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1 Einleitung

1 Einleitung

Urorektale Fehlbildungen reprasentieren Fehlentwicklungen der urorektalen Organe.
Anorektale Malformationen (ARM) auf der einen und der Blasenekstrophie-Epispadie
Komplex (BEEK) auf der anderen Seite reprasentieren die schwersten urorektalen
Fehlbildungen. In Deutschland werden jahrlich etwa 280 Kinder mit einer ARM oder einem
BEEK geboren (etwa 1 auf 3.000 Lebendgeburten) (International Clearinghouse for Birth
Defects Monitoring Systems, 1987; Jenetzky, 2007). Die Patienten mit ARM bzw. BEEK haben
schwerwiegende funktionelle und kosmetische Beeintrachtigungen. Die Therapie stellt primar
eine operative Korrektur der Fehlbildungen dar. Trotz der immensen Verbesserung in der
operativen Versorgung gehen diese schweren Formen der urorektalen Fehlbildungen haufig
ein Leben lang mit primar und/oder sekundar kérperlichen sowie sekundar psychosozialen
Folgen einher (Lee et al., 2006). Die Ursachen sind heterogen. Sowohl genetische als auch
Umweltfaktoren (z.B. Umweltfaktoren) sind an der Entstehung beteiligt (Reutter et al., 2011;
Wijers et al., 2010).

Die Osophagusatresie mit oder ohne tracheo-6sophageale Fistel (engl. esophageal atresia
with or without tracheo-esophageal fistula, EA/TEF) ist die haufigste Fehlbildung des oberen
Gastrointestinaltraktes. In Deutschland werden jahrlich etwa 230 - 250 Kinder mit einer
EA/TEF geboren (etwa 1 in 3.000 bis 3.500 Lebendgeburten) (David and O’Callaghan, 1975;
Depaepe et al., 1993; Torfs et al., 1995). Moglicherweise verursachen sowohl Umweltfaktoren
als auch genetische Faktoren diese Fehlbildung (Felix et al., 2009). Wie bei den urorektalen
Fehlbildungen besteht die Therapie primar in einer operativen Korrektur. Wenn eine primére
Anastomose der Speiserohre und Resektion der tracheo-6sophagealen Fistel erfolgreich ist,
kann es zu einer normalen Entwicklung der Nahrungsaufnahme kommen. Bei schweren
respektive langstreckigen Atresien kann es im Verlauf zu schweren Schluckstérungen und
gravierenden Ernahrungsproblemen in den ersten Lebensjahren kommen (Ho6lscher et al.,

2017).

Fur den Uberwiegenden Anteil der Betroffenen mit einer ARM, einem BEEK oder einer EA/TEF
konnten die zugrundeliegenden genetischen Ursachen bislang nicht identifiziert werden.
Vorangegange Studien deuten darauf hin, dass die genetischen Ursachen der hier
untersuchten Fehlbildungen sehr heterogen sind. Aufgrund des zumeist sporadischen

Auftretens der einzelnen Fehlbildungen kommen neben ursdchlichen Neumutationen auch
1



1 Einleitung

selten rezessiv vererbte Mutationen sowie ein multifaktorieller Erbgang in Frage. Die
entsprechenden Ursachen kénnen daher nur dann erfasst werden, wenn systematisch
verschiedene molekulargenetische Untersuchungsmethoden angewendet werden, die den
verschiedenen Ursachen tragen. Der technologische Fortschritt ermoglicht es
Wissenschaftlern heute die genetischen Ursachen dieser meist sporadisch auftretenden

seltenen Fehlbildungen systematisch zu untersuchen.

Einen betrachtlichen Beitrag hierzu kann die Exom-Sequenzierung (engl. Whole-Exome
Sequencing, WES) leisten, da mittels WES die genetischen Varianten, die die
Proteinsequenzen verdndert, identifiziert werden koénnen. Eine andere bedeutende
Anwendung ist die genom-weite, chip-basierte Analyse, um systematisch grofRere
Neumutationen zu identifizieren. Auf diese Weise werden ursachliche Deletionen oder
Duplikationen genomischer DNA aufgezeigt. Des Weiteren kann der Beitrag genetischer
Varianten bei zugrundeliegenden multifaktoriellen Erbgangen durch sog. Assoziationsstudien
(genom-weit oder im Einzelnen) ermittelt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden beide

Methoden systematisch angewandt.

Um die zugrundeliegenden biologischen Mechanismen der identifizierten Kandidatengene im
Zusammenhang mit der Entstehung der einzelnen Fehlbildung verstehen zu kénnen und um
die Pathogenitdt identifizierter genetischer Varianten beurteilen zu konnen, ist eine
funktionelle Aufarbeitung erforderlich. Ein Teil dieser Untersuchungen ist ebenfalls

Bestandteil der vorliegenden Arbeit.



2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Die Variabilitat des menschlichen Genoms

Das menschliche Genom bezeichnet die Gesamtheit der genetischen Information des
Menschen und besteht aus ungefahr 3,2 Milliarden Basenpaaren, die sich auf 24
Chromosomen (22 Autosomen, X- und Y-Gonosomen), sowie die mitochondriale DNA,
verteilen (The 1000 Genomes Project Consortium, 2012, 2015; The International HapMap
Consortium, 2010). Heutzutage ist das menschliche Genom weitgehend sequenziert und erste
Untersuchungen deuteten auf ca. 30.000 bis 40.000 proteinkodierende Gene hin (Lander et
al., 2001). Auf Grund von Sequenzliicken bleiben die genaue GrofRe des Referenzgenoms und
die Anzahl von Genen bis heute jedoch ungewiss, auRerdem wird die Klassifikation der Gene
standig weiter verfeinert (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Eine
aktuelle Veroffentlichung deutet darauf hin, dass nur knapp 20.000 proteinkodierende Gene
im Genom von etwa 3,1Gb vorhanden sind (Ensembl, 2017; GENCODE, 2016). Die
proteinkodierende Eigenschaft ist nur eine von vielen Funktionen der DNA, die potentiell mit
der Entwicklung bestimmter Phanotypen und/oder Krankheiten verbunden sein kénnen und
daher Gegenstand aktueller Forschungen ist. Die ausfiihrlichen Informationen Uber die
genetische Variabilitat sind zuganglich durch Annotation der menschlichen Referenzsequenz
in Genombrowsern wie dem ,Ensembl Genome
Browser” (http://www.ensembl.org/index.html) und ,UCSC Genome
Browser” (http://genome.ucsc.edu/) von der Universitat California, Santa Cruz. Zusatzlich sind
neben der menschlichen Referenzsequenz auch Referenzgenome von verschiedenen Spezies,
wie z.B. der Maus und des Zebrafisches, verfligbar (http://genome.ucsc.edu/). Des Weiteren
bieten diese und andere Datenbanken Annotationen zu beispielsweise regulatorischen

Sequenzelementen, Konservierungsgraden, Phanotypen oder Publikationen.

Die genetische Variabilitat ist als die interindividuelle Unterschiedlichkeit in der Sequenz des
genetischen Materials, der Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)
innerhalb einer Art definiert. Das menschliche Genom ist polymorph, d.h. es gibt viele DNA-
Sequenzvarianten in verschiedenen Individuen. Diese Varianten sind ein wichtiger Teil der
molekularen Grundlage der genetischen Einzigartigkeit jedes Individuums unserer Spezies.

Dariber hinaus ist diese genetische Variabilitit das molekulare Substrat von
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Evolutionsprozessen. SchlielRlich verursacht diese Variabilitat auch Krankheitsbilder oder eine

genetische Pradisposition flir hdufige oder multifaktorielle Erkrankungen und Merkmale.

Die haufigste DNA-Variante ist der Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP), der durch den Austausch einer einzelnen Base entsteht. Der erste SNP
wurde im Jahr 1978 von Forschern aus dem Y.W. Kans Labor in der 3’-Region des R-Globin-
Gens identifiziert (Kan and Dozy, 1978). SNPs treten sehr regelmaRig verteilt (iber das gesamte
menschliche Genom auf. Durchschnittlich findet man alle 300 Nukleotide einen SNP, d.h.
insgesamt gibt es etwa 10 Millionen SNPs im menschlichen Genom. Viele SNPs haben eine
Allelfrequenz von mehr als 5% fiir das seltenere Allel und sind damit relativ haufig (engl. minor
allele frequency, MAF). Im Durchschnitt unterscheiden sich zwei haploide Genome in ungefdhr
3.000.000 SNPs (Antonarakis, 2010). Neben den haufigen SNPs liegen noch zahlreiche seltene
SNPs (MAF zwischen 1% und 5%) und sehr seltene SNPs (MAF < 1%) im menschlichen Genom
vor. Die meisten der haufigen Varianten sind in den Sequenzbereichen zwischen den Genen
lokalisiert. Sie konnen als biologische Marker genutzt werden und Wissenschaftlern helfen,
die Gene zu identifizieren, die mit den entsprechenden Krankheiten ,assoziiert” sind. Wenn
SNPs innerhalb eines Gens oder in einer regulatorischen Region auftreten, kdnnen sie eine
direkte Rolle bei der Entstehung von Krankheiten spielen, indem sie die Funktion oder die
Synthese des kodierten Proteins beeinflussen. Nach derzeitigem Kenntnisstand haben aber
die meisten SNPs keinen Einfluss auf die Gesundheit oder die Entwicklung von Menschen.
Weitere Variationen stellen Insertionen/Deletionen (Indels), Inversionen und
Kopienzahlvariationen (engl. copy number variations, CNVs) dar. Eine Kopienzahlvariation ist
eine Veranderung der Anzahl von Kopien eines bestimmten DNA-Abschnittes (Zugewinn oder
Verlust genetischen Materials) innerhalb des menschlichen Genoms. Bisher wurden im
menschlichen Genom ca. 30.000 CNVs annotiert (Conrad et al., 2010; Mills et al., 2011).
Normalerweise liegen zwei Kopien eines Gens innerhalb eines diploiden Chromosomansatzes
vor. Bei der Deletion liegt ein Gen in nur einer Kopienzahl vor (Verlust von genetischem
Material). Ein Gen kann aber auch in mehr als in zwei Kopien vorliegen, etwa in drei bis vier
Kopien, was als Duplikation bezeichnet wird (Zugewinn des genetischen Materials). Das
vollstandige Fehlen eines Gens wird als eine homozygote Deletion bezeichnet, die Kopienzahl
betragt demnach null. Die Entdeckung von submikroskopischen Kopienzahlvariationen im
humanen Genomen, hat unsere Perspektive auf DNA-Strukturvariation und Krankheit

drastisch verandert (Stankiewicz and Lupski, 2010). Neben Punktmutationen, die zu ,,missense
4
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oder nonsense” Veranderungen des DNA-Codes fiihren und direkt kausal in Zusammenhang
mit spezifischen Krankheitsbildern stehen wie z.B. dem CHARGE-Syndrom, oder der
Mukoviszidose, oder die Fanconi Anamie stellen CNVs ebenfalls seltene aber wichtige
genetische Ursachen definierter Krankheitsbilder dar wie z.B. dem DiGeorge-Syndrom oder
der hereditar motorisch-sensorischen Neuropathie (Jongmans et al., 2006; Redon et al., 2006;
Rovelet-Lecrux et al.,, 2006; Singleton et al., 2003). CNVs konnen zu verschiedenen
molekularen Mechanismen fiihren wie z.B. einem Gen-Dosiseffekt, der Unterbrechung eines
Gens, der Fusion von Genen, oder zu einem Positionseffekt. Aufgrund dieser Vielfalt an
molekularen Mechanismen spielen CNVs sowohl bei monogenen als auch multifaktoriellen
genetisch komplexen Erkrankungen eine Rolle. Des Weiteren kommt den CNVs eine
wesentliche Rolle in der Evolution des menschlichen Genoms zu, in dem es zu
Genduplikationen-oder -deletionen sowie zum alternativen SpleiRen von Exonen kommt

(Zhang et al., 2009).

Die Untersuchung der Verteilung haufiger und seltener genetischer Varianten ermoglicht es
Einblicke in Prozesse zu gewinnen, die einerseits ursachlich fir die genetische Vielfalt sind,
und andererseits kausal fiir die Atiologie von Erkrankungen sein kénnen (The 1000 Genomes

Project Consortium, 2010, 2012).
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2.2 Identifizierung hochpenetranter Mutationen bei monogenen Erkrankungen mittels Next-

Generation Sequencing

Obwohl ursachlich monogene Erkrankungen seltener sind als die multifaktoriellen
Erkrankungen, beeintrachtigen sie in ihrer Gesamtzahl viele millionen Menschen weltweit
(World Health Organisation, 2017). Eine monogene Erkrankung resultiert aus einem
genetischen Defekt in einem einzigen Gen. Der genetische Defekt selbst ist normalerweise,
abgesehen von seltenen somatischen Mosaiken, in allen menschlichen Kérperzellen zu finden.
Sofern das Gen auf den Autosomen liegt, folgt der Erbgang den von Mendel beschriebenen
Regeln. Hochpenetrante kausale Varianten sind insgesamt selten, da sie im Zuge von
Selektionsprozessen mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit an folgende Generationen
weitergegeben werden. Seit vielen Jahren war die Sanger-Sequenzierung die vorherrschende
Technik, um ursdchliche hochpenetrante Mutationen bei monogenen Erkrankungen zu
identifizieren. Ein Nachteil dieser Technik ist jedoch, dass man nur ein DNA Fragment zur
selben Zeit und bis zu einer Ldnge von etwa 1000bp untersuchen kann. Dies hatte zur
Konsequenz, dass die Identifikation krankheitsverursachender Mutationen weitaus
mihevoller war, als dies heute der Fall ist (Petersen et al., 2017). Der technologische
Fortschritt hat das Next-Generation Sequencing (NGS) hervorgebracht. Insbesondere das
Whole-Exome Sequencing (WES) hat sich zum ,,Goldstandard“ entwickelt, um hochpenetrante
Mutationen bei monogenen Erkrankungen zu identifizieren (Erzurumluoglu et al., 2015). Das
WES ermoglicht die Sequenzierung aller proteinkodierenden Regionen, die ungefahr 2% des
menschlichen Genoms umfassen, und die Identifizierung sowohl der exonischen Varianten als
auch der Varianten in den SpleiBstellen (Petersen et al., 2017). Die standardmalige Analyse
aller Gene kann den Bedarf der zeitaufwandigen Auswahl von Kandidatengenen fir die
routinemalige Sequenzierung beseitigen. Es wird geschatzt, dass das Exom ungefdahr 85% der
Mutationen aufweist, die einen maligeblichen Einfluss auf krankheitsbezogene Merkmale
haben (Majewski et al., 2011). Exonische Mutationen sind ursachlich fiir die Gberwiegende
Mehrheit monogener Erkrankungen. Dabei machen Missense- und Nonsense-Mutationen
allein ca. 60% der krankheitserregenden Mutationen aus (Botstein and Risch, 2003;

Kuhlenbdumer et al., 2011).

Aktuelle, offentlich zugdngliche Datensidtze der menschlichen DNA-Sequenzvariationen

umfassen nur einen kleinen Bruchteil aller sequenzierten Proben: Der Exome Variant Server
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(EVS, http://evs.gs.washington.edu/EVS/), der als Teil des NHLBI Exome Sequencing Project
(ESP) erstellt wurde, beinhaltet Frequenzinformationen von 6.503 Exomen. Das 1000 Genome
Project (http://www.internationalgenome.org/1000-genomes-browsers/) umfasst derzeit die
genetischen Daten des gesamten Genoms von 2504 Individuen
(http://www.internationalgenome.org/data). Der ExAC Browser
(http://exac.broadinstitute.org/), der vom Exome Aggregation Consortium (EXAC) generiert
wurde umfasst die Exome von 60.706 Individuen unterschiedlicher Ethnizitat (Fu et al., 2013;

Lek et al., 2016).

Datenbanken fiir genetische Varianten sind nicht nur wichtig flir unser Verstandnis von
evolutionaren Prozessen, sondern stellen auch eine wichtige Ressource fiir die klinische
Interpretation der in Patienten identifizierten Varianten dar (Bamshad et al., 2011; MacArthur
et al., 2014). Speziell die Frequenzinformationen potentieller Krankheitsvarianten in den
verschiedenen Populationen sind fur die Bestimmung von Kausalvarianten bei den jeweiligen
Patienten Uiberaus wichtig. Die Effizienz solcher Filtervergleiche hdangt dann von der GréRe der

zur Verfliigung stehenden Referenzkohorten ab (Lek et al., 2016).

2.3 Genomweite Identifizierung hochpenetranter groBerer (> 1kb) Deletionen/Duplikationen

(Kopienzahlveranderungen) mittels Array-basierter Karyotypisierung

Im Vergleich zu den kleineren Mutationsereignissen, die durch das Next-Generation
Sequencing oder die Sanger-Sequenzierung identifiziert werden kdnnen, kénnen CNVs
groRere Chromosomenregionen abdecken, die eine Reihe von Genen und regulatorische

Regionen betreffen und so Effekte auf den Phanotyp induzieren.

Wie bei den haufigen SNPs nimmt man auch fiir die im menschlichen Genom haufig
vorkommenden CNVs an, dass diese funktionell neutral sind oder in einigen Fallen unsere
phanotypische Variabilitdit ohne Krankheitsrelevanz beeinflussen. Seltene CNVs zeigen im
Vergleich zu den hé&ufigen CNVs mit hoherer Wahrscheinlichkeit eine Assoziation zu
Krankheiten. Um so hoher die Penetranz eines CNVs ist, desto wahrscheinlicher besteht ein
direkt kausaler Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des CNVs und dem Auftreten der
Erkrankung (Krepischi et al., 2012). Die wachsende Kenntnis Uber die funktionellen

Auswirkungen von CNVs hat das Verstdndnis (iber Unterschiede zwischen einzelnen

7
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menschlichen Genomen und deren genetischer Architektur in Zusammenhang mit

multifaktoriellen Erkrankungen revolutioniert.

Um die hochpenetranten CNVs genomweit zu identifizieren, konnen sowohl Array-CGH-
basierte (Array-based Comparative Genomic Hybridization) als auch SNP-basierte Arrays
verwendet werden. Dabei kdnnen mittels Array-CGH nur CNVs detektiert werden, die durch
die fixe Anzahl an Hybridisierungssonden per Array abdeckt sind. Im Gegensatz dazu bietet
die Anwendung von hochauflésenden SNP-Arrays die Moglichkeit, genomische Regionen zu

betrachten, in denen bisher keine bekannten CNVs detektiert wurden.

Um CNVs, die im Rahmen von wissenschaftlichen Studien oder im Rahmen der diagnostischen
Abklarung identifiziert wurden besser beurteilen zu kdnnen, stehen 6ffentliche Datenbanken
zur Verfligung: DECIPHER (DatabasE of genomiC varlation and Phenotype in Humans using
Ensembl Resources) und DGV (Database of Genomic Variants). Die genaue Beschreibung von
DECIPHER und DGV folgt im Kapitel 4.2. Hierbei hat sich DGV als besonders niitzlich erwiesen,
um im Rahmen von wissenschaftlichen Studien genomweit identifizierte haufige CNVs
herauszufiltern und somit den Datensatz auf seltene und damit eventuell mit der Erkrankung

assoziierte CNVs zu komprimieren.

2.4 Identifizierung krankheitsassoziierter Varianten bei multifaktoriellen Erkrankungen

mittels genomweiter Assoziationsstudien

Genomweite Assoziationsstudien (engl. genome-wide association study, GWAS) haben sich
Uber die vergangene Dekade hineweg zur wichtigsten Methode fiir die Erforschug der
genetischen Architektur multifaktorielle Erkrankungen entwickelt. In vergleichenden Studien
von Patienten und ethnisch angeglichenen Kontrollen wird untersucht, ob bestimmte
Varianten haufiger in Individuen mit einem bestimmten phanotypischen Merkmal, verglichen
mit Individuen ohne dieses Merkmal, auftreten. Die Methode ermoglicht es, potentielle
Assoziationen zwischen genetischen Varianten und dem untersuchten Phanotyp statistisch zu
erfassen (Burton et al., 2007; Bush and Moore, 2012). Hierbei werden die Frequenzen der
auftretenden Allele jeder genotypisierten Variante miteinander verglichen. Eine
chromosomale Region, die nach Korrektur fir multiples Testen eine statistisch signifikant

assoziierte Variante enthalt, wird als Suszeptibilitatslocus bezeichnet. Die assoziierte Variante

8
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selbst muss nicht direkt den Phanotyp verursachen, da es sich auch um einen Marker handeln
kann, der durch die Haplotypblockstruktur im Kopplungsungleichgewicht mit der tatsachlich

ursachlichen genetischen Struktur liegt.

Es ist notwendig, die neu entdeckte Risikovariante in unabhangigen Kohorten von Patienten
und Kontrollen zu testen und, falls dies moglich ist, mit alternativen Plattformen zu
genotypisieren (McCarthy et al., 2008). Eine Replikationsstudie wird als die zuverldssigste
Moglichkeit zur Validierung von GWAS-Befunden betrachtet. Sie hilft sicherzustellen, dass
eine Genotyp-Phadnotyp-Assoziation, die in einer genomweiten Assoziationsstudie beobachtet
wird, eine glaubwirdige Assoziation darstellt und kein zufalliger Befund ist. Ein weiteres
mogliches Ziel der Replikationsstudie ist, die Abschatzung der Effektstarke zu verbessern
(Kraft et al., 2009). Grundsatzlich sollten beziiglich der untersuchten Population und des
Phanotyps klare Kriterien zur Gewdhrleistung der Vergleichbarkeit angewendet werden, um
den Status einer Assoziation nach dem Replikationsversuch zu validieren (Chanock et al.,

2007).

2.5 Seltene angeborene Fehlbildungen des Urorektal- und Gastrointestinaltraktes

2.5.1 Klassifikation von urorektalen und gastrointestinalen Fehlbildungen am Beispiel des

BEEK, der ARM und der EA/TEF

Blasenekstrophie-Epispadie Komplex (BEEK)

Hinsichtlich des Schweregrades wird der BEEK klinisch in drei verschiedene Subtypen
unterteilt: Epispadie (E), klassiche Blasenekstrophie (KBE) und Kloakenekstrophie (KE) (Ebert
et al., 2009; Ludwig et al., 2009; Reutter et al., 2011).

Die Epispadie (E) bezeichnet die Spaltung der oberen Harnréhre bei beiden Geschlechtern und
stellt die leichteste Form des BEEK dar. Bei mannlichen Patienten sind glandulare, penile und
proximale Formen dargestellt, wobei nur die proximalen Formen mit einer Inkontinenz
vergesellschaftet sind. Bei weiblichen Patientinnen liegt zusatzlich zur Spaltung der Harnréhre
noch eine Spaltung der Klitoris vor und es kdnnen milde Epispadieformen ohne Inkontinenz
vorliegen. Ein Verlust des BlasenhalsschlieBmuskels und ein ,Spaltbecken” kdnnen bei beiden
Geschlechtern vorkommen. Bei Mannern liegt zusatzlich eine Krimmung des Penis zum Bauch

9
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vor. In der Abbildung 1 werden ein mannliches und weibliches Neugeborenes mit Epispadie

dargestellt.

Abbildung 1 Mannliches (A) und weibliches Neugeborenes (B) mit Epispadie (Ebert et al., 2009).

Ein klassische Blasenekstrophie (KBE) schliefSt eine komplette Epispadie mit Spaltbecken ein,
wobei eine Entwicklungsstorung mit kompletter Spaltbildung des unteren Harntraktes und
des dulleren Genitale vorliegt. Im Unterbauch liegt die Blase offen. Der Nabel ist weiter unten
zum Oberrand der Blasenplatte verlagert und weist haufig einen Nabelbruch auf. Bei
mannlichen Patienten liegt die gespaltene Harnrohre als Urethralrinne auf der Doraslseite des
Penis an beiden Schwellkérpern. Zur Dorsalseite wird der verkirzte Penis gekrimmt, der bei
einer Erektion der unteren Bauchwand anliegt. Bei weiblichen Patientinnen liegen ebenfalls
eine gespaltene Harnblase und eine gespaltene Harnrdhre vor. Die gespaltene Klitoris ist von
der offenliegenden Urethralrinne getrennt. Nach vorne ist der Scheideneingang verlagert und
meist etwas verengt. Ein mannliches und weibliches Neugeborenes mit klassischer

Blasenekstrophie werden in Abbildung 2 gezeigt.
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2005/ 1/ 8

Abbildung 2 Minnliches (A) und weibliches Neugeborenes (B) mit klassischer Blasenekstrophie (Ebert et
al., 2009).

Die Kloakenekstrophie (KE) ist die schwerste Form des BEEK, bei der mehrere wichtige
Organsysteme betroffen sind. Die klinische Darstellung der Kloakenekstrophie ist im Vergleich
zu anderen Bauchwanddefekten einzigartig und die KE umfasst neben der Blasenekstrophie
die Omphalozele und Gastroschisis (Feldkamp et al., 2011). Die KE wird aufgrund der
betroffenen Organsysteme auch als ,OEIS-Complex” (Omphalocele, Extrophy, Imperforate
anus, Spinal defects) bezeichnet (Carey et al., 1978). Andere Fehlbildungen, die bei der KE
haufig auftreten, schlieBen Nierenfehlbildungen, eine einzelne Nabelarterie und
Gliedmallendefekte ein (Feldkamp et al., 2011; Keppler-Noreuil, 2001; Martinez-Frias et al.,
2001; van der Putte et al., 2008). Osophagusatresien/Tracheo-Osophagealfistel,
Duodenalatresie und Chiari-I-Fehlbildung treten gelegentlich mit auf (Bohring, 2002;
McHONEY et al., 2001; Tubbs et al., 2003). Anatomisch sind die Kardinalbefunde der
Kloakenekstrophie die Ekstrophie der Hemiblasen mit Extroversion des Dickdarms und
imperforiertem Anus. Die Hemiblasen flankieren die Offnungen des Diinndarms und des
blindendenden Dickdarms, und enthalten die Offnungen der Harnleiter bei mannlichen
Patienten und den Uterovaginalkanal bei weiblichen Patientinnen (van der Putte et al., 2008).

In der Abbildung 3 wird ein mannliches Neugeborenes mit Kloakenekstrophie dargestellt.

11
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Abbildung 3 Miannliches Neugeborenes mit Kloakenekstrophie (Ebert et al., 2009).

Anorektale Malformationen (ARM)

ARM sind Entwicklungsdefekte des Enddarms im Stadium der primitiven Kloake dar. Eine Fistel
zum Urogenitaltrakt oder eine Verlagerung der Anal6ffnung tritt haufig bei ARM auf. Wie die
anderen Malformationen kénnen ARM entweder isoliert oder in Kombination mit weiteren
Fehlbildungen vorkommen. Bei der hier untersuchten VATER/VACTERL-Assoziation (s. nachste
Seite) weisen 20 bis 70% der Patienten eine ARM auf (Boocock and Donnai, 1987; Cho et al.,
2001; Cuschieri, 2002; Mittal et al., 2004, Stoll et al., 2007).

Traditionell wurden ARM bei atretischem Anus anhand der sogenannten Wingspread-
Klassifikation als ,hoch”, ,intermediar” und ,tief” in Beziehung zum Musculus levator
klassifiziert (Bhatnagar, 2015; Levitt and Pefia, 2007; Mittal et al., 2004). Im Jahr 2005, 21 Jahre
nach der Wingspread-Klassifikation, wurde eine verbesserte, die sog. Krickenbeck-
Klassifikation eingefiihrt (Tabelle 1) (Holschneider et al., 2005). Die Abbildung 4 gibt die

Krickenbeck-Klassifikation anatomisch detaillert wider.
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Tabelle 1 Krickenbeck-Klassifikation der ARM

Hauptgruppe

Seltene/regionale Fehlbildungen

Perineale (kutane) Fistel
Rekto-urethrale Fistel

Vestibuldre Fistel

Bulbare Fistel

Prostatische Fistel

Rekto-vesikale Fistel

Kloake

Anorektale Malformation ohne Fistel

Analstenose

Pouch colon

Rektumatresie (<1%)/-Stenose
Rekto-vaginale Fistel (<1%)
H-Fistel Typ

Andere

Abbildung 4 Anorektale Malformationen. A: Analatresie mit recto-perinealer Fistel beim Mann; B:
Analatresie mit recto-bulbarer Fistel beim Mann; C: Analatresie mit recto-prostatischer Fistel beim Mann;
D: Analatresie mit recto-perinealer Fistel bei der Frau; E: Analatresie mit recto-vesikaler Fistel bei der Frau;
F: Analatresie mit recto-vaginaler Fistel (eigene Darstellung nach Tobias et al., 2008).

Das Akronym VATER/VACTERL-Assoziation (OMIM #192350) bezieht sich auf das seltene

gemeinsame Auftreten folgender phdnotypischer Merkmale (engl. component features, CFs):

angeborene Defekte der Wirbelsaule (engl. vertebral, V), ARM (Analatresie, A), Fehlbildungen

13
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des Herzens (engl. cardiac, C), tracheo-dsophageale Fistel mit oder ohne Osophausatresie
(engl. tracheoesophageal fistula with or without esophageal atresia, TE), Anomalien der
Nieren (engl. renal, R) und Defekte der (radialen) GliedmaRen (engl. limb, L) (Abb. 5) (Quan
and Smith, 1973). Bei diesen Patienten kénnen zusatzlich weitere kongenitale Fehlbildungen
auftreten (Reutter et al., 2014a). Die klinische Diagnose dieser Assoziation erfordert die
Anwesenheit von mindestens drei CFs (Quan and Smith, 1973; Hilger et al., 2013; Reutter et
al., 2016a; Solomon et al., 2013, 2014). Patienten mit zwei CFs werden als VATER/VACTERL-

artige Phdnotypen bezeichnet (Reutter et al., 2014a).

Vv A c TE R (R)L

Abbildung 5 CFs der VATER/VACTERL-Assoziation: angeborene Defekte der Wirbelsiule (engl. vertebral,
V), ARM (Analatresie, A), Fehlbildungen des Herzens (engl. cardiacl, C), tracheo-6sophageale Fistel mit oder
ohne Osophausatresie (engl. tracheoesophageal fistula with or without esophaguseal atresia, TE),
Anomalien der Nieren (engl. renal, R) und Defekte der (radialen) GliedmalRen (engl. limb, L) (Bildmaterial
POSSUM 5.7.1.).

Osophagusatresie mit oder ohne tracheo-6sophagealer Fistel (EA/TEF)

Die EA/TEF werden anatomisch durch die Lage der Atresie und die Anwesenheit einer
assoziierten Fistel zur Trachea klassifiziert. In dieser Hinsicht wurden fiinf verschiedene Typen
klinisch beschrieben. Die erste Klassifikation wurde von Vogt im Jahr 1929 veroffentlicht und
wurde im Jahr 1953 von Gross modifiziert. Daher werden heutzutage zwei Klassifikationen
verwendet. Die haufigste Form der EA/TEF stellt der Typ lllb nach Vogt dar, der in etwas 85%
der Falle vorkommt (Abb. 6C). Dieser wird gefolgt von dem Typ Il nach Vogt mit einer isolierten
EA ohne TEF (8%) (Abb. 6A). Die weiteren Subtypen verteilen sich wie folgt: TEF ohne Atresie
oder H-Typ TEF (4%, Abb. 6E), EA mit proximaler TEF (3%, Vogt Ill, Abb. 6B) und EA mit
proximaler und distaler TEF (<1%, Vogt llla, Abb.6D). Das Verstandnis dieser anatomischen
Typen ist notwendig fiir die chirurgische Rekonstruktion und das neonatale Management nach

der Geburt (Pinheiro et al., 2012).
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Abbildung 6 Klassifikation der EA/TEF. A: EA ohne TEF; B: proximale TEF mit distaler EA; C: distale TEF mit
proximaler EA; D: proximale und distale TEF; E: TEF ohne EA oder ,,H“-Typ TEF (Pinheiro et al., 2012).

2.5.2 Embryologie von BEEK, ARM und EA/TEF
Blasenekstrophie-Epispadie Komplex (BEEK)

Im Jahr 1964 wurde bereits von Muecke berichtet, dass die mechanische Zerstérung oder
VergbRerung der Kloakenmembranen bei Hiihnern das Einwandern mesodermaler Zellen
entlang der infra-umbilikalen Mittellinie verhindert und damit zur Ekstrophie fiihrt (Muecke,
1964). Tiermodelle zu uro-rektalen Fehlbildungen suggerieren, dass eine Entwicklungsstérung
im Bereich der Kloakenmembran die Organisation und Entwicklung des Genitaltuberkels
beeinflussen kann und damit zur Entstehung einer Epispadie flihren konnte.
Dementsprechend wurde auf der Grundlage einer Entwicklungsstudie von erblichen
anorektalen Fehlbildungen bei Schweineembryonen abgeleitet, dass eine abnorme Anlage der
Kloakenmembran zu verschiedenen angeborenen Fehlbildungen wie z.B. der Hypospadie,
Epispadien, KBE, KE, oder der Ausbildung einer Doppelharnréhre fihren kann (van der Putte,

1986).

Dariber hinaus haben Thomalla et al. die Kloakenmenbran mittels Laser so eingeschnitten,

dass ein Herniendefekt in der unteren Bauchwand von Hiihnerembryonen (Thomalla et al.,
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1985) resultierte, so dass diese bei Geburt einen KE dhnlichen Phanotyp aufwiesen. Diese
Beobachtungen unterstiitze die Idee von einer vorzeitigen Ruptur der Kloakenmembran bei
der Entstehung der KE. Man nimmt an, dass die unterschiedlichen Formen des BEEKs auf eine
Ruptur der sehr verletzlichen Kloakenmembran zuriickzufiihren sind, deren Zeitpunkt und
Lokalisation Uber die Ausdehnung des Defektes entscheidet (Martinez-Frias et al., 2001).
Findet die Ruptur statt, ehe sich das Septum urorectale ausgebildet hat, resultiert eine KE mit
zwei, den offenliegenden Enddarm flankierenden Hemiblasen. Eine Trennung von Enddarm
und Harnblase ist nicht mehr vorhanden, entsprechend einer ekstrophen Kloake (Beetz et al.,
1998). Nach Ausbildung des Septum urorectale fihrt die Ruptur der Kloakenmembran zur KBE;
sind lediglich die kaudalen Anteile von der Ruptur betroffen, so entsteht eine Epispadie. Bei
hoher Ruptur bildet sich eine so genannte obere Blasenfissur aus, bei welcher lediglich der

kraniale Blasenanteil nach aulRen offen liegt (Beetz et al., 1998).

Ein komplett anderer Mechanismus fiir die Organogenese der KBE wurde von Beaudoin et al.
beschrieben (Beaudoin et al., 2004), die sich dabei auf Beobachtungen der Beckenentwicklung
in Kaninchenembryonen beziehen. Sie stellen die zeitlich-raumliche Entwicklung der KBE zu
zeitlich-raumlich ablaufenden Anomalien der Beckenknochen in Zusammenhang (Beaudoin et
al., 2004). Die Fehlentwicklung soll dabei im Rahmen der sekunddren Gastrulation ohne
Beteiligung der Kloakenmembran stattfinden. Zusatzlich kann eine KE in Hihnerembryonen
durch Zugabe von Nigericin oder Ochratoxin A induziert werden (Vedel-Macrander and Hood,
1986; Wei and Sulik, 1996). Manner und Kluth konnten dariber hinaus eine KE durch die
Behandlung von Hithnerembryonen mit Suramin oder Trypanblau in sechs Leghorn-Hihnern
erzeugen (Manner and Kluth, 2003). In weiterfihrenden Untersuchungen an
Hihnerembryonen konnten Manner und Kluth zeigen, dass die Exposition der
Hithnerembryonen mit Suramin zu einer aneurysmatischen abnorm groBen Schwellung der
dorsalen Bauchaorta fihrte, die zu einer abnormen Distension des Beckengiirtels und der
infra-umbilikalen Bauchwand fihrt. Dies wiederum konnte zur Ausdiinnung der ventralen
Bauchwand zwischen dem Umbilikus und der Kloakenmembran fithren, welche dann zur
Ruptur der Bauchwand fiihrt und im phanotypischen Bild einer kloakalen Ekstrophie miindet

(Manner and Kluth, 2005).

Bis vor kurzem gab es nur wenige Beschreibungen tiber mogliche genetische Ursachen fiir den

BEEK. 2002 konnten Ince et al. (Ince et al. 2002) zeigen, dass p63 nicht nur eine wichtige Rolle
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in der frihen embryonalen Formation des Uro-Rektums darstellt, sondern auch, dass durch
komplettes Ausschalten von p63(-/-) im murinen Knockout-Modell in einem Phé&notyp
resultiert, der in weiten Teilen eine kloakale Ekstrophie beim Menschen widerspiegelt. In
einem weiteren murinen Knockout-Modell der Isoform ANp63(-/-) konnten Cheng et al. (2006)

das charakteristische Bild einer KBE komplett nachstellen (Cheng et al., 2006).

Anorektale Malformationen (ARM)

Die friihe embryonale Entwicklung des Anorektums, des primitiven urogenitalen Sinus und
des kaudalen Neuralrohres steht in engem Zusammenhang und hilft bei der Erklarung der
assoziierten Fehlbildungen dieser drei Systeme (Nievelstein et al., 1993, 1994). Zwischen der
vierten und sechsten Schwangerschaftswoche treten sowohl der Dottersack oder der
primitive Dickdarm, als auch der allantoisische oder primitive urogenitale Sinus in die Kloake
ein. Das Septum urorectale umkleidet dann (die sog. Tourneux- und Rathke-Falten) die
lateralen Kloakenwande, die zum Septum urorectale fusionieren. Gleichzeitig beginnt sich der
Embryo als Folge des Liangenwachstums des wachsenden Neuralrohres und des
mesodermalen Kompartiments zu kriimmen. Mit diesen morphologischen Veranderungen
wird der Abstand zwischen der Kloakenmembran und der Spitze des Septum urorectale

fortschreitend reduziert.

Am Ende der siebten Schwangerschaftswoche befinden sich das Septum urorectale und die
Kloakenmembran auf dem gleichen Niveau. Die Kloake ist in einen ventralen (den
urogenitalen Sinus) und einen dorsalen Teil (das Rektum und den proximalen Analkanal)
unterteilt. Dazwischen entwickelt sich die Spitze des Septum urorectale zum Dammbereich.
Zu dieser Zeit bricht die Kloakenmembran durch Apoptose auf und es werden zwei Offnungen
im Perineum gebildet: eine ventrale oder spater ,urogenitale” und eine dorsale oder spater
,anale”. Zunachst durch die Adhédsion der Wande, spater durch die Bildung eines epithelialen
,Stopsels” auf der analen Ebene findet eine sekundare Okklusion des Anorektalkanals auch zu
diesem Zeitpunkt statt (Alamo et al., 2013). Diese sekundare geschlossene Analoffnung wird

durch Apoptose am Ende der achten Schwangerschaftswoche aufgelost und rekanalisiert.

Aus embyologischer Sicht kdnnen ARMs in zwei Hauptgruppen unterteilt werden, je nachdem,

wann die Storungen auftreten (Nievelstein et al., 2002, 1998). Diejenigen, die sich als
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ektopische Anal6ffnung oder Fistel manifestieren, sind von der vierten bis siebten
Schwangerschaftswoche wahrscheinlich auf eine frithzeitige abnormale Entwicklung des
dorsalen Teils der Kloake und der Kloakenmembran zuriickzufiihren. Ein abnormaler Anus in
normaler Position tritt wahrscheinlich als Folge einer spateren fehlerhaften Rekanalisation der
sekundar verschlossenen Anal6ffnung in der siebten und achten Schwangerschaftswoche auf

(Alamo et al., 2013; Nievelstein et al., 2002, 1998).

Osophagusatresie mit oder ohne tracheo-6sophagealer Fistel (EA/TEF)

Das primitive Verdauungsrohr (engl. primitive digestive tube, PDT) geht aus dem primitiven
Endoderm hervor und differenziert sich anschlieBend in den Osophagus und die Trachea. Fiir
die dabei ablaufenden Prozesse existieren derzeit drei primare Hypothesen (Brunner and van
Bokhoven, 2005; El-Gohary et al., 2010; Felix et al., 2009; loannides and Copp, 2009; de Jong
et al., 2010a; Seo et al., 2010; Shaw-Smith, 2010).

Die Erste geht davon aus, dass die Ausstlilpungen des Trachealdivertikels mit der PDT beginnt.
Das rasche vorwachsen dieses Divertikels nach kaudal fiihrt zur Trennung von Osophagus und
Trachea. Im Rahmen dieses Entwicklungsprozesses sollen sich EA/TEF durch ein fehlerhaftes
Wachstum der Trachea ausbilden (loannides and Copp, 2009). Die folgenden zwei Hypothesen
gehen davon aus, dass die Trachea ventral und die Speiserdhre dorsal von dem distalen bis zu
dem proximalen Ende der PDT durch die Bildung eines mesenchymalen Septums auf der
Frontalebene der PDT getrennt wird. Ein Fehler in diesem Prozess konnte dann zur Ausbildung

einer EA/TEF fihren (loannides and Copp, 2009).

Die letzte Hypothese steht im Widerspruch zu den ersten Hypothesen in dem sie davon
ausgeht, dass sich der Osophagus initial als eine unabhingige Struktur bildet, die im Folgenden
durch einen bislang nicht bekannten Mechanismus atretisch wird. Demzufolge wachst die TEF
von der Trachea auf Hohe der Lungenknospe ein und vereinigt sich mit dem Magen, um die

Kontinuitdt des Gastrointestinaltraktes wieder herzustellen (loannides and Copp, 2009).

Obwohl syndromale Formen der EA/TEF selten sind, kénnen dennoch funktionelle
Untersuchungen der genetischen Ursachen wertvolle Erkenntnisse bezliglich der abnormen

Entwicklungsprozesse, die zu EA/TEF fiuhren, liefern. Auf diesem Weg wurden bereits
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zahlreiche Gene und molekulare Wirkmechanismen mit der Entwicklung von EA/TEF in
Zusammenhang gebracht (Felix et al., 2009). Gene, die mit der Entstehnung von EA/TEF
Formen in Verbindung gebracht werden sind z.B. der FOX-Gene-Cluster, GL/I2 und GLI3,
NKX2.1, PCSK5, SHH, SOX2 und TBX4 (Pinheiro et al., 2012). Eine gestorte Expression dieser
Gene oder apoptotische Prozesse, die durch die genannten Gene reguliert werden, sollen
ursachliche Faktoren fiir die EA/TEF darstellen. Dartuber hinaus stellen moglicherweise

Umweltfaktoren einen Risikofaktor fir die Entwicklung von EA/TEF dar (s.u.).

2.5.3 Atiologie und Epidemiologie von BEEK, ARM und EA/TEF
Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex (BEEK)

Unter Europdern wurde die Geburtenpravalenz lGber das gesamte BEEK-Spektrum auf 1 in
10.000 Lebendgeburten geschatzt (Reutter et al., 2016a). Obwohl die BEEK-Phdnotypen auch
als Teil komplexer Fehlbildungssyndrome auftreten, handelt es sich in den meisten Fallen um
isolierte Formen (ca. 98,5%) (Boyadjiev et al., 2004; Gambhir et al.,, 2008; International
Clearinghouse for Birth Defects Monitoring Systems, 1987). Caton et al. hatten im Bundesstaat
New York die Geburtenpravalenz zuziiglich der Schangerschaftsabbriiche der einzelnen
Subtypen E, KBE und KE betrachtet und fanden, dass die Geburtenpravalenz fiir E bei etwa 1
in 100.000; flir KBE bei etwa 1 in 37.000, und bei KE etwa 1 in 300.000 betrug (Caton et al.,
2007). Fur die E und die KBE wird jeweils eine klare Knabenwendigkeit beschrieben, die in der
Verteilung Manner zu Frauen, zwischen 1.5 zu 1 und 6 zu 1 schwankt (Boyadjiev et al., 2004;
ICBDMS, 1987; Ives et al., 1980). Weniger einheitlich sind die Berichte zur
Geschlechterverteilung fur KE, fiir die neben einer Knabenwendigkeit auch eine gleichmaBige
Geschlechterverteilung bis hin zur Madchenwendigkeit beschrieben wurde (Boyadjiev et al.,

2004; Gambhir et al., 2008; Martinez-Frias et al., 2001).

Aufgrund der Seltenheit des Phdnotyps weift man noch zu wenig (iber mogliche
Umweltfaktoren. GemaR heutigen Wissensstand stellen assistierte Reproduktionsverfahren
einen Risikofaktor dar (Wood et al., 2003, 2007; Zwink et al., 2013). Des Weiteren waren
miutterliches Rauchen und die medizinische Bestrahlung wahrend des ersten Trimenons mit

einem schwereren Phdnotyp assoziiert, wohingegen die perikonzeptionelle
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Folsdureprophylaxe eine schiitzende Rolle zu spielen scheint (Reutter et al., 2011). AuBerdem

ist die Verwendung von Clomifen mit dem Auftreten der KE assoziiert (Reefhuis et al., 2011).

Anorektale Malformationen (ARM)

Anorektale Malformationen (ARM) haben eine Geburtenpravalenz von etwa 1 in 1.500 bis 1
in 5.000 (Zwink et al., 2013). Die Geschlechterverteilung liegt bei etwa 1 zu 1,5 (weiblich zu
mannlich) (Bischoff et al., 2013; Hamid et al., 2007; Kim et al., 2010).

Die genetischen Ursachen der ARM sind weitestgehend unbekannt. In seltenen Fallen kdnnen
ARM durch chromosomale Anomalien erklart werden. Des Weiteren finden sich ARM auch im
phanotypischen Spektrum seltener monogener Syndrome wider. Das Townes-Brocks-
Syndrom z.B. umfasst Ohren-, Gliedmalien- Anal-, Nieren- und Herzanomalien und wird durch
Mutationen im SALL1-Gen verursacht (Kohlhase et al., 1998; Liang et al., 2008). Das Currarino-
Syndrom bzw. die Currarino-Trias beschreibt das gemeinsame Auftreten anorektaler und
sacro-coccygealer Anomalien sowie prasacraler Raumforderungen, die in den meisten Fallen
auf Mutationen im Homeobox-Gen HLXB9 zuriickzufihren sind (Belloni et al., 2000; Crétolle
et al., 2008; Hagan et al., 2000). Die meisten ARM-Fille sind jedoch nicht Teil eines Syndroms,

sondern prasentieren sich als isolierte Fehlbildungen.

Die Atiologie ist heterogen. Neben mikroskopischen und submikroskopischen
Chromosomenstorungen und selten monogenen Formen geht man davon aus, dass dem

Grolteil der ARM eine multifaktorielle Genes zugrunde liegt..

Hinsichtlich der Erforschung nicht-genetischer Ursachen konnten Forscher mogliche
Umweltfaktoren identifizieren. Zu diesen assoziierten Umweltfaktoren in der
Schwangerschaft zdhlen miutterlicher Alkoholkonsum, Tabakrauch und Koffeinkonsum,
Folsduremangel die Einnahme von Benzodiazepinen (z.B. Lorazepam) sowie die miitterliche
Exposition gegeniiber industriellen Reinigungsmitteln (Bonnot et al., 2001; Miller et al., 2009;
Myers et al.,, 2001; Schnitzer et al., 1995; Stoll et al., 1997; Yuan et al., 1995). AuBerdem
wurden erhohte Risiken nach Anwendung assistierter Reproduktionsverfahren festgestellt
(Kallén et al., 2005; Midrio et al., 2006; Reefhuis et al., 2009). Wirklich aussagekraftige

Hinweise sind jedoch nur spérlich vorhanden, da die meisten potenziellen Risikofaktoren nur
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in einer einzigen Studie gefunden wurden und viele sich bei der Analyse anderer Kohorten

nicht replizieren lieen (Wijers et al., 2010).

Osophagusatresie mit oder ohne tracheo-6sophageale Fistel (EA/TEF)

EA/TEF zeigt eine Geburtenpravalenz von etwa 1 in 3.000 bis 3.500 (David and O’Callaghan,
1975; Depaepe et al.,, 1993; Torfs et al.,, 1995). In einer neuen Studie wurde die
Geburtenpravalenz von EA/TEF anhand von 18 internationalen Geburtenregistern ermittelt,
und es zeigte sich, dass EA/TEF bei ca. 1 von 4.100 Geburten, einschlieBlich Totgeburten,
auftritt. Die Pravalenz fallt zwar Uber verschiedene geografische Gebiete hinweg
unterschiedlich aus, ist aber (ber die Zeit konsistent und zwischen den

Uberwachungsprogrammen vergleichbar (Nassar et al., 2012).

Es gibt verschiedene Hinweise, dass Umweltfaktoren in die Entstehung der EA/TEF involviert
sind. Eine sechsfach hohere Inzidenz bei Zwillingen, wobei jedoch meist nur ein Zwilling
betroffen ist, und das sehr haufig sporadische Auftreten der Erkrankung implizieren die
Beteiligung von Umweltfaktoren in der Atiologie von EA/TEF (Brown et al., 1999; Depaepe et
al., 1993; Mastroiacovo et al., 1999; Robert et al., 1993). De Jong et al. (2010) listen mogliche
spezifische Umweltfaktoren wie z. B. mutterliche Thiamazol-Exposition (Thyreostatikum),
miutterliche Exposition gegeniiber Alkohol, Drogen oder infektiosen Erkrankungen, oder eine
in-utero-Exposition zu Diethylstilbestrol (Di Gianantonio et al., 2001; Felix et al., 2008; de Jong
et al.,, 2010a; Kyyronen and Hemminki, 1988; Nora et al., 1978). AuBerdem wurden fetale
Intoxikationen bei Schwangerschaftsdiabetes und die Hypoperfusion in den friihen Phasen der
Embryogenese bei Zwillingen mit der Entstehung von EA/TEF assoziiert (Davies and Giménez-
Scherer, 2011; Felix et al., 2007; Geneviéve et al., 2007). Aktuelle Studien des EUROCAT-
Monitoring Systems zur Registrierung angeborener Fehlbildungen (engl. European
Surveillance of Congenital Anomalies, EUROCAT) beschreiben, dass dltere Mitter ein deutlich
hoheres Risiko haben als jingere Mutter, ein Kind mit EA/TEF zur Welt zu bekommen (Loane

et al., 2009).
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2.6 Aktueller Stand der genetischen Forschung urorektaler und gastrointestinaler

Fehlbildungen
Blasenekstrophie-Epispadie Komplex (BEEK)

Der BEEK stellt eine eine seltene und schwerwiegende angeborene Fehlbildung dar, die die
betroffenen Individuen lebenslang beeintrachtigt. Unter anderem st die
Reproduktionsfahigkeit der Patienten mit BEEK eingeschrankt. Daher wird vermutet, dass de
novo-Ereignisse eine Ursache fir das Auftreten des BEEK darstellen. Die Erfahrung in der
medizinischen Genetik zeigen, dass Mutationsereignisse genomische Verdnderungen mit
unterschiedlichen GroRen umfassen, die von kleinen Verdnderungen beispielsweise
Punktmutationen bis zu grolRen Verdnderungen, mit Zugewinn oder Verlust von mehreren

Tausend bis Millionen von Basenpaaren, reichen (Reutter et al., 2016b).

Die Vermutung, dass der Atiologie des BEEK neben Umweltfaktoren auch genetische Faktoren
zugrunde liegen wurde schon friih von verschiedenen Beobachtungen unterstiitzt. So wurden
frih chromosomale Aberrationen bei verschiedenen Patienten mit BEEK beschrieben. Ebenso
wurden ca. 30 Familien mit mehreren betroffenen Personen beschrieben. Auch die
Beobachtung hoherer Konkordanzraten bei monozygoten im Vergleich zu dizygoten
Zwillingen weist auf ein genetische Beteiligung hin (Ludwig et al., 2009; Reutter et al., 2003,
2007). Mittels Array-basierter molekularer Karyotypisierung wurden in den letzten Jahren
grofere strukturelle chromosomale Aberrationen in Patienten mit BEEK identifiziert: Im Jahr
2004 haben Thauvin-Robinet und ihre Kollegen eine relativ groRe Deletion in 9q34.1 bei einem
Saugling mit KE entdeckt (Thauvin-Robinet et al., 2004). Im Jahr 2005 wurde eine erste
kleinere Deletion in 39g12.2g13.2 mit einer GréRBe von 13Mb bei einem Patienten mit KE
beobachtet (Kosaki et al., 2005). Eine noch kleinere Deletion mit einer GréBe von 2,4Mb
wurde bei einem KE-Patienten in der chromosmalen Region 1p36.33 identifiziert (El-Hattab et
al., 2010). AuRer diesen obengenannten Deletionen ist bislang keine weitere chromosomale
Anomalie mit KE assoziiert (Reutter et al., 2016b). Unabhdngig davon wurde eine
Mikroduplikation in 22q11.2 bei zwei unabhdngigen Patienten mit KBE gefunden (Draaken et
al., 2010; Lundin et al., 2010). Des Weiteren wurde diese Duplikation in 22q11.21 zusatzlich
bei sechs weiteren Patienten mit KBE identifiziert (Draaken et al., 2014; Reutter et al., 2016b).
Durch Array-basierte Sequenzerfassung und gezielte Hochdurchsatz-Re-Sequenzierung

konnte gezeigt werden, dass die Bruchpunkte aller dieser 22g11.21 Duplikationen innerhalb
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der Low-Copy-Repeats 22A bis 22D lokalisiert sind. Ein Vergleich dieser acht Duplikationen
ermoglichte die Eingrenzung auf eine 414 kb-grolRe phédnokritische Region, die 12 validierte
RefSeq-Gene beherbergt. Die Charakterisierung dieser 12 Kandidatengene mittels In-situ-
Hybridisierung (engl. whole-mount in situ hybridisation, WISH) von Mausembryonen am
embryonalen Tag 9,5 und 10,5 grenzte diese Kandidaten fir die KBE auf CRKL, THAP7 und
LZTR1 ein. Ein weiterer, neunter KBE-Patient, der eine 22g11.21-Duplikation tragt, wurde von
Pierquin und Uwineza berichtet (Reutter et al., 2016b). Array-basierte Karyotypisierungen in
279 Patienten mit BEEK deckten weitere CNVs auf, einschliellich einer de novo
Mikroduplikation mit einer GroBe von 0,9Mb in 19p13.12 und einer weiteren
Mikroduplikation 22q11.1 mit einer GréRe von 1,18 Mb (Draaken et al., 2013; von Lowtzow et
al., 2016).

Die Befunde aus CNV-Analysen liefern einen Hinweis, dass seltene de novo Mutationen zur
Auspragung des BEEK beim Menschen beitragen. Um kleinere dominante de novo oder
erbliche autosomal-rezessive Mutationen oder kleine CNVs zu identifizieren, erscheint die
Verwendung der NGS, insbesondere WES plausibel. Das erste WES wurde von unserer
Arbeitsgruppe bei acht Patienten mit KE und ihren Eltern durchgefiihrt. Dadurch wurden drei
dominante de novo Mutationen in PRPF38A, PRPF8 und SLC20A1 entdeckt, die als ursachliche
Varianten von den Prognoseprogrammen klassifiziert werden. S/c20a1 wird in den Harnwegen
von Mausen der embryonalen Theiler-Stufe 22 exprimiert, wobei die Expression regional sehr
begrenzt ist. Dies deutet darauf hin, dass S/c20a1 eine Rolle bei der Entwicklung der Harnwege
von Madusen spielt. Darilber hinaus ergab sich kein Hinweis auf eine Beteiligung von PRPF38A
oder PRPF8 in der Atiologie des BEEK. In dieser WES wurden dariiber hinaus vier gemischt
heterozygote Varianten in SPTB, WFS1, CELSR3 und SETX identifiziert. Fir CELSR3 existieren
Expressionsdaten in Miduseembryonen, die eine groRe Uberlappung zu den KE-assoziierten
Organen zeigen. Zudem sind Mutationen in SPTB, WFS1 und SETX nicht mit Fehlbildungen aus
dem KE Spektrum assoziiert sind. Daher verbleiben SLC20A1 und CELSR3 als Kandidatengene
fiir die Entwicklung des BEEK. Weitere Studien zu SLC20A1 und CELSR3, einschlieBlich des
Screenings in einer groBeren Kohorte, als auch funktionelle Studien in Ma&usen und
Zebrafischen kénnen dabei helfen, die Beteiligung der Gene an der Entstehung des BEEK zu

bestatigen (Reutter et al., 2016b).
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Wie oben dargestellt, ist der allgemeine Konsens, dass bei der Mehrheit der BEEK-Patienten
die genetischen Grundlagen multifaktoriell sind (Boyadjiev et al., 2004). Um die genetischen
Faktoren bei multifaktoriellen Erkrankungen identifizieren zu konnen, wendet man
heutzutage genomweite Assoziationsstudien (genome-wide association study, GWAS) an.
Alternativ konnen Einzelmarkeranalysen fiir bereits existierende Kandidatengene in
Assoziationsstudien durchgefiihrt werden. Fir den BEEK existieren bisher nur wenige
Kandidatengen-basierte Assoziationsstudien (Qi et al., 2013; Reutter et al., 2006; Wilkins et
al., 2012). Basierend auf ihren Vorarbeiten an Knockout-Mausen haben Wilkins et al. den
Beitrag von TP63 in der Entstehung de BEEK untersucht und Hinweise dafiir gefunden, dass
TP63 an der Pathogenese des BEEK beteiligt ist (Wilkins et al., 2012). AuBer TP63 wurde PERP
identifiziert, dessen Expression in der Blasen durch WISH nachgewiesen werden konnte (lhrie
et al., 2005). Allerdings haben wir keine Hinweise fiir eine Beteiligung von TP63 oder PERP
durch unsere GWAS gefunden (Draaken et al., 2015). In unserer ersten GWAS befindet sich
der signifikant assoziierte SNP innerhalb einer Region mit einer GrolRe von 4kb neben dem
WNT3-Promotor, eine Region, die unter Amnioten hoch konserviert ist. Verschiedene
Varianten mit unklarer Relevanz in dieser 5’-UTR von WNT3 waren in einer Kohorte von
Patienten mit KE von Vlangos et al. identifiziert worden (Vlangos et al., 2011). Darliber hinaus
wurden mehrere potentielle Transkriptionsfaktor-bindende Motive im Promotor von WNT3
aufgedeckt, von denen sich einige zuvor im Gewebe von menschlichen Neugeborenen mit
Blasenekstrophie als differentiell exprimiert und notwendig fir die Forderung des
embryonalen Urorektalseptionsverfahren erwiesen (Kang et al., 1997; Nakamura et al., 2011;
Qi et al., 2013). SchlieRRlich wurde gezeigt, dass diese Region regulatorische Elemente enthalt,
die den Wnt-Signalweg durch p63 regulieren (Ferretti et al., 2011). Diese Befunde
unterstitzen die Annahme, dass es regulatorische Domanen innerhalb dieser intergenen
Region gibt, die in der Lage sind, den Wnt-Singalweg Uber ein konserviertes WNT3-WNT9B-
p63-Regulierungsmodul im Rahmen der urorektalen und urogenitalen Entwicklungen zu

modulieren.

In unserer zweiten GWAS konnten wir den ersten genomweiten signifikanten Locus fiir KBE in
der chromosomalen Region 5g11.1 identifizieren und erhielten einen starken Hinweis fiir die
Hypothese, dass ISL1 das verantwortliche Kandidatengen in dieser Region ist (Draaken et al.,

2015).
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Anorektale Malformationen (ARM) am Beispiel der VATER-VACTERL-Assoziation

Die Analyse von Kandidatengenen, die auf Array-CGH (engl. comparative genomic
hybridization) und SNP-Array basierten Untersuchungen beruhen, sowie das WES wurden
durchgefiihrt, um ursachliche Gene und genetische Risikofaktoren, die zur Entwicklung der
Krankheit beitragen, zu identifizieren (Brosens et al., 2013; de Jong et al., 2010b; Ngan et al.,
2013; Reutter and Ludwig, 2013; Solomon et al., 2013).

Bisher wurden chromosomale Aberrationen bei mindestens 11 Patienten mit allen
Merkmalen der VATER/VACTERL-Assoziation durch zytogenetische und molekulare Analysen
aufgedeckt. Im Jahr 1977 haben McNeal et al. eine Deletion in 1613915 bei einem Patienten
mit VATER/VACTERL-Assoziation entdeckt (McNeal et al., 1977). Des Weiteren wurden
Deletionen in den chromosomalen Regionen von 5q11.2, 7935, 13q, 199g13.3 und 20q13.33
aufgedeckt (Dworschak et al., 2013; de Jong et al., 2010b; Peddibhotla et al., 2013; Solomon
et al., 2011; Zen et al., 2010). AulRer diesen Deletionen wurden drei Duplikationen in 1941,
2937.3 und 8g24.3 von Hilger et al. (2013), eine weitere Duplikation in der chromosomalen
Region von 9q von Aynaci et al. (1996), sowie eine Duplikation in 22g11.21 von Schramm et
al. (2011) identifiziert. Darliber hinaus wurde das Emanuel-Syndrom, das sogenannte
Derivative-22-Syndrom, bei zwei mannlichen Patienten beobachtet (Prieto et al., 2007).
AuBerdem wurden Mosaike eines Ringchromosoms 12 oder Ringchromosom 18, sowie eine
partielle Monosomie 16p13.3 und partielle Trisomie 16922 identifiziert (Cinti et al., 2001;
Reutter und Ludwig, 2013; van der Veken et al., 2010; Yamada et al., 2009).

Neben den chromosomalen Anomalien kdnnen auch Mutationen in einzelnen Genen zur
Entwicklung der Fehlbildungen beitragen. In einer Patientin mit TOF (engl. tetralogy of Fallot),
bilateraler Hydronephrose, Hydroureter, ARM und GliedmaBenfehlbildung, einem
VATER/VACTERL-artigen Phdnotyp, wurde eine heterozygote de novo Deletion von 21
Basenpaaren in HOXD13, das fiir ein Downstream-Target von SHH codiert, identifiziert (Garcia-
Barceld et al., 2008). Bisher wurde jedoch kein anderer Patient mit der VATER/VACTERL-
Assoziation mit krankheitsverursachenden Mutationen in HOXD13 berichtet (Reutter and
Ludwig, 2013). Eine heterozygote de novo missense-Mutation in PTEN fand sich in einem
mannlichen Patienten mit VATER/VACTERL-Hydrozephalus-Phanotyp (Reardon et al., 2001).
Im Jahr 2014 haben Zeidler et al. eine Analyse des Gens FGF8 bei 49 Patienten mit

VATER/VACTERL-Assoziation und 27 Patienten mit VATER/VACTERL-artigen Phanotypen
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durchgefiihrt. Hierbei wurden zwei heterozygote Mutationen (p.Gly29 Arg34dup und
p.Pro26Leu) in FGF8 jeweils in Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation und
VATER/VACTERL-artigem Phanotyp aufgedeckt (Zeidler et al., 2014). Die Duplikation ist noch
nicht berichtet, wahrend die Mutation p.Pro26Leu bereits in einem Patienten mit Kallmann-
Syndrom, der keine CFs der VATER/VACTERL-Assoziation zeigte, beobachtet wurde (Falardeau
et al., 2008). Interessanterweise prasentierten beide Patienten einen bilateralen
Kryptorchismus, der ein phanotypisches Merkmal im FGF8-assoziierten Kallmann-Syndrom ist.
Beide Mutationen in FGF8 waren vom Vater vererbt. Neben der verspateten Pubertdt bei
beiden Vatern und dem einseitigen Kryptorchismus in einem der Vater zeigten diese keine
weiteren Auffilligkeiten. Dies deutet darauf hin, dass Mutationen in FGF8 in den Patienten
mit VATER/VACTERL-Assoziation schwere Phdnotypen verursachen kénnten (Zeidler et al.,
2014).

Im Jahr 2010 wurde eine Haploinsuffizienz des Gens LPP bei einem Patienten mit
VATER/VACTERL-Assoziation festgestellt (Arrington et al., 2010). LPP kodiert fur ,LIM-domain,
preferred translocation partner in lipoma’, ein Protein, von dem gezeigt wurde, dass es PEA3
(polyomavirus enhancer activator 3 homolog), einen Transkriptionsfaktor der am SHH-
Signalweg beteiligt ist, binden kann (Guo et al., 2006). Allerdings zeigten sich keine kausalen
Sequenzveranderungen nach der Analyse des LPP-Gens bei 70 weiteren Patienten mit

VATER/VACTERL-Assoziation (Hernandez-Garcia et al., 2012).

Mutationen in den Fanconi-Andmie-Komplementationsgruppen konnen der VATER/ VACTERL-
Assoziation dhneln (Holden et al., 2006). Es wurde bei (iber 200 Patienten mit Fanconi-Anamie
beobachtet, dass etwa 5% einen VATER/VACTERL-dhlichen Phanotyp aufweisen. Obwohl die
Fanconi-Anamie eine seltene Ursache fur den VATER/VACTERL-Phanotyp zu sein scheint, ist

dies eine wichtige Diagnose, da die Erkrankung mit einer hohen Mortalitat einhergeht.

Neben der klassichen VATER/VACTERL-Assoziation ist eine weitere assoziierte Form mit
Hydrozephalus bekannt. Im Hinblick auf die X-gekoppelte Ubertragung wird sie als X-
gekoppelter VATER/VACTERL-Hydrozephalus (oder VACTERL-H) bezeichnet, der durch
Mutationen im Gen ZIC3 verursacht werden kann. ZIC3 ist auch verantwortlich fir die X-
gekoppelte viszerale Heterotaxie-1 (Chung et al., 2011; Wessels et al., 2010). Im Jahr 2010
berichteten Wessels et al. einen Jungen mit einer Expansion einer Polyalanin-Abfolge in Z/IC3,

die mit dem VATER/VACTERL-Phdanotyp ohne Hydrozephalus assoziiert war. Bei einer
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weiteren, vier Generationen umfassenden Familie mit mehreren betroffenen Mitgliedern
wurde eine Deletion in ZIC3 nachgewiesen. Ein Familienmitglied mit dieser Deletion zeigte alle

Merkmale der VATER/VACTERL-Assoziation (Chung et al., 2011).

Als das erste, autosomal-rezessive kausale Gen fir das gesamte klinische Bild der
VATER/VACTERL-Assoziation wurde das Gen TRAPI in zwei Familien mit isoliertem CAKUT
(engl. congenital abnormalities of the kidney and urinary tract) sowie drei Familien mit
VATER/VACTERL-Assoziation identifiziert (Saisawat et al., 2014). Trapl wird in den
Nierenepithelen sich entwickelnder Mausenieren an E13,5 und in der Niere erwachsener
Ratten expimiert. Daher unterstiitzt die Identifizierung von TRAP1 als hochstwahrscheinlich
verursachendes Gen fir CAKUT oder die VATER/VACTERL-Assoziation mit CAKUT die
Hypothese, dass variable Expressivititen der krankheitsverursachenden Gene an der Atiologie

der Krankheit beteiligt sind (Saisawat et al., 2014).

Es gibt nur wenige Tiermodelle bzw. Modelle von Knockout-Mdusen, die einen
VATER/VACTERL-artigen Phanotyp aufweisen kdnnen. Dazu gehoren genetisch manipulierte
Mause, die Mutationen in den Genen der Shh-Signalkaskade oder eine heterozygote
Ethylnitrosoharnstoff-induzierte Mutation in Psck5 tragen, bilden Fehlbildungen aus dem
VATER/VACTERL-Spektrum aus (Kim et al., 2001; Szumska et al., 2008). Aufgrund dieser
murinen Phanotypen wird angenommen, dass diese Gene und ihre Signalwege auch beim
Menschen eine Rolle in der Ausbildung der VATER/VACTERL-Assoziation spielen (Reutter and
Ludwig, 2013).

Osophagusatresien mit und ohne tracheo-6sophageale Fistel (englisch: esophageal atresia

with or without tracheoesophageal fistula, EA/TEF)

Verschiedene Beobachtungen weisen darauf hin, dass genetische Faktoren eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung der EA/TEF einnehmen. So sind zahlreiche Multiplex-
Familien und ein erhohtes Wiederholungsrisiko fiir Geschwister und Kinder betroffener
Personen beschrieben (Warren et al. 1979; Szendrey et al. 1985; Depaepe et al. 1993; Torfs et
al. 1995; Harper 2004). Einen starken genetischen Einfluss legen auch die unterschiedlichen
paarweisen Konkordanzraten von monozygoten und dizygoten Zwillingspaaren nahe (Schulz

et al. 2012). Neben diesen formal-genetischen Belegen fiir die Beteiligung von genetischen
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Faktoren, die an der Atiologie von EA/TEF beteiligt sind, wurden auch chromosomale
Aberrationen in etwa 6% bis 10% der Individuen mit EA/TEF beschrieben (Depaepe et al.,
1993; Shaw-Smith, 2006; Shaw-Smith, 2010; Torfs et al., 1995). Hierzu zédhlen Aneuplodien wie
z.B. das Down-Syndrom, Trisomie 13 und Trisomie 18, sowie Trisomie X (Brosens et al., 2014a,
2014b; Scott, 1993). Neben Anueploidien werden regelmalig strukturelle chromosomale
Aberrationen (z.B. 13g-, 17g- und 22qg11-Deletions-Syndrome) beschrieben (de Jong et al.,
2010a). Da bei grolRen Aneuploidien und strukturellen Aberrationen jeweils viele Gene
beteiligt sind, ist es schwierig hieraus, ein einziges kausales Gen zu bestimmen. Im Jahr 2016
wurde von unserer Arbeitsgruppe eine Studie zu Kopienzahlvariationen (CNVs) bei 375
Patienten mit EA/TEF durchgefuhrt. Hier konnten acht seltene CNVs (Duplikationen bei
2921.1, 3p26.1, 8p22, 16p13.11 und 219g22.2; Deletionen bei 7935936.3, 11p14.3 und
13q12.11) bei sechs Patienten identifiziert werden, die alle de novo auftraten. Von diesen
Aberrationen wurde nahezu zeitgleich die Deletion bei 7q35936.3 erneut mit EA/TEF assoziiert
(Busa et al., 2016). ZusammengefalRt konnten in unserer Studie de novo CNVs in 1,55% der
Patienten mit isolierter EA/TEF und in 1,62% der Patienten mit EA/TEF und zusatzlichen
angeborenen Anomalien beobachtet werden. Dariber hinaus wurden drei (15g13.3, 16p13.3
und 22q11.2) Suszeptibilitatsloci auf Grundlage ihrer Uberlappung mit bekannten EA/TEF-
assoziierten CNV-Syndromen identifiziert (Brosens et al., 2016). Zuséatzlich zu den
identifizierten wahrscheinlich kausalen de novo CNVs konnten wir 167 seltene CNVs
entdecken. Obwohl diese CNVs wohl nicht direkt krankheitsverursachend sind, kénnten sie
eine Rolle als Modifikatoren in einem Multi-Hit-Modell oder als ,zweiter Hit“ in einem

rezessiven Modell spielen (Brosens et al., 2016).

Weitere Hinweise auf die Einbeziehung genetischer Faktoren in die Atiologie von EA/TEF
ergeben sich aus der Beobachtung von Uber 50 verschiedenen EA/TEF-assoziierten
genetischen Syndromen, Assoziationen und Sequenzen (de Jong et al., 2010a; Shaw-Smith,
2006). In einigen dieser EA/TEF-assoziierten genetischen Syndrome wurden die kausal
involvierten Gene identifiziert, beispielsweise N-MYC im Feingold-Syndrom, GL/2 im Pallister-
Hall-Syndrom, CDH7 im CHARGE-Syndrom und SOX2 im AEG-Syndrom (van Bokhoven et al.,
2005; Jongmans et al., 2006; Motoyama et al., 1998; Williamson et al., 2006).

Mehrere murine Modelle wurden etabliert, um die Ursachen der EA/TEF zu erkdren (Brosens

et al., 2014a). Einige Entwicklungsgene sind sicher impliziert, so die Effektoren von Vitamin A
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(Rara, Rarfl) und des Sonic-Hedgehog-Signalwegs (Shh, Gli2), sowie andere Homeobox-
beinhaltende Transkriptionsfaktoren und entwicklungsabhangige Transkriptionsregulatoren
(Tbx4, Sox2) (de Jong et al., 2010a). Die Untersuchung der menschlichen Homologen dieser

Gene konnte einige wenige humane EA/TEF-Kasuistiken auf genetischer Basis erklaren.

Obwohl die zugrundliegenden chromosomalen Anomalien oder Einzelgenstérungen in einigen
syndromalen EA/TEF-Phdnotypen identifizeirt wurden, bleiben die ursachlichen genetischen
Mechanismen in der GUberwiegenden Mehrheit der betroffenen Individuen derzeit unklar. Der
tatsachliche Beitrag von ursdchlichen CNVs oder kleineren hochpenetranten de novo

Mutationen in der Entstehung von EA/TEF ist bis jetzt ungeklart.

2.7 Zebrafischmodell zur Untersuchung humaner Fehlbildungen

Wissenschaftler haben verschiedene Labortechniken angewandt, um die genetischen
Ursachen humaner Erkrankungen zu identifizieren. Hierzu werden Ublicherweise humane
Zellen oder humanes Gewebe von betroffenen Individuen genutzt. Anders als bei genetischen
Erkrankungen, die sich erst postnatal manifestieren, bilden sich die allermeisten humanen
Fehlbildungen bereits embryonal aus. Postnatal verandert sich dann das betroffene Gewebe
in seiner Form und Struktur nicht mehr. Aber um zu entdecken, ob eine Mutation in einem
bestimmten Gen die Syndrome eines Patienten hervorrufen kann, sind die experimentellen
Tiermodelle erforderlich. Wahrend Méause und Ratten als Tiermodelle zur Untersuchung
menschlicher Erkrankungen haufig verwendet werden, simuliert man die menschlichen

Fehlbildungen in Knockout-Mausen oder in Zebrafischen (Dooley and Zon, 2000; Zon, 1999).

Der Zebrafisch (Danio rerio) ist ein tropischer StiRRwasserfisch. Tatsachlich lassen sich 70% der
menschlichen Gene im Zebrafisch wieder finden (Howe et al., 2013). Dartiber hinaus hat der
Zebrafisch als Wirbeltier die gleichen Hauptorgane und Gewebe wie der Mensch. Viele der
Gene und Signalwege, die fiir die Entwicklung solcher Organe und Gewebe erforderlich sind,
sind zwischen dem Menschen und dem Zebrafisch hochkonserviert (Barbazuk et al., 2000;
Kroeger and Wingert, 2014). Daher eignet sich der Zebrafisch zur Simulation genetisch

bedingter humaner Erkrankungen.
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Die heranwachsenden Zebrafische sind klein und kénnen auf kleinem Raum untergebracht
werden. Ein weiblicher Zebrafisch ist nach ca. drei Monaten geschlechtsreif und kann bis zu
200-300 Eier produzieren (Hill et al., 2005). Die Eizellen der Zebrafische werden im Wasser
gelegt und befruchtet, und dies ermdglicht eine Manipulierung der Embryonen auf vielféltige
Weise in vivo. Die im Einzell-Stadium befruchteten Eier konnen leicht mit DNA, RNA oder
Morpholino Oligonukleotiden injiziert werden, die die genetische Konstitution dauerhaft
modifizieren, um so transgene oder , Knockout-Zebrafischlinien” zu generieren (Bill et al.,
2009). Dartiber hinaus sind die Zebrafischembryonen nahezu durchsichtig und durch Zugabe
von N-Propylthiouracil (PTU) kann die darauffolgende Pigmentierung temporar verhindert
werden. Dies ermoglicht eine Beobachtung des Wachstums des Zebrafischembryos unter
einem Mikroskop (Kimmel et al., 1995). AuBerdem konnen die fluoreszenzmarkierten oder
gefarbten Gewebe in transgenen Zebrafischembryonen mittels eines Mikroskops visualisiert

und beurteilt werden.

30



3 Zielsetzung

3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, seltene hochpenetrante Kandidatengene und —regionen
fur BEEK, ARM und EA/TEF zu identifizieren. Mithilfe von Chirurgen und Humangenetikern, die
an dieser Studie beteiligt sind, wurden Gber 1.000 DNA-/Blut-/Speichelproben von Patienten
mit BEEK, ARM und EA/TEF fur die genetischen Analysen gesammelt. Der Zweck war, neben
der Patientenrekrutierung, eine detaillierte Erfassung der Patientenphanotypen sowie die

Errichtung einer zentralen DNA-Biomaterial-Bank.

Die im folgenden dargestellten systematischen Untersuchungen beinhalten zum einen die
Replikation einer zuvor mittels GWAS identifizierten genomweit signifikanten Region fiir die
klassische Blasenekstrophie, sowie die ldentifikation von de novo Kopienzahlveranderungen
(CNVs). Letztere sind als als Verlust oder Zugewinn von genetischem Material gekennzeicht.
Dabei konzentrierten sich die CNV Analysen ausschlielRlich auf CNVs, die kodierende
Gensequenzen beinhalten. Des Weiteren wurden mittels NGS-Technologie besonders schwer
betroffene Patienten auf das Vorliegen ursachlicher dominanter de novo Mutationen

untersucht.

Priorisierte Kandidatengene wurden zum einen mittels Sanger-Sequenzierung in grofleren
Patientenkohorten weiter untersucht sowie beziglich ihrer Expression in Mauseembryonen
oder Zebrafischlarven funktionell charakterisiert. Letzteres wurde in Kooperation mit den
Arbeitsgruppen von Prof. Benjamin Odermatt (Institut fiir Anatomie, Universitdat Bonn,
Deutschland), PD Dr. Phillip Grote (Institut fir Kardiovaskuldare Regeneration, Universitat
Frankfurt am Main, Deutschland) und Prof. Gen Yamada (Abteilung fiir Entwicklungsgenetik,

Medizinische Universitat Wakayama, Japan) durchgefiihrt.
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4 Material
Appendix A enthilt eine Liste aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeten

e Gerate

e Chemikalien, Puffer, Losungen

e Ergdnzende Materialen zur Analyse von Nukleinsduren
e Enzyme

e Zebrafischlinien

e Kommerzielle Systeme (Kits)

e Software und Datenbanken

4.1 Patienten- und Kontrollkollektive

Alle Patienten und Kontrollen waren mit der Teilnahme an den genetischen Studien
einverstanden. Von allen Familien liegen uns die schriftlichen Einverstandniserklarungen vor.
Bei Kindern unter 18 Jahren wurden die entsprechenden Einverstandniserkldrungen von den
Eltern unterschrieben. Alle Studien wurden durch die Etik-Kommission der medizinischen

Fakultat der Universitatsklinik Bonn genehmigt.

Netzwerk fiir kongenitale uro-rektale (congenital uro-rectal) Fehlbildungen (CURE-Net)

Ziel des Netzwerks fir kongenitale uro-rektale Malformationen (CURE-Net) ist die
systematische Untersuchung der molekularen Ursachen und die Evaluierung des
postoperativen Behandlungserfolges und der unterschiedlichen Formen der Nachsorge durch
multizentrische, klinische und psychosoziale Forschung mit Hilfe von standardisierten
Untersuchungserfahren. Seit 2009 arbeiten die klinisch titigen Arzte und
Grundlagenwissenschaftler aus verschiedenen Fachbereichen deutschlandweit mit den
beiden Patientenorganisationen ,Selbsthilfegruppe Blasenekstrophie/Epispadie e.V.”“ (SHG BE
e.V.) und ,Selbsthilfeorganisation fir Menschen mit angeborenen anorektalen
Fehlbildungen” (SoMA e.V.) zusammen. Die BEEK- und ARM-Patienten aus Deutschland

wurden durch CURE-Net gesammelt. Fiir die Analysen in dieser Arbeit wurden von jedem
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Patienten Blut- oder Speichelproben gesammelt. Aus den gesammelten Blut- oder

Speichelproben wurde dann die DNA extrahiert und asserviert.

Das GREAT Konsortium (Genetic Risk of Esophageal ATresia)

Das GREAT Konsortium wurde von PD Dr. Heiko Reutter und PD Dr. Johannes Schumacher
(Insitut fir Humangenetik, Bonn) gegriindet, um die genetischen Risikofaktoren bei Patienten
mit Osophagusatresien systematisch zu identifizieren. Mittels des GREAT Konsortiums wurden
die in dieser Arbeit analysierten Patienten und ihre Eltern in Bonn rekrutiert. Zur Analyse der
genetischen Veranderungen wurden von jedem Patienten und den Eltern Blut-, Speichel- oder

DNA-Proben gesammelt.

Amerikanisches Kollektiv

Durch die Kooperation mit einem amerikanischen Kollegen aus Nordamerika wurden uns
DNA-Proben von 110 Eltern-Trios mit KBE bereitgestellt. Die Personen dieser 110 Trios waren

Nordamerikaner mit europaischen Vorfahren.

Australisches Kollektiv

Durch die Kooperation mit Prof. Wei Cheng (Department of Pediatric Surgery, Capital Institute
of Pediatrics, Beijing, People’s Republic of China; Department of Paediatrics and Department
of Surgery, Southern Medical School, Faculty of Medicine, Nursing and Health Sciences,
Monash University, Clayton, VIC, Australia; Department of Surgery, Beijing United Family
Hospital, Beijing, People’s Republic of China) haben wir Zugang zu DNA-Proben von 66 KBE-

Patienten europaischer Abstammung.
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Britisches Kollektiv

Durch die Kooperation mit Prof. William Newman (Manchester Centre for Genomic Medicine,
University of Manchester, Manchester, England) hat unsere Arbeitsgruppe Zugang zu DNA-

Proben von 40 britischen KBE-Patienten und 80 gesunden Kontrollpersonen.

Italienisches Kollektiv

Durch die Kooperation mit Prof. Alfredo Brusco (Department of Medical Sciences and Medical
Genetics Unit, Citta della Salute e della Scienza University Hospital, University of Torino, Torino,
Italy) hat unsere Arbeitsgruppe Zugang zu DNA-Proben von 40 italienischen KBE-Patienten

und 85 gesunden Kontrollpersonen.

Schwedisches Kollektiv

Durch die Kooperation mit Prof. Agneta Nordenskjold (Department of Women’s and Children’s
Health and Center for Molecular Medicine, Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden) hat
unsere Arbeitsgruppe Zugang zu den Genotypen von 116 Schwedischen KBE-Patienten und
177 gesunden Kontrollpersonen, die mittels Tagman-Assays und Sanger-Sequenzierung

gewonnen wurden.

Spanisches Kollektiv

Zwischen 2004 und 2006 wurden 35 spanische KBE-Patienten durch PD Dr. Heiko Reutter mit
Hilfe der spanischen Selbsthilfegruppe gesammelt (www.extrofia.info/asafex). Mit Hilfe von
ESIGEM network (www.esigem.org) haben wir Zugang zu genomweiten Genotypen von 871

spanischen Kontrollen.
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Heinz Nixdorf Recall (HNR) Kollektiv

Das HNR-Kollektiv wurde im Ruhrgebiet fir die Untersuchung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen  rekrutiert (Schmermund et al, 2002). Auf dem BeadChip
HumanOmniExpressExome-8 v1.2 wurden 1.307 HNR-Kontrollen genotypisiert und
QuantiSNP-Daten erhoben. Die im HNR-Kontrollkollektiv erhobenen CNVs wurden fir den
Vergleich der in unserer Patientenstudie erhobenen CNVs genutzt. CNVs die zwischen

Kontrollpersonen und Patienten lberlappten wurden ausgeschlossen.

4.2 Funktionelle Datenbanken

In dieser Arbeit wurden verschiedene funktionelle Datenbanken fiir die Analyse der
Kandidatengene und Kandidatenregionen verwendet. Die verschiedenen Datenbanken sind in

der Folge im Einzelnen aufgefiihrt.

Datebase of Chomosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources

(DECIPHER)

DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk/) ist eine interaktive, webbasierte Dankbank, die fur
die Interpretation der detektierten submikroskopischen chromosomalen Aberrationen
geschaffen wurde (Firth et al.,, 2009). DECIPHER katalogisiert die haufigen
Kopienzahlveranderungen in den normalen Populationen und ermoglicht damit den
Ausschluss solcher benigner Kopienzahlverdanderungen und damit die Priorisierung
vermeintlich neuer und potenziell pathogener Veranderungen. Bekannte Gene innerhalb
einer Aberration, sowie die phéanotypischen Daten der Patienten sind im DECIPHER
Patientenbericht aufgefiihrt, die Gene mit einer anerkannten klinischen Bedeutung sind
hervorgehoben und priorisiert (Firth et al., 2009). DECIPHER ist die groRte CNV-Datenbank mit
phanotypischen Daten. Bisher sind in DECIPHER 27.977 CNVs und 3.370 Sequenzvarianten in
24.323 Patienten unter Beteiligung von mehr als 250 Zentren erfasst (Stand 23.07.2017).
Daher wurde DECIPHER in dieser Arbeit verwendet, um die verifizierten CNVs weiter zu

analysieren und zu interpretieren.
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Database of Genomic Variants (DGV)

Das Ziel des DGV-Projektes (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/about?ref=GRCh37/hg19) ist eine
umfassende Zusammenfassung der strukturellen Variationen im menschlichen Genom zu
erfassen. Im DGV sind die genomischen Veranderungen, einschlielRlich der Segmente der DNA,
die groRer als 50bp sind, als strukturelle Varianten definiert. Die DGV umfasst nur die
strukturellen Variationen, die in gesunden Kontrollproben identifiziert wurden. Daher wurde
die DGV in dieser Arbeit dazu eingesetzt, die identifizierten CNVs auszuschlieBen, die im DGV

als benigne klassifiziert wurden.

ExAC (Exome Aggregation Consortium) Browser

Der ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/) ist vom , Exome Aggregation Consortium
(ExAC)“ entwickelt worden, um die Exom-Sequenzierungsdaten aus einer Vielzahl von
umfangreichen Sequenzierungsprojekten zu sammeln und zu harmonisieren, sowie die Daten
flir Wissenschaftler weltweit zusammenzufassen. Der auf diesem Browser bereitgestellte
Datensatz umfasst die Exom-Sequenzierungsdaten von 60.706 Individuen (Lek et al., 2016). In
den hier beschriebenen Untersuchungen wurden die detektierten Varianten mit den
Varianten im ExAC Browser hinsichtlich ihrer MAF (engl. minor allele frequency) vergeglichen,

um die seltenen Varianten auszufiltern.

UCSC (University of California Santa Cruz) Genome Browser

Im UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/index.html) sind verschiedene
genomische Sequenzen und Annotationen fir Wirbeltiere erfasst (Kent et al., 2002). Mittels
des UCSC Genome Browsers werden die Visualisierung, der Vergleich und die Analyse der

CNVs und der Varianten ermoglicht.

Mouse Genome Informatics (MGI) Datenbank

Die MGI Datenbank ist eine internationale Datenbank fir die Labor-Mause und bietet ein
integriertes und kuratiertes System, welches einen aktuellen umfassenden Uberblick tiber
Mausgene, genetische Marker und genomische Merkmale sowie die Assoziation dieser
Merkamle mit Sequenzen, Phanotypen, funktionellen und vergleichenden Informationen,

sowie ihre Beziehungen zu menschlichen Krankheiten anbietet (Blake et al., 2017). In dieser
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Arbeit wurden die durch WES und Sanger-Sequenzierung identifizierten Gene mittels der MGl

Datenbank im Hinblick auf ihre Expression in Mduseembryonen verglichen.

The Zebrafish Information Network (ZFIN)

Das ZFIN (http://zfin.org) ist die zentrale Ressource fiir die genetischen, genomischen und
phanotypischen Daten sowie Entwicklungsinformationen von Zebrafischen. Mittels ZFIN
wurden in dieser Arbeit Morpholinos fiir einen Knock-Down der Genexpression in
Zebrafischen ausgewadhlt und die durch WES und Sanger-Sequenzierung identifizierten Gene

im Hinblick auf ihre Expression verglichen.
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5.1 Nukleinsaure-Isolation

In dieser Arbeit wurde die hochmolekulare DNA aus den kernhaltigen Leukozyten des
Probandenblutes bzw. aus den im Speichel befindlichen Leukozyten und die RNA aus Gewebe

extrahiert.

Mittels EDTA-haltigen Monovetten (SARSTEDT AG & Co.) wurde vendses Vollblut aufgezogen
und bis zur Isolierung der DNA wurden die EDTA-Blutproben bei -20°C aufbewahrt. Mittels
Oragen-Kit 0G-250 und OG-500 (DNA Genotek, OraSure Technologies) wurden erst die
Speichelproben gesammelt und nach der Inkubation bei 50°C bis zur abschlieBenden
Extraktion der DNA bei RT gelagert. Die Isolierung von DNA aus Blut wurde nach
Herstellervorgaben groRtenteils mit dem Chemagic Magnetic Separation Module | v20
(PerkinElmer, Baesweiler) und dem ,,QlAamp DNA Blood Maxi Kit“ durchgefiihrt. Die DNA-

Praparation aus Speichel erfolgte nach Herstellervorgaben mit dem entsprechenden Kit.

Embryonen aus schwangeren Weibchen des C57BI6J-Mausstammes wurden an den
embyonalen Tagen E8.5 (entsprechendes Entwicklungs-Theiler-Stadium 13, TS13) und E12.5
(TS21) entnommen. Aus den TS13-Embryonen wurde der Pharynx Beutel, der Endoderm- und
angrenzendes Mesodermgewebe enthielt, chirurgisch isoliert und in QIAzol ® transferiert.
Aus den TS21-Embryonen wurde die ausgeprigte Struktur des Osophagus chirurgisch isoliert
und in QIAzol® transferiert. Die gesamte RNA wurde aus diesen Geweben mit dem RNeasy

Plus Mini Kit (Qiagen) gemaR den Herstellersprotokollen isoliert.

5.2 DNA-Verwaltung

Von jeder DNA-Probe wurden nach der Isolierung zwei Verdiinnungen hergestellt. Aus der
DNA-Stocklésung wurde manuell bis zur Konzentration von 100ng/pl in TE* verdiinnt. Die
100ng/ul Verdiinnungen wurden bei -20°C aufbewahrt. Die zweite Verdiinnung wurde mit
Hilfe vom Pipettierroboter in H,O mit einer Endkonzentration von 20ng/ul hergestellt und bei
4°C gelagert. Die 20ng/ul und 100ng/ul Verdiinnungen dienten als Ausgangsmaterial fir die
in dieser Arbeit durchgefiihrten molekulargenetischen Analysen. Alle Verdiinnungen wurden
mit dem 2D-Barcode-System von Abgene und FluidX verwaltet.
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5.3 Konzentrations- und Qualitatsbestimmung von DNA

Qualitat und Quantitdt der DNA wurden mittels des NanoDrop ND-1000 bzw. des ND-8000
(Peqglab Biotechnologie GmbH) Spektrophotometers unter Verwendung von 1,5ul DNA-
Losung pro Messung bestimmt. Die Konzentrationsmessung basiert auf der
Absorptionseigenschaft von DNA, deren Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von
260nm liegt. Weitere Molekile wie Proteine und Salze, die nach der Isolation der DNA in der
Losung verbleiben, weisen ein Absorptionsmaximum von 280nm bzw. 230nm auf. Anhand des
Lambert-Beerschen-Gesetzes wird die Konzentration der DNA aus der optischen Dichte (OD)
bei 260nm bestimmt. Das OD-Verhatnis bei 260nm und 280nm (OD 260/280) gibt einen
Hinweis Uber die Reinheit der DNA. Eine reine DNA-Probe zeigt ein Quotient von 1,8 an. Bei
Bedarf wurde zusatzlich eine Degradierungsanalyse mittels Gelelektrophorese in einem 0,8%-
igen Agarosegel (0,64g Agarose; 80ml 1XTBE; 6ul EtBr) durchgefiihrt. Nach 45 Minuten bei
100V (40mA) sollte eine definierte Bande der 100ng eingesetzten hochmolekularen DNA auf
dem Agarosegel zu sehen sein. Eine degradierte DNA bildet hingegen eine Schmier auf dem

Gel aus.

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Auswahl der Oligonukleotidsequenzen

Die Auswahl der Olionukleotidsequenzen ist das sogenante Primer-Design. Die
Oligonukleotide (Primer) sind fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) bzw. Sequenzierung notwendig und sie miissen genau komplementar
zur Ziel-DNA-Sequenz sein. Normalerweise sollten die folgenden Regeln beim Design der

Primer Anwendung finden:

e Aufgrund einer unspezifischen Anlagerung des Primers sollte eine Folge von drei oder
mehr G- oder C-Basen am 3’-terminalen Ende des Primersequenz vermieden werden.
e Damit sich keine Primerdimere ausbilden konnen, sollten die Sequenzen an den 3’-

terminalen Enden weder inter- noch intramolekular komplementar sein.
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e Eine Vermeidung eines Thymins am 3’-terminalen Ende des Primermolekdls ist
notwendig, da im Vergleich zu anderen Nukleotiden ein Thymin an dieser Position zu
Falschpaarungen fiihren konnte.

e Die Lange eines Primers sollte zwischen 18 und 25 Nukleotiden sein und die Differenz
zwischen den Annealing-Temperaturen des Primerpaares sollte nicht 2°C Gbersteigen.

e Im Primer sollten keine haufigen SNPs liegen. Nach Moglichkeit sollte auch kein
seltener SNP enthalten sein.

e Die Primersequenz sollte spezifisch komplementar zu der gezielten DNA-Sequenz
gebaut werden und nur einmal im ganzen Genom vorkommen.

e Alle vier Basen sollten in den Primer, wenn moglich, gleich haufig vertreten sein.

5.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenrektion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist ein
molekularbiologisches Verfahren, um spezifisch DNA-Segmente in vitro zu vermehren. Dieses
Verfahren besteht aus drei sich 30 bis 35-mal wiederholenden Zyklen, namlich das
Aufschmelzen der DNA, die Anlagerung der Primer an ihre komplementare Sequenz und die
Elongation mit Hilfe von einer DNA-Polymerase. Voraussetzung fir eine spezifische
Amplifikation ist die Kenntnis der Zielsequenz. Die Primer, die fir die Zielsequenz spezifisch
sind, wurden mittels der ,,Primer3 Software” (http://primer3.ut.ee/) generiert. Die in dieser
Arbeit verwendeten Primersequenzen sind in Appendix A2 aufgelistet. Die genomische DNA

ist als Ausgangsmaterial fir die PCR in dieser Arbeit verwendet worden.

In Tabelle 2 ist ein Standard-Ansatz fiir die PCR dargestellt. Alle Reaktionen wurden in
diinnwandigen, sterilen ReaktionsgefdlRen und in einem Thermozykler nach dem in den
Tabellen 3 und 4 gelisteten Reaktionsprotokollen durchgefiihrt. Es wurden zwei
unterschiedliche Tag-Polymerasen, je nach Fragestellung und Eigenschaft des PCR-Produktes,
verwendet. Die Uberpriifung des Erfolgs und der Effizienz der Amplifikation wurde anhand der

Gelelektrophorese durchgefiihrt.
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Tabelle 2 PCR-Reaktionsansatz fiir unterschiedliche Tag-Polymerasen

VWR-Taqg DNA-Polymerase (VWR) HotStar Tag DNA-Polymerase (Qiagen)

DNA (20-100ng) 1l 1ul
Primer F (10pmol) 1l 1ul
Primer R (10pmol) 1l 1ul
dNTP-Mix 0,5ul 0,5ul
10xPuffer 2,5ul 2,5ul (15mM MgCl,)
Taq 0,2ul 0,2ul
DMSO (optimal) 1,25ul 1,25ul
Destilliertes Wasser Ad 25ul Ad 25ul

Tabelle 3 Standard-PCR-Programm TD100

Reaktionsphase Temperatur Zeit
initiale Denaturierung 95°C 5 min
95°C 30 sek
Amplifikation 63-55°C" 30 sek
72°C 1 min/kb
finale Elongation 72°C 10 min
Abklihlung 12°C unendlich

* Initiale Annealing-Temperatur bei 63°C fir drei Zyklen (Amplifikation), anschlieRend jeweils alle drei

Zyklen ein Grad kélter, 15 Zyklen am Ende bei der Annealing-Temperatur von 55°C.

Tabelle 4 Standard-PCR-Programm CN

Reaktionsphase Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 95°C 5 min 1
95°C 30 sek
Amplifikation primerspezifisch 30 sek 35
72°C 1 min/kb
finale Elongation 72°C 10 min 1
Abkihlung 12°C Unendlich 1
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5.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Elektrophorese-Verfahren, bei dem Agarosegel als
Tragermedium die Gemische von DNA-Fragmenten nach ihrer Lange und Ladung auftrennt.
Die DNA-Molekiile wandern aufgrund ihrer negativen Eigenladung in polymerisierter Agarose
durch das Anlegen einer Spannung in Richtung Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit der
DNA-Molekiile im Tragermedium variiert aufgrund der GréBe der Fragmente und der Starke
der angelegten Spannung sowie der Konzentration des Agarosegels. Je nach GrofRe der
Fragmente wird das Agarosegel mit entsprechender Konzentration eingesetzt, d.h., kleinere
Fragmente konnen sich genauer durch ein Gel mit erhdhter Agarose-Konzentration

auftrennen lassen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Agarosegele mit einer Konzentration von 0,8% bis 2%
hergestellt. Der fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr) wurde der gelésten Agarose
zugesetzt, und EtBr interkaliert in die DNA-Doppelhelix. Anhand des UV-Lichts werden die
Banden sichtbar. Eine DNA-Leiter wurde gleichzeitig neben den zu analysierenden

Fragmenten aufgetragen, um die Lange der DNA-Fragmente zu bestimmen.

Zur Herstellung eines Gels wurde die entsprechende Menge Agarose in 80ml (240ml) 1X TBE
Puffer zugegeben und durch Aufkochen im Mikrowellenherd geldst. Anschliefend wurde es
bis auf ca. 40 bis 50°C abgekiihlt und 6l (18ul) EtBr-Iosung zugesetzt. Die fliissige Agarose-
Losung wurde in einen geeigneten Geltrager gegossen. Wenn das Gel polymerisiert war,

wurde es in eine geeignete, mit 1X TBE gefiillte Gelelektrophorese Kammer (Bio-Rad) gelegt.

Die aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden mit 1X Ladepuffer versetzt und anschlieRend
auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 80 bis 130 Volt (je nach der
Konzentration des Agarosegels) fir 30 Minuten durchgefiihrt. Unter UV-Licht wurden die
FragmentgroRe und die DNA-Konzentration im Vergleich zu einer gesondert in eine Geltasche
aufgetragenen DNA-Leiter abgeschatzt. Mittels des Gel Doc XR-Systems (Bio-Rad) wurde das

Gel fotodokumentiert.
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5.4.4 Quantitative PCR (gqPCR)

Zur Validierung der identifizierten Kopienzahlveranderungen (CNVs) wurde die quantitative
PCR (gPCR) verwendet. Der prinzipielle Ablauf der gPCR dhnelt der einer PCR, jedoch erfolgt
hier zusatzlich eine Zugabe von SYBR Green | Master (Roche). SYBR Green | ist ein
asymmetrischer Farbstoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert. Die detektierbare
Fluoreszenzintensitat wurde durch diese Interaktion der DNA mit SYBR Green | nach jedem

Amplifikationszyklus erhdht und auch gemessen.

Die Reaktionen wurden in einem LightCycler 480 System (Roche) durchgefiihrt und analysiert.
Die vorhandene Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus gemessen und so wird der Ct-Wert (Cycle
Threshold) gebildet. Der Cycle Threshold ist der Schnittpunkt zwischen einer
Amplifikationskurve und einer Schwellenlinie und beschreibt den Anfang des exponentiellen
Wachstums einer Amplifikationskurve nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz. Anhand eines
Schwellenwertes, der fir alle Proben gleich ist, liegt der Ct-Wert, der automatisch ermittelt
wird, vor. Die in dieser Arbeit fiir die qPCR verwendeten Primer wurden nach Maoglichkeit in
kodierenden Regionen und mit den in Tabelle 5 aufgelisteten Parametern mit Hilfe der
Software Primer3 entworfen (s.0.). Entsprechend wurden alle anderen Kriterien in Kapitel
5.4.1 zu bericksichtigt. Alle Primer, die fir die Validierung der CNVs genutzt wurden, sind in

Appendix A2 aufgelistet.

Tabelle 5 Parameter in Primer3 zur Auswahl der qPCR Primer

Minimum Optimum Maximum
PCR Produktgrofle 120bp 150bp
Lange der Primer 18bp 20bp 24bp
Schmelztemperatur 59°C 60°C 61°C
GC-Kontent 20% 40% 60%

Alle Primerpaare wurden mit einer Kontroll-DNA anhand einer PCR und Gelelektrophorese
Uberprift. Die qPCR wurde in einer 384er Mikrotiterplatte mit einem minimalen
Reaktionsansatz von 10ul dirchgefiihrt. In Tabelle 6 ist der gPCR-Reaktionsansatz dargestellt.
Die Tabelle 7 zeigt das gPCR-Programm mit SYBR Green | im LightCycler 480 Il (Roche).
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Tabelle 6 gPCR-Reaktionsansatz mit SYBR Green

Menge
DNA (10ng/pl) 2ul
Primer F (10pmol) 0,4ul
Primer R (10pmol) 0,4ul
SYBR Green | Master (Roche) 5ul
Destilliertes Wasser Ad 10ul
Tabelle 7 gPCR-Programm mit SYBR Green | (Roche)
Reaktionsphase Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 95°C 10 min 1
95°C 15 sec
Amplifikation 60°C 10 sec 40
72°C 15 sec
95°C 5 sec
Schmelzkurve 65°C 1 min 1
97°C -
Abklhlung 40°C unendlich 1

Es ist besonders wichtig, spezifische Primer auszuwahlen, um die Bildung von Primer-Dimeren
zu vermeiden, da sich SYBR Green | unspezifisch in jede doppelstrangige DNA einlagert. Eine
Schmelzkurve wurde analysiert, um die Spezifitdt der PCR-Reaktion zu Uberpriifen. Die
Temperatur wird langsam kontinuierlich erhéht, dadurch wird die DNA bis zum spezifischen
Schmelzpunkt aufgeschmolzen und dabei SYBR Green | freigesetzt. Dadurch wird eine
Anderung der Fluoreszenz gemessen. Die Schmelzkurve und Schmelztemperatur sind
abhangig von der Ldnge und Basenzusammensetzung des DNA-Abschnittes. Mittels der
Schmelzkurve unterscheiden sich die unterschiedlichen PCR-Produkte beziiglich ihres
Schmelzverhaltens. Die Peaks der Schmelzkurven stellen die Eigenschaft eines jeweiligen PCR-
Produktes dar. Eine zusatzliche Schmelzkurvenspitze deutet darauf hin, dass unspezifische

Nebenprodukte in der PCR-Reaktion entstehen.

Mittels der AACt-Methode, die von Alexander Zink in unserem Labor etabliert wurde, wurden

die Auswertungen der Daten durchgefiihrt. Grundsatzlich ist eine genaue Handhabung
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essentiell bei der gPCR. Geringe Unterschiede der Konzentration von Patienten-und
Kontrollpersonen-DNA konnen eine Verfdlschung der qPCR-Ergebnisse verursachen.
AuBerdem kann man Pipettierfehler und Konzentrationsunterschiede nicht ganz vermeiden.
Um die Ergebnisse zu kalibrieren, wurden daher endogene Kontrollen, die sogenanten
Haushaltsgene (engl. housekeeping genes, HKGs), verwendet. Diese sollten stets in zwei
Kopien im Genom vorhanden sein und ubiquitdr exprimert werden. Daher wurde der Ct-Wert
der Zielsequenz gegen den Ct-Wert der internen Kontrollen in der AACt-Methode normalisiert.
(ACt = Ct, — Ctyggs)- Als interne Kontrollen wurden in dieser Arbeit die drei Haushaltsgene
BNC1, CFTR und RnaseP verwendet. Alle Messwerte wurden gegen diese drei internen
Kontrollen normalisiert. Darliber hinaus wurde der ACt der Kontrollpersonen vom ACt der
Patienten subtrahiert. ( AACt = [(Ct; — Ctyggs)Patient — (Ct, —
Ctyxes)Kontrollperson] ). Nach der Normalisierung mit einer internen Kontrolle und

-AACt

Kontrollpersonen wurde die Anzahl an DNA-Zielabschnitten in der PCR (27") ermittelt. Die

relative Kopienzahl des DNA-Zielabschnittes im Genom der Patienten hinsichtlich der

A% ynd ist nicht absolut zu interpretieren, da

Kontrollpersonen ergab die Multiplikation 2x2
die relative Kopienzahl mit dieser AACt-Methode zwei betrug, obwohl die Patienten als auch
Kontrollperson mehr oder weniger als zwei Kopien eines DNA-Abschnittes hatten. In dieser
Arbeit wurde jeder Patient mit vier Kontrollpersonen verglichen, um daraus entstandene

mogliche Fehler zu beseitigen.

5.4.5 Sanger-Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sanger-Sequenzierung, die sogenannte Kettenabbruch-DNA-Sequenzierung, ist nach wie
vor dem Gold-Standard bezogen auf die verschiedenen DNA-Sequenzierungstechniken und
wurde von Sanger et al. (1977) entwickelt. Mittels Sanger-Sequenzierung wird die Reinfolge
der Nukleotide in einem DNA-Molekiil ermittelt (Sanger et al., 1977). Die wichtigste Reaktion
dhnelt einer Standard-PCR-Reaktion mit dem Hauptunterschied, dass zusatzlich zu dNTPs
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTPs) hinzugefiigt werden, welche fiir jede der
vier Basen mit einem unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoff markiert sind. ddNTPs fehlt
am C3-Atom der Ribose die Hydroxy-Gruppe, wodurch die Bindung eines weiteren dNTPs nicht
mehr moglich ist und die Polymerisierungsreaktion abbricht. Da im Reaktionsansatz auch
dNTPs enthalten sind, entstehen bei der Reaktion DNA-Strange verschiedener Lange, deren
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3‘-terminale Enden mit dem fluoreszenzmarkierten ddNTP spater mit einem Laser detektiert
werden kdnnen. Bei einer Kettenabbruchreaktion wird jeweils nur ein Primer zugegeben,
sodass die Reaktion nur in einer Richtung stattfindet. Die neu synthetisierten DNA-Fragmente
wurden mittels des automatischen Kapillar-Sequenziergerates 3130x| Genetic Analyzer (Life

Technologies Corporation) sequenziert.

Das PCR-Produkt diente als Ausgangsmaterial und wurde zundchst nach Herstellervorgaben
mit dem Agencourt AMPure XP-Kit (Beckman Coulter), der auf der SPRI-Technologie (Solid
Phase Reversible Immobilization) basiert, aufgereinigt. In Abbildung 7 ist das
Aufreinigungsverfahren mit dem AMPure Kit dargestellt. Nach der Aufreinigung des PCR-

Produktes wurde die Sequenzierungs-PCR mit einem der PCR-Primer durchgefiihrt.

{ Ampure XP () Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
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Abbildung 7 Aufreinigungsverfahren mittels Agencourt AMPure XP-Kit. 1. Zugabe von AMPure XP Reagenz
zuden PCR-Produkten; 2. Bindung der PCR-Produkte an Magnet-Beads; 3. Trennen der PCR-Produkte von
den Verunreinigungen mittels eines Magnetfeldes; 4. Waschen mit 70%-igem Ethanol; 5. Eluieren der PCR-
Produkte mit TE“*-Puffer von den magnetischen Partikeln; 6. Uberfiihrung der PCR-Produkte in ein neues
Tube (AMPure XP Protocol_000387v001).

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden als Ausgangsmaterial fiir die Sequenzierungs-PCR
verwendet. Die in der Tabelle 8 aufgefiihrten Komponenten wurden fir einen 20ul
Sequenzierungsansatz eingesetzt. Anschliefend wurde die Sequenzierungs-PCR im gleichen
Thermozykler wie die PCR durchgefiihrt. Das Programm der Sequenzierungs-PCR ist in Tabelle

9 dargestellt.
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Tabelle 8 Ansatz der Sequenzierungs-PCR

Komponenten Menge
5xSequenzierungspuffer 3,75ul
BigDye 3.1 Mastermix 0,5ul
Primer F/R (3,2 pmol) 1l
PCR-Produkt 1ul
Destilliertes Wasser Ad 20ul

Tabelle 9 Standard-Programm der Sequenzierungs-PCR

Reaktionsphase Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 95°C 1 min 1
Denaturierung 95°C 10 sec
Annealing 50°C 5 sec 25
Elongation 60°C 4 min
finale Elongation 72°C 10 min 1
Abklhlung 4°C unendlich 1

SchlielRlich wurden die Sequenzierprodukte nach Herstellerangaben mit dem Agencourt
CleanSEQ Kit (Beckman Coulter) aufgereinigt. Das Verfahren zur Aufreinigung der
Sequenzierprodukte mittels eines CleanSEQ Kit ist schematisch in der Abbildung 8 dargestellt.
In dieser Arbeit wurden 6ul aufgereinigtes Sequenzierprodukt mit 6l HPLC-Wasser verdiinnt
und die Sequenz des Sequenzierproduktes wurde mittels eines 16-Kapillar-
Sequenzierautomaten (3130x| Genetic Analyzer; Life Technologies Corporation) ermittelt, und

anschlieend mithilfe der Software SeqMan (DNASTAR) ausgewertet.
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Abbildung 8 Verlauf der Aufreinigung des Sequenzierproduktes mittels eines CleanSEQ Kit. 1. Zugabe von
CleanSEQ-Reagenz und 85%-igem Ethanol zu den Sequenzierprodukten; 2. Binden der Sequenzierprodukte
an Magnet-Beads; 3. Trennen der Sequenzierprodukte von den Verunreinigungen mittels eines
Magnetfeldes; 4. Waschen mit 85%-igem Ethanol; 5. Eluieren der Sequenzierprodukte mit HPLC-Wasser
von magnetischen Partikeln; 6. Uberfilhrung der Sequenzierprodukte in ein neues Tube (CleanSEQ
Protocol_000600v032).

5.4.6 Genotypisierung mittels Sequenom

Die SNP-Genotypisierung wurde (ber den iPLEX® Gold Assay auf der MassARRAY-Plattform
von Sequenom durchgefihrt. Mittels der MALDI-ToF MS Technologie (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight Mass Spectrometry) und des iPLEX Gold Kit wurde die
Analyse einer Vielzahl von ausgewahlten Markern in allen Proben ermdglicht. Die Methode
erlaubt es, bis zu 40 SNPs pro Multiplex-Reaktion in 384 Patientenproben parallel zu
analysieren. So konnte die Replikationsstudie zu Kandidaten-Loci durchgefiihrt werden.
Grundsatzlich liegt das Prinzip dieser Technologie in der Differenzierung von Allelen aufgrund

der Massenunterschiede der vier Basen (Haff and Smirnov, 1997).

Zunachst wird das Plexdesign (Primerdesign) zur Amplifikation und Einzelbasen-Extension
durch die von Agena Bioscience bereitgestellte Assay Design Suite Software durchgefiihrt.
Nach Eingabe von SNP-ID oder Informationen zur Markersequenz wird eine
Zusammenstellung der Primersequenzen fiir jeden einzelnen ausgewdhlten Marker von
einem Algorithmus dieser oben genannten Software ermittelt. Fiir das Primerdesgin missen
verschiedene Parameter, einschliellich der Primerdimerisierung, der Schmelztemperatur,
sowie der in der Primerbindungsstelle liegenden bekannten Varianten, berlicksichtigt werden.

Die Anzahl der Primerpaare entspricht der Anzahl der zu analysierenden Marker.
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Im ersten Schritt wird durch eine Multiplex-PCR mit den fir jeden SNP spezifischen PCR-
Primern ein ca. 100bp groBes PCR-Produkt generiert. Die Reaktion wurde in 384er
Mikrotiterplatten angesetzt. Fiir ein Sequenom-Experiment wurden in dieser Arbeit 16ng DNA
als Ausgangsmaterial verwendet. Diese DNA wurde zuerst in 384er Mikrotiterplatten mittels
Pipettier-Roboter vorgelegt und dann im Trockenschrank bei Raumtemperatur Gber Nacht
eingetrocknet. Danach wurden 5ul des PCR-Reaktionsansatzes in die Platten hinzu pipettiert

und mit einem spezifischen Programm wurde die PCR in einem Themozykler durchgefiihrt.

Der Reaktionsansatz und das PCR-Programm sind in den Tabellen 10 und 11 dargestellt.

Tabelle 10 Reaktionsansatz der Multiplex-PCR

Komponente Menge

10XPuffer (inkl. 15mM MgCI2) 0,625ul

dNTPs (10mM) 0,25ul

MgCl2 (25mM) 0,325ul
Primer-Mix (Plex, 0,5uM) 1ul
HotStar Tag DNA-Polymerase (5U/ul) 0,1ul

DNA 16ng (eingetrocknet)
Destilliertes Wasser Ad 5pl
Tabelle 11 Temperaturprogramm einer Multiplex-PCR
Reaktionsphase Temperatur Zeit Zyklen

initiale Denaturierung 95°C 15 min 1

Denaturierung 95°C 20 sec
Annealing 56°C 30 sec 45

Elongation 72°C 1 min
finale Elongation 72°C 3 min 1
Abkihlung 12°C unendlich 1

Nach der Multiplex-PCR wurden die PCR-Produkte anschlieBend mit Schrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) verdaut, welche die lberschiissigen dNTPs entfernte, die sonst bei der

Einzelbasen-Verldngerungsreaktion (engl. single-base extension, SBE) stéren kdnnten. Der
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Reaktionsansatz und das Temperaturprogramm des SAP-Verdaus sind in den Tabellen 12 und

13 dargestellt.

Tabelle 12 Reaktionsansatz des SAP-Verdaus

Komponente Menge
Multiplex-PCR Produkt Sul
10XSAP-Puffer 0,17ul
SAP (1U/ul) 0,3ul
Destilliertes Wasser Ad 5ul

Tabelle 13 Temperaturprogramm des SAP-Verdaus

Reaktionsphase Temperatur Zeit
Verdau 37°C 40 min
Inaktivierung 85°C 5 min
Abkihlung 12°C unendlich

Nach dem SAP-Verdau wurde die Einzelbasen-Verlangerungsreaktion (engl. single-base
extension, SBE) durchgefiihrt, indem der UEP-Mix (engl. unextended primer, UEP) und
Didesoxynukleotide (ddNTPs) auf die 384-er Platte gegeben wurden. Anhand der Assay Design
Suite Software wurden ebenfalls die UEPs ermittelt, die alle eine unterschiedliche Masse
haben. Die UEPs hybridisierten mit ihrem Hydroxyl-Ende direkt an die erste Position neben
dem SNP, wodurch es zur Verlangerung mit einem ddNTP und zu den Genotyp-spezifischen
Massendifferenzen kommt. Die ddNTPs dienten dhnlich der Sequenzier-Reaktion in der
Sanger-Sequenzierung als Terminatoren, dadurch, dass die Hydroxylgruppe nicht mehr an
eine Carboxylgruppe bindet. So wurde die Reaktion nach der Verlangerung von einer Base
nach dem SNP abgebrochen. Fir die SBE-Reaktion wurden die UEPs aufgrund der
unterschiedlichen Massengruppen in vier unterschiedlichen Konzentrationsgruppen (7uM,
9,3uM, 11,6uM, 14uM) eingeteilt. Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Vorwarts-,

Riickwarts- und UEP-Primer, sowie die im Plex vorhandenen Komponenten, finden sich in
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Appendix A2. Der Reaktionsansatz fiir die SBE und das verwendete Temperaturprogramm sind

in Tabelle 14 und Tabelle 15 dargestelit.

Tabelle 14 Reaktionsansatz der SBE-Reatkion

Komponente Menge
Multiplex-PCR Produkt (nach SAP-Verdau) 7ul
UEP-Mix 0,94ul
10XiPLEX Gold Puffer 0,2ul
iPLEX Termination Mix 0,2ul
iPLEX Gold Enzym 0,041pl
Destilliertes Wasser Ad 9ul

Tabelle 15 Temperaturprogramm der SBE-Reaktion

Reaktionsphase Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 94°C 30 sec 1
Denaturierung 94°C 5 sec 1
Annealing 56°C 5 sec 45
Elongation 72°C 5 sec °
finale Elongation 72°C 3 min 1
Abkihlung 12°C unendlich 1

Um storende Kationen aus dem Reaktionsansatz fiir die massenspektrometrische Analyse zu
beseitigen, wurde ein lonenaustauscher-Harz (clear resin) benutzt (Oeth et al., 2005). 6mg des
Harzes wurden in jede Vertiefung einer speziell dafir vorgesehenen 384er Platte
ausgestrichen und fir mindestens eine Stunde getrocknet. Zuerst wurden je 16ul Millipore-
Wasser zur Reaktion hinzupipettiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von trockenem
Harz Uber einen Inonenaustausch entsalzt. Hiernach wurde der Reaktionsansatz fiir sieben
Minuten langsam rotiert und anschlieRend bei 4000 rpm fiir sieben Minuten zentrifugiert.
Danach wurden 15nl der jeweiligen Multiplex-Reaktion aus der Platte mittels eines
Nanodispensers unter Verwendung der SpectroPoint Software auf einen SpectroCHIP
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Uberfihrt. Auf dem Chip sind genau 384 Matrixspots mit Hydroxypicolinsdure besetzt.
Zusatzlich wird ein Kalibrant gespottet, der drei Oligonukleotide bekannter Grof3e enthalt, um
das Gerat initial zu kalibrieren. Anschliefend wurde die MALDI-ToF-MS-Analyse im Sequenom-

Analysegerat durchgefiihrt.

Ein kurzer Impuls durch einen UV-Laser unter Vakuum ionisiert dabei jede Probe und fiihrt
dazu, dass sich ionisierte Proben aus der Matrix I6sen. Die ionisierten Proben werden durch
ein elektrisches Feld beschleunigt und wandern im Flugrohr Richtung Kathode. Ihre Flugzeiten
(engl. time of flight, TOF) sind abhangig von ihren Massen und werden dabei durch den
lonendetektor erfasst. Die Analyse der Probe mit einer Masse zwischen 4.500 und 9.000
Dalton wurde Uber den MassARRAY Compact Analyzer durchgefiihrt, welcher fiir jede Probe

ein Massenspektrum erstellt.

5.4.7 Genotypisierung mittels lllumina

AuBer Sequenom wurde die Infinium BeadArray Plattform der Firma Illumina fir die
Genotypsierung  verwendet.  Mittels  lllumina  Arrays erlauben  genomweite
Assoziationsstudien und die Detektion von Kopienzahlveranderungen. Hierbei ermittelt man
durch eine allelspezifische Einzelbasenverlangerung den Genotyp des einzelnen SNP
(Steemers et al., 2006). Um zu genotypisieren, wurden BeadChips verwendet. Auf den Chips
sind groRe Siliziumkugeln, die sogenannten Beads, mit einer GroRe von 3um. Der BeadArray
basiert auf einer direkten Hybridisierung von genomischer DNA der Patienten an 50bp lange,
markerspezifische Sonden (Steemers et al., 2006). Auf dem Chip befindet sich jeder Bead an
einer bestimmten Stelle und an jeden Bead koppelt nur die Sonde fiir einen spezifischen
Marker (SNP). Ein SNP-spezifischer Bead ist im Mittel 20mal auf einem Chip vorhanden
(Gunderson et al., 2004). Jeder Bead ist zusatzlich zur jeweiligen SNP-spezifischen Sonde mit
einer einmaligen Sequenz zur ldentifikation gekennzeichnet. Die Auswahl der SNPs wurde
unter Bericksichtigung des HapMap-Projektes und dem 1.000-Genome-Projekt von lllumina

vorgenommen.

Die Genotypisierung mittels lllumina Arrays wurde nach Herstellervorgaben durchgefiihrt und
bestand aus vier Schritten: (i) Amplifikation des ganzen Genoms, (ii) Array-basierte
Hybridisierungserfassung, (iii) enzymatische allelspezifische Primerverlangerung (engl.
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enzymatic allele-specific primer extension, ASPE), (iv) Detektion des amplifizierten Signals.

Insgesamt dauert dieses Verfahren drei Tage.

Zunachst wurde eine Verdiinnung von 50ng/ul (insgesamt 500ng) der genomischen DNA jedes
Patienten als Vorbereitung hergestellt. Am ersten Tag wurde die Amplifikation der DNA
durchgefiihrt, um qualitativ hochwertige Genotypisierungsdaten zu bekommen. Am zweiten
Tag wurde zunéchst die amplifizierte DNA enzymatisch fragmentiert, anschlieBend gefallt und
neu gelost. Schlielllich wurde die behandelte DNA an die Sonden der Beads spezifisch
hybridisiert. Die Sequenzen der Sonden unterscheiden sich jeweils nur in der letzten Base vor
dem zu untersuchenden Marker. Am dritten Tag erfolgten die letzten zwei Schritte. Die
BeadArrays wurden zuerst gewaschen und eine Einzelbasenverldngerung mit einer Farbung
wurde durchgefihrt. Anschliefend wurden die fertig prozessierten Chips mittels des iScan

Scanners von lllumina ausgelesen.

Ein Antikorper Sandwich-Assay wurde durchgefiihrt, damit die zu messende Fluoreszenz der
SNPs verstarkt wurde. Die ddNTPs waren mit zwei verschiedenen Chemikalien markiert:
ddCTPs und ddGTPs mit Biotin, ddATPs und ddUTPs mit DNP (2,4-dinitrophenol). Die Hapten-
markierten ddNTPs wurden effizient durch Polymerase eingebaut und erlaubten den
Nachweis mit einem zweifarbigen, orthogonalen, mehrschichtigen immunhistochemischen
Sandwich-Assay (Steemers et al., 2006). Biotin und DNP wurden mit einer Kombination von
Alexa555-markiertem Streptavidin (SA) und Alexa647-markiertem Primarantikérper aus
Kaninchen gegen DNP angefarbt. Des Weiteren erfolgte die Gegenfarbung mit biothinyliertem
Anti-SA und DNP-markiertem Ziegen-anti-Kaninchen-Sekundarantikorper. Um eine optimale
Sensitivitat zu erhalten, wurde eine weitere Runde der Sandwichfarbung fir Biotin und DNP
durchgefiihrt. Zum Schluss wurden die BeadArrays mittels eines iScan Scanner von Illumina
ausgelesen und mittels der GenomeStudio Software wurden die Genotypisierungsdaten

ausgewertet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die HumanOmniExpressExome-8 v1.2 und v1.3 Arrays
verwendet. Der HumanOmniExpressExome-8 v1.3-BeadArray enthalt zusatzlich 4.854 Marker
im Vergleich zum HumanOmniExpressExome-8 v1.2-BeadArray, da die SNP-Arrays
kontinuierlich weiterentwickelt werden. Die neuere Generation von BeadArrays enhilt jeweils

eine groRere Anzahl Marker.
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5.4.8 Whole-Exome Sequencing (WES)

Das Whole-Exome Sequencing (WES) besteht aus Erfassung, Sequenzierung und Analyse aller
Exons aller Protein-kodierenden Gene im menschlichen Genom. Anstatt des gesamten
Genoms konzentriert sich WES nur auf die etwa 30 Millionen Basenpaare, die in funktionelle
Proteine umgesetzt werden, in denen Mutationen aller Wahrscheinlichkeit nach eine schwere
direkte phanotypische Konsequenz haben (Bertier et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit
wurden WES von 30 Trios mit EA/TEF mit Hilfe des CCG K&ln (Cologne Center for Genomics)

durchgefiihrt.

Exonische und benachbarte intronische Sequenzen wurden aus genomischer DNA mit dem
NimbleGen SeqCap EZ Human Exome Library v2.0 angereichert. WES wurde unter
Verwendung eines 2x100bp-Paired-End-Leseprotokolls (Protokoll v1.2) aufgrund der
Empfehlungen des Herstellers mittels eines Illlumina HiSeq2000-Sequenzers in Kéln am CCG
durchgefiihrt. Die primdren Rohdaten wurden nach Signalreinheit durch die [llumina Realtime
Analysis (RTA) Software v1.8 gefiltert. AnschlieBend wurden die Reads auf das menschliche
hg19-Referenzgenom mittels des Algorithmus bwa-aln abgebildet (Li and Durbin, 2009; Zhang
et al., 2016). Die duplizierten Reads wurden mit Hilfe der Software GATK v1.6 fir die lokale
Neuausrichtung auf kurze Insertionen und Deletionen markiert, die Qualitatswerte der Basen
neukalibriert, sowie die SNVs (engl. single-nucleotide variants) und Indels (engl. insertions and
deletions) detektiert (Kawalia et al., 2015; McKenna et al., 2010). Die Skripte, die im CCG KoIn
entwickelt wurden (unvero6ffentlicht), wurden verwendet, um die Allelfrequenzen, die von der
ESP6500-Datenbank [Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP),
Seattle, WA (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)] berichtet wurden, zu erfassen und die
Veranderungen in der Proteinstruktur zu detektieren. Mutationen in den Akzeptor- und
Donor-Spleisstellen wurden mit einem Maximum-Entropy-Modell analysiert (Yeo and Burge,
2004). Mittels der Software DeNovoGear v.0.5.1 wurden die potenziellen de novo Mutationen

in den Trios untersucht (Ramu et al., 2013; Zhang et al., 2016).
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5.4.9 RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)

In dieser Arbeit wurde die RNA-Sequenzierung fiir die Transkriptom-Analyse mit Hilfe des
QuantSeqg 3’ mRNA-Seq Library Prep Kit (Lexogen) nach den Herstellerangaben durchgefiihrt.
Hierbei wurde fiir jedes Transkript nur ein einzelstriangiges spezifisches Fragment zur

Sequenzierung am 3‘-Ende der PolyA-RNA generiert.

Als Ausgangsmaterial wurden 200ng gesamt-RNA von Mausen verwendet und eine
Amplifikation mit 13 PCR-Zyklen durchgefiihrt. Die Qualitatskontrolle erfolgte mittels einer
TapeStation2200 (Agilent), um zu (iberprifen, ob alle Proben die minimale RNA-Konzentration
von 2nmol/l Giberschritten hatten. Die Sequenzierung wurde im HiSeg2500 (Illumina) auf dem
Rapid-Run-Modus mit V2 Chemikalien (lllumina) und zwei technischen Replikaten der Probe
durchgefiihrt. Nach dem Demultiplexen mittels bcl2fastq (lllumina) wurde die webbasierte
Software FastQC v0.11.4 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/) verwendet,
um die Qualitdt der FASTQ-Daten zu kontrollieren. Das Alignment der Reads erfolgte mithilfe
des Algorithmus Subread v1.5.1 (http://subread.sourceforge.net/) gegen die primare
Assemblierung des murinen Referenzgenoms GRCm38 (Liao et al., 2013). Die Zdhlung der
Reads wurde anschlieBend mittels featureCounts v1.5.1 und der Ensembl-Gen-Annotation

(Release 88) durchgefiihrt (Liao et al., 2014).

5.5 Bioinformatische Methoden

5.5.1 GenomeStudio (GS)

Um die Daten, die mittels lllumina SNP-Arrays generiert sind, zu visualisieren und analysieren,
steht GenomeStudio 2.0.2 (Genotyping module 2.0.2, lllumina) zur Verfligung. Mithilfe des
Genotypisierungsmoduls im GenomeStudio werden Analysen hinsichtlich des Verlustes der
Heterozygotie (engl. loss of heterocygosity, LOH) und von Kopienzahlveranderungen (CNVs)

moglich.

Fir jeden SNP-Marker ergibt das zweifarbige Auslesen des Infinium HD Assays die
Intensitatswerte, die in jedem der beiden Farbkanale (zwei Allele, A-Allel und B-Allel)
gemessen werden. Das A-Allel entspricht den rot markierten Nukleotiden A oder T, wahrend

das B-Allel die Nukleotide C oder G griin erfasst. Die Polartransformation dieser Daten liefert
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normalisierte Intensitatswerte ® und allele Intensitatsverhéltnisse (8) (Guo et al., 2014). Diese
Parameter kdonnen im GenomeStudio als Genoplot visualisiert werden. Dariber hinaus
werden solche Werte verwendet, um zwei Metriken fir jeden SNP-Marker in einer Probe zu
berechen, damit die Genotypen der SNPs ermittelt und die Kopienzahlen abgeschatzt werden
konnen. Mittels GenomeStudio werden Plots aller SNPs fiir die B-Allel Frequenz (BAF) und das

Log R Ratio (LRR) generiert, und so die Kopienzahlveranderungen ermittelt.

B-Allel Frequenz (BAF)

Die BAF zeigt die Genotypinformation eines untersuchten Markers einer Person und ermittelt
den Thetawert fiir jeden Marker einer Probe, welcher fir die Position dieser Probe innerhalb
des Clusters korrigiert ist. Die Positionen innerhalb des Clusters wurden von einer groRen
Menge gesunder Individuen generiert. Mithilfe der BAF ist es einfacher, verglichen mit dem
Thetawert, die Genotypdaten aller SNPs innerhalb einer chromosomalen Region zu
visualisieren, da die BAF wenigere Locusvariationen als der Thetawert flir eine untersuchte
Probe darstellt. Die Transformation des Thetawertes zu den Allelfrequenzen (Tabelle 16)
ermoglicht  verbesserte  Messungen und eine  bessere  Visualisierung  der

Kopienzahlveranderungen.

Tabelle 16 Transformierung des Thetawertes zur BAF

BAF Bedingungen
0 Wenn Thetawert < tAA
0,5*(Thetawert-tAA)/(tAB-tAA) Wenn Thetawert < tAB
0,5+0,5*(Thetawert-tAB)/(tBB-tAB) Wenn Thetawert < tBB
1 Wenn Thetawert > tBB

tAA: durchschnittlicher Thetawert aller Proben mit dem Genotyp AA im Cluster nach der Normalisierung;
tAB: durchschnittlicher Thetawert aller Proben mit dem Genotyp AB im Cluster nach der Normalisierung;
tBB: durchschnittlicher Thetawert aller Proben mit dem Genotyp BB im Cluster nach der Normalisierung.

Die BAF variiert zwischen 0 und 1. Bei Homozygotie zeigt die BAF entweder 0 oder 1. Bei
Autosomen kann die BAF 0, 0,5 oder 1 betragen. Eine intermedidre BAF tritt bei einem Allel-
Ungleichgewicht auf. Mittels BAF wird die relative Intensitdtsqualitat eines Allels im Vergleich
zum anderen Allel indiziert (Attiyeh et al., 2009).
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Log-R-Ratio (LRR)

Das LRR (loga(Rgemessen/Rreferenz) basiert auf den normalisierten Intensitdtsdaten und
bezeichnet das Verhdltnis des log,-Wertes des normalisierten R-Wertes eines SNP zu dem
normalisierten R-Wert einer Referenzprobe von lllumina (Peiffer et al., 2006). Ein LRR von 0
indiziert, dass die gemessene Intensitat einer Probe gleich dem Wert der Referenzprobe ist.
Ein LRR kleiner (groRer) als O impliziert eine niedrigere (héhere) Intensitat der gemessenen

Probe verglichen zur Referenzprobe von Illumina.

CNV Detektion in GenomeStudio

Mittels der obengenannten Parameter BAF und LRR ermittelt man die Kopienzahl eines DNA-
Abschnittes der zu untersuchenden Probe. Auf den Autosomen liegen die Gene in zwei Kopien
im Genom vor. Betragt die Kopienzahl eines Genabschnittes einer Probe zwei im Vergleich zur
Referenzprobe, liegen die BAF bei 0, 0,5 oder 1 und es ergibt sich ein LRR-Wert von null. Die
Abbildung 9 zeigt exemplarisch eine Darstellung von Chromosom 3 eines Patienten ohne
Kopienzahlveranderungen im GenomeStudio. In dieser Studie erfolgte keine Analyse der

Geschlechts-Chromosomen.

. GT Samples DEOSARMUKBD101285 [75] (1pxI=135KB)

GT Samples DEO9ARMUKBD101286 [79] (1pxI=135KB)

022.1 v s WDA43H-1 L At 0 D123 b

Abbildung 9 Beispiel fiir die Darstellung von Chromosom 3 eines Patienten ohne
Kopienzahlverdnderungen im GenomeStudio (oberer Teil: BAF, unterer Teil: LRR). Jeder blaue Punkt stellt
einen Marker da. Das hier dargestellte LRR liegt bei einem Wert von null und deutet darauf hin, dass die
gemessene Intensitdt eines Markers einer Probe identisch zur gemessenen Referenzprobe ist. Die BAF zeigt
hierbei drei verschiedene mogliche Genotypen und weist um 0.0 oder 1.0 den Genotyp AA oder BB und um
0.5 den Genotyp AB auf.
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Eine reduzierte Kopienzahl eines DNA-Abschnittes und reduzierte Intensitdt der analysierten
Marker weisen auf eine Deletion in einer Probe hin, wobei das LRR kleiner als 0 ist. Die BAF
bei einer heterozygoten Deletion betragt entweder 0 oder 1 (Abb.10). Bei einer homozygoten
Deletion zeigt sich eine deutlich reduzierte Intensitat aller Marker und ein noch kleineres LRR.
Theoretisch diirfte keine BAF fir diesen DNA-Abschnitt vorliegen, allerdings weist die BAF
zufédllig 0 oder 1 bei der homozygoten Deletion auf, weil die markerspezifischen Beads

teilweise ohne hybridisierte DNA eingefdrbt werden und es so zu einem Artefakt kommt.

GT Samples DES4ARMUKBD100823 [62] (1pxI=78KE) 1
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P M i 133 WK e 2e i L 211 il a21.31 e 02133 [—— Q311 o313 RN o351 o303 )

Abbildung 10 Beispiel fiir die Darstellung von Chromosom 13 eines Patienten mit einer heterozygoten
Deletion im GenomeStudio (oberer Teil: BAF, unterer Teil: LRR). Jeder blaue Punkt représentiert einen
Marker. Die kleine heterozygote Deletion ist rot markiert.

Bei einer Duplikation erhoht sich die Anzahl des DNA-Abschnittes einer Probe verglichen mit
einer Referenz und das LRR (grofRer als 0) steigt durch eine erh6hte Intensitédt der in der Region
liegenden Marker. Abbildung 11 zeigt ein Beispiel fir eine Duplikation eines
Chromosomenabschnittes von einem Patienten, wobei die BAF resultierend aus einer
theoretischen Verteilung der zu erwarteten Genotypen um 0 oder 1 fir die Genotypen AAA
und BBB, um 0,33 und 0,67 fiir die Genotypen AAB und ABB aufweist. Bei einer Multiplikation
ist die Kopienzahl deutlich groRer als bei einer Duplikation und weist mehrere Kombinationen

der Genotypen mit entsprechenden BAFs auf.

GT Samples DEOSARMUKED100370 [75] (1pxI=53KE)
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Abbildung 11 Beispiel fiir die Darstellung von Chromosom 18 eines Patienten mit einer Duplikation
(rotmarkiert) im GenomeStudio (oberer Teil: BAF, unterer Teil: LRR). Jeder blaue Punkt représentiert einen
analysierten Marker.
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5.5.2 Detektion der CNVs aus genomweiten SNP-Arrays mittels QuantiSNP

Es ist aufwendig, alle CNVs der untersuchten Patienten im GS visuell zu beurteilen. AuBerdem
lassen sich kleine CNVs als auch ihre exakte GroRBe nicht vollstandig beurteilen. Daher war ein

Computeralgorithmus fir die systematische Identifizierung dieser CNVs erforderlich.

Bisher wurden verschiedene ,Software Tools” entwickelt, um die in mittels SNP-Arrays
erhobenen CNVs zu detektieren. Basierend auf den zugrundliegenden mathematischen
Methoden lassen sich diese Programme in zwei Gruppen unterteilen, die entweder auf die
Anwendung eines Hidden Markov Modells (HMM) oder der Nutzung eines
Segmentierungsalgorithmus beruhen. HMM-basierten Methoden zielen darauf ab, verdeckte
Kopienzahlzustande entlang einer Markov-Kette vorherzusagen, wahrend
Segmentierungsalgorithmen die Chromosomen in Segmente aufteilen und versuchen jedem

Segment einen Kopienzahlzustand sinnvoll zuzuordnen (Nutsua et al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Algorithmus QuantiSNP verwendet, um die
Kopienzahlveranderungen mittels [llumina SNP-Arrays zu identifizieren. QuantiSNP basiert auf
dem ,,objektive Bayes Hidden Markov Modell“ (OB-HMM) und ist speziell fir die Detektion
der Regionen mit Kopienzahlveranderungen mittels BeadArray™ Genotypisierungsdaten im
Hinblick auf das LRR und die BAF jedes SNP ausgerichtet (Colella et al., 2007). Mittels
QuantiSNP wird ein LogBayes-Faktor (logB) jeder Region mit der Kopienzahlverdnderung
zugeordnet. Der logB ermittelt eine Wahrscheinlichkeit fur die Effektstarke aus den Daten fir
das Vorhandensein einer Kopienzahlvariante in einer Region verglichen zur Nullhypothese
bzw. dass keine Variante in der Region vorliegt. Je groRer der logB ist, desto starker ist der
Beweis flir die Existenz einer Kopienzahlvariante. Die QuantiSNP-Version 2.0
(https://sites.google.com/site/quantisnp/) schlagt als Schwellenwert einen logB Wert von
mindestens 30 vor, um eine moglichst niedrige Falsch-Positiv-Rate (<1%) zu erhalten.
Konsekutiv erh6hen Schwellenwerte zwischen 10 und 30 die Wahrscheinlichkeit kleinere
CNVs zu detektieren, allerdings unter Inkaufnahme einer steigenden Falsch-Positiv-Rate (bis
zu 10%). Kopienzahlveranderungen mit einem logB kleiner als 10 sind fraglich und werden
vom Programmbhersteller nicht empfohlen. In dieser Arbeit wurde, basierend auf den
Erfahrungen der eigenen AG, ein Schwellenwert von logB 30 festgesetzt, um so die Falsch-

Positiv-Rate an detektierten CNVs moglichst gering zu halten.
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5.5.3 Cartagenia Bench Lab CNV

Die Software Cartagenia Bench Lab CNV ist eine webbasierte Datenverwaltungsplattform, um
die beobachteten strukturellen genomischen Varianten und phéanotypische Daten zu
speichern, zu visualisieren und zu interpretieren. Auf dem Server der Humangenetik in Bonn
steht diese Software zur Verfligung. Die Software Cartagenia Bench Lab CNV ist mit
verschiedenen Datenbanken vernetzt, einschlieRlich der Ensembl-Datenbank, der DGV-
Datenbank usw., damit eine Verarbeitung der erhobenen QuantiSNP-Daten halbautomatisch
durchgefiihrt werden kann. Nach dem Hochladen der QuantiSNP-Daten erlaubt das Programm
die detektierten CNVs mit eigenen, dem biologischen Modell angepassten Filterkriterien

weiter zu bearbeiten.

5.5.4 Filterkriterien der CNV-Analyse

Um bei der Analyse der CNVs falsch-positive Befunde zu vermindern und polymorphe CNVs
zu entdecken, ist die Auswahl der Filterkriterien zwingend notwendig. In diesem Kapitel
werden die Filterkriterien fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten CNV-Analysen beschrieben

und in der Abbildung 12 dargestellt.
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Genomweite Genotypisierungsdaten

Qualitatskontrolle in GS

Berechnung der CNVs mittels QuantiSNP

Filterkriterien in Cartagenia Bench Lab CNV
logB Anzahl der Marker Geninhalt Grole DGV HNR-Kontrolle

Visuelle Kontrolle in UCSC Genombrowser und GS

Verifikation der CNVs

Datenbank- und Literaturrecherche zur Beurteilung der CNVs

Abbildung 12 CNV-Filterschritte von der Genotypisierung bis zur Verifikation.

Zunachst wurden die Genotypisierungsdaten mittels HumanOmniExpressExome-8 v1.2 und
v1.3 von der Firma lllumina erhoben. Im Folgenden wurde eine Qualitatskontrolle im GS
durchgeflihrt. Eine Call-Rate steht hier fiir die Qualitat der Genotypisierungsdaten und wurde
im GS fiur jede Probe ermittelt. Die Proben, die eine Call-Rate kleiner als 95% aufweisen,
wurden von der Analyse der CNVs ausgeschlossen, da weniger als 95% der Marker erfolgreich
fir diese Proben genotypisiert waren. Nach der Qualitatskontrolle im GS wurde ein Endbericht

flr QuantiSNP generiert.

Bei der Filterung in QuantiSNP wurden der Wert logB und Anzahl der Marker bertiicksichtigt.
Wie oben beschrieben, wurde der Wert logB um 30 festgesetzt, um die Falsch-Positiv-Rate zu

reduzieren. Die Anzahl der CNV-beinhaltenden Marker wurde in dieser Arbeit mit 5
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angenommen, d.h. um einen CNV beurteilen zu koénnen, sollten mindestens finf

aufeinanderfolgende Marker sicher typisiert sein.

Die von QuantiSNP erhobenen CNV-Daten wurden in Cartagenia Bench Lab CNV fiir weitere
Filterschritte hochgeladen. Hierbei wurden zunachst nochmal der Wert logB um 30 und die
Anzahl der Marker auf mindestens finf eingestellt. Des Weiteren wurden Geninhalt und
GrolRRe der CNVs beachtet, und schliefSlich wurden die erhobenen CNVs gegen HNR-Kontrollen
gefiltert. Dabei kann es sein, dass dieselbe Anzahl an Markern physikalisch unterschiedlich
grofRe genomische Bereiche beschreiben. Dies ist dadurch zu erklaren, dass manche Regionen
eine grofRe Anzahl an informativen Markern in enger physikalischer Ndhe zueinander
beinhalten und wiederum andere Regionen nur wenige informative Marker in enger
physikalischer Ndhe zueinander beinhalten. Ziel der CNV-Analyse war es, CNVs zu detektieren,
die kodierenden Abschnitte, also Gene, beinhalten. Daher wurden die CNVs, in denen keine
Gene vorliegen, ausgefiltert. Darliber hinaus wurden die zu untersuchenden CNVs mit den
vorhandenen CNVs in Core DGV Raw Feb-13 verglichen (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home).
Folgende CNVs wurden ausgefiltert: (i) CNVs, die komplett mit einem CNV aus DGV
Uberlappten, (ii) CNVs die partiell mindestens dreimal mit in DGV aufgefihrten CNVs
Uberlappten, (iii) CNVs, die in Regionen kartierten, welche bereits als benigne bei Cartagenia
Bench Lab CNV klassifiziert wurden. Nach dem Vergleich mit den CNVs in DGV wurden alle
verbleibenden CNVs gegen die verfligbare Kontrollkohorte (HNR-Kontrolle) gefiltert. Nur die
CNVs, die keine physikalische Uberlappung mit den CNVs von HNR-Kontrollen aufwiesen,

wurden fiir weitere Filterschritte und Analysen aufgenommen.

Alle verbleibenden CNVs wurden mittels UCSC Genombrowser und GS visuell inspiziert. Die
CNVs, die nicht in kodierenden Regionen lagen und nur mit vereinzelten Markern (n < 5)

abgedeckt waren, wurden in diesem Schritt ausgegrenzt.

Alle verbliebenen putativen CNVs wurden abschlieBend mittels gPCR validiert. Die
verifizierten CNVs wurden hinsichtlich der Funktionen und Expressionen der Gene, die in den
Regionen der CNVs vorliegen, sowie der bekannten krankheitserzeugenden CNVs in

vergangenen CNV-Studien als pathogen oder benigne beurteilt.
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5.5.5 Analyse der Exom-Daten mittels VARBANK

Fur die Analyse der Exom/Genom-Daten wurde von Herrn Holger Thiele im CCG KéIn die
Software Varbank entwickelt, die durch einen Webbrowser erreichbar ist und die
grundsatzlichen Annotationen sowie die Filterfunktionen zur Verfligung stellt. Daher wurden
alle in der Arbeit analysierten Exom-Daten nach Absprache mit Herrn Thiele mittels der

Varbank gefiltert und analysiert.

Die Varbank (unveroffentlicht, https://varbank.ccg.uni-koeln.de) wurde verwendet, um die
Exom-Daten zu filtern. Dabei kdnnen durch die Varbank seltene (MAF < 0,005) Varianten oder
de novo Varianten (die A-posteriori-Wahrscheinlichkeit einer de novo Mutation, engl.
posterior probability of a de novo mutation, PP_DNM > 0,5) sowie die Varianten, welche die
Proteinstruktur oder die Spleillstelle beeinflussen gefiltert werden. AuBerdem wurden die
Varianten gegen eine interne Datenbank gefiltert, die alle Varianten von 511 Exomen von
Patienten mit Epilepsie enthalt, um Pipeline-bezogene Artefakte auszuschlieRen. Die nach den
Filterschritten verbleibenden Varianten wurden visuell in der Varbank inspiziert. SchlieBlich

wurden alle Varianten, die alle Filterkriterien erfiillten, mittels Sanger-Sequenzierung validiert.

5.5.6 dbNSFP zur Interpretation der detektierten Varianten

dbNSFP ist eine Datenbank, die fir die funktionale Vorhersage und die Annotation aller
potentiellen nicht-synonymen Einzelnukleotidvarianten (engl. non-synonymous single-

nucleotide variants, nsSNVs) im menschlichen Genom entwickelt wurde.

Die aktuelle Version von dbNSFP ist auf der GENCODE-Version 22 / Ensembl-Version 79
abgelegt und umfasst insgesamt 83.422.341 nsSNVs und ssSNVs (engl. splicing-site SNVs). Die
Version beinhaltet Pradiktionswerte aus 20 verschiedenen Pradiktionsalgorithmen
einschlielllich ~ SIFT,  Polyphen2-HDIV, Polyphen2-HVAR, LRT, MutationTaster2,
MutationAssessor, FATHMM, MetaSVM, MetalR, CADD, VEST3, PROVEAN, FATHMM-MKL
coding, fitCons, DANN, GenoCanyon, Eigen coding, Eigen-PC, M-CAP, REVEL und MutPred. Des
Weiteren beinhaltet die aktuelle Version von dbNSFP 6 Konsenvierungswerte (PhyloP x 2,
phastCons x 2, GERP++ und SiPhy) und weitere relevante Angaben einschlieBlich Allel-
Frequenzen, die in den Daten aus 1000 Genomes Projekt Phase 3, UK10K-Kohorten, ExAC

Konsortium und NHLBI Exome Sequenzierungsprojekt ESP6500 beobachtet wurden. Zudem
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beinhaltet die aktuelle Version von von dbNSFP verschiedene Gen-IDs aus unterschiedlichen
Datenbanken, die Funktionsbeschreibung und Expressionsdaten von Genen, sowie

Geninteraktionsinformationen usw. (Liu et al., 2011, 2016).

Die Pradiktion der Varianten, die durch WES oder Sanger-Sequenzierung entdeckt wurden,
wurden mittels dbNSFP durchgefiihrt. dbNSFP konnte kostenlos aus dem Internet
(https://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP) heruntergeladen und lokal gespeichert
werden. Mittels der Befehle in der Eingabeaufforderung wurden die Varianten (nsSNVs und
ssSNVs) intepretiert. Die Varianten wurden letztendlich nach der Klassifikation der ,ACMG
(American  College of Medical Genetics and Genomics) Standards and

Guidelines” vorgenommen (Richards et al., 2015).

5.5.7 Transkriptom-Analyse mittels R

Die Daten, die mittels RNA-Sequenzierung erhoben wurden, wurden in der Software R mit
Hilfe von edgeR v3.16.5 und limma v3.30.13 fiir die Transkriptom-Analyse analysiert (Ritchie
et al., 2015; Robinson et al.,, 2010). Die murinen Gen-IDs wurden mithilfe des Ensembl-
BiomaRt-R-Paketes in humane Gen-IDs Ubersetzt (Durinck et al., 2005, 2009). Das Berechnen
der Reads von technischen Replikaten erfolgte mit diesem Programm und die Daten wurden
mittels der ,edgeR’s Trimmed-Mean of M-values, TMM*“ Methode und der limma-Vomm-
Methode normalisiert. Der Zeitpunkt der Dissektion wurde als Variante fir das
Regressionsmodell verwendet. Die Regressionsanalyse wurde mit Hilfe von limma-ImFit und
der eBayes-Methode, sowie der Treat-Methode mit einem Logfoldchange durchgefiihrt. Die

Bilder von Heatmaps wurden mittels des pheatmap-Paketes v1.0.8 generiert (Kolde, 2015).
eBayes

eBayes ist eine Methode, um differentiell exprimierte Gene zu bestimmen, und entspricht
sozusagen dem Test flir nominale Signifikanz. Der Mittelwert und die Abweichung der
Genenexpression wurden auf der Grundlage eines empirischen Bayes-Rahmens eingeschatzt
und die Signifikanz der Differenzierung nach dem empirischen Bayes bestimmt (Niemi et al.,

2015; Smyth, 2004).

64



5 Methoden

Treat (threshold)

,Treat” ermoglicht es, die Hypothese zu lberprifen, dass der mit differentieller Expression
assoziierte P-Wert eines Experimentes grofRer als ein gegebener Schwellenwert ist (McCarthy

and Smyth, 2009).

5.6 Zellenabstammungsanalyse in Mausembryonen

Die Zellenabstammungsanalyse wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Gen Yamada
(Abteilung fur Entwicklungsgenetik, Medizinische Universitat Wakayama, Japan) in den
Mausembryonen durchgefiihrt, um die Einfliisse der zu untersuchenden Kandidatengene bei

der Entwicklung eines fehlgebildeten urogenitalen Gewebes zu klaren.

5.7 Whole-mount in-situ-Hybridisierung (WISH)

Die Whole-mount in-situ-Hybridisierung (WISH) wurde von der Arbeitsgruppe von Prof.
Benjamin Odermatt (Institut fliir Anatomie, Universitdt Bonn, Deutschland) nach
Standardprotokollen (Thisse and Thisse, 2008) durchgefiihrt, um die Genexpression im
krankheitsrelevanten urorektalen Gewebe in Zebrafischen nachzuweisen. Die Sonden, die
speziell an die gezielte mRNA der zu untersuchenden Kandidatengene hybridisierten, wurden

speziell fir die WISH in den Zebrafischen hergestellt.
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6 Ergebnisse

6.1 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex

(BEEK)

6.1.1 Replikationsstudie bei Patienten mit klassicher Blasenekstrophie (KBE)

In unserer vorherigen zweiten GWAS-Studie von 110 KBE-Patienten und 1.177 Kontrollen mit
europaischer Herkunft wurde eine genomweit signifikante Region auf Chromosom 5qg11.1-
g11.2 identifiziert (Draaken et al., 2015). Diese Region beinhaltet das Gen ISL1. Viele Marker
in dieser Region waren mit KBE assoziiert, darunter waren 84 genomweit signifikante Marker
(Draaken et al., 2015). Eine nachfolgende Meta-Analyse von Daten aus unserer ersten GWAS-
Studie von 98 KBE Patienten und 526 Kontrollen mit europdischer Abstammung und der
zweiten GWAS-Studie implizierte ebenfalls den 5911.1-g11.2 Locus als Risikolocus fir KBE (s.
Abb. 13) ( Reutter et al., 2014b; Draaken et al., 2015; Zhang et al., 2017a). In dieser Meta-
Analyse waren insgesamt 138 Marker in dem Locus 5g11.1-q11.2 genomweit signifikant (s.
Abb. 14) (Draaken et al., 2015). Keine anderen Marker erreichten das genomweite

Signifikanzniveau.
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Abbildung 13 Genomweite Assoziationsstudie in Patienten mit klassicher Blasenekstrophie. Die
Assoziation der SNPs ist als ,—logio(p)“ gegen die chromosomale Position grafisch dargestellt. Auf der Y-
Achse finden sich die negativen log;q P-Werte der logistischen Regression fiir SNPs aus der Meta-Analyse,
die der Qualitatskontrolle entsprachen. Die Chromosomen sind in wechselnden Farben entlang der X-Achse
dargestellt. Das genomweite Signifikanzniveau ist durch eine rote Linie angezeigt (Draaken et al., 2015).
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Abbildung 14 Graphische Darstellung der assoziierten Region von ISL1. Die Assoziation der SNPs ist als ,—
logio(p)“ gegen die chromosomale Position grafisch dargestellt. Die Y-Achse auf der rechten Seite zeigt die
Rekommbinationsrate, die aus den EUR-Populationen im 1000-Genomprojekt (Marz 2012) eingeschatzt
wurde. Alle P-Werte (Y-Achse links) stammen aus der Meta-Analyse. Der signifikanteste Marker rs9291768
ist als ein violetter Diamant dargestellt (Draaken et al., 2015).

Um die vielversprechende genomische Region 5q11.1-g11.2 weiter zu verfolgen, wurde eine
Replikationsstudie mit 274 KBE-Patienten europdischer Herkunft und 1.365 ethnisch
angeglichener Kontrollen, sowie 110 nordamerikanischen KBE-Eltern-Kind-Trios mit
europaischer Abstammung durchgefiihrt. Hierflir haben wir 12 Marker ausgewahlt. Einer
davon liegt in der Region von /SL1 und war in den vergangenen GWAS-Studien und Meta-
Analyse genomweit signifikant. Die Ubrigen 11 Marker waren zwar nominell aber nicht

genomweit signifikant und erreichten einen P-Wert von 10.

Nach den Qualitatskontrollen fir die generierten Genotypdaten wurden sechs KBE-Patienten
und 11 ethnisch angeglichene Kontrollen von der Fall-Kontroll-Studie ausgeschlossen. Daher
umfasste der analysierte Datensatz fiir die Fall-Kontroll-Studie 268 KBE-Patienten bestehend
aus Autraliern (n = 31), Briten (n = 40), Deutschen (n = 7), Italienern (n = 39), Spaniern (n = 35)
und Schweden (n = 116) mit europdischer Herkunft und 1.354 ethnisch angeglichenen

Kontrollen. Bei den Kontrollen gab es keine Anzeichen fiir die Abweichung vom Hardy-
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Weinberg Gleichgewicht (engl. Hardy-Weinberg equilibrium, HWE) fir alle 12 SNPs (Appendix
B).

Von den nordamerikanischen Eltern-Kind-Trios wurden 18 KBE-Trios nach den
Qualitatskontrollen des Transmission-Disequilibrium Tests (TDT) von weiteren Analysen
ausgeschlossen. Somit enthielt der analysierte Datensatz fiir den TDT 92 Patient-Eltern-Trios

aus Nordamerika jedoch mit européischer Herkunft.

In der Tabelle 17 werden die Ergebnisse der Assoziationsanalysen und der kombinierten Meta-
Analyse der 268 KBE-Patienten, den ethnisch abgestimmten 1.354 Kontrollen und den 92
Eltern-Kind-Trios dargestellt. Eine detailliertere Beschreibung der Ergebnisse vom TDT wird in
Tabelle 18 aufgelistet. Von allen getesteten Markern erzielte Marker rs6874700 in der
chromosomalen Region 5g11.2, die den ISL1-Locus reprasentiert, den niedrigsten P-Wert mit
2,22x10%. In der kombinierten Analyse der vorangegangenen Meta-Analyse mit der aktuellen
Meta-Analyse zeigte sich ein P-Wert von 9,2x10™"° fir den Marker rs6874700. Das relative
Risiko (RR) (95% ClI) fiir rs6874700 betrug demnach 1,93 (95% Cl, 1,67-2,23) (Tabelle 19). Der
genomweit signifikante Locus konnte somit erfolgreich in den neuen KBE-Kohorten repliziert

werden.
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Tabelle 17 Ergebnisse der Assoziationsanalysen und der kombinierten Meta-Analyse der KBE Patienten und Kontrollen sowie der Patient-Eltern-Trios (Zhang et al.,

2017a).
. TDT Patient-Eltern Meta-Analyse Patienten
.. Meta-analysis Cases .
Chromosom/ Risiko/ (n =268) vs. controls Trio (n = 268),
SNP . Position anderes : (n=92) Kontrollen (n = 1.354), Patient-
Region (n =1.354) (AUS/GB/DE/ . .
Allel IT/ES/SE) RR (95% CI) (Nord AmeriKa) Eltern Trios (n =92)

’ RR (95% Cl) RR (95% Cl) p Werte
rs1475601 1g31.3 194.721.655 G/A 1,11 (0,60-2,05) 0,88 (0,32-2,41) 1,04 (0,61-1,76) 0,884
rs72748303 1g32.2 208.973.633 A/G 1,54 (0,95-2,52) 0,71 (0,23-2,25) 1,37 (0,87-2,15) 0,170
rs79145914 4p14 39.490.706 G/A 1,26 (0,74-2,14) 1,75 (0,51-5,98) 1,33 (0,82-2,15) 0,254
rs7689350 4q13.3 76.207.570 A/C 0,98 (0,70-1,38) 2,13(0,92-4,92) 1,10(0,80-1,51) 0,568

rs6874700 5q11.2 50.701.750 A/T 1,80 (1,44-2,25) 1,61 (1,07-2,41) 1,75(1,44-2,13) 2,2x107%
rs1514351 6q12 68.694.074 Cc/T 1,20 (0,96-1,50) 0,91 (0,60-1,39) 1,13 (0,92-1,37) 0,239
rs117622209 6q22.1 118.108.159 Cc/T 1,12 (0,64-1,96) 1,20(0,37-3,93) 1,13 (0,69-1,88) 0,623
rs56189125 7p14.3 28.855.348 G/A 1,05 (0,09-11,78) 1,67 (0,61-4,59) 1,56 (0,61-3,96) 0,353
rs57086087 8p11.21 40.301.811 T/C 1,07 (0,80-1,44) 1,42 (0,84-2,39) 1,15 (0,89-1,48) 0,301
rs10119066 9p24.1 7.509.895 T/G 0,99 (0,66-1,50) 1,60 (0,52-4,89) 1,05 (0,71-1,55) 0,806
rs16917077 9p21.1 31.532.212 c/T 1,39 (0,74-2,59) 1,38 (0,55-3,42) 1,38 (0,83-2,32) 0,215
rs1514921 12q21.2 79.481.756 c/T 1,21 (0,89-1,64) 1,35 (0,72-2,53) 1,23 (0,94-1,62) 0,136

AUS: Australiern; GB: Briten; DE: Deutschen; IT: Italienern; ES: Spanien; SE: Schweden; RR: relatives Risiko; Cl: Konfidenz Interval; TDT: transmission disequilibrium test.
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Tabelle 18 Ergebnisse vom TDT in 92 Patient-Eltern-Trios (Zhang et al., 2017a).

Risiko-/anderes

SNP Chromosom/Region Position Allel T NT TDT P_TDT
rs1475601 1g31.3 194.721.655 G/A 8 7 0,07 7,96E-01
rs72748303 1932.2 208.973.633 A/G 7 5 0,33 5,64E-01
rs79145914 4pl4 39.490.706 G/A 7 4 0,82 3,66E-01
rs7689350 4913.3 76.207.570 A/C 17 8 3,24 7,19E-02
rs6874700 5q11.2 50.701.750 A/T 61 38 5,34 2,08E-02
rs1514351 6q12 68.694.074 c/T 46 42 0,18 6,70E-01
rs117622209 6022.1 118.108.159 c/T 6 5 0,09 7,63E-01
rs56189125 7p14.3 28.855.348 G/A 10 6 1,00 3,17E-01
rs57086087 8pl1l.21 40.301.811 T/C 34 24 1,72 1,89E-01
rs10119066 9p24.1 7.509.895 T/G 8 5 0,69 4,05E-01
rs16917077 9p21.1 31.532.212 c/T 11 8 0,47 4,91E-01
rs1514921 12921.2 79.481.756 c/T 23 17 0,90 3,43E-01

T: Anzahl der Transmissionen des Risikoallels von heterozygoten Eltern; NT: Anzahl der Nichttransmissionen des Risikoallels von heterozygoten Eltern; P_TDT: P-Wert
far TDT.

Tabelle 19 Ergebnisse von unseren vorherigen und aktuellen Meta-Analysen fiir den Marker rs6874700 (Zhang et al., 2017a).

Risiko- Vorherige Meta- oL .
Replik RR Vorl Meta-Anal
SNP Chromosom/Region Position /anderes Analyse Draaken et ep(;sil/tlzlr; or ;e:;egn;/e letaw::: yse
Allel al.2015 RR (95% Cl) ° oL p
rs6874700 5q11.2 50.701.750 A/T 2,17 (1,75-2,70) 1,75 (1,44-2,13) 1,93 (1,67-2,23) 9,2x 107

Cl: Konfidenz Interval; RR: relatives Risiko.
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6.1.2 Kandidatengenanalyse in Patienten mit BEEK

Sequenzanalyse fiir EFNB1

In unseren CNV-Studien von 169 BEEK-Patienten wurde eine grolle vom gesunden Vater
vererbte Duplikation mit einer GroRe von 6,08Mb in der chromosomalen Region Xq11.1-g13.1
bei einer Patientin mit KBE identifiziert, die darliber hinaus ein persistierendes Foramen ovale
und eine beidseitige Inguinalhernie zeigte (von Lowtzow et al., 2016). Diese Duplikation
umfasst 43 RefSeq Gene unter ihnen EFNB1, welches zuvor mit dem Craniofrontonasalen-
Syndrom (MIM #304110) assoziiert wurde und nur im weiblichen Geschlecht auftritt (von
Lowtzow et al., 2016). Interessanterweise wurde, das gleichzeitige Auftreten von KE und dem
Craniofrontonasalen-Syndrom bereits in zwei unabhangigen Patientinnen beobachtet (Ludwig
et al., 2009). Obwohl in der obengenannten Patientin keine KE auftrat, konzentrierte sich die

nachfolgende Sequenzanalyse auf alle weiblichen KE Patientinnen in unserer Kohorte (n = 25).

Bei der Sequenzanalyse aller kodierenden Regionen und angrenzenden SpleiR-Stellen von
EFNB1 wurde keine Mutation bei 25 KE Patientinnen identifiziert. In einer Patientin wurde im
Exon 5 eine extrem seltene synonyme Variante (rs143341175, p. Ser281=) nachgewiesen. Bei
vier Patienten wurde ein haufiger Polymorphismus im 3'-UTR (rs2230423, C/T, MAF 0,1 in der

europaischen Population) nachgewiesen (von Lowtzow et al., 2016).
Sequenzanalyse fiir ISL1

In der letzten GWAS-Studie wurde der erste genomweit signifikante Locus fiir KBE in der
chromosomalen Region 5q11.1-q11.2 identifiziert und in der vorliegenden Replikationsstudie
wurde der Locus 5g11.1-q11.2 in unterschiedlichen Kohorten repliziert. AuBerdem wurde eine
starke Expression von is/1 in der sich entwickelnden Genital- und kloakalen Region durch WISH
(engl. whole mount in-situ hybridization) in Mausembryonen gezeigt (Abb. 15) (Draaken et al.,
2015). Dies deutet darauf hin, dass mit grolRer Wahrscheinlichkeit das ISL1-Gen ursachlich mit

KBE assoziiert ist.
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Isl1
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Abbildung 15 Expression von isl1 wahrend der embryonalen Entwicklung der Maus. Die WISH wies eine
starke Expression des Gens js/l1 in der entwickelnden Genitalregion (einschlieRlich der Kloake, der
Kloakenmembran und des auftauchenden genitalen Tuberkels) der Wildtyp-Mausembryonen zwischen
E9.5 und E12.5 auf. Durch die WISH in den mittleren-sagittalen Paraffin-Schnitten bei spateren
embryonalen Stadien (E12.5-E14.5) wurde eine Expression des Gens is/l1 im gesamten genitalen Tuberkel
und innerhalb des perikloakalen Mesenchyms und des Urorektalseptums nachgewiesen (Draaken et al.,
2015).

Eine erste Sequenzanalyse der kompletten /SL1-kodierenden Regionen und Spleilstellen
wurde in 207 KBE-Patienten mittels Sanger Sequenzierung durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich
weder pathogene ,,nonsense” noch pathogene ,missense” Varianten. Wir kdnnen jedoch die
Moglichkeit nicht ausschliellen, dass einige Mutationen libersehen wurden, d.h. Mutationen,
die sich in der Promotorregion oder unbekannten regulatorischen Sequenzen oder den nicht-
kodierenden Regionen befinden da die Sequenzanalyse solche Regionen nicht abdeckte.
Daher haben wir zusatzlich zwei Intron-Bereiche in der gleichen Kohorte von 207 KBE-
Patienten sequenziert, da diese zwei Introns (Intron-1 und 2) im Vergleich mit anderen Spezies
sehr konserviert sind (Abb. 16). Auch hier zeigten sich keine neuen Varianten mit Ausnahme

eines haufigen SNP rs3811910 (hetero A/G in 43 Patienten, homo G in 6 Patienten).
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Abbildung 16 Darstellung des Gens ISL1 im UCSC Genome Browser. Die blaumarkierte Region stellte das
Intron-1 dar, Intron-2 istrotmarkierte. In dieser Abbildung wurde die Sequenz von ISL1 (Homo sapiens) und
die Konservierung aller Regionen von ISL1 mit der Sequenz von isll in acht Wirbeltier-Arten verglichen.

Sequenzanalyse fiir SLC20A1

Da der BEEK die Reproduktionsfahigkeit der Betroffenen einschrankt ist davon auszugehen,
dass bei einem Teil der Patienten der BEEK auf krankheitsverursachende de novo Mutationen
zuriickzufiihren ist. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme wurden zuvor in der AG Reutter
kausale de novo Mikrodeletionen und Mikroduplikationen bei BEEK-Patienten identifiziert
(Draaken et al. 2014; von Lowtzow et al., 2016). Um nun kleinere de novo Mutationen wie z.B.
Punktmutationen zu entdecken, wurden acht KE-Patienten mittels WES analysiert (Reutter et
al., 2016b). Bei einer Patientin wurde eine nicht-synonyme de novo Variante (p.Gly237Arg) in
SLC20A1 identifiziert. Diese de novo Mutation wurde mittels achter Pradiktionsalgorithmen in
dbNSFP als krankheitsursachlich eingestuft. Auerdem liegt diese Variante nicht in den Exom-
Daten von EXAC (http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000144136) vor. Darliber
hinaus charakterisiert ein negativer Residual-Variation-Intolerant-Score (RVIS) (www.genic-
intolerance.org) mit einem Wert von -0,49 (22,36%) SLC20A1 als ein Gen, welches gegenliber
neuaufgetretenen genetischen Varianten intolerant ist. Dies deutet darauf hin, dass SLC20A1

eine mogliche Rolle in wichtigen embryonalen Prozessen und in der Atiologie des BEEK spielt.

Die bereits existierenden Expressionsdaten in der Maus, zeigen eine starke Expression von
Slc20a1 im ,,Midgut” im Theiler-Stadium (TS) 23 (E14.5) (Blake et al., 2017). Wahrend der
embryonalen Entwicklung beim Menschen verlangert sich der ,Midgut” von der Spitze der
duodenalen Schleife bis zum letzten Drittel des Querkolons. Aufgrund des differenziellen
Wachstums von einigen Organen einschlieRlich den Nieren, der Leber und der kranialen
Anteile des Mitteldarms, welche sich schneller verlangern als die kaudalen Anteile, tritt der

,Midgut” durch die Nabeloffnung in die Nabelschnur aus. Diese Herniation beginnt in der
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sechsten Woche der menschlichen embryonalen Entwicklung, entsprechend dem kritischen
Zeitrahmen der Entstehung der KE beim Menschen. Der gesamte Prozess ist von einer 90°
linksdrehenden Rotation begleitet, die an der ventralen Bauchwand des Embryos beobachtet
wird (Gearhart, 1998). Infolge des Versagens der Riickverlagerung vom ,Midgut” innerhalb
des Nabels zurlick in die Bauchhohle entwickelt sich die menschliche Omphalozele, die
zugleich ein phanotypisches Hauptmerkmal der KE und in milder Form der KBE darstellt
(Gearhart, 1998). In einer Studie an S/20a1-Knockout-Mausen konnten Wallingford und
Giachelli (2014) zeigen, dass der Prozess der Rickverlagerung des ,Midguts” in den
Bauchraum von der Funktion von S/c20a1 abhangt. Wallingford und Giachelli (2014) konnten
zeigen, dass S$/20a1-Knockout-Mause eine abnorme Endozytose im viszeralen Endoderm des
Dottersacks aufweisen, welche dazu fiihrt, dass der Dottersack sich nicht involutieren kann
und ein Verschluss der ventralen Bauchwand in Maduseembryonen ausbleibt entsprechend

dem humanen KE-Phanotyp (Wallingford and Giachelli, 2014).

Die Ergebnisse unserer WES Analyse mit der Identifizierung einer de novo Mutation in
SLC20A1 in einer Patientin mit KE und der oben genannten Beobachtungen von Wallingford
und Giachelli (2014) fuhrten wir eine umfangreiche Re-Sequenzierung von SLC20A1 bei
weiteren 526 Patienten mit BEEK mittels Sanger Sequenzierung durch. Alle kodierenden
Regionen und Spleilistellen von SLC20A1 wurden durch eigens entworfene Primer fiir SLC20A1
abgedeckt und insgesamt zwei weitere Varianten in zwei unabhangigen Patienten identifiziert,
die bisher nicht in 110.000 6ffentlich zuganglichen Kontrollen beschrieben wurden (Tabelle
20). Eine dieser beiden Varianten trat ebenfalls de novo auf, die andere wurde von einer

betroffenen Mutter vererbt.
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Tabelle 20 Darstellung und Klassifizierung der Varianten in SLC20A1 bei Patienten mit BEEK.

Vaterlich / . .
Ext-Code MutcDNA "'  Mitterlich SIFT LRT Mutdtion  Mutation o0t PROVEAN MetasVM MetalR  fothmm-  CADD Klassifikation
Protein Taster Assessor MKL_coding  Score
Vererbt
407 501 .709G>A G237R  denovo D D D M D D D D D 31 pathogen
188 501 .893T>C  V298A  de novo T N N N D N T T N 0,001 pathogen
tterlich .
326501 c.1321A>C  kaa1q ~ mowerlich oo N M D N T D D 10,24 vermutlich
vererbt pathogen

D: Krankheits-verursachend; H: hoch funktional; L: nicht-funktional; M: medium funktional; N: neutral; T: tolerabel.
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6.1.3 ,Lineage Analysis of Celllines” (Zell-Abstammungsanalysen) in Mausembryonen fiir ISL1

Zell-Abstammungsanalysen ermoglichen es, Kenntnisse iber den zelluldren Ursprung von
Geweben und damit von Erkrankungen/Fehlbildungen zu erlangen. Um den Beitrag von is/1-
exprimierenden Zellen im sich entwickelnden Urogenitaltrakt im frithen Stadium untersuchen,
wurde das is/1-mER-Cre-mER-Allel in Mausembryonen verwendet. Dieses Allel stellt eine
Tamoxifen-abhangige Cre-Rekombinase-kondierende Sequenz dar. Durch Tamoxifen induziert
zeigten sich is/lI-exprimierende Zellen in dem sich friih entwickelnden Urogenitaltrakt des
Mausembryos zum Zeitpunkt E10.5 (Abb. 17A). Zum Zeitpunkt E15.5 verteilten sich die Zellen
in der Harnblase der Mduseembryonen (Abb. 17B) (Zhang et al., 2017a).

Um die Beteiligung von is/1-exprimierenden Zellen in der Entwicklung der Harnblase weiter zu
verfolgen, wurde eine detaillierte Zelllinienanalyse nach Tamoxifen-Behandlung zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt. Eine zunehmende Anzahl von is/I-exprimierenden
Zellen bei E7.5 wurde im frihen Stadium der Entwicklung des Urogenitaltraktes und der
Region der Harnblase nachgewiesen (Abb. 17C&F). Des Weiteren zeigte sich eine grolRe Anzahl
von isl1-exprimierenden Zellen in den Regionen des Urogenitaltraktes nach Induktion mit
Tamoxifen bei E8.5 und E9.5 (Abb. 17D,E,G,H). Zusatzlich zur Harnblase fanden sich is/1-

exprimierende Zellen auch in der Region des Genitalhdckers (Abb. 17F-H) (Zhang et al., 2017a).

Um den Beitrag der is/l1-exprimierenden Zellen zur Entwicklung der kaudalen Kérperregion
weiter zu untersuchen, wurden Hoxa3-IRESCre; isl1Flox/Flox-Mutantenembryonen (is/1 cKO)
analysiert. Die Hoxa3-Cre-gesteuerten Mause besalRen die Cre-Aktivitdt in den kaudalen
Korperregionen (Macatee et al., 2003). Die is/1-cKO-Mause prasentierten zeigen eine
Hypoplasie des unteren Urogenitaltraktes einschlieBlich der Harnblase und des

Genitalhockers (GT, genital tract) (Abb. 171-L) (Abb. 17K&L) (Zhang et al., 2017a).
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Isl1 cKO
V4

E7.5 TM+ E8.5 TM+ E9.5 TM+

E10.5

Is/1 mER-Cre-mER R26R
E12.5

Abbildung 17 Zell-Abstammungsanalyse von is/1-exprimierenden Zellen in Mausembryonen. A&B: Zell-
Abstammungsanalyse von js/I-exprimierenden Zellen bei E10.5 und E15.5 mittels Whole-mount-laczZ-
Farbung. A: Beitrag von is/1-exprimierenden Zellen in Mausembryonen bei E10.5 (weilRer Pfeil); B: Beitrag
von isll-exprimierenden Zellen in Mausembryonen bei E15.5 (schwarzer Pfeil); C-H:
Zellenabstammungsanalyse von is/1-exprimierenden Zellen nach Induktion mit Tamoxifen ™ bei E7,5-E9,5;
F-H: median-sagittalen Paraffin-Abschnitten der Blasenregion bei E12.5. Die Pfeile und Pfeilspitzen zeigen
auf die Harnblase bzw. den unteren Urogenitaltrakt. I-L: Die Abbildung zeigt den hypoplastischen GT und
die hypoplastische Harnblase in is/1 cKO Embryonen (Zhang et al., 2017a).

6.1.4 Whole-mount in-situ Hybridisierung (WISH) in Zebrafisch Larven (zfl)

Im Gegensatz zu Sdugetieren besteht der Pronephros aus zwei gegeniiberliegenden Glomeruli,
zwei pronephrischen Tuben, die in jeweils in einen pronephrischen Harnleiter miinden, ehe
der Urin dann in die Kloake ausgeschittet wird. Bereits in den friithen Entwicklungsstadien von
zfl zwischen 36-96 Stunden nach Befruchtung (engl. hours post fertilisation, hpf) ist der
Pronephros voll funktionsfahig. Im Gegensatz zu ausgewachsenen Fischen bildet das
anschliefend entwickelte Mesonephros bei Saugetieren die endgtltigen Nieren (Marra and
Wingert, 2014). In den frihen Entwicklungsstadien von zfl, kurz nach der Gastrulation
(Schwanzknospen-Stadium 10hpf), konnten die ersten renalen Vorldufer in bilateralen
Streifen von intermedialem Mesoderm (IM) detektiert werden. Die ersten renalen Vorlaufer
liegen auf einer der beiden Seiten der embryonalen Mittellinie zwischen dem paraxialen
Mesoderm (PM) und dem lateralen Plattenmesoderm (LPM) (Drummond et al., 1998). Ab
einem Stadium mit etwa 10 Somiten entwickeln sich diese renalen Vorlaufer zu bilateralen

Nephronen.
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Um die potentielle Beteiligung von is/1 in der Entwicklung der oben beschriebenen renalen
Vorlaufer in zfl zu untersuchen, wurde zunachst die Expression von is/1 an den Seiten wahrend
der jeweiligen Zeitpunkte mittels der WISH bei 22 und 60hpf (entsprechend etwa 26 Somiten
und des Pec-Fin-Stadiums) in Wildtyp-zfl (wt-zfl) untersucht. Unter Verwendung einer
Antisense-in-situ-Sonde, die eine UTR-Region der zfl-is/1-cDNA umfasste, konnte die
Expression von is/1 in der Region des sich entwickelndem Pronephros zu allen oben erwahnten
Zeitpunkten deutlich dargestellt werden (Zhang et al., 2017a). Bei 48hpf wurde eine deutliche
Expression von js/1 in den anterior gelegenen Regionen des proximalen Tubulus (engl.
proximal convoluted tubule, PCT) (Abb. 18) beobachtet. Der zuvor beschriebene s/c20ala in-
situ-Marker lokalisiert in derselben Region (Wingert et al., 2007; Zhang et al.,, 2017a).
Waéhrend es Long-Pec-Stadiums (48hpf) konnte gezeigt werden, dass is/1 in der Region nahe
dem Dottersack exprimiert wird und die Expressionen von is/1 und s/c20ala in der am
weitesten anterior gelegenen Region sich entwickelnder Nephronen miteinander liberlappt

(Abb. 18) (Zhang et al., 2017a).

lateral dorsal transversal
e o
o
isl1 o
slc20ala
isl1 &
slc20ala

Abbildung 18 WISH gegen isl1 (Antisense 3‘-UTR-Sonde, oben), sic20ala (mitte) und in der Kombination
beider Sonden (unten) in Wildtyp-zfl bei 48hpf. Bei dem Long-Pec-Stadium (48hpf) in zfl wurde die
Expression von isl1 in PCT (Pfeile) in lateraler (links) und dorsaler Ansicht (rechts; gleicher Fisch, Skalenstab
=500um) sowie einem 25um transversalen Scheibenschnitt des gleichen Fisches (rechte Spalte) dargestelit.
Die Ausrichtung der Abschnitte ist mit der roten Linie in den entsprechenden Bildern dargestellt. Die Zfl
zeigten eine klare isl1-Farbung im Dottersack und die mit isl1-gefarbte Region Uberlappte mit der, mit
slc20ala markierten, PCT-Region (schwache Pfeilkbpfe) (Zhang et al., 2017a).
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6.2 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation und
VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen

Unsere vorherigen Studien liber die Kopienzahlveranderungen (CNV) lieferten einen Hinweis,
dass die kausalen de novo CNVs an der Entstehung der VATER/VACTERL-Assoziation und
VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen beteiligt sind. Daher wurde in dieser Arbeit eine SNP-
Array-basierte Genotypisierung von 75 Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation und 40
Patienten mit VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen durchgefiihrt.

Insgesamt konnten 13 Mirkodeletionen und sieben Mikroduplikationen in 14 Patienten mit
VATER/VACTERL-Assoziation und sechs Patienten mit VATER/VACTERL-ahnlichen Phanotypen
verifiziert werden (Tabelle 21). Darunter fand sich unter anderem eine de novo Mikrodeletion
mit einer GréBe von 1,39Mb in der chromosomalen Region 17g12 bei einer Patientin mit einer
anorektalen Malformation (Vestibulare Fistel) und Nierenzysten. AuBerdem wurden drei
weitere Mikrodeletionen in den chromosomalen Regionen 5¢23.1, 16g23.3 und 22q11.21
(vermittelt von ,low copy repeats” (LCR) 22s A und D), sowie eine Mikroduplikation in der
chromosomalen Region 10g11.21 verifiziert. Da jeweils nur ein Elternteil vorhanden war,
konnte fiur keine der drei Mikrodeletionen (5¢g23.1, 16g23.3 und 22q11.21) und auch nicht fiir
die Mikroduplikation 10g11.21 ein de novo Nachweis gefiihrt werden. Die Mikrodeletion in
der chromosomalen Region 22g11.21 wurde bereits zuvor mit VATER/VACTERL-Phdnotpyen
assoziiert und wurde daher als wahrscheinlich ursachlich bei dieser Patientin beurteilt
(Brosens et al., 2016; Schramm et al., 2011). Alle Gbrigen neun Mikrodeletionen und sechs
Mikroduplikationen wurden von einem gesunden Elternteil vererbt (Tabelle 21). Drei der
identifizierten CNVs (7g35del, 13g31.3del und 13g32.3-g33.1del) Uberlappten mit zuvor
berichteten struktuellen genomischen Aberrationen bei Patienten mit VATER/VACTERL-

Assoziation bzw. Patienten mit VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen (Zhang et al., 2017b).
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Tabelle 21 Charakterisierung der chromosomalen Mikroaberrationen in 20 Patienten mit VACTER/VACTERL-Assoziation/-artigen Phinotypen (Zhang et al., 2017b).

Typ

Viterlich / Mitterlich

Patient Geschlecht Phanotyp der CNV Chromosom Maximale Betroffene Region GroRe (bp) Vererbt ClinVar Accession Numm
1 weiblich V,A C Deletion 1944 Chr1:245.900.039-246.475.061 575.023 vaterlich vererbt SCV000537140
2 weiblich A, C, TE,L Duplikation 2921.1921.2 Chr2:132.140.614-132.312.325 171.711 vaterlich vererbt SCV000537141
3 weiblich AR L Deletion 4q13.3 Chr4:75.720.151-75.883.784 163.634 mutterlich vererbt SCV000537142
4 mannlich A, C TE Deletion 5922.1g22.2 Chr5:111.241.351-111.390.356 149.006 vaterlich vererbt SCV000537143
5 weiblich A, TE Deletion 5q23.1 Chr5:118.890.915-119.082.631 191.717 ? SCV000537144
6 weiblich AR Duplikation 7921.2 Chr7:15.424.383-15.534.832 110.449 vaterlich vererbt SCV000537145
7 weiblich A, TE Deletion 7935 Chr7:147.516.080-147.803.861 287.782 vaterlich vererbt SCV000537146
8 mannlich AR Deletion 9g22.32 Chr9:97.290.466-97.419.146 128.681 vaterlich vererbt SCV000537147
9 weiblich ~ V,A,C,R Duplikation 10g11.21 Chr10:43.796.180-44.037.408 241.228 ? SCV000537148
10 mannlich V,A R Duplikation 10g25.1 Chr10:107.722.094-109.081.424  1.359.331 mutterlich vererbt SCV000537149
11 mannlich  V,A,C R Deletion 12g23.1 Chr12:100.367.541-100.489.446  121.906 vaterlich vererbt SCV000537150
12 weiblich A CR Duplikation 13g14.11 Chr13:43.505.151-43.762.719 257.568 vaterlich vererbt SCV000537151
13 mannlich V,A TE Deletion 13g31.3 Chr13:93.377.562-93.606.814 229.253 mutterlich vererbt SCV000537152
14 mannlich  V, A, TE, R Deletion  13g32.3933.1 Chr13:101.605.129-101.748.121 142.993 vaterlich vererbt SCV000537153
15 weiblich V, AR Deletion  15g25.2925.3 Chr15:84.931.022-85.728.834 797.813 mutterlich vererbt SCV000537154
16 mannlich V, AR Deletion 16923.3 Chr16:83.414.018-83.518.410 104.393 ? SCV000537155
17 mannlich A, C, TE,R Duplikation 17p13.3 Chr17:1.007.540-1.254.875 247.335 mutterlich vererbt SCV000537156
18 weiblich AR Deletion* 17912 Chr17:34.815.551-36.208.392 1.392.842 de novo SCV000537157
19 mannlich A CR Duplikation 17925.3 Chr17:80.881.583-81.060.040 178.457 mutterlich vererbt SCV000537158
20 weiblich AR Deletion* 22g11.21 Chr22:18.915.347-21.463.730 2.548.384 ? SCV000537159

* krankheitsursachliche CNV.
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6.3 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit Osophagusatresien mit und ohne tracheo-

Odsophagealer Fistel (EA/TEF)

6.3.1 Whole-Exome Sequencing (WES) bei Patienten mit Osophagusatresien mit und ohne
tracheo-6sophagealer Fistel (EA/TEF)

Mittels Array-basierter CNV-Analyse wurden im Vorfeld bereits struktuell ursdchliche
chromosomale (de novo) Aberrationen bei Patienten mit EA/TEF identifiziert (Brosens et al.,
2016). Neben groBen chromosomalen de novo Aberrationen kdnnen auch kleine genetische
Varianten eine Rolle bei der Entstehung von EA/TEF spielen. Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit das Whole-Exome Sequencing (WES) in 31 Eltern-Kind-Trios durchgefiihrt, um kleine

genetische de novo Varianten in Patienten mit EA/TEF zu identifizieren.

Insgesamt wurden 26 de novo Mutationen in 19 unabhangigen Patienten durch WES entdeckt.
24 de novo Mutationen konnten in 18 unabhédngigen Patienten mithilfe der Sanger
Sequenzierung bestatigt werden (Tabelle 22). Mittels des Algorithmus dbNSFP wurden alle 24

Varianten charakterisiert (Tabelle 23).

6.3.2 Transkriptom-Analyse

Um zu beurteilen, ob die Gene, die durch WES identifiziert wurden, direkt an der embroynalen
Entwicklung des Osophagus beteiligt sind, wurden Transkriptom-Analysen in von
Mauseembryonen gewonnenem Gewebe durchgefiihrt. Die Gewebeproben wurden im
Bereich des sich entwickelnden Osophagus bzw. der sich abspaltenden Trachea zu den
Zeitpunkten E8.5 (TS13) und E12.5 (TS21) entnommen. Die Auswertung der
Transkriptomdaten erfolgte durch zwei Methoden ,eBayes” und ,TREAT“ aus dem Paket
Llimma“ und die Methode , heatmap” wurde fiir Visualisierung der Expressionsdaten benutzt.
Nach der Analyse mittels eBayes zeigte sich, dass 13 Gene signifikant differentiell exprimiert
waren (rotmarkiert, Tabelle 24). Bei TREAT spielt zusatzlich der ,Fold-Change (FC)“ eine Rolle.
Ist dieser kleiner als der gesetzte Wert von 1,7 (interner Standardwert), ist die Expression
eines Gens zwischen beiden Zeitpunkten nicht differentiell. Hier zeigten nur vier von 20 Genen

eine differentielle Expression (rotmarkiert, Tabelle 25). Unter Verwendung der Voom-
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normalisierten Genexpression (log2-Skala) zeigten sieben Gene zwischen E8.5 und E12.5 eine

differentielle Expression (Abb. 19).
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Tabelle 22 Liste der 24 bestatigten de novo Varianten durch WES in 31 Patient-Eltern-Trios

Ext-Code HGNC Refseq dbSNP-ID, gnomAD MutCDNA  MutProt Mm Gg Dr Xt
4 501 EEFID  NM_032378.4 c.874C>T  p.R292* K E - K
4 501 CELSR1 ~ NM_014246.1  dbSNP:rs370934549, gnomAD:3/276978  c.4357G>A  p.V1453] V -
21_501 HPS3 NM_032383.3 dbSNP:rs121908316, gnomAD:10/277112  ¢.1189C>T  p.R397W  H R R R
27_501 PIGC NM_153747.1 c.716C>T  p.A239V A - G A
35_501 NFX1 NM_002504.4 c.1723G>A  p.V575M V - -V
36_501 ZFHX3 ~ NM_006885.3 c.1601C>G  p.P534R P P P N

750 501  ZFHX3  NM_006885.3  n.f.i. dbSNP, EXAC Browser a.c. 3/120598  ¢6377C>T  p.A2126V A T T A
41_501 MTA3  NM_020744.2 c.393C>A  p.F131L F - F -
46_501 FANCB ~ NM_152633.2 c.782G>A  p.R261Q R Q S -
46_501 PLEC NM_201379.1 dbSNP:rs376311731, gnomAD:17/269188 c.6704G>A p.R2235H R R K R
63_501  PPIP5K2 NM_015216.2  dbSNP:rs781849805, gnomAD:2/242778  c.686G>A  p.R229Q R R R R
88_501 CLP1 NM_006831.2 gnomAD:1/246264 c.814C>A  p.H272N  H H H H
88 501  GPR133 NM_198827.3  dbSNP:rs572513767, gnomAD:6/276842  c.1033G>A  p.A345T A - - -
88501  SLC5A2 NM_003041.3 c.644T>C  p.L215P L - L L
90_501  KIAA0O556 NM_015202.2 c.3730C>T  p.H1244Y H H H H

141_501 STAB1 NM_015136.2  dbSNP:rs749427730, gnomAD:7/243124 ¢ 6145C>T p.R2049C R - -

154_501 GGT6  NM_153338.2  dbSNP:rs777462893, gnomAD:1/241418  c.1045A>G  p.5349G S - - -

167_501 CHD7  NM_017780.3 c.4187C>G p.A1396G A A A -

167_501 TPP2 NM_003291.2 dbSNP:rs73578896, gnomAD:303/275928 ¢.1534G>A  p.V512I [ N

172_501 NPR2 NM_003995.3 c.952C>G  p.R318G R K - T

174_501 UBA3 NM_198195.1 c.1088C>T  p.S363F S S T P

181_501  TANC2  NM_025185.3 c.2357C>T  p.P786L P - P P

288501  TRPS1I ~ NM_014112.2 c.1630C>T  p.R544* R - R R

288_501  APOL2  NM_145637.1 c.319G>C  p.E107Q° D - - -

Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio; Xt: Xenopus tropicalis.
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Tabelle 23 Charakterisierung der de novo Varianten

Chr  Position :ﬁ:’l :Illz'l Gen  SIFT LRT MT”::;;:" “::::::': FATHMM PROVEAN MetaSVM MetalR Mf::f:;:‘i;‘g 2‘:32 Klassifikation
1 172411047 G A PIGC T D D T N T T 11,61 vermutlich pathogen
2 42871278 C A MTA3 D D D H D D D D D 26 vermutlich pathogen
3 52555698 C T STAB1 T N N M T D T T N 24,1 unklar
3 69105388 G A UBA3 D D D L T D T T D 27,8 vermutlich pathogen
3 148868411 C T HPS3 D D A M T D D T D 35 unklar
5 102483678 G A PPIP5K2 D D D M T D T T D 34 unklar
8 61750228 C G CHD7 D D D H T D D D D 33 pathogen
8 116616566 G A TRPS1 D A D 36 pathogen
8 144671378 G A EEF1D N A N 28,5 vermutlich pathogen
8 144997327 C T PLEC D U D N T N T T D 26,5 unklar
9 33318942 G A NFX1 D N N L T N T T D 20,8 vermutlich pathogen
9 35799693 c G NPR2 T N D L D D T T D 22,2 vermutlich pathogen
11 57428444 C A CLP1 T D D L T N T T D 17,39 unklar
12 131487736 G A GPR133 T N N N T N T T N 0,016 unklar
13 103288598 G A TPP2 T N N N T N T T D 14,76 unklar
16 27772832 C T KIAAO556 D N N L T N T T N 1,985 vermutlich pathogen
16 31498710 T C SLC5A2 D D D H D D D D D 27,6 vermutlich pathogen
16 72830204 G A ZFHX3 D N D L T N T T D 22,3 vermutlich pathogen
16 72992444 G C ZFHX3 D D D L T D D D D 19,2 vermutlich pathogen
17 4461651 T C GGT6 D N N N T D T T N 5,968 unklar
17 61432748 C T TANC2 T D D L T D T T D 22,7 vermutlich pathogen
22 36624145 C G APOL2 T N N N T N T T N 0,004 vermutlich pathogen
22 46835135 C T CELSR1 T U N N T N T T D 15,33 unklar
X 14882851 C T FANCB T N N N T N T T N 7,239 vermutlich benigne

A: sicher krankheitsverursachend; D: sehr wahrscheinlich krankheitsverursachend; H: hoch funktional; L: nicht-funktional; M: medium funktional; N: neutral; T:
tolerabel.
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Tabelle 24 Ergebnisse ermittelter Kandidatengene mittels der eBayes-Methode

Murine Gene ID Human Gene ID HGNC Symbol Chromosom logFC  AveExpr t P-Wert  adj. P-Wert B
ENSMUSG00000041235 ENSG00000171316 CHD7 8 -1,92 7,24 -22,76  1,19E-07 1,50E-05 8,57
ENSMUSG00000038679 ENSG00000104447 TRPS1 8 3,34 6,06 20,38 2,48E-07  2,17E-05 7,90
ENSMUSG00000038872 ENSG00000140836 ZFHX3 16 0,96 7,81 12,97 4,94E-06 1,03E-04 4,46
ENSMUSG00000026698 ENSG00000135845 PIGC 1 1,45 5,73 12,45 6,45E-06 1,19E-04 4,37
ENSMUSG00000028469 ENSG00000159899 NPR2 9 2,11 2,43 8,38  8,16E-05 5,93E-04 2,14
ENSMUSG00000040648 ENSG00000145725 PPIP5K2 5 -0,69 7,84 -791 1,17e-04  7,49E-04 0,91
ENSMUSG00000055762 ENSG00000104529 EEF1D 8 -0,67 8,91 -7,40 1,76E-04  9,83E-04 0,37
ENSMUSG00000027079 ENSG00000172409 CLP1 11 -0,66 4,32 -4,71  2,39E-03  6,45E-03 -2,01
ENSMUSG00000055817 ENSG00000057935 MTA3 2 -0,66 4,74 -4,21  4,30E-03 1,02E-02 -2,74
ENSMUSG00000028423 ENSG00000086102 NFX1 9 -0,36 6,45 -4,21  4,27E-03 1,02E-02 -2,98
ENSMUSG00000050014 ENSG00000128335 APOL2 22 1,97 -2,11 3,02 2,01E-02  3,59E-02 -2,98
ENSMUSG00000027615 ENSG00000163755 HPS3 3 -0,60 3,24 -3,60 9,19E-03 1,90E-02 -3,23
ENSMUSG00000022565 ENSG00000178209 PLEC 8 0,31 5,16 2,84 2,59E-02  4,44E-02 -4,73
ENSMUSG00000053580 ENSG00000170921 TANC2 17 0,31 5,19 2,72 3,05E-02 5,02E-02 -4,91
ENSMUSG00000047757 ENSG00000181544 FANCB X -0,43 3,12 -2,14  7,08E-02 1,03E-01 -5,33
ENSMUSG00000041763 ENSG00000134900 TPP2 13 -0,25 6,53 -2,34  5,29E-02 8,02E-02 -5,68
ENSMUSG00000030061 ENSG00000144744 UBA3 3 0,18 5,86 1,77  1,21E-01 1,64E-01 -6,41
ENSMUSG00000042286 ENSG00000010327 STAB1 3 -0,29 2,68 -1,23  2,60E-01 3,16E-01 -6,42
ENSMUSG00000016028 ENSG00000075275 CELSR1 22 0,01 3,89 0,03 9,78E-01 9,82E-01 -7,52
ENSMUSG00000032743 ENSG00000047578 KIAA0556 16 0,02 5,30 0,12  9,10E-01 9,26E-01 -7,80
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Tabelle 25 Ergebnisse von Kandidatengenen mittels TREAT mit einem ,,Fold Change Cutoff“ von log2(1,7)

Murine Gene ID Human Gene ID HGNC Symbol Chromosom logFC  AveExpr t P-Wert adj. P-Wert
ENSMUSGO00000038679 ENSG00000104447 TRPS1 8 3,34 6,06 15,71 7,32E-07 7,66E-05
ENSMUSG00000041235 ENSG00000171316 CHD7 8 -1,92 7,24 -13,69 1,74E-06 1,27E-04
ENSMUSG00000026698 ENSG00000135845 PIGC 1 1,45 5,73 5,87  3,50E-04 4,43E-03
ENSMUSG00000028469 ENSG00000159899 NPR2 9 2,11 2,43 5,34  6,05E-04 6,63E-03
ENSMUSG00000038872 ENSG00000140836 ZFHX3 16 0,96 7,81 2,62  1,76E-02 8,30E-02
ENSMUSG00000050014 ENSG00000128335 APOL2 22 1,97 -2,11 1,85  5,62E-02 2,11E-01
ENSMUSG00000055817 ENSG00000057935 MTA3 2 -0,66 4,74 0,00 7,41E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000027079 ENSG00000172409 CLP1 11 -0,66 4,32 0,00 7,57E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000040648 ENSG00000145725 PPIP5K2 5 -0,69 7,84 0,00 8,07E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000027615 ENSG00000163755 HPS3 3 -0,60 3,24 0,00  8,19E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000055762 ENSG00000104529 EEF1D 8 -0,67 8,91 0,00  8,43E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000047757 ENSG00000181544 FANCB X -0,43 3,12 0,00 9,30E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000042286 ENSG00000010327 STAB1 3 -0,29 2,68 0,00 9,62E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000053580 ENSG00000170921 TANC2 17 0,31 5,19 0,00  9,98E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000022565 ENSG00000178209 PLEC 8 0,31 5,16 0,00 9,98E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000016028 ENSG00000075275 CELSR1 22 0,01 3,89 0,00  9,99E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000028423 ENSG00000086102 NFX1 9 -0,36 6,45 0,00  9,99E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000041763 ENSG00000134900 TPP2 13 -0,25 6,53 0,00  9,99E-01 1,00E+00
ENSMUSG00000030061 ENSG00000144744 UBA3 3 0,18 5,86 0,00 1,00E+00  1,00E+00
ENSMUSG00000032743 ENSG00000047578 KIAA0556 16 0,02 5,30 0,00 1,00E+00  1,00E+00
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Abbildung 19 Heatmap der Expression von Kandidatengenen mittels der Voom-Methode
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6.3.3 Kandidatengenanalyse fiir EEF1D

Durch WES wurde eine ,,nonsense” Mutation im Gen fiir den Elongationsfaktor 1-Delta (EEF1D)
identifiziert. Nach in-silico Pradiktionsalgorithmen in dbNSFP wurde diese Mutation (c.874C>T,
p.Arg292*) als ,,automatic disease causing” von MutationTaster und als ,neutral” von LRT und
fathmm-MKL_coding beurteilt. Von den anderen sechs Pradiktionsalgorithmen gab es keine
Angabe fiir diese Nonsense-Mutation, da diese nur nicht-synonyme Mutationen pradiktieren
konnen. Der Analyse von eBayes- und Voom-Methoden nach ist das Gen Eefld bei E8.5 und
E12.5 wihrend der Entwicklung des Osophagus der Maus zu beiden Zeitpunkten exprimiert.
Aufgrund der Ergebnisse der WES und der Transkriptom-Analyse priorisierten wir EEF1D als

das Kandidatengen und fiihrten eine Re-Sequenzierung in 192 EA/TEF-Patienten durch.

Die Sequenzanalyse aller kodierenden Regionen und angrenzenden Spleif3-Stellen von EEF1D
(NM_001130053) zeigte keine Mutation. Neben einem haufigen heterozygoten exonischen
SNP (rs1062391; MAF > 1%), wurden 11 frequente intronische SNPs (MAF > 1%) und 2 seltene
heterozygote exonische SNPs (rs780292002 (MAF = 0,0004132), rs78886866 (MAF = 0,001)
bei insgesamt 192 EA/TEF-Patienten identifiziert.
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7 Diskussion

7.1 Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex (BEEK)

7.1.1 Replikationsstudie bei Patienten mit BEEK und Analyse des /SL1-Locus

Um die vielversprechendsten genomischen Regionen, die auf den Ergebnissen unserer
vorherigen Meta-Analyse in insgesamt 208 KBE Patienten basierten, weiter zu verfolgen,
konnten in dieser Arbeit die Assoziation mit der /ISL1-Region und dem Marker rs6874700 (p =
2,22 x 10°®) repliziert werden. In einer Meta-Analyse der hier erhobenen Daten und der zuvor
durchgefiihrten GWAS ergaben sich fir den Marker rs6874700 ein kombinierter P-Wert von
9,2 x 10™° mit einem relativen Risiko (RR) (95% Cl) von 1,93 (95% Cl, 1,67-2,23) (Zhang et al.,
2017a).

Das Protein isl1 ist ein Transkriptionsfaktor, der LIM-Doméanen enthalt und eine wesentliche
Rolle in der Regulierung von Zell-Differenzierungsprozessen in der Organogenese spielt. Zuvor
war bekannt, dass es eine essentielle Rolle in der Entwicklung des Herzens, der Nieren, von
Neuronen und GliedmaRen spielt (Biemar et al., 2001; Cai et al., 2003). Allerdings fehlten
bislang Untersuchungen, inwieweit isl1 eine Rolle in der Entwicklung der ableitenden
Harnwege spielt. Die Kloake ist eine der essentiellen embryonalen Strukturen fiir die
Entwicklung des externen Genitale (Kaku et al., 2013). Die Epithelien der Kloake und das
perikloakale Mesenchym (engl. PCM) und die Interaktionen des PCM spielen eine wichtige
Rolle in der kaudalen Entwicklung. Den vorderen Anteil des PCMs wird mit aPCM (engl.
anterior part of the PCM, aPCM) bezeichnet und befindet sich im oberen Teil der
Kloakenregion (Cai et al., 2003; Haraguchi et al., 2007). Die von unserem Kooperationspartner
durchgefiihrten Abstammungsanalysen zu is/l1-exprimierenden Zellen in Mauseembryonen
und Js/l1-cKO-Mausanalysen zeigen, dass das aPCM zur embryonalen Entwicklung der
Harnblase, des Rektums und des externen Genitale beitragt. Wie bereits dargestellt haben
KBE-Patienten neben der Fehlbildung der Harnblase und des dulleren Genitale zahlreiche
Anomalien des menschlichen CAKUT-Spektrums z.B. vesikoureteraler Reflux oder eine
Obstruktion des Ureterabgangs vom Nierenbecken (engl. ureteropelvic junction obstruction,
UPJ). Da in den Abstammungsanalysen der isl1-exprimierenden Zellen sich fast alle Strukturen
des sich entwickelnden Harntraktes anfarben, spiegelt dies das gesamte Spektrum der bei

KBE-Patienten betroffenen Organesysteme wider. In den aktuellen Studien konnte gezeigt
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werden, dass is/1 fiir die kaudale Korperbildung einschlieBlich Harnblase und GT erforderlich
ist. Die genaue Abstammungsanalyse der isl1-exprimierenden Zellen deutet darauf hin, dass
Zellen des aPCM fir die Entwicklung der Harnblase und der externen Genitalien bei ca. E7.5
spezifisch sind. Entsprechend konnten genetische Verdnderungen der humanen ISL1-Region
bzw. genetische Veranderungen der kodierenden ISL1-Abschnitte oder /SL1-regulierender
Elemente zu CAKUT-Fehlbildungen beim Menschen fiihren. Die epithelial-mesenchymale
Interaktion zwischen Epithel und PCM ist fiir die Entstehung des kaudalen Embryos
notwending. Wahrend der kaudalen embryonalen Entwicklung sind viele Signalwege wie die
des ,Bone-morphogenetischen Proteins (Bmp)“ und des ,Sonic Hedgehog-Signalwegs
(Shh)“ im aPCM aktiviert. Defekte von Bmp-Signalen flihren zu
Korperwandverschlussdefekten (Sun et al., 2007; Uchimura et al., 2009). Ein weiterer
Wachstumsfaktor, Shh, ist in den Kaudalepithelien im friihen Stadium exprimiert und
beeinflusst die Entwicklung des aPCM (Kaku et al., 2013). Es wurde auch gezeigt, dass Shh-
Signale die Bmp-Signale modulieren (Haraguchi et al., 2001). Daher deuten die aktuellen
Analysen darauf hin, dass die Signale einschlieBlich Shh und Bmp maoglicherweise die isl1-
Zelllinien des aPCM im friihen embryonalen Stadium wie E7.5 beeinflussen. Weitere Studien
sind erforderlich, um die molekularen Mechanismen der Entwicklung der Harnblasen und der

Bauchwand zu verstehen (Zhang et al., 2017a).

Mit Hilfe der WISH-Analyse in friihen Entwicklungsstadien von zfl (22-60hpf) konnte die
Expression von is/1 in der Nahe der proximalen Region des sich entwickelnden Pronephros zu
allen Untersuchungszeitpunkten nachgewiesen werden. Spater wahrend der Entwicklung von
zfl fusionieren die beiden Nephrone mit dem kaudalen Ende des Darms und inserieren etwa
96hpf an der Kloake (Pyati et al., 2006). Der Pronephros entspricht der menschlichen Niere
und seiner Funktion und filtriert das Blut der zfl mit Bildung von Urin, der (ber die Kloake
ausgeschieden wird (Drummond et al.,, 1998). Die Expression von js/l1 in den proximalen
Regionen des sich entwickelnden Harntraktes der Sdugetiere und der dquivalenten Strukturen
in zfl ergeben zusatzliche Hinweise darauf, dass ISL1 eine wichtige Rolle in der Entwicklung des

Harntraktes bei verschiedenen Arten spielt (Zhang et al., 2017a).

Leider konnte in unserer Einzelmarker Replikationsanalyse keine der anderen 11 Regionen
unserer vorangengenen GWAS repliziert werden. Ein Grund, warum diese 11 Regionen sich in

der aktuellen Analyse nicht replizieren lieBen kénnte darin liegen, dass die Effekte dieser
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Regionen in den aktuellen Replikationskohorten geringer sind, als in der Kohorte, die initial in
unserer GWAS untersucht wurde. Alternativ konnten diese Regionen in unserer vorherigen
Meta-Analyse falsch positive Signale gewesen sein, die nicht fiir die Ausbildung der KBE
relevant sind oder nur fiir die Ausbildung der KBE bei Patienten mitteleuropéischer Herkunft
eine Rolle spielen. Am wahrscheinlichsten ist aber, dass unsere vorherige Meta-Analyse die
tatsachlich relevanten Regionen auBer der /SLI-Region nicht identifiziert hat bzw. diese
Regionen einen P-Wert erzielten haben, der gréRer ist als 10°°. Damit wiren diese Regionen
in der aktuellen Analyse nicht bericksichtigt. Um daher zusatzliche Marker bzw. Regionen zu
identifizieren, die neben ISL1 an der Entwicklung der menschlichen KBE beteiligt sein kdnnten,
missen wir genomweite Genotypsierungsananlysen der jetzt mittels Einzelmarkeranalyse

untersuchten Kohorten durchfiihren (Zhang et al., 2017a).

Innerhalb unserer replizierten Regionen mit genomweiter Signifikanz und einem P-Wert von
1,14 x 10%in unserer vorherigen Meta-Analyse erreicht der Marker rs2303751, der im Exon-
4 des Gens ISL1 vorliegt, einen Wert von von 2b (1a-6) in seiner funktionellen Beurteilung
durch die ,RegulomeDB” (http://regulomedb.org). Dies deutet darauf hin, dass rs2303751
funktionelle Eigenschaften besitzt. Laut ,HaploReg v4.1“ verandert der Marker rs2303751 17
DNA-bindende Motive, einschliellich der Veranderung des PWM (engl. position weight matrix)
flir SMAD4, welches als ein essentieller Transkriptionsfaktor des TGF-beta-Signalwegs agiert
(Yan et al., 2014). Dariiber hinaus bindet EZH2 (engl. enhancer of zeste 2) an die genomische
Region, die rs2303751 umfasst, EZH2 ist ein Hauptbestandteil des Genom-regulierenden PRC2
(engl. poly repressive complex 2) und ein therapeutisches Target bei menschlichen
Blasenkrebs (Martinez-Fernandez et al., 2015). Weitere Analysen des Markers rs2303751 und

seiner Funktion im ISLI-Locus sind daher indiziert (Zhang et al., 2017a).

7.1.2 Kandidatenanalyse von SLC20A1

SLC20A1 kodiert fir einen Natriumphosphat-Symporter, der Phosphat in den intrazelluldren
Bereich transportiert. Dort wird das Phosphat dann zur Aufrechterhaltung von zelluldren
Funktionen wie Metablismus, Signaltransduktion und Nukleinsdure- und Lipidsynthese
absorbiert. SLC20A1 scheint ebenfalls essenziell fiir die embryonale Entwicklung zu sein. Das

homologe Protein SLC20A2 kann im Tiermodel den Verlust von SLC20A1 nicht kompensieren
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(Beck et al., 2010). Wallingford und Giachelli haben im Jahr 2014 berichtet, dass S/lc20a1-KO-
Mauseembryonen bei E12.5 versterben, als Hinweis darauf, dass das Protein SLC20A1 eine
wesentliche Rolle bei der embryonalen Entwicklung spielt. Der Zeitrahmen (E9.5 bis E12.5) in
welchem SLC20A1-KO-Mause versterben entspricht dem embryonalen Zeitfenster, fir das
bereits zuvor eine abnormale DottersackgefaRentwicklung mit einer hohen Letalitat bei
Mauseembryonen assoziiert war (Wallingford and Giachelli, 2014). GemaR den
Beobachtungen von Wallingford und Giachelli (2014) ist SLC20A1 notwendig fir die Phosphat-
vermittelte Endozytose tGber Mikroautophagie im viszeralen Endoderm des Dottersackes. Wie
SLC20A1 eine Rolle bei der Entwicklung von Harnwegen und Harnblasen aus dem viszeralen

Endoderm des Dottersackes spielt, war bis dato unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurden in drei unabhangigen Patienten insgesamt drei bisher nicht
beschriebene Varianten in SLC20A1 in 526 BEEK-Patienten (E: 35; KBE: 426; KE: 65) identifiziert.
Die beiden neuen Varianten p.G237R und p.V298A wurden in den Patienten als de novo
bestatigt. Die dritte Variante p.K441Q war mitterlich vererbt. Die Mutter wiederum hatte
eine leichte Form des BEEK (lbergroRe Symphysenliicke). Anhand von UniProt wurde der Grad
der Konsenvierung der identifizierten Missense-Mutationen im Protein SLC20A1 Uberpriift
(Tabelle 26). Dabei zeigt sich, dass die Position der de novo Mutation p.G237R in anderen
Vertebraten hochkonserviert ist. Nach dbNSFP wurde diese Missense-Mutation von acht
Pradiktionsalgorithmen als kranheitsverursachend klassifiziert und nach ,ACMG Standards
and Guidelines” wurde diese Mutation als pathogen vorgenommen. Die weiteren zwei
Varianten p.V298A und p.K441Q sind ebenfalls hochkonserviert und wurden von einem bzw.
vier Pradiktionsalgorithmen als kranheitsverursachend klassizifiert. Nach ,ACMG Standards
and Guidelines” wurden die zwei Varianten p.V298A als pathogen und p.K441Q als vermutlich

pathogen klassifiziert.

Tabelle 26 Darstellung des Grads der Konservierung der identifizierten Varianten mithilfe von UniProt

p.G237R p.V298A p.k441Q
Human (Q8WUM9) L 1 SV G CA VINKH PV SEV|EGEQKGEFE
MOUSE (Q61609) - - - - - - - RN - - - - - - - - - D
RAT (Q9JJPO) RN - - - - - - - - - D
FELCA (097596) - e - - - - - |T RS - - -
BOVIN (F1MLZ2) - - - - = = - - |TRN=- - - -
XENTER (Q5BL44) - - - - - - - - [V KV -1 LDM|DT - ARPD
DANRE (Q6PFM1) - - - | - F G | |x X X X X X X S -FRAS
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-: gleiche Aminosdure an der Stelle; x: keine Aminosaure an der Stelle.

7.2 VATER/VACTERL-Assoziation/- ahnliche Phanotypen

Obwohl nur wenige grofRe Studien veroffentlicht wurden, gibt es zahlreiche Hinweise, dass (de
novo) CNVs mit der Expression von strukturellen Geburtsfehlern assoziiert sind (Brosens et al.,
2016; Hilger et al., 2013; Southard et al., 2012). Je nach Geburtsfehler finden sich ursachliche
de novo CNVs in bis zu 20% der Félle (Brosens et al., 2016; Dworschak et al., 2015; Goldmuntz
etal.,, 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein de novo Mikrodeletion mit einer Grofte von 1,39Mb in
der chromosomalen Region 17q12 (Chr17: 34.815.551-36.208.392) identifiziert. Diese Region
entspricht der kritischen Region fiir das 17g12-Deletionssyndrom (Mitchel et al., 2016). Diese
Deletion wurde in einer Patientin mit einem VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotyp (A, R)
identifiziert. Normalerweise umfasst das 17q12-Deletionssyndrom 15 Gene, eines davon ist
das Gen HNFI1B, welches den Hepatozyten-Kernfaktor 1B kodiert. Zuséatzlich zu
Nierenanomalien sind die Mutationen und Deletionen in HNF1B mit genitalen Fehlbildungen,
Autismus, Epilepsie, Gicht, Hypomagnesiamie, primarem Hyperparathyreoidismus, Leber- und
Darmanomalien einschlielllich Darmatresien assoziiert (Bockenhauer and Jaureguiberry,
2016). In DECIPHER wurde berichtet, dass ein Patient 284753 mit einer VATER/VACTERL-
Assoziation (V, R, L) eine de novo Mikrodeletion in 1712 hat, die komplett mit unser
Mikrodeletion in 17q12 lberlappt (Abb. 20) (Firth et al.,, 2009). Des Weiteren finden sich
Berichte in der Literatur Uber de novo 17912 Mikrodeletionen in Patienten mit
VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen (Faguer et al., 2011; Smigiel et al., 2014). Daraus
schliefen wir, dass die chromosomale Region 17g12 mit der Entstehung von Fehlbildungen

aus dem VATER/VACTERL-Spektrum assoziiert ist (Zhang et al., 2017b).

ch1? (12 [P35 NREEN 17p15 1 INREGEEN 175112 P _17q112

Gennt (Ref5es, GerBank * Ganawk -
24T [ LRt ACALCA - — DOXER BC10
4 o i AATE pfti 1ers i svinc s )
C PIGW TADAZA D e HE-H ™o 50057 H
BCIDE cLat | soner2 HH 5P
™SI DX [« 23
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Abbildung 20 Darstellung der Mikrodeletion bei 17912 in UCSC Genome Browser (Zhang et al., 2017b).

Fir drei bestatigte Mikrodeletionen bei 59g23.1, 16923.3, 22g11.21 und fir eine
Mikroduplikaiton bei 10g11.21 konnten ein de novo Ereigniss nicht bestatigt werden, da nur

ein Elternteil verfligbar war.

Nach bestem Wissen und Gewissen sind die Mikrodeletionen der chromosomalen Region
523.1 nicht mit VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen assoziiert. Das einzige RefSeq-Gen,
das in der hier gefundenen Mikrodeletion liegt ist FAM170A. Laut Mouse Genome Informatics
(MG]I) (http://www.informatics.jax.org/) ist Fam170a nur in murinen embryonalen Hoden,
Spermatozyten und Sertoli-Zellen exprimiert. Da keines dieser Gewebe zu den klassischen
VATER/VACTERL-Organsystemen gehort, scheint seine Beteiligung an der Entstehung von
VATER/VACTERL-Phdnotypen im Menschen unwahrscheinlich. Allerdings wurde vor kurzem
eine Uberlappende Deletion in der chromosomalen Region 5g23.1 bei einem Patienten mit
zerebelldrer Hypoplasie identifiziert (Sajan et al., 2013). Daher kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die hier beobachtete Deletion in den chromosomalen Region 5¢23.1 zur
Expresssion des VATER/VACTERL-ahnlichen Phdnotypen bei Patienten 5 beigetragen hat
(Zhang et al., 2017b).

CDH13 ist das einzige RefSeq-Gen, das in der hier identifizierten Mikrodeletion 16g23.3
kartiert. Diese Deletion betrifft jedoch nur einen Teil des Intron-5 des Gens CDH13. Gleichwohl
wird Cdh13 nach MGI in fast allen VATER/VACTERL-relevanten Organsystemen wahrend der
Mausembryogenese exprimiert, was darauf hindeutet, dass heterozygote Deletionen des
Gens CDH13 im Menschen mit der Expression von VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen
assoziiert sein konnte (Zhang et al., 2017b). In der Literatur findet sich ein Fallbericht Gber
einen Patienten mit globaler Entwicklungsverzégerung, Trigonozephalie, Portokaval-Shunt
und Nephrokalzinose, der eine Deletion 16g23.1-q23.3 hat (Jobling et al., 2013). Dies deutet
darauf hin, dass die Region bzw. das Gen CDH13 eine Rolle in der Embryogenese der

Menschen spielt.

Im Gegensatz zu den Deletionen in 5q23.1 und 16g23.3 wurden die de novo oder vererbten
Deletionen in 22q11.21 zuvor mit VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen assoziiert (Digilio et
al., 1999; McDonald-McGinn et al., 2015). Die hier berichtete Patientin 20 mit 22g11.21-
Mikrodeletion hat einen VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen mit anorektaler Fehlbildung

und Nierenanomalien. Sowohl anorektale Fehlbildungen als auch Nierenanomalien wurden
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bei Patienten mit 22g11.2-Mikrodeletion oder —Mikroduplikationssyndrom beobachtet
(Brosens et al., 2016; Noél et al., 2014; Schramm et al., 2011; Worthington et al., 1997). Die
hier identifizierte Mikrodeletion Uberlappt mit den beiden von Schramm (2011) und Brosens
(2016) beschriebenen Mikroduplikationen 22g11.2 im Bereich des TBX1-Gens welches zuvor
mit angeborenen Herzfehlern assoziiert wurde (Abb. 21) (Zweier et al., 2007). Bestimmte
Missense-Mutationen in TBX1 fihren zu einem ,Funktionsgewinn®, der auch bei
Duplikationen des Gens zu erwartet ware und eine erhohte Gen-Dosierung nachahmen wiirde
(Zweier et al., 2007). Daher konnten heterozygote Funktionsverlustmutationen in TBX1
und/oder einer Deletion von TBX1 embryonal die gleichen Effekte wie eine Duplikation der
Region oder Missense-Mutationen mit Funktionsgewinnen in TBX1 ausiiben. Obwohl die
Mechanismen noch spekulativ bleiben, wie Duplikationen und Deletionen in derselber
chromosomalen Region 22g11.2 den gleichen Phédnotyp verursachen, stellen die Deletionen
oder Duplikationen in 22g11.2 ein Risiko fiir die Entstehung von Fehlbildungen aus dem

humanen VATER/VACTERL-Spektrum dar (Zhang et al., 2017b).

chrzz (q11.1-q11.21) | EEZ3E 22p11.2 TN 22912.2 22012.3 22913.1 IEZIERAN  22q13.31

Scale 1 Mb} | hg19
chrz2:  17,500,000| 18,000,000/ 18,500,000/ 19,000,000] 19,500,000/ 20,000,000/ 20,500,000/ 21,000,000/ 21,500,000/

Brosens2016 Brosens et al., 2016, dup 22q11.21
Patient20 Patient20,del 2291220
Schramm2011 Schramm et al., 2011, dup 22911.1g11.21

Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
Chromosome Band [INENETER N 22q11.21

UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparative Genomics)
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CECRS | ATPBVIET i Tugas ff DGCRz i cazorfag| C2z20rf23 ) LINCO0836 | 2ZNF74 | SERPINDT | POM12IL7 |  TMEMISIC|
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Abbildung 21 Darstellung von der hier identifizierten Deletion und zwei Duplikaitionen von
Publikaitionen in der chromosomalen Region 22¢11.2 (Zhang et al., 2017b).

Zusatzlich zu den obengenannten CNVs in 5q23.1, 10g11.21, 16g23.3, 17912 und 22q11.21
waren alle anderen CNVs elterlich vererbt. Zudem wurden 15 CNVs identifiziert, die zwar alle
vererbt waren, die aber zugleich so selten waren, dass sie nicht in unseren internen Kontrollen
(n =1.307) beobachtet wurden. Leider haben wir keine vertebralen Rontgenuntersuchungen

bei allen Eltern der hier analysierten Patienten. Des Weiteren fehlt von den meisten Eltern
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eine Ultraschalluntersuchung der Nieren. Daher kdnnen wir nicht ausschlieRen, dass irgendein
Elternteil eine milde Auspragung eines VATER/VACTERL-ahnlichen Phanotypen hat. In diesem
Fall konnte einer der seltenen vererbten CNVs doch ein mit der Ausprdgung der

VATER/VACTERL-Assoziation assoziierter CNV sein (Zhang et al., 2017b).

In diesem Zusammenhang konnten in der aktuellen Arbeit zwei seltene aber vererbte
Mikrodeletionen identifiziert werden, die in der chromosomalen Region 13q kartieren und
vollstandig mit der von Dworschak et al. (2013) beschriebenen de novo Deletion 13g31.1-g34,
bei einem Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation (V, A, R, L) tberlappen (Abb. 22).
AuBerdem hat die Patientin 7 mit anorektaler Fehlbildung und Speiser6hrenanomalien eine
Deletion in der chromosomalen Region 7935, die von ihrem ,,gesunden” Vater vererbt wurde.
Diese Deletion zeigt eine vollstindige Uberlappung mit einer als krankheitsverursachenden
distalen de novo 7g-Deletion bei einem Patienten mit ,,V, A, TE“ von Brosens et al. (2016) (Abb.
23). Allerdings bleibt es ungewiss, ob diese Mikrodeletionen den gleichen Effekt haben, wie
die grolRen von Dworschak et al. (2013) und Brosens et al. (2016) beschriebenen Deletionen

mit einer GréRe von 28,5Mb bzw. 15Mb (Zhang et al., 2017b).
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Abbildung 22 Darstellung der Uberlappungen von 13q31.3del bei Patienten 13 und 13q32.3-q33.1del bei
Patienten 14 mit der Deletion in 13g31.1-g34 von Dworschak et al. (2013) (Zhang et al., 2017b).
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Abbildung 23 Darstellung der Uberlappungen von 7q35del bei Patientin 7 mit der Deletion in 79q35-q36.3
von Brosens et al. (2016) (Zhang et al., 2017b).

7.3 Osophagusatresien mit und ohne tracheo-6sophageale Fistel (EA/TEF)

7.3.1 Whole-Exome Sequencing (WES) bei Patienten mit Osophagusatresien mit und ohne

tracheo-6sophagealer Fistel (EA/TEF)

In dieser Arbeit durchgefiihrte WES Analyse ergab zunichst 26 vermeintliche de novo
Mutationen in 31 Eltern-Kind-Trios. 24 dieser Mutationen konnten mittels Sanger
Sequenzierung bestatigt werden. Davon wurden 14 bisher nicht beschrieben (nicht vorhanden
in: dbSNP, ExAC Browser und 1000 Genomes
(http://phase3browser.1000genomes.org/index.html)). Drei der 14 Varianten liegen in Genen,
die zuvor mit angeborenen Anomalien der Speiserdhre assoziiert waren, z.B. CHD7 (CHARGE-

Syndrom), FANCB (Fanconi-Andmie) und TRPS1 (Tricho-Rhino-Phalangealen Syndrome).

CHD7 (chromodomain helicase DNA binding protein 7)

Das CHARGE-Syndrom ist komplexe Multisystemerkrankung mit angeborenen Fehlbildungen
und Entwicklungsstorungen in verschiedenen Organsystemen. Dieses Syndrom manifestiert
sich duBerst variabel und wird durch Mutationen in CHD7 verursacht (Corsten-Janssen et al.,
2016). Ungefdahr 19% der Patienten mit CHARGE-Syndrom und Mutationen in CHD7 haben

eine EA/TEF (Zentner et al., 2010). Mittels dbNSFP wurde die in dieser Arbeit identifizierte
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Variante p.A1396G im Gen CHD7 von acht In-Silico-Pradktionsalgorithmen als pathologisch
klassifiziert. Aufgrund des de novo Statuses und der Beurteilung durch die In-Silico-
Pradktionsalgorithmen gehen wird avon aus, dass diese Variante in CHD7 zur Ausbildung der

EA/TEF in unserem Patienten 167_501 fiihrte.

FANCB (Fanconi anemia complementation group B)

EA/TEF und die anderen gastrointestinalen Atresien sind eine gut dokumentierte Komponente
von Fanconie-Anamie (FA). Gastrointestinale Atresien wurden in bis zu 14% der Patienten mit
FA berichtet (Dokal, 2000). Nichts desto trotz ist der Anteil der Patienten mit einer FA unter
allen Patienten mit einer EA/TEF gering. In der vorliegenden Arbeit wurde eine de novo
Variante p.R261Q in FANCB in einer Patientin 46_501 identifiziert. Diese Variante wurde von
neuen In-Silico-Pradiktionsalgorithmen von dbNSFP als benigne charakterisiert. AuRerdem
zeigt diese Patientin eine normale X-Chromosom-Inaktivierung. Demzufolge wurde diese

Variante in FANCB als nicht pathologisch in der Patientin 46_501 gekennzeichnet.

TRPS1 (transcriptional repressor GATA binding 1)

Mutationen in TRPS1 sind mit dem Auftreten der Tricho-Rhino-Phalangealen Syndrome (TRPS)
assoziiert. TRPS-Patienten mit Mutationen in TRPS1 haben gehauft angeborene Herzfehler
und gastrodsophagealen Reflux (Maas et al., 2015). In unserem Patienten 288 501 zeigte sich
eine bisher nicht beschriebene nonsense Mutation p.R544* in TRPS1. Die gleiche Mutation
wurde zuvor bei drei TRPS-Patienten beobachtet. Anders als bei unserem Patienten 288 501
zeigten diese zuvor beschriebenen Patienten keine Herzfehler bzw. Fehlbdildungen der
Speise- oder Luftrohre (nach personlichem Kontakt mit Herrn Raoul C. Hennekam).
Interessanterweise zeigt Trps1 einen durchweg hohen Expressionswert von 7,24 und logFC
von 3,34 an den Tagen E8.5 und 12.5 in Miuseembryonen im Bereich des Osophagus.
Zwischen beiden Tagen ist Trpsl differentiell exprimiert mit einer deutlich stdrkeren
Expression an E12.5, so dass davon auszugehen ist, dass die hier vorliegende Mutation in

TRPS1 ursachlich an der Expression einer EA/TEF in unserem Patienten beteiligt ist.
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Insgesamt zeigten drei von 23 Kandidatengenen keine Expression wahrend der Entwicklung
des Osophagus. Damit deckt sich unsere Beobachtung mit dem MGI-Datensatz (http://www.
Informatics.jax.org). Interessanterweise gibt es 19 unserer 23 Kandidatengene keine

Expressionsdaten in MGI, so dass die hier beschriebenen Expressionsmuster neu sind.

7.3.2 Kandidatengenanalyse von EEF1D

Da Eef1d die hochste durchschnittliche Expression wahrend zu den untersuchten Zeitpunkten
E8.5 und 12.5 im Bereich des sich entwickelnden Osophagus in Mauseembryonen zeigte und
wir zudem eine trunkierende Neumutation in EEF1D in unserem Patienten identifizieren
konnten, priorisierten wir EEF1D als Kandidatengen zur Re-Sequenzierung in unserer EA/TEF-
Kohorte. Bislang wurden jedoch nur wenige Studien zu diesem Gen bzw. seinem
Proteinprodukt publiziert. Elongationsfaktor 1 delta (EEF1D) ist ein Teil vom eukaryotischen
Elongationsproteinkomplex (EF-1), welches den enzymatischen Transport von Aminoacyl-
tRNAs an das Ribosom vermittelt (Riis et al., 1990). Ogawa et al. (2004) konnten zeigen, dass
eine aberrante Expression von EF-1 das Zellwachstum stark beeinflusst (Ogawa et al., 2004).
Ogawa et al. (2004) hat die Expression von EEF1D in malignen und benignen 6sophagealem
Gewebe von 52 Patienten mit Osophaguskarzinom quantifiziert. Die Expression von EF-1 delta
mRNA war in malignem Gewebe signifikant hoher als im benignen Randgewebe (Ogawa et al.,
2004). Es konnte sein, dass EEF1D eine Rolle bei Proliferation oder Apoptose spielt, da diese
Prozesse bei der Entstehung von (Osophagus-)Karzinomen eine groRe Rolle spielen. Bei
unserem Patienten 4_501 wurde eine Stopmutation p.R292* in EEF1D identifiziert. Durch
diese Stopmutation kdnnte die Translation der EF-1 delta mRNA friiher abgebrochen werden,
dadurch kénnte die Genexpression reduziert sein. Eine kausale Rolle dieser Variante in der
Entwicklung einer EA/TEF im Patienten 4_501 erscheint wahrscheinlich. Da wir in unserer
Kohorte von 192 Patienten mit EA/TEF keine weitere kodierende Variante in EEF1D gefunden
haben, ist davon auszugehen, dass Varianten in EEF1D eine seltene Ursache von EA/TEF ist.
Welche Rolle EEF1D genau in der Entwicklung der EA/TEF spielt, konnte unsere Studie nicht
beantworten und muss in zukinftigen experimentellen bzw. funktionellen Studien naher

untersucht werden.
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8 Zusammenfassung

Urorektale und gastrointestinale Malformationen sind menschliche Entwicklungsdefekte, die
sich mit einem breiten phanotypischen Spektrum manifestieren und genetisch sehr heterogen
sind. Die Atiologie ist in den meisten Fallen bisher unbekannt. Das tibergeordnete Ziel der hier
vorgelegten Arbeit ist es, die genetischen Ursachen urorektaler und gastrointestinaler

Fehlbildungen zu identifizieren und aufzuklaren.

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus zuerst auf dem Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex
(BEEK). In einer vorangegangenen Studie wurden die /SL1-Region als Risikolokus und weitere
11 nominant signifikante Regionen fur multifaktorielle KBE-Phanotypen identifiziert. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden diese Regionen im Rahmen einer Replikationsstudie
untersucht. Fir die Replikationsstudie lagen sieben verschiedene Kollektive zur Verfiigung,
einschlieBlich 92 nordamerikanischer Eltern-Kind-Trios und 268 KBE-Patienten aus Australiern
(n=31), Briten (n=40), Deutschen (n=7), Italienern (n=39), Spaniern (n=35) und Schweden
(n=116) mit europaischer Herkunft und 1.354 ethnisch angeglichenen Kontrollen. Insgesamt
wurden 12 Marker fiir die 12 Regionen ausgewahlt. Die ISL1-Region wurde erfolgreich in allen
sieben Kohorten repliziert. Die anderen 11 Regionen haben das genomweit signifikante

Niveau trotz vergroRerter Effekte nicht erreicht.

Durch die vormals durchgefiihrte Exom-Analyse in acht KE-Eltern-Kind-Trios wurde ein
Risikogen SLC20A1 identifiziert. Das Risikogen SLC20A1 wurde in 526 BEEK-Patienten (E: 35;
KBE: 426; KE: 65) re-sequenziert. In SLC20A1 wurden insgesamt drei neue Varianten in drei
unabhangigen Familien identifiziert. Von den drei Varianten wurden zwei als de novo bestatigt.

Die dritte Variante wurde in einem Patienten und seiner leicht betroffenen Mutter gefunden.

Ein weiterer Fokus der vorliegenden Arbeit hatte die VATER/VACTERL-Assoziation im Blick. Die
VATER/VACTERL-Assoziation beschreibt die seltene Assoziation verschiedener Fehlbildungen.
Dabei wird die Diagnose klinisch gestellt, wenn drei der folgenden Fehlbildungen vorliegen:
angeborene Defekte der Wirbelsaule (engl. vertebral, V), ARM (Analatresie, A), Fehlbildungen
des Herzens (engl. cardiacl, C), tracheo-6sophageale Fistel mit oder ohne Osophausatresie
(engl. tracheoesophageal fistula with or without esophaguseal atresia, TE), Anomalien der

Nieren (engl. renal, R) und Defekte der (radialen) Gliedmalien (engl. limb, L). Wenn zwei der
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Fehlbildungen vorliegen, kann man von einem VATER/VACTERL-dhnlichen Phé&notypen

sprechen.

In der vorliegenden Studie wurde eine Array-basierte Analyse zu ursdchlichen
Kopienzahlverdnderungen (CNV) in 75 Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation und 40
Patienten mit VATER/VACTERL-dhnlichem Phanotyp durchgefiihrt. Insgesamt wurden 13
Mikrodeletionen und sieben Mikroduplikationen in 20 unabhangigen Patienten identifiziert,
die nicht in gesunden Kontrollen zu finden waren. Dabei konnte eine Mikrodeletion in der
chromosomalen Region 1712 als de novo bestatigt werden. Fir die Mikrodeletionen der
chromosomalen Region 5qg23.1, 16g23.3, und 22q11.21, und die Mikroduplikation der
chromosomalen Region 10q11.21 konnte nicht iberprift werden, ob diese de novo vorliegen,
da nur DNA eines Elternteils zur Verfligung stand. Das vorhandene Elternteil trug den CNV
nicht. Da Mikrodeletionen der Region 22q11.21 bereits zuvor mit Fehlbildungen und
Kombinationen von Fehlbildungen aus dem VATER/VACTERL-Spektrum assoziiert waren,
gehen wir davon aus, dass diese Mikrodeletion hier ursachlich ist. Die restlichen 15 CNVs
wurden jeweils von einem gesunden Elternteil vererbt. Die vorliegenden Ergebnisse deuten
darauf hin, dass (seltene) CNVs zur Entstehung der VATER/VACTERL-Assoziation oder
VATER/VACTERL-dhnlichen Phanotypen beitragen konnen. Weitere Studien sind erforderlich,
um zu klaren, wie der Verlust bzw. Zugewinn der jeweiligen CNVs dazu beitragt, dass die CNV-

tragenden Patienten Fehlbildungen aus dem VATER/VACTERL-Spektrum ausbilden.

Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf angeborenen Osophagusatresien mit
und ohne tracheo-6sophagealer Fistel (EA/TEF). Um kleinere ursachliche Neumutationen im
Bereich von Punktmutationen identifizieren zu kdénnen wurden mittels Whole-Exome
Sequencing (WES) 31 Eltern-Kinder-Trios untersucht. Dabei konnten 24 Varianten in 23 Genen
und 18 unabhéangigen Patienten mit Hilfe von Sanger Sequenzierung bestatigt werden. Um die
Kandidatengene weiter zu priorisieren, wurden Transkriptom-Analysen im sich entwickelnden
Osophagus bei M3useembryonen an den Tagen E8.5 (TS13) und E12.5 (TS21) durchgefiihrt.
Des Weiteren wurden die Varianten mittels Vorhersagealgorithmen klassizifiert. In
Zusammenschau aller Informationen wurde die trunkierende Variante in EEF1D priorisiert und
EEFID als Kandidatengenen in unserem EA/TEF Kollektiv re-sequenziert. Die
Sangersequenzierung von 192 weiteren EA/TEF-Patienten konnte keine weitere Variante

identifizieren. In einem nachsten Schritt soll EEF1D und weitere priorisierte Kandidatengene
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in der gesammten EA/TEF-Kohorte mittels smMIPs (engl. single molecule molecular inversion
probes) re-sequenziert werden, um weitere Mutationstrager fiir die priorisierten Gene zu
identifizieren. Die smMIP-basierte Re-sequenzierung erlaubt es viele Gene und Patienten mit

geringerem Kostenaufwand zu untersuchten.

Zusammenfassend hat die vorgelegte Arbeit dazu beigetragen bisher nicht bekannte
genetische Faktoren fiir die untersuchten Fehlbildungen zu identifizieren und zu bestatigen.
Dadurch hat die vorgelegte Arbeit einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstiandnis der
Ursachen urorektaler und gastrointestinaler Fehlbildungen und letztendlich der Entwicklung
dieser Organstrukturen geleistet. Weitere Studien sind fiir die endgiltige Aufklarung der
genetischen Ursachen von BEEK, VATER/VACTERL-Assoziation und EA/TEF erforderlich.
Zukiinftige GWAS an groBeren Kohorten werden weitere genetische Regionen mit
Suzeptibilitat fur multifaktorielle Phdnotypen identifizieren und ggf. Hinweise auf Gen-

Umeltfaktor-Interaktionen liefern.

Dariber hinaus werden umfassende Analysen mittels WES, Whole-Genome Sequencing und
smMIPs Varianten zur Identifizierung von weiteren hochpenetranten Varianten fiihren, die im
Einzelfall einen direkten Rickschluss auf die Funktion des betreffenden Genes in der
Expression der entsprechenden Fehlbildung zulassen. Die so identifizierten Regionen und
Kandidatengene werden dann in Vertebratenmodellen (z.B. Zebrafisch) in ihrer Funktion

morphologisch und funktionell detailliert charakterisiert.
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Appendix Al: Alphabetische Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gerdten, Chemikalien,

Enzymen, Lésungen, kommerziellen Kits sowie Software und Datenbanken

Geraten

Autoklav

e Systec D-150, Sytec GmbH

e Varioklav® 135 S Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH
Automatischer Sequenzier

e 3130xl Genetic Analyzer, Life Technologies Corporation
DNA-Bank/Verwaltung

e 2D CYPHER Tubes, Thermo Fisher Scientific GmbH

2D CYPHER 1,2ml Cluster Tube Racks, Thermo Fisher Scientific GmbH
e SmartScan Solo'™ 2D Barcode Reader, Thermo Fisher Scientific GmbH
e SmartScan 96 2D Barcode Reader, Thermo Fisher Scientific GmbH
e FluidX 96-well format 2D barcoded sample storage tubes and caps, FluidX GmbH
e X-CAP semi-automatic capmat capper, FluidX GmbH
e FluidX IntelliCodeTM Decoding Software, FluidX GmbH
DNA-Extraktion
e Chemagic Magnetic Seperation Module | v20, PerkinElmer Chemagen Technologie
GmbH
Eismaschine
e AF100, Scotsman® Ice Systems
Gel-Elektrophoreseskammern
e WIDE MINI SUB CELL® GT, BioRad Laboratories GmbH
e Sub-Cell Model 96, BioRad Laboratories GmbH
Gel-Dokumentation
e GelDoc™ XR System, BioRad Laboratories GmbH
Genotypsierungssysteme

e iScan System, lllumina
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e Light Cycler®, 480 Il, Roche

e MassARRAY™ Compact Analyzer, Bruker Daltonics Inc. fiir Sequenom® GmbH
Mikrowelle

e MW 9625, Severin
Nanodispenser

e MassARRAY™ Nanodispenser, SAMSUNG Techwin Co. Ltd. Fiir Sequenom® GmbH
Next-Generation-Sequenzierung

e HiSeq 2500, lllumina
Nukleinsdure-Messgerate

e NanoDrop® 1000 Spectrophotometer, Peqlab Biotechnology GmbH

e NanoDrop® 8000 Spectrophotometer, Peqlab Biotechnology GmbH

e TapeStation2200, Agilent GmbH
Pipettierhilfen

e accu-jet® pro, BRAND GmbH & Co. KG

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

500-5000ul, Eppendorf GmbH

e eLINE Single Electronic Pipette 5-120ul, Sartorius AG

e Eppendorf Research pro 20-300ul

e Finnpipette® 16-Kanal, VWR International GmbH

e Multipette® plus, Eppendorf AG

e Transferpette® 0,5-10ul; 2-20ul; 20-200ul, BRAND GmbH & Co. KG

e Transferpette® S-8 0,5-10ul; 2-20pl; 20-200ul, BRAND GmbH & Co. KG

e Transferpette® S-8 0,5-10ul; 2-20ul; 20-200ul, Eppendorft AG
Pipettierroboter

e Biomek® NX MC Laboratory Automation Workstation, Beckman Coulter GmbH

e Biomek® NX S8 Laboratory Automation Workstation, Beckman Coulter GmbH
pH-Wert Messgerat

e inolab® pH 720, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH
Reinstwassersystem

e Milli-Q A10 Synthesis, Merck KGaA

Schittel-, Misch- und Heizgerate
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Uberkopfschiittler REAX 2, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

Thermomixer comfort, Eppendorf AG

Thermomixer compact, Eppendorf AG

Titramax 101 kreisformig vibrierender lattformschuttler, Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG

Unimax 1010 rotierender Plattformschittler, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc.

VWR Signature™ High-Speed Microplate Shaker, VWR International GmbH

Spannungsgerate

Powerpac Power Supply, BioRad Laboratories GmbH

Thermocycler

C1000 Thermal Cycler, BioRad Laboratories GmbH
Mastercycler® pro, Eppendorf GmbH

PTC-100, MJ Research

PTC-200, MJ Research

Trockenschrank und Inkubatoren

Brutschrank, Memmert GmbH

T 20 P, Heraeus GmbH

Waagen

TE3102-S, Sartorius AG
TE3132-DS, Sartorius AG

Zentrifugen

Biofuge fresco, Heraeus GmbH

Biofuge picco, Heraeus GmbH

Biofuge stratos, Heraeus GmbH
Concentrator plus, Eppendorf AG

Megafuge 1.0, Heraeus GmbH

Megafuge 1.0 R, Heraeus GmbH
neolab-Mini-Zentrifuge Spectrafuge, neolLab

Vakuumzentrifuge Speed Vac Plus SC110A, Thermo Electro Corporation
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Chemikalien und Enzyme

Soweit moglich, wurden Chemikalien mit der Qualitdtsbezeichnung ,pro analysis“ verwendet.

e Agarose low EEO (Agarose Standard), AppliChem GmbH
e Alconox, Alconox Inc.

e Bromphenolblau, Sigma-Aldrich

e Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich

e DNA ladder 1kb und 100bp, GeneCraft

e dNTPs [10mM], Labomedic GmbH

e Essigsaure (100%), Merck KGaA

e Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, reinst), Merck KGaA
e Ethanol absolut (EtOH, 100%), AppliChem GmbH

e Ethanol (EtOH, 96%), WALTER CMP GmbH & Co. KG

e Ethidiumbromid (EtBr-Lsg, 1%), Merck KGaA

e Ficol™ PM400, Amersham Biosciences GmbH

e HotStar Tag DNA-Polymerase [5 U/ul], Qiagen GmbH

e HPLC Wasser, Merck KGaA

e Natriumacetat (NaAc), Merck KGaA

e Natriumhypochlorit (12%), Carl Roth GmbH & Co. KG

e Natronlauge (NaOH-Lsg, 0,1M), AppliChem GmbH

e QlAzol Lysis Reagent, Qiagen GmbH

e 10 x TBE Puffer, Life Technologies GmbH

e Tris (299,9%), Carl Roth GmbH & Co. KG

e VWR-Taq DNA-Polymerase [5U/ul], VWR International GmbH

Losungen
Wenn moglich, wurden alle Losungen mit demineralisiertem, sterilfitriertem und

autoklaviertem Wasser angesetzt.

Bromphenol-Auftragspuffer
e 10ml10xTBE, 10ml 0,1% Bromphenolblau, 40ml 20% Ficoll (8g) ad 100ml dest. Wasser
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Ethanol 70%

729ml EtOH (96%), ad 1000ml dest. Wasser

Ethanol 85%

885ml EtOH (96%), ad 1000ml dest. Wasser

Natriumacetat (NaAc) 3M, pH 5,2

NaAc mit Essigsdure (100%) auf pH-Wert von 5,2 eingestellt

Tris-EDTA (TE™)

0,21mM EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 8,0

Kommerzielle Kits

Agencourt AMPure XP Kit, Beckman Coulter

Agencourt CleanSEQ Kit, Beckman Coulter

BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit 3.1, Life Technologies GmbH
Chemagic DNA Blood Kit special, PerkinElmer Chemagen Technologies GmbH
EDTA-haltige Monovetten von 1,2ml bis 10ml, SARTEDT AG & Co.

HiSeq Rapid SBS Kit v2, lllumina

HumanOmniExpressExome 8 v1.2 und v1.3 BeadArray, lllumina

iPLEX™ Gold Reagent Kit, Sequenom® GmbH

LightCycler® 480 SYBR Green | Master, Roche

Oragene® DNA (OG-250) und (OG-500) DNA Genotek, OraSure Technologies Inc.
PowerPlex® 16 HS System, Promega GmbH

QlAamp DNA Blood Maxi Kit, Qiagen GmbH

QuantSeq 3 mRNA-Seq Library Prep Kit, Lexogen GmbH

REPLI®-Midi Kit, Qiagen GmbH

RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen GmbH

SeqCap EZ Human Exome Kit v2.0, Roche

SpectroCHIP® Arrays & Clean Resin Kit, Sequenom® GmbH

Software und Datenbanken

Assay Design 3.1, Sequenom® GmbH

BeadScan, Illumina

128



Appendix A: Material und Methoden

BiomaRt R Package, Bioconductor

Biomek® Software 3.2, Beckman-Coulter GmbH

Cartagenia Bench Lab CNV, Cartagenia GmbH

2D CYPHERTM Pilot Databases, Thermo Fisher Scientific GmbH
3130x| DataCollection v3.0, Life Technologies GmbH

dbNSFP (https://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP)

dbSNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)
DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk)

DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)

edgeR v3.16.5, Bioconductor

ENSEMBL genome browser (http://www.ensembl.org/index.html)
Exome Variant Server (EVS) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
FastQC v0.11.4 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/)
FluidX IntelliCodeTM Decoding Software, FluidX GmbH

GeneCards (http://genecards.org)

1000Genomes Browser (http://browser.1000genomes.org/index.html)
GenomeStudio v2.0.2, lllumina

Haploview Version 4.2, Broad Institute

HapMap genome browser (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov)

KEGG (http://kegg.jp)

limma v3.30.13, Bioconductor

MySequenom, Assay Design Suite (https://mysequenom.com/Home)
MGI (http://www.informatics.jax.org)

NanoDrop® ND-100 v3.3.0, Peglab Biotechnology GmbH

NanoDrop® ND-8000 v2.2.1, Peglab Biotechnology GmbH

NHLBI Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Primer3 v0.4.0 (http://www.frodo.wi.mit.edu)

OMIM (https://www.omim.org)

Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/start/)
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QuantiSNP (https://sites.google.com/site/quantisnp/)
R, R-Studio

RegulomeDB (http://regulomedb.org)
RT-Workstation 3.3, Sequenom® GmbH

SAS Software version 9.1

SegMan Il Version 5.0, DNAST AR Inc.
SmartScanTM 96, Thermo Fisher Scientific GmbH
SpectroAQUIRE, Version 3.3.1.2, Sequenom® GmbH
SpectroPOINT, Sequenom® GmbH

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

Subread v1.5.1 (http://subread.sourceforge.net/)
Typer 3.4/ 4.0, Sequenom® GmbH

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/)
UniProt (http://www.uniprot.org)

Varbank (https://varbank.ccg.uni-koeln.de)

ZFIN (http://zfin.org)
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Appendix A2: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primersequenzen.

Dargestellt sind die 5’-3’ Sequenzen der Primersequenzen (F: Forward; R: Reverse). Das Design der Primer wurde nach hg19 durchgefiihrt.

Primer fiir Replikationsstudie bei Patienten mit BEEK

SNP-ID

F

R

UEP

rs72748303
Gyc-Marker
rs56189125
rs6874700
rs1514921
rs16917077
rs10119066
rs57086087
rs1475601
rs7689350
rs117622209
rs1514351
rs79145914

ACGTTGGATGTGGAAGCGGGACATTCAATC
ACGTTGGATGAGTCAGCTCAGGAGGAAATC
ACGTTGGATGTCGAATGCTGCCAAGAAAGG
ACGTTGGATGCTTCACTGTTGTTATTGGAC
ACGTTGGATGAAGGCACAGAGAGGCAGTAG
ACGTTGGATGAGGTTAACTAGCACCCTCAG
ACGTTGGATGAAATCACACTGCGAGCACTG
ACGTTGGATGGGTTCTACCAAGTTTTCAAC
ACGTTGGATGCCTGTCTAAACACATAAAG
ACGTTGGATGCCCAAAGATCTTTATGGAGTG
ACGTTGGATGTGAGGAAGACTGTGCAGAAC
ACGTTGGATGCACTATTGTAGAAGGAAACG
ACGTTGGATGCCCAGCACACCGATTTAAAC

ACGTTGGATGGGTGAACAGGAAAAAACGGG
ACGTTGGATGGGAGTGCATCCTTTAGGAAC
ACGTTGGATGTGGCCATCTTGGAGAGGTTG
ACGTTGGATGCAAGCCTGGTAACTAGACTC
ACGTTGGATGAACTGGCCCTTAGGGTACAC
ACGTTGGATGAGTGATCTTGCCGAGGGATG
ACGTTGGATGATATTCCAGGCTCACTGAAG
ACGTTGGATGGCTTAATTCCAAGCCAAGTG
ACGTTGGATGTGTACGATCAATTAACCAGG
ACGTTGGATGCTAGTATTTGCTTACTGGT
ACGTTGGATGTCTGCTGCCTCAACACAACT
ACGTTGGATGGTATAGCAGTATATTTGCGG
ACGTTGGATGTATGGGTCCCAAAGTGGTTG

GGACTCTTGCTTTGCC
CCCTCCTCGGGAGTTCT
CCATTTCTTCCCCCACTA

GTGTGGTGATTCTATAGAGA
TGTTATCCCATTCAACTAATAG
GGGACCTCAGGATGCATAGTAC
GGCACTGAAGAAAAATCTCCAGA
TACCTAGAAATCTACTTCAGTTTA
CCCCCTTTTTTCATTTTGTCAGCAT
GGTTAGTTTTCTTTGTTCTCAAGAT
GAGGGTGTGAATAAGCTTGTTTATCA
TATTTTAGAAGGAAACGAAAGGAGTTA
GTACACCTGGGGACTTTCTTTAGGTTAA
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Primer fiir Kandidatengeneanalysen bei Patienten mit BEEK

132

ISL1
Primername Sequenzen Temperatur
ISL1-i1F GGGCTCGGTGTGCTGTTCT 63,8 °C
ISL1-i1R ATTGCCGCAACCAACACATAG 63,1°C
ISL1-i2F TCATAATTCCGGGGTATTGAGG 62,0 °C
ISL1-i2R CTTGTTAATAGCCACCGGACATT 61,4°C
EFNB1
Primername Sequenzen Temperatur
EFNB1-1F CAGCGCGGCAGAGGAAGG 67,8°C
EFNB1-1R CCACATGCACTCCGGGGC 68,5 °C
EFNB1-2F ACCCAGTAGGCCCAGCCC 64,7 °C
EFNB1-2R AGGGGATCAGATCCAGCAGG 63,8 °C
EFNB1-3F GCAGTTTCTCTCCCTGTTGGC 63,5°C
EFNB1-4R GCTTGCATTTCTTCAGGGACAG 63,4°C
EFNB1-5F AAGAAATGCAAGCTGGGCCTG 65,8 °C
EFNB1-5R CACAGCTGGCAAGGGGAGG 66,5 °C
SLC20A1
Primername Sequenzen Temperatur
SLC20A1-2F GCTCGGTTTCTGTGCCGTAG 63,2°C
SLC20A1-2R TTATGCACAAAAATGGAACCACC 62,9 °C
SLC20A1-3F GGGTGAGCAAATTTGTATCATGG 62,6 °C
SLC20A1-4R GGCCGCATACCTATACACCAAT 62,1°C
SLC20A1-5F ATTGGCACTATAATTCCCAAACC 60,3 °C
SLC20A1-5R AGCGTACACTAGCCTGCAGC 60,8 °C
SLC20A1-6F GTCCCCAGAGGAGGGTTTAC 59,8 °C
SLC20A1-6R TAAAAACAGTTTGGACAACAAACC 59,4 °C
SLC20A1-7F GGTGGAGGAAAGGAGACGTG 62,0°C
SLC20A1-7R AAGCCTCCTCACCACTGCAG 62,9 °C
SLC20A1-8F TACCTGCAGTGGTGAGGAGG 61,3°C
SLC20A1-8R CACTACCACAAGCACAGGCC 61,7 °C
SLC20A1-9F TTCTGTTGTGTATGTTGGGGTTC 61,0°C
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SLC20A1-9R GTCTGACCAAAATGTTTAAGGGC 61,1°C
SLC20A1-10F AGGAAACTGGGCATCTGTGG 62,4°C
SLC20A1-10R ACCATTTGAAAGACACACATTGG 61,0°C
SLC20A1-11F TCTTGTCCAGGGGTCTGGG 63,5 °C
SLC20A1-11R GGGGACCTCAGCAGGAGC 63,4 °C

Primer fur gPCR bei CNV-Analyse in Patienten mit VATER/VACTERL

Primername Sequence Temp
SMYD3-in6-ex6-F ACAAAGAGGCCCAGCAACAG 62,7 °C
SMYD3-in6-ex6-R TCAAGGCATGTTTCCCCAAG 63,2 °C

SMYD3-ex5-F AGGCTTCCTCCAACAGGCC 63,9 °C

SMYD3-ex5-R GCAATTCTGAACGGCTTCCC 64,1°C

SMYD3-in5-F GCTGGGTTTCCTCCTCTACC 60,1 °C

SMYD3-in5-R AGCTCGTTTTCTCTCACCTGG 60,9 °C

FAM170A-ex1-F GGGAGGTGGACATTAAGCATCT 61,6 °C
FAM170A-ex1-R CGCACATACCTCCTCCCTTC 61,9 °C
FAM170A-in3-F AGGAAGTGAGCAAAGCCTGG 61,8 °C
FAM170A-in3-R CCCTGAGCCAATAAAGCCC 61,8 °C
FAM170A-3'-F ACAACTTGTTATCATACGGCCC 60,1 °C
FAM170A-3'-R TCCCTCTACATACGGGGAGTC 60,3 °C
CNTNAP2-in13-F CCTACCTCCACATCAATTCGG 61,6 °C
CNTNAP2-in13-R CGGCAACTCTTCTCTACCCATAG 61,5 °C
CNTNAP2-in14-neu-F TCAGAGAGCTTCACTGTGTTCAG 59,8 °C
CNTNAP2-in14-neu-R CAGGGTCTAGGTATGAGGAAAGG 60,4 °C
CNTNAP2-in15-neu-F GTTCGCTGTTTACCTCGTCC 59,7 °C
CNTNAP2-in15-neu-R TCCTGGAATGTTTAGGTGGG 59,8 °C
FBP2-ex7-neu-F ACAGAAGAGGGCATGTGGG 61,1°C
FBP2-ex7-neu-R GGCAATTCACCAGCGAGTC 61,8 °C
FBP2-in1-neu-F AGAGCCTGGGACCCTAAAAC 59,6 °C
FBP2-in1-neu-R TAAGGGAGGCAAGGCTGAG 60,5 °C
FBP1-in2-neu-F CATGCCCAGACCTACGAGAG 60,8 °C
FBP1-in2-neu-R TCTGTGTTGGTTCCTCTGTGTG 61,2 °C
ANKS1B-ex1-neu-F GACTCTCTCCTCCTCTTCGGG 61,8 °C
ANKS1B-ex1-neu-R ATTCAGGGGAGTGGCTGTG 61,1°C

133



Appendix A: Material und Methoden

ANKS1B-3'-F
ANKS1B-3'-R
UHRF1BP1L-ex20-F
UHRF1BP1L-ex20-R
GPC5-in7-L-F
GPC5-in7-L-R
GPC5-in7-M-F
GPC5-in7-M-R
GPC5-ex8-F
GPC5-ex8-R
NALCN-AS1-in2-F
NALCN-AS1-in2-R
NALCN-ex44-F
NALCN-ex44-R
NALCN-ex31-in30-F
NALCN-ex31-in30-R
VPS13C-in42-F
VPS13C-in42-R
VPS13C-in32-F
VPS13C-in32-R
VPS13C-in16-F
VPS13C-in16-R
ZSCAN2-in2-F
ZSCAN2-in2-R
ZNF592-ex4-neu-F
ZNF592-ex4-neu-R
PDE8A-in6-F
PDE8A-in6-R
CDH13-in7-L-F
CDH13-in7-L-R
CDH13-in7-M-neu-F
CDH13-in7-M-neu-R
CDH13-in7-R-F
CDH13-in7-R-R
MOY19-in23-ex23-F

AGAGACATCATATGCATACCCTGG
AGAGAGGTTTGGTGCCCTTG
AGGTTTCCCATTACCTGTTCCC
GATTCAGTGCTGCTGACCAGTG
GTGCATTTCTACAGCACACCTG
CCAAGGGACCTTCTGTACCAGT
AGTGGGTGCATTCTACTTCCAGAT
CCCTCTGGCAATTTTCATCATAAC
TGACCCACTGTAACTTAGCCACT
AGAGAGAGATGGGAGCAGAGG
CATACTAAGACGGGCGGGAG
GTGCTGCTCTCAAATCTGCAC
AACTTCAGAACCGCAGGAAGC
ACAGCCCCAAAACCAATAAGC
GGCTCTTCAGGTCTTCCCATC
CCATCTGCCATGTTCTTGGTG
CAATCAAACTAGCGCCCTAAATC

GACAGATACTTTCCGTGCTTTTG
GACTGACACTTCTCCTAGCCCAT
AGAATCTGACCATCCCAATTGAC
GAAGCCACCAGAACTGCATG
CTGTCCTAGTTAGCAAGCCAGC
GGTGTTTCGGAGGAGGAGAAG
TGGAGCTGACTTTGCACACAGT
GTTTCCGGTTCCAGAGCTG
AGGTTCCACTGTGTTCTGCC
GCAGCATGGCAAGTGAGAAC
GTACGAGGGGAGTTGCCACT
CTCCACTGAGAACTAATTGCCTG
TATCCATTTTGAGCTCCACTGAG
ATCGGGGTGTAGCAATCTTG
GATAAGTGGGGTTGGCACAG
ACCTTACATCCACGGTGAGC
CCACATTTTGCTGGGAGAC
TCATCCCCAAACCAGCTCAC
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61,4 °C
61,6 °C
62,4 °C
63,3 °C
60,8 °C
61,7 °C
62,4 °C
62,9 °C
60,1 °C
60,1 °C
61,9 °C
61,1°C
63 °C
62,4 °C
62,4 °C
63,7 °C
61,2 °C
60,2 °C
61°C
61,4 °C
61,8 °C
60,6 °C
62,4 °C
63,3 °C
60,8 °C
60,2 °C
62 °C
61,5 °C
60,3 °C
60,6 °C
60 °C
60,4 °C
60 °C
59,1°C
63,4 °C
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MOY19-in23-ex23-R TTCTCCACACTCTGCCGGTC 63,8 °C
ACACA-in43-ex43-F CCAATGGGATTTGTGAGTGTG 61,2°C
ACACA-in43-ex43-R ACTGACTCCAGGACAGCACAG 60,5 °C
DDX52-in10-F CGTCACCATTCTCTCCAATTG 60,5 °C
DDX52-in10-R GTTGAGGCATCTGTTACCATAGTG 60 °C
DCX-ex3-neu-F AAGTCCTTGTTCTCCCTGGC 60,6 °C
DCX-ex3-neu-R CCAAGAATGTCAATCCCAACTG 61,6 °C
TRPC5-ex4-F CAAGGCAATATCATCCATTCCAC 62,6 °C
TRPC5-ex4-R GCCACACAGCATCCTATTTGAC 61,8°C
AMOT-inl-neu-F AAGTAGGACGGGAAAGCAGC 60,8 °C
AMOT-in1-neu-R GAGTGAATCGATCTAGGCGC 59,9 °C
USP37-ex20-F TGACTCAGAGATGGTGAAGCATC 61,7 °C
USP37-ex20-R TGCCCAATAGAGCCTGACAAG 62,6 °C
USP37-in11-F CCCTAACTCTCAGCACCCAC 59,7 °C
USP37-in11-R GCTAGGAGACAATACCACCACC 59,9 °C
USP37-in10-F TCGGTTTCCTTGCTATATTCCAC 61,5°C
USP37-in10-R GCTTTACTGTTACCTGCATGGG 60,9 °C
PARM1-5'-1-F CCTTCTTGTGTGGTCATGTGC 61,6 °C
PARM1-5'-1-R CTGTAACCACCTGCTGGCAG 61,8°C
PARM1-5'-2-F AAAGTGCAGTTTAGCCCCATGG 64,5 °C
PARM1-5'-2-R CAAACACTTGGGCATGCTGG 64,8 °C
PARM1-in1-F GACTTCTTGTTGCCGTTGGG 62,9 °C
PARM1-in1-R ACCGCCAAGACTCGAGAAAG 61,8°C
CDH12-in3-L-F TTTCCAGAAGAGAGGCAGGTAG 60 °C
CDH12-in3-L-R ACTTAATTTACGGAAAGTTGCCC 59,8 °C
CDH12-in3-M-F TCTAGCCAGAGAACAGCAGAGG 61,2°C
CDH12-in3-M-R TCCTAAGCATTCTAACCTCCTGC 61,1°C
CDH12-in3-R-F TGGCACCTAAAGTAGATGGGC 61,4°C
CDH12-in3-R-R TGAAACCCGACTCTGCTGTC 61,4°C
NREP-in2-L-F TCCTCCATGGGTCTTCTGGTT 63,1°C
NREP-in2-L-R TGGTTGTGAAAGTAATGCCCTG 62,1°C
NREP-in2-neu-F GAGACTCCTAGACTTCTCTGCCC 60 °C
NREP-in2-neu-R GAAACTGAGGTGGCAGCAAC 60,8 °C
NREP-AS1-in3-F GCTTCACTTACCTTGGGATGTG 60,9 °C
NREP-AS1-in3-R CTGTTTCAGCCTCAGTGTTGACT 60,9 °C
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ZNF713-in1-F ACTCTGTTGCTGAAAACTTGCG 61,9 °C
ZNF713-in1-R GTGCATGGGTGTAAGACAAAGC 61,8°C
GBAS-inl-ex2-F AACGGTGCCTAGAATAGCTGCT 61,6 °C
GBAS-inl1-ex2-R TGTCTTCTCGAGATCTGTTGCTG 62 °C
PSPH-in1-F CCTATCTTTGGTCTCTCTCCGC 61,6 °C
PSPH-in1-R TGGCATTTTAACTCTCCCGG 62,2°C
SORCS1-in20-F TGAGTCCCTCTATGCCTCCC 61,5°C
SORCS1-in20-R CATCTCCCCAGCCCTGAAT 62,3°C
SORCS1-in3-F GTAATGGGGTGAAGGCAATGC 63,7 °C
SORCS1-in3-R TTATGGTTGGTGGGCAGTGG 64 °C
SORCS1-ex2-in1-F GCGAGCTCTCTGTGATGCTC 61,4°C
SORCS1-ex2-in1-R AATCCTAAGCCCTCCCTTGG 61,6 °C
SGK223-in3-F GTGGTCAGTCCTGTTTTGGCT 61,5°C
SGK223-in3-R GGGAGACTTAGTTGGGACGC 61°C
SGK223-in2-F CTGTCCTCATCAGTGAGGCCT 61,8°C
SGK223-in2-R CTGAAGCTGGCTCTTCACACC 62,4°C
SGK223-ex2-F ATCCCGGTCCCAACTTTG 60,7 °C
SGK223-ex2-R GAGTCACAGCTGGGGAAGAG 60 °C
LOC389043-ex2-F GACCATTCCTGTGTGCACC 60 °C
LOC389043-ex2-R GGACCCTGAAGAATCTGGAATC 61,2°C
MZT2A-in2-F AAAACAAGGAAGAGCACCAACC 61,7 °C
MZT2A-in2-R CACACACTCACCTCTCTCTCCAG 61,5°C
LOC150776-in3-F TGACTTACTTAGCTGGCCCAAG 60,8 °C
LOC150776-in3-R CTGAGACCTACGAGATCAGCC 59,1°C
vor-XXYLT1-5UTR-F AGTGACCTTCGGATGAGATCTTAG 60,1 °C
vor-XXYLT1-5UTR-R TGCCTTTCAGATGCCTTGTAC 60,3 °C
XXYLT1-ex5-F GTGGTAGATCTTGACGTGGCC 61,9 °C
XXYLT1-ex5-R CTGGACTGTACCTGGAACCG 60,6 °C
XXYLT1-in4-F CAACAGAGTCCATCCCTGAATG 61,8°C
XXYLT1-in4-R CGCTGATAGTTGAAACAGGTCTC 60,3 °C
AGMO-in5-F TTCTGATCCTAGGCCCTGG 60,2 °C
AGMO-in5-R AGGAGCAAAAGATTTTCACCG 60,6 °C
AGMO-in4-F ACTTGGGGAATGTCGTGTTG 60,8 °C
AGMO-in4-R TCAACCAAGACACTTCCTGATTC 60,5 °C
AGMO-in3-F ACTAGAGCCCTAATCGGTCATG 59,6 °C
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AGMO-in3-R GTCAGAGCTGTATCACCTGCAG 60,1 °C
FXYD4-in5-F TAAGAGCTGATATTCCCACCCC 61,5°C
FXYD4-in5-R CCCATCCCACTTTGTCTACACTAG 61,1°C
HNRNPF-ex4-F GGACATGAACTTCAGAGGGG 59,5°C
HNRNPF-ex4-R AGAAGGCTCTAGGGAAACACAAG 60,3 °C
ZNF487P-in1-F CACTTGTAGTCAGGGTTCGTGG 61,9 °C
ZNF487P-in1-R CAAGTCTTGTAACTCCCTGTGCC 62,3°C
EPSTI1-in5-F CAAAATCCTAAGGTTCAACTGGC 61,2 °C
EPSTI1-in5-R TTTCAGTGCAGTGCCCATG 61,9 °C
DNAJC15-ex1-F TGATTCAAGAACGTCCCAGTG 61,1°C
DNAJC15-ex1-R TGCTATTAAAGGCGAGGTTCC 60,6 °C
DNAJC15-in5-F TTGGGGAAGTATGAGAATGGG 61°C
DNAJC15-in5-R TTCATGAATTCGGAAGCACTG 61,2 °C
ABR-in2-F TCCCTTTTACCAAGTCCTTCG 60,5 °C
ABR-in2-R GACAAGATCAGGAGCCAAAGTG 61,2 °C
ABR-in1-F AGAACAAGTCTTCCATCCTACTCG 60,2 °C
ABR-in1-R TTGGCTACTGTTGTTCTTCGG 60,3 °C
TUSC5-in1-F TGAGGACTGCTCAAGGGTGTAC 61,6 °C
TUSC5-in1-R TTATGGACTGGGAGGATAAGGC 61,5°C
TBCD-in38-F TAAGAGCAGTGCAGTGAACCTC 59,7 °C
TBCD-in38-R GAAACCATTTGTGCCGTTTC 60,4 °C
B3GNTL1-in5-neu-F CAAATGGCCCATATGCAAG 59,9 °C
B3GNTL1-in5-neu-R GAATGGAGCAGGTTCAGACG 60,8 °C
METRNL-in1-F CTGTTGCTGGGTGTTTCTTCTAAG 61,5°C
METRNL-in1-R ACAGCAAGTGGGAAAGTTCATG 61,4°C
Primer fiir WES in Patienten mit EA/TEF
Primername Sequenzen Temperatur
PPIP5K2-7F CAGCAACCTGGATGAATCTTAAG 60,1 °C
PPIP5K2-7R GAGTCCATAGGCTTCAGACTGC 60,4 °C
SLC5A2-6F GGAAGGGGAACTCTTTCAAATTC 61,4 °C
SLC5A2-7R TCTGTCTGGTTTAGCACCAACC 61,4 °C
EEF1D-1F TTGGGGTCTCTGCACCCATG 66,6 °C
EEF1D-1R CCAGCCTGGGATGGCTGTC 66,5 °C

137



Appendix A: Material und Methoden

HPS3-6F GAAGATACTGACCCAGATCCATG 59,8 °C
HPS3-6R ACTGTCAACTAAGCCATGAATCAC 59,6 °C
DNAH6-54F GGTTCTGAAATGGGAATTAATGC 60,9 °C
DNAH6-54R GAACTCAGAAAAATGAACCACCC 61,1°C
TANC2-12F TGAAGTTCCCAACCCAGTCTTC 62,6 °C
TANC2-12R GCCTTGCCTTGAGAAGAAACAC 62,5°C
UBA3-14F TGGTCTATTATGAAAAGCAGGCTT 60,5 °C
UBA3-15R CTAGGGTGGCTGTGATGGCT 62,5°C
NFX1-8F TTTGGCCTCCCAGATTACAGG 63,4 °C
NFX1-9R GGGCAAATGTATGGGTTTTCAC 62,5°C
GGT6-3F AGACCTGGGGGTGGAGGTG 64,7 °C
GGT6-3R GTGTCTGCTCTGCTCCTGCC 63,7 °C
CLP1-3F AGAGGAACAAAGTAGCCATGGG 61,7 °C
CLP1-3R TCTCAGCCCATCTGCCTCTAG 62,0 °C
TPP2-13F TAGAATTGTCCTCTTAGTTGGGG 58,7 °C
TPP2-13R GTATTCTCTTCACAACACTGGCC 60,1 °C
NPR2-3F TTTTACCAAGTTTCCCTGTCCTG 61,5°C
NPR2-3R TATTCCTAAAGTGCCATCCCTTC 60,7 °C
PIGC-2F AACACAGCATGGAATTTCCAGG 63,3°C
PIGC-2R AGGATAAGCACCCTCACCACC 62,5°C
STAB1-56F CCTGGGGAGGAGTGCTGGG 67,6 °C
STAB1-57R TCCACCCACCCTTGGTGCC 68,8 °C
ZFHX3-1F GGACAGGCCCCATGAGGAG 65,3 °C
ZFHX3-1R TCATTTGGTTCTGGTGCTGTGG 65,4 °C
ADGRD1-10F TTGTGTGCCTGGTGCACCTG 66,8 °C
ADGRD1-10R TCATGGCCGAACACACCTGC 67,8 °C
PCDHA10-1F GCCCAGGTTCTCCGTAACAG 62,0 °C
PCDHA10-1R TCAGCAGAGAAACAGATCCGG 62,8 °C
KIAAO556-19F GCCGAATAGCATTCCTCTTCC 62,2 °C
KIAAO0556-19R CATTACCTCACAGGGTGGCC 62,6 °C
APOL2-5F TTTCCATATGGAATAAGTACTGAGG 57,8°C
APOL2-5R CCAGAGGTAGTGCCAACAGAG 59,9 °C
CELSR1-3F CTGTGTGGCTGGGGTGTGTC 65,1°C
CELSR1-3R CTAGAGGGATGGGGTGCACG 65,1°C
SLC6A8-5F AGCCTTGCCCCTAGCTTCCT 63,7 °C
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SLC6A8-5R CCTGCTGCAGCCTCTCCAC 64,7 °C
FANCB-3F GGTTTTATTGGGACTAAAGGAATG 59,2 °C
FANCB-3R AAAGGTCTGAGACCACCAACTG 60,6 °C
MTA3-6F GGTGTCTTACCTTGGAGTTATGG 58,9 °C
MTA3-6R CAGTAAAATGGCAAGTGCTTATAAC 58,5 °C
CHD7-18F CCATCACATTGGAATGAGGGTT 63,1°C
CHD7-18R ATAAATGGTTTGGGCAAGGGTG 64 °C
TRPS1-4F TGCTAGAACATTATGGCAAGCAG 61,6 °C
TRPS1-4R TAATTTCTCCAAGGTGCTTTTCTG 60,9 °C
PLEC-31F GCAGAGGAGCAGGCACAGGC 68,1 °C
PLEC-31R GCTGCTGTGCCAGGTCCTCC 67,9 °C

Primer fur Kandidatengeneanalyse EEF1D bei Patienten mit EA/TEF
Primername Sequenzen Temperatur
EEF1D-ex3-F CCCACATGGGCTTGACTTC 61,5 °C
EEF1D-ex3-R CTCCTGCATTCAACTCTGCTG 61,1°C
EEF1D-ex4-5-F CTTTGTGGAGAACCGCTGG 61,8 °C
EEF1D-ex4-5-R GCAGCATCAGGAAAAATCAGAC 61,1°C
EEF1D-ex6-7-F GAGCTGTAGTTTTCCTTCCGTGAG 62,7 °C
EEF1D-ex6-7-R CAGCTCATCACTGCTGCTGG 63,3 °C

EEF1D-ex8-F GCCCTTCCTCCAGTCAAAG 59,8 °C

EEF1D-ex8-R GCCTCCAAGTTTGTGTTTATCC 59,9 °C
EEF1D-ex9-10-F GACACACAGTGGTTGAGGGTAG 59,5°C
EEF1D-ex9-10-R GTACGAGCAGGAAATGACCAG 59,7 °C
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Appendix B: Ergebnisse

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht-Test fiir Fall-Kontroll-Studie in verschiednenen Kohorten

ESP GB AUS/DE Schweden Italien
SNP

P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll

rs1475601 8.62E-01 9.64E-01 8.69E-01 8.17E-01 9.33E-01 7.35E-01 5.92E-01 6.41E-01 8.69E-01 7.33E-01

rs72748303 6.49E-01 3.80E-01 8.71E-01 9.09E-01 8.00E-01 7.71E-01 5.51E-01 6.98E-01 6.03E-01 6.01E-01

rs79145914 5.79E-01 7.76E-01 9.36E-01 8.17E-01 7.97E-01 7.39E-01 7.75E-01 6.98E-01 8.03E-01 5.59E-01

rs7689350 3.65E-01 9.97E-01 6.69E-01 3.51E-01 5.79E-01 9.77E-02 8.74E-01 7.71E-01 4.19E-01 3.31E-01

rs6874700 2.40E-02 1.31E-02 2.06E-01 2.87E-01 3.71E-02 3.43E-01 8.62E-01 8.22E-01 8.85E-01 1.45E-01

rs1514351 6.15E-01 2.79E-02 5.81E-01 1.80E-01 1.36E-01 4. 11E-01 9.25E-01 6.33E-01 8.85E-01 6.39E-01

rs117622209 7.20E-01 8.84E-01 8.71E-01 7.71E-01 8.68E-01 6.12E-01 8.10E-01 8.17E-01 2.50E-02 5.57E-01

rs56189125 1.00E+00 5.55E-01 9.36E-01 9.55E-01 1.00E+00 7.71E-01 1.31E-01 9.70E-01 9.35E-01 9.11E-01

rs57086087 3.24E-01 7.23E-01 8.05E-01 2.53E-01 4.06E-04 6.49E-01 9.12E-02 8.42E-01 6.36E-01 8.28E-01

rs10119066 5.11E-01 3.40E-01 6.73E-01 5.48E-01 7.32E-01 4. 11E-01 2.64E-01 2.92E-01 8.03E-01 5.59E-01

rs16917077 7.20E-01 8.84E-01 7.39E-01 7.71E-01 3.60E-03 7.07E-01 1.62E-02 2.26E-07 8.69E-01 6.45E-01

rs1514921 4.45E-01 7.93E-01 9.01E-01 1.17E-01 5.85E-01 2.13E-01 3.13E-01 2.75E-01 5.51E-01 5.85E-01

ESP: Spanische Kohorte; GB: Britische Kohorte; AUS/DE: Australische/Deutsche Kohorte; Schweden: Schwedische Kohorte; Italien: Italienische Kohorte.
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