagegen zeigt das Sequenzierungs-
ergebnis eines betroffenen méannlichen Familienmitglieds, bei dem die auf dem X-

Chromosom liegende Deletion hemizygot vorliegt und sich deshalb gut darstellen I&sst.
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Abb. 4. Sequenzabfolge beim Wildtyp. Sequenzierung von CDKL5 bei dem nicht betrof-
fenen Individuum 11:2. Die Sequenz entspricht dem Wildtyp.
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Abb. 5: Sequenzabfolge bei heterozygot vorliegender Mutation. Sequenzierung von
CDKLS5 bei der Indexpatientin I11:9. Die Deletion liegt nur auf einem Allel vor. Der Beginn
der Deletion ist mit einem Pfeil markiert.
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Abb. 6: Sequenzabfolge bei hemizygot vorliegender Mutation. Sequenzierung von
CDKL5 bei dem betroffenen ménnlichen Familienmitglied 111:8. Die Deletion von zehn
Basenpaaren (gekennzeichnet mit " — ") liegt hemizygot vor.

Durch die Sequenzierung aller neun Individuen konnte nachgewiesen werden, dass die
Deletion bei allen Betroffenen vorhanden war. Bei den weiblichen Individuen lag sie in
heterozygoter Form vor. Die nicht betroffenen Individuen zeigten alle den Wildtyp. In
Datenbanken wie zum Beispiel der Genome Aggregation Database (gnomAD)
(https://gnomad.broadinstitute.org/) wurde die Deletion bisher nicht beschrieben (Stand
07/2022). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde CDKL5 als mégliches ursachliches Gen

weiter verfolgt.
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3.5 Expressionsanalyse des CDKL5-Gens

Mit der Sanger-Sequenzierung konnte nur CDKL5 als plausibles Krankheitsgen identifi-
ziert werden. Alle betroffenen Individuen trugen die Variante mit der Deletion, alle nicht
betroffenen den Wildtyp. Einem X-chromosomal-dominanten Erbgang entsprechend trat
die Mutation bei den weiblichen Individuen heterozygot, bei den ménnlichen hemizygot
auf. Um CDKL5 weiter als Kandidatengen zu bestatigen, wurde die Expression im Haar-
follikel naher untersucht, da davon ausgegangen wurde, dass das fur die Hypotrichose
ursachliche Gen im Haarfollikel exprimiert sein muss. Die Genexpressionsdatenbanken,
wie beispielsweise die vom Linnarsson Lab entwickelte Datenbank, deuten eine, wenn
auch nur geringe, Expression in mehreren Kompartimenten des Haarfollikels an, vor
allem in der Wulstregion (Joost et al., 2016; http://linnarssonlab.org/epidermis/). Diese
Expression im Haarfollikel konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht veri-
fiziert werden. In einer durchgefiihrten gPCR mit Kontroll-cDNA von gesunden Proban-

den konnte keine Expression von CDKL5 im Haarfollikel nachgewiesen werden.
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4. Diskussion

4.1 Vererbungsmodus und Phanotyp

Aufgrund der hohen Anzahl betroffener Individuen in der Familie (siehe Abbildung 8 im
Anhang) kann von einer dominanten Vererbung der pathogenen Variante ausgegangen
werden. Fur die vorliegende Arbeit lagen Proben von neun Familienmitgliedern vor. Ein
Ausschnitt des Stammbaums, der die genauer untersuchten neun Individuen abbildet,
ist in Abbildung 2 dargestellt. Wenn nur die fir die vorliegende Arbeit untersuchten Indi-
viduen betrachtet werden, ist sowohl eine autosomale als auch eine X-chromosomale
Vererbung denkbar. Wird allerdings der grof3e Stammbaum der gesamten Familie be-
trachtet (siehe Abbildung 8), gibt es einige Stellen, an denen eine X-chromosomale Ver-
erbung nicht plausibel ist. Die Konstellation eines betroffenen Vaters mit nicht betroffe-
nen Tochtern ist mit einer dominanten X-chromosomalen Vererbung nicht vereinbar.
Auch in dem Ausschnitt des Stammbaums sind zwei Tanten (11:13 und I11:14) der Index-
patientin (111:9) abgebildet, die als nicht betroffen angegeben sind, wobel ihr Vater betrof-
fen ist. Allerdings muss dabei bedacht werden, dass die in Abbildung 2 mit "DNA" mar-
kierten Individuen und deren engste Angehorige die einzigen Mitglieder der Familie sind,
die uns fir die vorliegende Arbeit fur klinische Untersuchungen und Probenentnahme
zur Verfigung standen. Sie wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit von dem Der-
matologen Professor Frédéric Caux ausfuhrlich untersucht. Die zwei Tanten (1:13 und
[1:14) der Indexpatientin (I11:9) sowie ein grol3er Teil der weiteren Familienmitglieder le-
ben noch in China und standen uns fir die vorliegende Arbeit nicht zur Verfiigung. Die
Diagnosen und Phanotypen wurden dementsprechend nicht durch den mit uns zusam-
men arbeitenden Dermatologen gestellt, sondern durch die Indexpatientin mindlich
Uberliefert.

Die Erstellung eines prazisen Stammbaums mit richtigen Phanotypbeschreibungen und
Verwandtschaftsverhaltnissen ist nicht einfach, vor allem bei groRen Familien Gber meh-
rere Generationen, die raumlich weit getrennt leben. Ein Hinweis darauf, dass die Phéa-
notypen, die in dem grof3en Stammbaum abgebildet sind, nicht alle richtig Ubermittelt
oder erinnert werden konnten, geben die Generationen | und Il. Wére in diesen Genera-

tionen tatsachlich kein Individuum betroffen, hétte es in Generation Il vier Neumutatio-
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nen gegeben. Dies ist sehr unwahrscheinlich. Zudem wissen wir nicht, wie die Diagnose
bei den als betroffen markierten Individuen gestellt wurde und ob ein erfahrener Kliniker
die Untersuchung durchgefiuhrt hat.

Wie aus Kapitel 1.5 hervorgeht, sind die einzelnen monogenen isolierten Alopezien
phanotypisch schwer voneinander zu unterscheiden. Und selbst komplexe, nicht mono-
gene Formen der Alopezie kénnen einen sehr ahnlichen Phanotyp und Verlauf zeigen.
Dies erschwert die Diagnosestellung. Zuséatzlich sind alle Formen der Alopezie seltene
Erkrankungen, wodurch haufig nicht viel Erfahrung in der Diagnosestellung besteht. Aus
diesen Grinden wurden in der vorliegenden Arbeit initial auch alle bisher bekannten
Gene uberprift und nicht nur die fur die blickdiagnostisch gestellte Verdachtsdiagnose
Marie Unna Hypotrichose.

Die Diagnose ist nicht nur durch die Ahnlichkeit der Phanotypen unterschiedlicher Hypo-
trichose-Formen schwierig, sondern auch durch eine unterschiedliche Auspragung der
Symptome. Besonders bei X-chromosomal vererbten Varianten unterscheidet sich die
Auspragung des Phanotyps bei Mannern und Frauen haufig sehr. Die Unterscheidung
zwischen einer leichten Form der Hypotrichose und physiologischem Haarausfall, der
beispielsweise in Stresssituationen oder im Rahmen von Infektionen vermehrt auftreten
kann, ist haufig schwierig. So kann einerseits physiologischer Haarausfall als leichte
Form der Hypotrichose diagnostiziert werden, andererseits werden leichte Formen der
Hypotrichose haufig nicht erkannt. Besonders bei den Individuen 11:13 und II:14 ist diese
Moglichkeit zu bedenken, da durch die X-chromosomale Vererbung der Phanotyp bei
Frauen nur sehr leicht ausgepragt sein kann. Eine Untersuchung durch einen erfahre-
nen Dermatologen ware zielfihrend, um eine X-chromosomal-dominante Vererbung der
pathogenen Variante endgultig auszuschlieRen oder weiterhin als mdgliche Vererbungs-
form zu betrachten. Leider war es im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht moglich, die
entsprechenden Familienmitglieder zu kontaktieren.

Die hohe Anzahl an betroffenen Individuen in der betrachteten Familie lasst auf eine
monogene Vererbung schliel3en, weshalb in der vorliegenden Arbeit von einer monogen
vererbten Form der Hypotrichose ausgegangen wurde. Eine komplexe Vererbung ware
bei der hohen Anzahl betroffener Familienmitglieder unwahrscheinlich, ist dennoch nicht

endgultig auszuschliel3en.
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4.2 Methodisches Vorgehen zur Einengung der Kandidatenregion

Die Technologie des NGS ist ein gro3er Fortschritt fir die Forschung an monogenen
Erkrankungen (siehe Kapitel 4.2.2). Sie bringt aber auch die Problematik mit sich, dass
sehr viele Varianten gefiltert werden muissen, um das krankheitsverursachende Gen zu
identifizieren. Dazu gibt es verschiedene Herangehensweisen. Préadiktionswerte der
Wahrscheinlichkeit der Pathogenitat einer Mutation, wie beispielsweise Polymorphism
Phenotyping v2 (PolyPhen-2), und die Anzahl bisher beschriebener Varianten in dem
entsprechenden Kandidatengen kénnen hilfreich sein, reichen allerdings haufig nicht
aus, um die hohe Anzahl an Varianten zu filtern. Die Kandidatengenregion kann aller-
dings durch eine Kopplungsanalyse eingeengt werden, um das Filtern der Varianten zu
vereinfachen (Ott et al., 2015). Die moglichen Kandidatengenregionen kdnnen im An-
schluss im Vergleich mit den Daten einer einzelnen Exomsequenzierung ausgewertet
werden. Dieses Vorgehen wurde auch in der vorliegenden Arbeit zunachst gewahlt. Eine
weitere  Moglichkeit der Einengung von Kandidatengenregionen st die
Exomsequenzierung mehrerer betroffener Individuen und das Herausfiltern gemeinsa-
mer Varianten. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, nachdem durch die
Kopplungsanalyse kein Kandidatengen identifiziert werden konnte. Auf die einzelnen
Methoden und die Ergebnisse aus diesen soll in den folgenden Abschnitten genauer

eingegangen werden.

4.2.1 Kopplungsanalyse

Zur Einengung der Kandidatengenregionen wurde zunachst eine Kopplungsanalyse
durchgeftihrt. Dazu standen Genotypisierungsdaten von neun Individuen zur Verfiigung.
Der hochste LOD-Score in der durchgefuhrten Analyse war 1,6425 und wurde mit zwei
auf Chromosom 1 liegenden Markern erreicht. Wie bereits beschrieben, konnte in der
vorliegenden Arbeit aufgrund der relativ geringen Probenanzahl kein signifikantes Er-
gebnis von einem LOD-Score > 3 in der Kopplungsanalyse erwartet werden. Erwartet
wurden mehrere Bereiche mit Werten von maximal 1,8. Statistisch signifikante Ergeb-
nisse konnen bei dominant vererbten Merkmalen nur bei Familien mit gro3en Stamm-
baumen mit mindestens sechs bis zwdlf betroffenen Individuen tber mehrere Generati-

onen erreicht werden (Kuhlenbdumer et al., 2011).
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Allerdings wurde kein LOD-Score von 1,8 erreicht. Dennoch wurden die Regionen, die in
der Kopplungsanalyse die hochsten LOD-Scores zeigten, ndher betrachtet. In der
Exomsequenzierung der Indexpatientin (111:9) lag keine Variante in der Nahe der ent-
sprechenden Marker. Dies kann daran liegen, dass das krankheitsverursachende Gen
weiter entfernt vom Marker liegt als angenommen. Zur praziseren Lokalisation konnten
im Anschluss an eine Kopplungsanalyse Finemappingstrategien durchgefihrt werden
(Bickeboller und Fischer, 2007).

Fur X-chromosomale Varianten wird bereits bei niedrigeren Werten von Kopplung aus-
gegangen (siehe Kapitel 2.12). Aus diesem Grund wurden die Marker mit den hdchsten
LOD-Scores auf dem X-Chromosom gesondert betrachtet. Die Deletion in CDKL5, das
auch durch die Exomsequenzierung als Kandidatengen identifiziert wurde, liegt in der
Néhe eines der Marker mit den héchsten LOD-Scores.

Das Potenzial der Kopplungsanalyse selbst wird bei inkompletter Penetranz oder
Locusheterogenitat herabgesetzt (Ott, 2015). Bei der hohen Anzahl an betroffenen Indi-
viduen innerhalb der Familie gingen wir in der vorliegenden Arbeit allerdings von einer
monogenen Form der Hypotrichose aus, die dominant mit hoher Penetranz vererbt wird.
Eine weitere Fehlerquelle in der Kopplungsanalyse kdnnen falsche Angaben zu der
Phanotypzuordnung sein. Auf die Schwierigkeit der Diagnose von Hypotrichosen und
damit der Festlegung des Phanotyps wurde in Abschnitt 4.1 ausfuhrlicher eingegangen.
Bei einer fehlerhaften Angabe kann die krankheitsverursachende Region nicht mit Hilfe
der Kopplungsanalyse identifiziert werden.

Die Erfahrung aus friiheren Projekten zeigte auch, dass das krankheitsverursachende
Gen ebenso in der Nahe von Markern liegen kann, die nicht durch hohe LOD-Scores
aufgefallen waren. Das bedeutet, dass das krankheitsverursachende Gen méglicherwei-
se durch die Kopplungsanalyse in der vorliegenden Arbeit nicht identifiziert werden
konnte, da nur die Regionen der Marker mit den hdchsten LOD-Scores genauer unter-
sucht wurden. AulRerdem ist es denkbar, dass die Entfernung der krankheitsverursa-
chenden Variante vom Marker groR3er ist als angenommen und die Variante deshalb

nicht identifiziert werden konnte.
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4.2.2 Exomsequenzierung und Identifizierung der Kandidatengene

Die Exomsequenzierung spielt inzwischen eine gro3e Rolle bei der Identifizierung Kli-
nisch relevanter Varianten. Die Etablierung der ersten NGS-Plattform im Jahr 2005 er-
maoglichte durch bessere Zuganglichkeit und schnellere Analyse die haufigere Anwen-
dung in der Forschung und auch in der Routinediagnostik. Der Zeit- und Kostenfaktor
dieser Analysen wird auch in Zukunft weiter sinken, wodurch ein noch breiterer Einsatz
maoglich wird (Majewski et al., 2011). NGS ermdglicht auch die ldentifizierung ursachli-
cher Gene flur monogen vererbte Erkrankungen, die durch die Kopplungsanalyse bisher,
beispielsweise aufgrund von zu kleiner Stammbaumgrof3e, nicht analysiert werden
konnten. Die Exomsequenzierung betrachtet dabei zwar nur die Protein-codierenden
Bereiche und damit einen kleinen Abschnitt des menschlichen Genoms, allerdings lie-
gen den meisten monogenen Erkrankungen exonische Varianten zugrunde
(Kuhlenbaumer et al., 2011; Majewski et al., 2011).

Es gibt jedoch auch Regionen, die mit dem WES nicht abgedeckt werden. Dazu geho-
ren noch nicht in Datenbanken annotierte Exone, evolutionar konservierte nicht-
kodierende Regionen und regulatorische Sequenzen (Bamshad et al., 2011; Majewski et
al., 2011). Krankheitsverursachende Varianten in diesen Regionen bleiben durch die
Exomsequenzierung also unentdeckt. Auch das in der vorliegenden Arbeit gesuchte ur-
sachliche Gen konnte in einer der genannten Regionen liegen und deshalb mit den
durchgefuihrten Methoden nicht erkannt worden sein. Eine Moglichkeit, die Zahl der nicht
abgedeckten Regionen zu reduzieren, kann die Durchfiihrung eines WGS sein.
Desweiteren kdnnen grof3e Insertionen und Deletionen, sowie Copy Number Variations
(CNVs) haufig nicht mittels NGS identifiziert werden (Kuhlenbaumer et al., 2011; Peter-
sen et al., 2017). Es gibt einige Ansétze CNVs auch mittels NGS-Daten zu detektieren.
Allerdings eignen sich dafur Daten eines WGS besser als eines WES, da mittels WGS
mehr CNVs erfasst werden (Zhao et al.,, 2013). Weitere Methoden waren eine
Karyotypisierung und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder die Analyse von
SNP-Array-Daten (Buysse et al., 2009; Carter, 2007; Kuhlenbdumer et al., 2011).
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4.3 Das Kandidatengen CDKL5

Durch den Vergleich der Exomsequenzierungsdaten von vier betroffenen Individuen
wurde in der vorliegenden Arbeit CDKL5 als Kandidatengen identifiziert. In diesem Kapi-
tel soll auf die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse und Studien zu CDKL5 ein-
gegangen werden.

Das CDKL5-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms (Xp22.13) und
enthalt 24 Exons, wovon die ersten drei (Exon 1, 1a und 1b) nicht kodierend sind. Das
CDKL5-Gen kodiert fur eine Kinase (CDKL5 oder Serin/Threonin-Proteinkinase
(STK) 9), die essenziell fur die Entwicklung des Gehirns ist. Das entstehende Protein
besteht aus 1030 Aminosauren und hat vor allem in der N-terminalen katalytischen Do-
mane (Aminosauren 13-297) homologe Proteinsequenzen zu anderen Serin/Threonin-
Kinasen und auch zu weiteren Proteinen der CDKL-Proteinfamilie. Die Besonderheit des
CDKL5-Proteins ist, dass es ein ungewoéhnlich langes (600 Aminosauren) C-terminales
Ende hat, das eine wichtige Funktion in der Regulation der katalytischen Doméane und
fur die Lokalisation innerhalb der Zelle zu haben scheint (Bertani et al., 2006; Kilstrup-
Nielsen et al., 2012). Die Kinase-Domane kann in zwolf Subdoménen mit unterschiedli-
chen Merkmalen und Funktionen geteilt werden. Zwei Regionen konnten identifiziert
werden, die bisher fir Serin/Threonin-Kinasen bekannt sind. Die erste (Aminosauren 14-
47) ist eine Glycinreiche Region in der Nahe eines Lysin-Restes (Kilstrup-Nielsen et al.,
2012; Montini et al., 1998). Dieser Lysin-Rest wurde als Adenosintriphosphat (ATP)-
bindende Region in Serin/Threonin-Kinasen beschrieben (Hanks und Hunter, 1995). Die
zweite Region (Aminoséaure 127-144) enthalt einen konservierten Aspartatrest, der wich-
tig fur die katalytische Aktivitdt des Enzyms ist (Hanks und Hunter, 1995; Montini et al.,
1998). AulRerdem konnte in Domane VIII, Ubereinstimmend mit anderen verwandten
Kinasen, ein Thr-Xaa-Tyr Motiv (TEY) (Aminosauren 196-171) identifiziert werden. Fur
Kinasen der Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAPK)-Familie konnte schon gezeigt
werden, dass eine Phosphorylierung von Threonin (Thr) und Tyrosin (Tyr) zu einer Akti-
vierung fuhrt (Hanks und Hunter, 1995). Auch im CDKL5-Protein kann eine Autophos-
phorylierung dieses Motivs stattfinden (Bertani et al., 2006). Interaktionen konnten expe-
rimentell auch mit Methyl-CpG-Binding-Protein 2 (MECP2) nachgewiesen werden. Mari
et al. (2005) zeigen, dass CDKL5 die Phosphorylierung von (MECP2) katalysiert und
Bertani et al. (2006) belegen, dass Mutationen in der katalytischen Domane von CDKL5
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diese Phosphorylierung unterbinden. Mutationen im X-chromosomalen MECP2- Gen
sind bisher bekannt als ursachlich fur das Rett-Syndrom (Amir et al., 1999), das eine
haufige Ursache fur mentale Retardierung bei Madchen darstellt. Die betroffenen Kinder
sind bei Geburt unaufféllig und zeigen bis zum sechsten Lebensmonat eine normale
Entwicklung. Im Verlauf entwickelt sich jedoch eine muskulare Hypotonie, eine Mikroze-
phalie durch Dezeleration des Schadelwachstums und spater kommt es zum Verlust
bereits erworbener Fahigkeiten. Typische Merkmale sind aul3erdem Handstereotypien
mit waschenden Bewegungen. Ungeféahr die Halfte der Patientinnen entwickelt im Ver-
lauf zudem Epilepsien (Schaaf und Zocke, 2008). Diese Formen werden dann als atypi-
sches Rett-Syndrom bezeichnet (Lin et al, 2005).

Eine Inaktivierung des CDKL5-Gens durch X-Autosomen-Translokation fihrt ebenso zu
einem Phanotyp, der mit infantilen Spasmen, Entwicklungsverzogerung und
Hypsarrhythmie in der Elektroenzephalographie (EEG) einhergeht (Kalscheuer et al.,
2003).

Lin et al. (2005) beschreiben Mutationen direkt im CDKL5-Gen, die sich ebenfalls pha-
notypisch als Enzephalopathie duf3ern. Hierbei handelt es sich nicht nur um Mutationen
in der katalytischen Domane, sondern in allen Regionen des Gens. Diese Mutationen
fuhren zu einem Krankheitsbild, das dem atypischen Rett- oder dem West-Syndrom &h-
nelt. Das West-Syndrom ist eine Form der Epilepsie mit infantilen Spasmen, die im fru-
hen Kindesalter auftritt. Es geht typischerweise mit seriellen epileptischen Spasmen und
Hypsarrhythmie im EEG einher. Teilweise kann es zu psychomotorischer Entwicklungs-
verzogerung kommen (Staudt, 2014).

Wie bei dem Rett-Syndrom sind nur Madchen betroffen. Die betroffenen Kinder leiden
unter einer frhen, meist Therapie-resistenten Epilepsie, die sich innerhalb der ersten
drei Lebensmonate manifestiert. AuRerdem zeigen alle beschriebenen Madchen eine
Entwicklungsverzdogerung, Dyspraxie und Rumpfhypotonie, wodurch sie nicht selbst-
standig laufen kdnnen und besonders auch Einschrankungen in der Handmotorik und
Koordination der Handbewegungen haben. Handstereotypien, die typisch fir das Rett-
Syndrom sind, kénnen auch bei vielen Patienten mit CDKL5-Mutationen beobachtet
werden. Auch die Sprachentwicklung ist haufig stark retardiert und einige betroffene

Kinder zeigen autistische Symptome (Bahi-Buisson et al., 2008). Haut- oder Haarveran-
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derungen sind bisher im Zusammenhang mit CDKL5-Mutationen nicht beschrieben wor-

den.

4.4 Interaktionsprofil des CDKL5-Gens

Wie oben beschrieben kodiert das CDKL5-Gen eine Protein-Kinase, die einerseits auto-
katalytische Fahigkeiten hat, andererseits auch mit anderen Proteinen interagieren
kann, beispielsweise durch die Katalyse der Phosphorylierung. So kdnnen Mutationen
im CDKL5-Gen nicht nur Auswirkungen auf das CDKL5-Protein selbst haben, sondern
auch auf weitere Proteine des Interaktionsnetzwerks von CDKL5. Bisher sind einige Pro-
teininteraktionen bekannt (siehe Abbildung 7), wobei die bekannteste die Interaktion von
CDKL5 und MECP2 ist. Mutationen in CDKL5 unterbinden die Phosphorylierung von
MECP2, resultierend in einem dem Rett-Syndrom &hnlichen Phanotyp (siehe Abschnitt
4.3).

Grosg) (PR

Abb. 7: Proteinnetzwerk von CDKLS5. Modifiziert nach STRING-db.org, Szklarczyk et al.,
2019.



55

Auch Mutationen in einigen der anderen Proteine aus dem Interaktionsnetzwerk von
CDKL5 koénnen zu neuronalen Schadigungen fuhren. So sind Mutationen im Syntaxin
Binding Protein 1 (STXBP1) beispielsweise als ursachlich fur Enzephalopathien be-
schrieben worden, die mit Intelligenzminderung und Epilepsien einhergehen (Stamber-
ger et al., 2016). Auch im Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily Q Member 2
(KCNQ2) sind mehrere Mutationen bekannt, die zu neonatalen Enzephalopathien mit
Epilepsie fuhren (Millichap et al., 2016). Forkhead Box G1 (FOXGL1) spielt eine wichtige
Rolle in der Entwicklung des Gehirns, besonders des Telencephalons (Kumamoto und
Hanashima, 2017). Bisher hat keines der anderen Proteine des Interaktionsnetzwerkes
eine bekannte Funktion in der Haarentwicklung oder dem Haarzyklus. Zudem ist keines
als ursachlich fur Haut- oder Haarerkrankungen beschrieben worden.

Deswegen ist auf Grundlage des heutigen Kenntnisstandes die Interaktion von CDKL5
mit einem dieser in Abbildung 7 gezeigten Proteine als Ursache fir die in der vorliegen-

den Arbeit beschriebene Form der Hypotrichose unwahrscheinlich.

4.5 Plausibilitat des Kandidatengens CDKL5

Kuhlenbdumer et al. (2011) nennen fir die Identifizierung krankheitsverursachender Va-
rianten vier Merkmale, die erflllt sein missen: die Variante muss innerhalb der Familie
mit dem Phé&notyp kosegregieren, sie darf noch nicht beschrieben sein oder in Kontroll-
gruppen auftreten, sie muss zu einem Basenaustausch, einer Proteinverklirzung oder
einem Spleil3fehler fihren und dieselbe oder andere Varianten sollten in weiteren betrof-
fenen Familien nachgewiesen werden (Kuhlenbaumer et al., 2011). Im besten Fall kon-
nen funktionelle Untersuchungen angeschlossen werden, die das identifizierte Kandida-
tengen als krankheitsverursachendes bestatigen (Collins, 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls nach diesem Schema vorgegangen. Zu-
nachst wurden Kandidatenregionen mittels Exomsequenzierung eingeengt und ein mog-
liches Kandidatengen identifiziert: CDKLS5.

CDKL5 kosegregiert mit dem Phanotyp innerhalb der Familie. Dies wurde mittels San-
ger- Sequenzierung nachgewiesen. Die Mutation, eine Deletion von zehn Basenpaaren,
hat einen Frameshift zur Folge. Ein niedriger Intoleranzscore (Residual Variation

Intolerance Score (RVIS)= -0,67) gibt den Hinweis, dass die Deletion kritische Auswir-
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kungen auf die Proteinfunktion hat. Die Variante wurde bisher nicht beschrieben, was
einen weiteren Hinweis auf ihre Pathogenitat gibt. Allerdings konnte bis zu diesem Zeit-
punkt die Variante, und auch keine andere Mutation im CDKL5-Gen, in keiner weiteren
betroffenen Familie nachgewiesen werden. Dazu wurden Exomdaten aus friheren und
laufenden Projekten mit Familien unterschiedlicher Formen der Alopezie auf Mutationen
im CDKL5-Gen gefiltert. Von den von Kuhlenb&aumer et al. (2011) angefihrten Punkten
sind dementsprechend nur die ersten drei bisher erfillt.

Zuséatzlich konnte in der Expressionsanalyse mittels qPCR keine Expression des
CDKL5-Gens im Haarfollikel nachgewiesen werden. Bei einem Gen, das ursachlich far
eine monogen vererbte Form der Hypotrichose ist, gehen wir davon aus, dass es im
Haarfollikel exprimiert ist.

Eine weitere Mdglichkeit ware, dass CDKL5, ahnlich wie bei der oben beschriebenen
Pathogenese des Rett-Syndroms, regulatorisch auf ein am Haarzyklus beteiligtes Gen
wirkt. Das bisher bekannte Interaktionsprofil des CDKL5-Gens gibt dafur allerdings kei-
nen Hinweis. Keins der dort aufgefiihrten Gene ist bisher fur eine Form der Hypotrichose
oder die Beteiligung am Haarzyklus bekannt. Hinzu kommt, dass CDKL5 aufgrund der
fur das Rett-Syndrom bekannten Mutationen ein sehr gut erforschtes Gen ist. Phanoty-
pisch gibt es zwischen dem Rett-Syndrom und der Hypotrichose Typ Marie Unna keiner-
lei bisher beschriebene Uberschneidungen. Auch die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Familienmitglieder zeigten keine Aufféalligkeiten in der psychomotorischen Ent-
wicklung.

Aufgrund dieser Aspekte fehlt bisher der endgultige Beweis fur CDKL5 als krankheits-
verursachendes Gen fir die Hypotrichose Marie Unna. Durch die Erfullung der ersten
drei Punkte, die oben genannt wurden, bleibt CDKL5 allerdings weiterhin ein Kandida-

tengen.

4.6 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten wir nicht mit endgultiger Sicherheit bewei-
sen, dass Mutationen in CDKL5 krankheitsverursachend fir die Hypotrichose Typ Marie
Unna sind. Dennoch bleibt die Mdglichkeit, dass der fehlende abschliel3ende Beweis in
Zukunft gefunden wird. Wie bereits beschrieben, sind der Haarzyklus und die daran be-

teiligten Gene bisher noch nicht vollstéandig erforscht. Auch viele Ablaufe und Proteinin-
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teraktionen in der Haarmorphogenese sind noch unklar. Ebenso ist nicht sicher, ob
CDKLS5 wirklich nur mit den oben genannten Proteinen interagiert oder es noch weitere,
bisher unbekannte Interaktionspartner gibt. Es ist vorstellbar, dass darunter ein Protein
ist, das im Haarzyklus eine Rolle spielt und von CDKLS5 reguliert wird.

Bereits in Abschnitt 4.2.2 wurde darauf eingegangen, dass die Etablierung der ersten
NGS-Plattform im Jahr 2005 ein grof3er Meilenstein in der genetischen Forschung war
und zur ldentifizierung vieler ursachlicher Gene von monogenen Erkrankungen fihrte.
Die Technologie des NGS, insbesondere des WES, wird in Zukunft durch bessere und
kostengunstigere Verfugbarkeit eine immer gré3ere Rolle spielen. Dadurch werden zur
Analyse immer grof3ere Patientenkollektive zur Verfigung stehen. Einerseits bringt dies
die Schwierigkeit mit sich, effektive Methoden zum Filtern dieser hohen Menge an Vari-
anten zu finden. Andererseits gibt dies auch die Méglichkeit, unkompliziert weitere be-
troffene Individuen, bei denen in unserer Arbeitsgruppe eine Exomsequenzierung
durchgefuhrt wird, auf Mutationen im CDKL5-Gen zu untersuchen. Sollte durch diese
Moglichkeiten CDKL5 oder einer der Interaktionspartner als fur die Hypotrichose Typ
Marie Unna krankheitsverursachendes Gen identifiziert werden, ist die Durchflihrung
funktioneller Untersuchungen zu erwégen. Dies kdnnte zu einem besseren Verstandnis
der Morphogenese des Haares und des physiologischen Ablaufs des Haarzyklus beitra-
gen. Dieses Verstandnis ist Voraussetzung fur die Weiterentwicklung der bisher leider
fur viele Betroffene unbefriedigenden therapeutischen Mdglichkeiten und somit fur die

Verbesserung der Lebensqualitat.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein neues Gen fir eine seltene monogene
Alopezieform zu identifizieren. Die Gruppe der isolierten monogenen Alopezien beinhal-
tet mehrere klinisch und genetisch heterogene Formen der Haarlosigkeit. Gegenstand
der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung einer gro3en Familie mit einer Form der
Hypotrichose, die phanotypisch der Hypotrichose Typ Marie Unna &hnelt.

Die Betroffenen der Familie zeigen schon kurz nach Geburt haarlose Stellen an der
Kopfhaut. Ab dem vierten Lebensjahr folgen zyklische Perioden mit Haarverlust. Im Er-
wachsenenalter treten grol3ere Areale vernarbender Alopezie an der Kopfhaut auf. Au-
genbrauen und Schambehaarung sind spéarlich vorhanden. Der Haarausfall in dem
Ausmal’ stellt nicht nur ein kosmetisches Problem dar, sondern kann auch psychisch
belastend sein. Der Leidensdruck ist auch aufgrund bisher nicht zufriedenstellender
Therapiemdglichkeiten hoch und die Identifizierung neuer Gene fir monogene
Alopezieformen wichtig, um die Physiologie des Haarwachstums vollstandig zu verste-
hen und so neue Therapien zu entwickeln.

Fur Hypotrichosen, genau wie fir viele weitere monogene Erkrankungen, konnten in den
letzten Jahren durch die Etablierung des NGS einige Gene identifiziert werden. Es gibt
allerdings immer noch viele betroffene Familien, bei denen bisher keine ursachliche Mu-
tation gefunden werden konnte. Deshalb gehen wir davon aus, dass es noch weitere
ursachliche Gene gibt, die in den nachsten Jahren identifiziert werden. Auch in der vor-
liegenden Arbeit wurden im Vorfeld Mutationen in den bereits bekannten Genen fir die
Hypotrichose Typ Marie Unna und weitere isolierte monogene Hypotrichosen ausge-
schlossen.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Kopplungsanalyse und anschlieRenden
Exomsequenzierungen von vier betroffenen Familienmitgliedern CDKL5 als Kandida-
tengen identifiziert werden. Die Kosegregation mit dem Phanotyp innerhalb der Familie
wurde mittels Sanger-Sequenzierung bestatigt. Mutationen im CDKL5-Gen wurden bis-
her beschrieben als ursachlich fur Enzephalopathien, die phéanotypisch dem Rett- oder
dem West-Syndrom &hneln. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte CDKL5 nicht
abschlieRend als ursachliches Gen bewiesen werden, da nach heutigem Kenntnisstand

weder CDKL5 noch eines der mit CDKL5 interagierenden Proteine eine Rolle bei der
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Haarentwicklung oder im Haarzyklus spielen. AuRerdem konnten in keiner weiteren be-
troffenen Familie Mutationen in CDKL5 gefunden werden.

Zukunftig werden durch bessere und kostenglnstigere Verfugbarkeit des NGS immer
grol3ere Patientenkollektive zur Verfugung stehen. Dadurch ergibt sich unter anderem
die Moglichkeit, das wachsende Patientenkollektiv unserer Arbeitsgruppe unkompliziert
auf Mutationen im CDKL5-Gen zu untersuchen. Weitere Betroffene mit Mutationen im
CDKL5-Gen wirden die in der vorliegenden Arbeit vermutete Pathogenitat des CDKL5-
Gens fur die Hypotrichose unterstiitzen. In diesem Falle kdnnten weitere funktionelle
Untersuchungen durchgefihrt werden, die zum besseren Verstandnis der Haarphysiolo-

gie beitragen kbnnen.
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9. Anhang

Tab. 12: Primerliste
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Primer Basenabfolge Annealing- | Verwendung in der
Temperatur | vorliegenden Arbeit

CDKL5 agccagagtgcacctgctag 64 °C PCR von CDKLS5 Exon 21

Exon_21F

CDKL5 gctcaggcaatgcacctgct 64 °C

Exon 21R

CDKL5 cattggtgttaattggttct 54 °C Bestatigung der Deletion in

Exon_21.1R CDKL5 durch Sequenzie-

rung

CDKL5 gattcctaacattggtaatgtga 62 °C Nachweis der gewonnenen

cDNA_F cDNA

CDKL5 ccgcattctcatggtatgtca 62 °C

cDNA R

CDKL5 CCCTACAGGAAGTTGA 59 °C gPCR zum Nachweis der

gPCR_F1 GCTGTA Expression von CDKL5 im

CDKL5 CTCACTGGTTGGTGGG | 59,5 °C Haarfollikel

gPCR_R1 AACT

CDKL5 GACCCTACAGGAAGTTG |61,5°C

gPCR_F2 AGCTGTA

CDKL5 CTCACTGGTTGGTGGGA |60 °C

gPCR_R2 ACTT

CLSTN1 aatagcaggtgtgtgtcttc 58 °C PCR zur Uberprifung der

Exon_2F Ergebnisse der

CLSTN1 gctatggagacattttcaga 56 °C Exomsequenzierung

Exon_2R

ZNF185 tcattgttgttgaaagccagg 60 °C PCR zur Uberpriifung der

Exon_7F Ergebnisse der

ZNF185 cagtacaattcattccagcagt 62 °C Exomsequenzierung

Exon 7R
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Abb. 8: Stammbaum der Familie. Kreise stellen weibliche, Quadrate ménnliche Familienmitglieder dar. Dunkel ausgeftillte

Kreise bzw. Quadrate zeigen betroffene Individuen. Nicht betroffene Individuen sind durch nicht ausgefillte Kreise bzw.
Quadrate dargestellt. Mit dem Pfeil ist die Indexpatientin I11:9 markiert.
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