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Kurzreferat

Im Jahr 2010 fanden Malan et al. heraus, dass Mutationen im NFIX-Gen verantwortlich sind fir das
sehr seltene Marshall-Smith-Syndrom (MSS), welches durch mentale Retardierung, dysharmonische
Knochenreifung, Kleinwuchs, respiratorische Komplikationen, Kyphoskoliose sowie durch eine
charakteristische Gesichtsmorphologie gekennzeichnet ist. Die Mutationen befinden sich hier
innerhalb der C-terminalen CTF/NF1-Doméne des Gens flir den Nuclear Factor I/X (NFIX).
AuRerdem konnten fiir eine Patientengruppe mit einem dem Sotos-Syndrom &hnelndem Phénotyp, im
Folgenden NFIX-related-Overgrowth-Syndrom genannt, groBere Deletionen, die das NFIX-Gen
umfassen, und Mutationen in der N-terminalen DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne als
genetische Ursache identifiziert werden. Dieses Syndrom wurde bisher auch als Sotos-like-Syndrom,
Sotos-Syndrom 2 oder Malan-Syndrom bezeichnet. Es wurde vermutet, dass diesem Krankheitsbild
eine Haploinsuffizienz und dem MSS ein dominant negativer Effekt der Mutationen im NFIX-Gens zu

Grunde liegt.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine NFIX-Mutationsanlayse bei elf MSS-Patienten und 35
Patienten mit Sotos Syndrom-ahnlichem Phanotyp durchgefiihrt. Die angewandten Methoden zur Gen-
Analyse umfassten hauptsachlich die DNA-Sequenzanalyse und eine im Rahmen der vorliegenden
Arbeit etablierte Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Dabei wurden bei
sieben MSS-Patienten Mutationen innerhalb der CTF/NFI-Doméne des NFIX-Gens, einschliellich
einer neuen rekurrenten Deletion der NFIX-Exons 6 und 7 nachgewiesen sowie bei einem Patienten
mit Sotos Syndrom-&hnlichen Phéanotyp eine kausale Mutation in der DNA-Bindungs- und

Dimerisierungsdoméne.

Es wurde somit ein bisher unbekannter Mutationsmechanismus durch diese Arbeit aufgedeckt und
dadurch eine neue Methode zur Diagnostik des MSS etabliert. Die Bruchpunkte der rekurrenten Exon
6-7-Deletion konnten genau kartiert und die Deletion dadurch auf Rekombinationsereignisse zwischen
Alu-Y-Repeats zuriickgefuhrt werden. Weiterhin konnte ein neuer Fall einer NFIX-Mutation bei einem
Patienten mit Sotos-dhnlichem Phdnotyp beschrieben werden. Zudem konnte durch die Phanotyp-
Analyse dargelegt werden, dass es sich beim MSS und NFIX-related-Overgrowth-Syndrom am

ehesten um ein kontinuierliches Spektrum eines Krankheitsbildes handelt.
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Schliusselworte: NFIX, NFIX-related-Overgrowth-Syndrom, Marshall-Smith-Syndrom,

Haploinsuffizienz, dominant negativer Effekt, NMD (Nonsense-mediated mMRNA decay)
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1. Einleitung

1.1 Das Marshall-Smith-Syndrom

1.1.1 Definition

Im Jahr 1971 wurde das Marshall-Smith-Syndrom (MSS) (MIM 602535) erstmals von R.E. Marshall,
C.B. Graham, C.R. Scott, und D.W. Smith beschrieben. Sie berichteten iber zwei nicht verwandte
maéannliche Kinder mit ungewohnlichen Gesichtsziigen, Gedeihstérung, Entwicklungsverzégerung und

akzeleriertem Knochenalter (Marshall et al., 1971)

Das MSS wurde in die Klassifikation der GroRwuchs-Syndrome einbezogen, da die betroffenen
Kinder bei der Geburt in einigen Fallen eine erhdhte Korperldnge sowie konstant ein deutlich
fortgeschrittenes Knochenalter zeigen. Postnatal tendieren sie eher zu Untergewicht und
Gedeihstérung (Lapunzina et al., 2005). In der zweiten Lebensdekade weicht die Korperhthe der
Betroffenen dann immer mehr vom Referenzbereich der Normalbevélkerung nach unten ab. Die
EndgrolRe der Patienten liegt mehr als sechs Standardabweichungen unter dem Durchschnitt (Shaw et

al., 2010), weshalb die Einordnung zu den GroBwuchssyndromen nunmehr fraglich erscheint.

1.1.2 Epidemiologie

Das Marshall-Smith-Syndrom ist ein sehr seltenes genetisch determiniertes Syndrom. Bis heute

wurden ca. 50 Patienten mit dieser Entitat weltweit publiziert (Schanze, Neubauer et al., 2014).

Alle eindeutigen Félle traten sporadisch auf und es konnte weder familidr gehduftes Auftreten noch
parentale Konsanguinitdt nachgewiesen werden. Das Geschlechterverhéltnis ist ungeféhr gleich.
Aulerdem wurde bei den jeweiligen Elternpaaren der Patienten keine erhdhte Prévalenz von
Subfertilitat oder Spontanaborten festgestellt. Im Kollektiv von Shaw et al. lagen das mitterliche und
vaterliche Alter bei Geburt des betroffenen Kindes nicht Gber dem Durchschnitt der

Allgemeinbevolkerung (Shaw et al., 2010).



1.1.3 Atiopathogenese

Erst kurz vor dem Beginn dieser Arbeit konnten Mutationen im Gen fir den Nuclear Factor 1/X
(NFIX, MIM 164005, siehe auch Kapitel 1.3) als molekulargenetische Ursache des MSS von der
Arbeitsgruppe um Valérie Cormier-Daire aus Paris identifiziert werden (Malan et al., 2010).
Ausgehend von einem Mausmodell mit Nfix-defizienten Tieren, in dessen Phéanotyp die
Wissenschaftler Ahnlichkeiten zum humanen MSS entdeckten, untersuchten sie neun MSS-Patienten
auf Mutationen in diesem Gen. Durch DNA-Sequenzanalyse konnten sieben verschiedene
heterozygote Frameshift-Mutationen und zwei unterschiedliche ebenfalls heterozygote Splice-Site-
Mutationen aufgedeckt werden. Jede dieser Mutationen war de novo entstanden und konnte in 300
Kontrollen nicht nachgewiesen werden. Mit Hilfe einer RT-PCR an Fibroblasten-RNA zweier
Patienten war es moglich das Wildtyp-Allel sowie die mutierte RNA aus Patientenzellen zu isolieren.
Malan et al. postulierten, die mutierten RNAs wiirden dem Nonsense-mediated mMRNA decay (NMD)
entgehen und die mutierten Genprodukte wahrscheinlich einen dominant-negativen Effekt (ber das
Wildtyp-Protein austben (Malan et al., 2010).

1.1.4 Klinik

Die wesentlichen klinischen Merkmale des MSS sind moderate bis schwere Entwicklungsverzdgerung
mit limitierter bis fehlender Sprachentwicklung, Gedeihstérung, dysharmonische Knochenreifung,
respiratorische Beeintrachtigung, Kleinwuchs, typische faziale Dysmorphie, Kyphoskoliose und

ungewohnliche Verhaltensmuster (Adam et al., 2005; Shaw et al., 2010).

Die typischen Auffalligkeiten des Gesichts sind eine hohe vorgewdlbte Stirn, flache Augenhohlen,
unterentwickeltes Mittelgesicht, prominente Prédmaxilla sowie ein verkleinerter, nach dorsal
verlagerter Unterkiefer. Die Nase ist zumeist kurz mit nach oben zeigender Spitze und nach vorn
gerichteten Nasenldchern (Abb. 1.1 a, b). Das Philtrum ist verlangert in der friihen Kindheit. Spéater
wird es jedoch zunehmend kiirzer und die vollen, evertierten Lippen entbloRen die
Gingivahypertrophie sowie die irreguldr angeordneten Zéhne. Einige der &lteren Patienten zeigten

aullerdem eine vergroferte, heraushangende Zunge (Shaw et al., 2010).

Die vergrofRerten Augen in Kombination mit den abgeflachten Augenhohlen fiihren zu einer
auffalligen Proptosis. Oft leiden die Betroffenen unter ausgepragter Myopie, wobei Sehhilfen zum Teil
nicht toleriert werden, wodurch wiederum die visuelle Entwicklung Schaden nimmt. Etwa 30 % der
Patienten weisen ein Glaukom auf, das durch anatomische Anomalien der VVorderkammer bzw. des
Trabekelwerks entsteht. Mehrfach wurde auch eine Hypoplasie des Sehnervs beobachtet (Shaw et al.,
2010).



Die haufig auftretenden, oftmals schwerwiegenden respiratorischen Einschrdnkungen resultieren aus
einer Kombination von verschiedenen Pathologien, wie der oberen Atemwegsobstruktion durch
Retrognathie, Choanalstenose und Larynxanomalien sowie Aspirationspneumonien hervorgerufen
durch eine zumeist unterentwickelte Epiglottis und pharyngeale Dyskoordination (Shaw et al., 2010).
Deshalb verstarben diese Patienten in der Vergangenheit zumeist bereits in der friihen Kindheit
(Johnson et al., 1983; Yoder et al., 1988; Cullen et al., 1997; Chatel et al., 1998; Adam et al., 2005).
Durch intensives Atemwegsmanagement kann heutzutage ein Uberleben bis ins Erwachsenalter
ermdglicht werden (Diab et al., 2003; Adam et al., 2005). Mehrmals zeigten &ltere Patienten, auch

wenn sie nicht mehr auf Atemhilfen angewiesen waren, obstruktive Schlafapnoen (Shaw et al., 2010).

Geringfiigige Anomalien des &ufleren Ohrs sowie enge &duRere Gehorgénge sind ein oft zu
verzeichnendes Merkmal. Vielfach leiden die Patienten zudem unter sensoneurinaler und / oder
Schallleitungsschwerhérigkeit (Adam et al., 2005; Shaw et al., 2010).

2\ 0 S

Abb. 1.1: Typische faziale Dysmorphien und Skelettveranderungen bei MSS-Patienten. Dokumentation der
Veranderung des fazialen Phé&notyps einer Patientin im Alter von 2 Jahren (a) und 9 Jahren (b). c) Rontgenaufnahme der
linken Hand eines Neugeborenen mit MSS: akzeleriertes Knochenalter der Handwurzelknochen (ca. 3 Jahre), Gewehrkugel-

ahnliche Form der Phalangen.

Die Knochenreife wurde bei Geburt und in der Kindheit ausnahmslos als beschleunigt dargestellt
(Butler et al., 2004; Adam et al., 2005; Shaw et al., 2010). Komplette Analysen des Skeletts zeigten
jedoch, dass vor allem die Handwurzelknochen (Abb. 1.1 ¢) und auch in geringerem Ausmal} die
Epiphysen der langen Réhrenknochen ein akzeleriertes Knochenalter aufwiesen, wohingegen der Rest
weniger verdndert erschien (Shaw et al., 2010). Dadurch scheint es eher gerechtfertigt, die
Knochenreife als dysharmonisch zu beschreiben (Adam et al., 2005; Shaw et al., 2010). Shaw et al.
schlugen in diesem Zusammenhang den Begriff der Dysostose (Shaw et al., 2010), Adam et al. den der
Osteochondrodysplasie (Adam et al., 2005) vor. Typischerweise sind die proximalen und mittleren



Phalangealknochen verbreitert in Form einer Gewehrkugel (,,bullet shaped phalanges®). Die
Kyphoskoliose manifestiert sich meist in der Kindheit, spatestens jedoch im Erwachsenenalter (Shaw
et al., 2010). AuRRerdem wurde ein Fall mit einem Pectum excavatum beobachtet (Martinez et al.,
2015). Einige Falle wurden bekannt, bei denen es nach inaddquatem Trauma zu Frakturen kam (Diab
et al., 2003; Butler et al., 2004; Adam et al.,, 2005). Zwei Drittel der Betroffenen haben
durchscheinende, blau-graue Skleren und alle Patienten mit Frakturen nach inadédquatem Trauma
zeigten diese Besonderheit. Weiterhin traten bei 30 % Umbilikalhernien auf. Obwohl die Haut
wiederholt als weich und zart angegeben wurde, ist bisher keine Neigung zu Verletzungen bekannt
(Shaw et al., 2010).

MSS-Patienten zeigen regelhaft ein moderat bis schweres kognitives Defizit und bestimmte
Verhaltensauffalligkeiten. Sie besitzen einen zumeist fréhlichen Charakter und genielen besonders
sozialen Kontakt mit Freunden und Familie (van Balkom et al., 2011; Martinez et al., 2015). Eine
Vorliebe fur das stereotype Beschéftigen mit einem speziellen Spielzeug ist eine Eigenheit vieler
Betroffener. Die Sprachentwicklung ist ausgesprochen verzdgert und die Patienten kénnen, wenn
tiberhaupt, nur wenige Worter sprechen. Auch die motorische Entwicklung ist stark eingeschrankt
(van Balkom et al., 2011; Shaw et al., 2010).

Neurologische Auffélligkeiten sind trunkale Hypotonie und periphere Hypertonie mit lebhaften
Reflexen.  Zwei  Patienten  zeigten eine  Tetraparese  ausgelést durch  zervikale
Riickenmarkskompression, die sich jedoch nach operativer Dekompressionstherapie vollstandig
zurlickbildete. Ein Patient wies eine asymptomatische zervikale Spinalkanalstenose auf. In der
neuroradiologischen Bildgebung ergaben sich vielfaltige Befunde wie Hypoplasie des Corpus

callosum, dilatiertes Ventrikelsystem und Pachygyrie (Shaw et al., 2010).

Bis heute wurde bei einem betroffenen Kind im Alter von vier Jahren ein Wilms-Tumor festgestellt
(Shaw et al., 2010). Von keinem anderen Auftreten eines Malignoms bei MSS-Patienten wurde zuvor
berichtet. Deshalb bedarf es keines speziellen Screening-Programms (Lapunzina et al., 2005).
Allerdings gibt es bisher nur wenige Patienten, die das Erwachsenenalter erreicht haben. Es ist folglich
abzuwarten welche neuen Erkenntnisse in den kommenden Studien zu &lteren MSS-Patienten

gewonnen werden (Shaw et al., 2010).



1.1.5 Diagnose

Die héufigsten Merkmale sind moderates bis schweres Intelligenzdefizit, schwere respiratorische
Einschrankungen, typische faziale Dysmorphie (v.a. Proptosis, nach vorn gerichtete Nasenldcher,
Mittelgesichtshypoplasie, Retrognathie), dysharmonische Knochenreifung und Gedeihstérung. Shaw
et al. schlugen diese Symptome und speziell die charakteristischen radiologischen Befunde als

Diagnosekriterien vor (Shaw et al., 2010).

Aulerdem kann seit Kurzem zur Bestatigung der Diagnose eine Mutationsanalyse des NFIX-Gens
durchgefuhrt werden (Malan et al., 2010).

1.1.6 Differentialdiagnose

In der Literatur existierte lange eine Debatte dariiber, ob das MSS und das Weaver-Syndrom die
gleiche Entitat darstellen, da beide Syndrome etwa zur gleichen Zeit mit dem Hauptsymptom der
akzelerierten Knochenreife beschrieben wurden. Weitergehende Untersuchungen des Phanotyps mit
besonderem Augenmerk auf die fazialen Besonderheiten, radiologischen Befunde sowie den
Krankheitsverlauf erbrachten jedoch signifikante Unterschiede (Fitch et al., 1980; Shaw et al., 2010).
Als Syndrome mit &hnlichem oder partiell Giberlappendem Phanotyp wurden das Rolland-Desbuquois-
Syndrom, das Fine—Lubinsky-Syndrom, die Pyknodysostose, das Antley—Bixler-Syndrom, das Ehlers-
Danlos-Syndrom Typ VII, der Galactosyltransferase-I-Mangel und der Lysylhydroxylase-3-Mangel
beschrieben. Allerdings macht die Kombination aus charakteristischen radiologischen Befunden,
typischer fazialer Dysmorphie und respiratorischen Problemen das MSS insgesamt zu einer leicht zu

identifizierenden eigenstandigen Entitat (Shaw et al., 2010).



1.2. Das NFIX-related-Overgrowth-Syndrom

1.2.1 GroBBwuchssyndrome

Die GrofRwuchssyndrome sind durch eine abnorm erhéhte KorpergrofRe, haufig von Geburt an
bestehend und bis ins Erwachsenenalter persistierend, charakterisiert. Von einer neonatalen
Makrosomie spricht man bei einem Gewicht des Neugeborenen Uber der 97. Perzentile. Im Gegensatz
dazu wird GroRwuchs im Kindes- und Erwachsenenalter durch die Koérpergrofie bestimmt, die tber
der 97. Perzentile beziehungsweise lber zwei Standardabweichungen tber der Norm liegt (Neri et al.,
2009). Dabei hat diese heterogene Gruppe der GroRRwuchssyndrome verschiedene weitere Merkmale
in unterschiedlicher Zusammensetzung gemein, wie Makrozephalie, mentale Retardierung, faziale
Dysmorphie, akzelerierte Knochenreife, Hemihyperplasie, GefaBmissbildungen und Pradisposition zu
Neoplasien (Neylon et al., 2012). Eines der haufigsten Syndrome dieser Gruppe ist das Sotos Syndrom
(MIM 117550). Dieses wurde primér im Jahre 1964 von Sotos et al. als zerebraler Gigantismus
beschrieben (Sotos et al., 1964). Definiert ist es als Kombination von GroBwuchs, typischer fazialer
Dysmorphie, mentaler Retardierung und/oder Makrozephalie (Leventopoulos et al., 2009). In der
Kindheit ist das Gesicht rundlich mit disproportionierter prominenter Stirn. Im Jugend- und
Erwachsenenalter wird das Gesicht dann zunehmend langlich und zeichnet sich durch ein markantes
spitzes Kinn, eine hohe Stirnhaargrenze, Hypertelorismus, nach auen abfallende Lidachsen, nach
vorn gerichtete Nasenldcher, einen hohen Gaumen und vergroRerte Ohren aus (Baujat et al., 2007).
Bei etwa 90 % der Sotos-Syndrom-Patienten konnten Mutationen im NSD1-Gen nachgewiesen
werden (Tatton-Brown et al., 2007; Yoneda et al., 2012).

1.2.2 Bisherige Mutationen bei Patienten mit NFIX-related-Overgrowth-Syndrom

In der bereits oben zitierten Arbeit entdeckten Malan et al. bei drei Patienten mit einem neuen, klinisch
ahnlichen GrofRwuchssyndrom, welches sowohl Merkmale des Sotos Syndroms als auch des MSS
aufwies (Abb. 1.2.), zwei 19p13-Mikrodeletionen, die das Gen fiir den Nuclear Factor 1/X (NFIX)

einschlossen, sowie eine Nonsense-Mutation in eben diesem Gen {Malan 2010 #43}.

Danach folgten etliche Berichte von Patienten mit &hnlichem Phénotyp und Mikrodeletionen bzw. —
duplikation im Bereich von 19p13.2 - 19p13.12 (Auvin et al., 2009; Lysy et al., 2009; Dolan et al.,
2010; Bonaglia et al., 2010; Nimmakayalu et al., 2013; Natiq et al., 2014; Klaassens et al., 2015;
Shimojima et al., 2015), Missense-Mutationen (Yoneda et al., 2012; Gurrieri et al., 2015), einer In-
Frame-Mutation (Priolo et al., 2012), Frameshift-Mutationen (Gurrieri et al., 2015; Klaassens et al.,

2015) und einer Nonsens-Mutation (Klaassens et al., 2015).



Insgesamt wurden somit bisher weltweit 31 Félle von Patienten dieses Phanotyps kombiniert mit
NFIX-Mutationen oder Deletionen des NFIX-Lokus berichtet. Diese neue Entitat wurde als Sotos-like-
Syndrom beschrieben (Klaassens et al., 2015; Natiq et al., 2014; Bonaglia et al., 2010; Gurrieri et al.,
2015). Weiterhin wurden auch Begriffe wie Sotos Syndrom 2 (MIM 614753) (Sotos et al., 2014) und
Malan-Syndrom (Klaassens et al., 2015; Gurrieri et al., 2015; Shimojima et al., 2015) bisher in der
Literatur verwendet. Im Folgenden wird das Krankheitsbild als NFIX-related-Overgrowth-Syndrom

bzw. NFIX-related-,,Sotos-like“-Syndrom bezeichnet.

1.2.3 Der Phéanotyp des NFIX-related-Overgrowth-Syndroms

Die Merkmale dieses Krankheitsbildes sind eine durchschnittliche GréRe der Kérperhéhe und des
Kopfumfangs von im Mittel 2,0 bzw. 2,3 Standardabweichungen tber dem Durchschnitt. Es bestehen
Gemeinsamkeiten zum Sotos-Syndrom bezliglich der Gesichtsform, insbesondere sind hier das
insgesamt langliche Gesicht, die prominente Stirn, der hohe Haaransatz, nach unten gerichtete
Augenlider und ein ausgepragtes Kinn zu nennen. Schwierigkeiten bei der Futterung und Hypotonie in
der Neonatalphase wurden bei etwa 30 % der Betroffenen berichtet. Die geistige Behinderung ist
obligat und meistens von mildem bis moderatem Ausmali. Ophthalmologische Manifestationen sind
h&ufig und schlieBen Strabismus (65%), Nystagmus (25%) und die Abblassung bzw. Hypoplasie des
Nervus opticus (25%) mit ein. Ebenso gehdren Pectus excavatum (40%) und Skoliose (25%) zu den
typischen Merkmalen (Klaassens et al., 2015). Unterschiede zum klassischen Sotos-Syndrom sind
insbesondere der im Durchschnitt geringer ausgepragte Growuchs, das haufigere Vorhandensein von
okuldren Anomalien und Skoliose, sowie die im Durchschnitt stdrkere mentale Retardierung im
Vergleich zum Sotos-Syndrom, bei dem die Beeintrachtigung der intellektuellen Funktionen in der
Regel milde ausgepragt ist und etwa 10 — 15 % der Patienten auch gar keine mentale Retardierung
aufweisen (Sotos et al., 2014). Die geistige Behinderung stellt jedoch ein konsistentes Merkmal der
Patienten mit NFIX-related-Overgrowth-Syndrom dar. AufRerdem weisen Patienten mit klassischem
Sotos-Syndrom teilweise aggressive Charakterziige mit der Tendenz zu Wutausbriichen auf (Sotos et
al., 2014), wohingegen Patienten mit NFIX-related-Overgrowth-Syndrom eher zu Angstlichkeit und
autistischen Verhaltensweisen tendieren. Weiterhin wurden bei Sotos-Patienten exessiver Appetit und
verstarktes Schwitzen berichtet (Sotos et al., 2014), welches bei NFIX-related-Overgrowth-Syndrom-
Patienten bisher nicht beobachtet wurde. Auch zeigte sich bei Sotos-Patienten eine erhdhte Neigung zu
verschiedenen Malignomen wie z. B. dem sacrococcygealem Teratom und akuter lymphozytarer
Leukdmie (Sotos et al., 2014). Von einer Tumor-Pradisposition der NFIX-related-Overgrowth-
Syndrom-Patienten wurde bisher nicht berichtet (Klaassens et al., 2015). Jedoch ist die Anzahl der
publizierten Falle klein und viele der Patienten haben bisher noch kein héheres Alter erreicht, sodass

weitere Studien eine solche noch aufdecken konnte.



Weiterhin wurden bei drei Patienten mit Mikrodeletion 19p13.2 eine Chiari-Malformation Typ 1
nachgewiesen (Shimojima et al., 2015). Diese war bisher noch nie bei einem NSD1-positiven Sotos-

Patienten aufgefallen. Auch Uber marfanoide Ziige wurde berichtet (Martinez et al., 2015), welche
nicht typisch fur klassische Sotos-Patienten sind.



Abb. 1.2: Typischer Phanotyp der NFIX-related-Overgrowth-Patienten. obere Reihe: Beachte besonders die langliche
Gesichtsform, die prominente Stirn, den hohen Haaransatz, die nach unten gerichtete Augenlider und das ausgeprégtes Kinn;
untere Reihe: aufféllig ist der schlanke Habitus (Abbildung der Patienten A, B und C aus (Malan et al., 2010 )).



1.3 Das NFIX-Gen

1.3.1 Die NFI-Genfamilie

Im Jahre 1982 wurden die NFI-Proteine als sequenzspezifische DNA-Bindungsproteine, die an
Regulatorelementen des Lysozymgens des Huhns binden, identifiziert (Nowock et al., 1982; Driller et
al., 2007). AnschlieBende Studien zeigten, dass diese Proteine als Aktivatoren bzw. Repressoren der
Transkription von zelluldren und viralen Genen arbeiten und auBerdem als zellulére Wirtsfaktoren bei
der viralen Replikation involviert sind (Gronostajski et al., 2000; Driller et al., 2007). Weiterhin sind
sie mit Veranderungen des Wachstumszustandes von Zellen sowie mit onkogenetischen Prozessen
assoziiert (Gronostajski et al., 2000). Die Familie der Transkriptionsfaktoren vom NFI-Typ wird bei
Wirbeltieren durch vier eng verwandte Gene kodiert: NFIA, NFIB, NFIC und NFIX (Rupp et al., 1990;
Kruse et al., 1991; Plachez et al.; 2012). Diese haben eine hoch konservierte, N-terminale DNA-
Bindungs- und Dimerisierungsdomane (Gounari et al., 1990) sowie eine C-terminale
Transaktivierungs- und Repressionsdoméne gemein. Durch alternatives SpleilRen gibt es fur die NFI-
Gene verschiedenen Isoformen, die sich in der C-terminalen Transaktivierungs- und
Repressionsdomane unterscheiden, was die funktionelle Variabilitat der Genprodukte erhoht (Kruse et
al., 1994; Driller et al., 2007). Die potentielle Rolle der NFI-Proteine bei der Regulation von
Entwicklungsprozessen wurde von ihrem spezifischen Expressionsmuster wahrend der embryonalen
Entwicklung und von Studien an Nfi-defizienten Mausen abgeleitet. Es konnte gezeigt werden, dass
das Fehlen von Nfia zum Hydrozephalus und Agenesie des Corpus callosum flihrt. Eine Nfib-
Defizienz hingegen fiihrt im Mausmodell zu neurologischen Defekten und Lungenhypoplasie, die von
Nfic zu spezifischen Zahndefekten (Driller et al., 2007). Weiterhin weisen Méause, denen das Gen flr
Nfia, Nfib, Nfic oder Nfix fehlt, Entwicklungsdefizite in verschiedenen Hirnregionen wie dem Kortex,

Hippokampus, Pons und dem Zerebellum auf (Plachez et al., 2012).

Die Mitglieder der NFI-Familie kénnen als Homo- und Heterodimere agieren (Kruse et al., 1994) und
binden mit hoher Affinitat an die palindromische Sequenz 5 -PyTGGCA-N;-TGCCAPu-3" (Osada et
al., 1996; Driller et al., 2007). NFI-Bindungssequenzen wurden in Promotoren von Genen entdeckt,
die in fast jedem Organ, einschlieBlich Gehirn (Krohn et al., 1999), Lunge (Bachurski et al., 1997),
Leber (Jackson et al., 1993), Darm (Xu et al., 2005), Muskeln (Spitz et al., 1997) sowie Bindegewebe
und Skelett (Artlett et al., 1998; Christner et al., 2003; Pirok et al., 1997) exprimiert werden (Driller et
al., 2007).

10



1.3.2 Der Aufbau der NFI-Gene

Als erstes konnte die genomische Struktur des menschlichen und des porcinen NFIC-Gens bestimmt
werden. Hierbei fanden sich elf hoch konservierte Exons (Meisterernst et al., 1989; Gronostajski et al.,
2000). Danach entschliisselte man die Struktur des Nfia-Gens der Ratte. Auch hier konnten elf Exons
identifiziert werden, die von der L&nge groftenteils mit denen des NFIC-Gens Ubereinstimmten (Xu et
al., 1997; Gronostajski et al., 2000). Kurz darauf wurde im Zuge des Humangenomprojekts auch der
Aufbau des NFIX-Gens untersucht. Dessen langste Isoform besitzt ebenfalls elf Exons, die in ihrer
Lange mit denen von NFIC und Nfia vergleichbar sind (Gronostajski et al., 2000). Die Abbildung 1.3
veranschaulicht den allgemeinen Aufbau der NFI-Proteine. Die N-terminale DNA-Bindungs- und
Dimerisierungsdoméne (DNA binding and dimerization) der NFI-Gene wird (berwiegend durch ein
relativ langes, ca. 500 Nukleotide umfassendes, zweites Exon kodiert. Innerhalb dieser Doméne
befinden sich vier konservierte Cysteinreste (C), die fir die DNA-Bindung bendtigt werden, eine
alphahelikale Doméne (Basic helix) und eine Ad-Pol-Bindungsdoméne (Ad Pol binding). Die C-
terminale Transaktivierungs- und Repressionsdomane (Transactivation and repression), auch
CTF/NFI-Doméne genannt, beinhaltet eine prolinreiche Transaktivierungsdoméne (Proline-rich)
(Gronostajski et al., 2000).

DNA binding and

dimerization Transactivation and repression

10 ~210 ~510
g T I |
1 C C cel [ | | | | | | 1

1a _ 0,2 3 4 5 6 7 8 9 1011
"[fgfzjilxc'{ F I;‘/nd’;%'l — Proline-rich —

Abb. 1.3: Allgemeiner Aufbau der NFI-Proteine. Gezeigt sind die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne (DNA
binding and dimerization), sowie die Transaktivierungs- und Repressionsdoméne (Transactivation and repression); Zahlen
Uberhalb des Balkens: Anzahl der Aminosduren, Balken: NFI-Protein, C innerhalb des Balkens: Cysteinreste, Zahlen
unterhalb des Balkens: Exonnummern, Basic helix: alphahelikale Subdoméne, Ad Pol binding: Ad Pol-binding-Doméne,

Proline-rich: prolinreiche Transaktivierungsdoméne (Abbildung aus (Gronostajski et al., 2000)).

Deletionsanalysen haben gezeigt, dass die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne eine Lange
von ungefahr 200 Aminoséuren umfasst und bei den vier NFI-Genen der Maus, des Huhns und des
Menschen zu 90 % identisch ist. Diese N-terminale Doméne ist verantwortlich fir die DNA-
Bindungsaktivitat, die Fahigkeit zur Dimerisierung und die Stimulation der DNA-Replikation von
Adenoviren (Mermod et al., 1989; Gounari et al., 1990; Gronostajski et al., 2000). Vier Cysteinreste
befinden sich in den C-terminalen Zweidritteln dieser Domane, die eine Subdoméne, Ad Pol binding-

Doméne genannt, bilden. Diese ermdglicht die Dimerisierung, die sequenzspezifische DNA-Bindung
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mit geringer Affinitat sowie die Interaktion mit der Adenoviruspolymerase, welche der Subdoméane
ihren Namen gab (Dekker et al., 1996). Das N-terminale Drittel der DNA-Bindungs- und
Dimerisierungsdomane ist hoch konserviert und scheint sich in eine stabile alphahelikale Subdomane
zu falten, die unspezifisch an die DNA binden kann. Wenn sich diese N-terminale Subdoméane mit der
C-terminalen Subdomane vereinigt, erhoht sich die DNA-Bindungsaffinitat um das 100-fache (Dekker
et al., 1996; Gronostajski et al., 2000).

Die C-terminale Transaktivierungs- und Repressionsdoméane (CTF/NFI-Doméane) besitzt einen hohen
Anteil (etwa 25 %) an Prolinresten. Wenn diese Doméne nun mit den beiden Subdoménen der DNA-
Bindungs- und Dimerisierungsdoméne verbunden ist, wird die Transkription von Zielgenen
(Gronostajski et al., 2000), wie z. B. spezifischen fetalen Genen wie das Muskelkreatinkinase-Gen
(MCK) oder das p —Enolase-Gen (Messina et al., 2010), in S&ugetier- und Drosophilazellen um das
finf- bis zehn-fache gesteigert (Mermod et al., 1989; Gronostajski et al., 2000). Im Gegensatz dazu
kann diese Doméne aber auch repressiv auf die Transkription bestimmter Gene wirken. Dabei handelt
es sich beispielsweise um das Peripherin (Adams et al., 1995), das PITL/GHF1- (Rajas et al., 1998)
und das GLUT4-Gen (Cooke et al., 1999).

Da NFI-Proteine die Transkription zum einen aktivieren und zum anderen hemmen konnen, liegt es
nahe anzunehmen, dass Aktivierung und Repression Zelltyp- beziehungsweise Promoter-spezifisch
determiniert sind (Gronostajski et al., 2000).

1.3.3 Die Funktion des NFIX-Gens

Nachdem zuvor zu den drei Mitgliedern der Nfi-Familie Nfia, Nfib und Nfic jeweilige Experimente an
Knockout-Mausen durchgefuhrt worden waren, verdffentlichte die Arbeitsgruppe Driller et al. im Jahr
2007 die Ergebnisse ihrer Studien an Méausen, bei denen sie das noch nicht im Mausmodell
untersuchte Nfix-Gen inaktivierten. Dies erfolgte mittels Einbringen eines LacZ-Reportergens in den
Leserahmen von Exon 2, wodurch die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne ausgeschaltet
wurde. Tiere mit einer homozygoten Defizienz des Nfix-Gens (Nfix”) zeigten im Vergleich zu ihren
gesunden Artgenossen eine Wachstumsverzégerung und starben 21 bis 28 Tage postnatal (Abb. 1.8)
(Driller et al., 2007). Aulerdem liel? sich eine Erweiterung der lateralen und des dritten Ventrikels bei
Hydrocephalus (Vidovic et al., 2015) sowie eine partielle Agenesie des Corpus callosum nachweisen
(Driller et al., 2007). Weiterhin présentierten die Mause eine kyphotische Deformation der
Wirbelsdule und eine verminderte enchondrale Ossifikation in den Wirbelkérpern und im Femur. Die
Expression von Tetranektin, einem Protein das in den Knochenmetabolismus involviert ist, war in
Tieren mit homozygoter Nfix-Defizienz herunter reguliert (Driller et al., 2007). Heterozygote Tiere

(Nfix"") zeigten nur eine geringfiigige Gewichtsreduktion, eine normale Lebenserwartung und keine
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offensichtlichen Verhaltensauffalligkeiten oder anatomischen Besonderheiten (Driller et al., 2007).
Kirzlich konnte jedoch ein schlechteres Abschneiden dieser Tiere im Vergleich zu Wildtypmdusen
beim Morris-Water-Maze-Test, einem Testverfahren fiir Hippocampus-abhangige, rdumliche Lern-
und Merkféhigkeit, nachgewiesen werden (Harris et al., 2013). Weiterhin wurden analog zu den
homozygoten Tieren eine etwas weniger ausgepragte Erweiterung der lateralen und des dritten
Ventrikels, eine partielle Agenesie des Corpus callosum (Driller et al., 2007) sowie verzigerte
Entwicklung und abnorme Morphologie des Hippocampus beobachtet (Harris et al., 2013).

Da der homozygote Nfix-defiziente Mausphanotyp (Nfix”) Ahnlichkeiten zum humanen MSS aufwies,
untersuchte die Arbeitsgruppe Malan et al. Betroffene dieses Syndroms auf Mutationen im NFIX-Gen.
Im Jahr 2010 veroffentlichten sie ihre Ergebnisse, die zeigten, dass NFIX-Mutationen kausal fur die
Entitat des MSS und fr einige Félle eines Sotos Syndrom-&hnlichen Phénotyps waren (Malan et al.,
2010). Derzeit bleibt die spezifische Funktion des NFIX-Gens noch weitestgehend ungeklart, aber es
scheint eine wichtige Rolle in der ZNS-, Skelett- (Driller et al., 2007; van Balkom et al., 2011) und
Muskelentwicklung (Pistocchi et al., 2013) zu spielen. In Bezug auf die Entwicklung des zentralen
Nervensystems kommt dem NFIX-Gen eine besonders bedeutsame Rolle bei der normalen Ausbildung
des Rickenmarks, des Kleinhirns, des Corpus callosum sowie des Hippocampus, insbesondere des
Gyrus dentatus zu (Harris et al., 2013; Heng et al., 2012).

Nfix*/'+

Nfix-

Abb. 1.4: Nfix-Defizienz im Mausmodell. Zu sehen sind eine Wildtypmaus
(Nfix*"™*) und eine Knockout-Maus (Nfix”) am 24. Lebenstag (Abbildung aus
(Driller et al., 2007)).

Weiterhin kann eine Modifikation der Genprodukte durch alternatives SpleiRen von Exon 1, 7 und 9
erfolgen (Martinez et al., 1991). Die exakte Funktion der verschiedenen SpleiRvariationen liegt aktuell

jedoch noch weitestgehend im Dunkeln und bedarf weiterer Erforschung.
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2. Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel elf MSS-Patienten sowie 35 Patienten mit Sotos-Syndrom-
ahnlichem Phénotyp auf das Vorhandensein einer Mutation im NFIX-Gens zu untersuchen, um die
Bedeutung von NFIX-Mutationen in den beiden phénotypischen Kategorien zu Uberpriifen, das
Mutationsspektrum zu definieren, und die diskutierten molekulargenetischen Pathomechanismen, die
zu den beiden Krankheitsbildern fiihren sollen, zu bestarken beziehungsweise zu entkraften.

Die angewandten Methoden zur Gen-Analyse konzentrierten sich dabei vorwiegend auf die DNA-
Sequenzanalyse sowie eine selbst etablierte MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) zur Detektion gréfierer genomischer Deletionen oder Duplikationen.

14



3. Material und Methoden

3.1. Die Patientenkohorte

Das Patientenkollektiv setzte sich aus einer heterogenen Gruppe von 35 Individuen mit
phanotypischen Merkmalen des Sotos-Syndroms, sowie 11 Patienten mit der spezifischen klinischen
Diagnose MSS zusammen. Von diesen 11 MSS-Patienten waren bereits 5 Individuen von der
Arbeitsgruppe von Valérie Malan und Valérie Cormier-Daire durch Sequenzierung des NFIX-Gens
voruntersucht, wobei keine Mutation gefunden worden war. Die DNA wurde aus Blutleukozyten
isoliert und gréRtenteils aus kollaborierenden Instituten eingesendet. Alle Patienten beziehungsweise
deren rechtliche Vertreter hatten schriftlich die Zustimmung zur genetischen Untersuchung im
Rahmen wissenschaftlicher Studien gegeben.

Die Einschlusskriterien fiir die Patientengruppe mit “Sotos-like*-Syndrom (siehe Kap. 7.1, Tabelle
7.1) waren variable mentale Retardierung in Verbindung mit Makrozephalie und/oder Makrosomie.

Die klinischen Daten aller MSS-Patienten (siehe Kap. 7.1, Tabelle 7.2.) wurden von erfahrenen
klinischen Experten fur Dysmorphologie (Prof. Dr. med. M. Zenker, Institut fir Humangenetik,
Universitatsklinikum Magdeburg; Prof. Dr. med. R. C. M. Hennekam, Departement fur Pédiatrie,
Akademisch-Medizisches Zentrum der Universitdt von Amsterdam, Die Niederlande) Uberpruft.
Gestellt wurde die klinische Diagnose anhand des Vorhandenseins der typischen kraniofazialen
Dysmorphologie, den charakteristischen radiologischen Veranderungen und moderater bis schwerer
mentaler Retardierung als minimalen Einschlusskriterien. S&mtliche Patienten besalen zudem
weitere Merkmale, die die Diagnose stiitzten. Das Auftreten der Falle war in allen Fallen sporadisch,
ohne Anhalt auf parentale Konsanguinitat. AuBerdem zeigten die Betroffenen einen bemerkenswert
ahnlichen Phénotyp, welcher sich allmahlich mit der Zeit veranderte. Eine gewisse Ausnahme stellte
hierbei Patient 38 dar, bei dem die fazialen und skelettalen Anomalien weniger stark ausgeprégt

waren, der aber dennoch aufgrund der klinischen Gesichtspunkte als MSS Klassifiziert worden war.
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3.2. Gerate und Chemikalien

3.2.1 Zusammensetzung von Puffern und Lésungen

dNTP-Mix (2 mM): fir 5 ml

- je 100 pl dCTPs, dTTPs, dGTPs, dATPs (100 mM)

- aufgefillt auf 5 ml mit Millipore-Wasser

Ladepuffer: fur 50 ml

- 7,5g Ficoll 400

-1 mlEDTA

- mit Millipore-Wasser auf 50 ml aufgefullt

- zur besseren Loslichkeit fir 20 min ins Wasserbad
- 2 g Orange G zugeflgt

- zentrifugiert fur 5 min bei 3000 rpm

- Nutzung des Uberstandes

TBE-Puffer: fir 1 L

-54 g Tris
- 27,5 g Borsaure
-20 ml EDTA (0,5 M)

- mit Millipore-Wasser auf 1 L aufgefullt

TE-Puffer: fur 1 L

- 10 ml Tris/HCL (1 M, pH = 8,0)
-2ml EDTA (0,5 M, pH = 8,0)

- mit Millipore-Wasser auf 1 L aufgefullt
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Tris/HCI (1 M) fir 1 L.

-121,14 g Tris
- 600 ml Millipore-Wasser
- mit konzentrierter HCL auf pH = 8,0 eingestellt

- mit Millipore-Wasser auf 1 L aufgefullt

EDTA (0.5 M) fur 1 L:

- 186,12 g EDTA
- 600 ml Millipore-Wasser
- mit NaOH auf pH = 8,0 eingestellt

- mit Millipore-Wasser auf 1 L aufgefullt
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3.2.2 Loésungen und Chemikalien

Material

Bezeichnung

Hersteller

100 bp GroRenstandard fir die

Gelelektrophorese

100 bp DNA ladder

Invitrogen, Carlsbad, USA

Agarose

UltraPure™ Agarose

Invitrogen, Carlsbad, USA

Betaine 5 M

Sigma Life Science, St.
Louis, USA

Borsaure 100 %

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

DMSO 5 %

Sigma Life Science, St.
Louis, USA

DNA-Aufreinigungs-Kit mit 50
QlAamp Mini Spin Columns,
QIAGEN Protease, Reagenzien,
Puffer, Tubes (2 ml)

QlAamp DNA Blood
Mini Kit (50)

QIAGEN GmbH, Hilden,

Germany

dNTPs

100 mM dNTP Set

Invitrogen, Carlsbad, USA

EDTA (99,9 %)

EDTA Dinatriumsalz
Dihydrat

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 100 %

Zentralapotheke,
Universitatsklinik

Magdeburg, Deutschland

Ethidiumbromid

Roche, Basel, Schweiz

Ficoll 400

Pharmacia Fine Chemicals,

Uppsala, Schweden

Formamid (100 %)

Hi-Di™ Formamide

Applied Biosystems,
Foster City, USA

Konzentrierte HCI

HCI 37 %

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland
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Material

Bezeichnung

Hersteller

L1Z 500 GroéRenstandard

Gene Scan™-500 LIZ™
Size Standard

Applied Biosystems,
Foster City, USA

MLPA-Kit mit SALSA MLPA- SALSA MLPA reagent MRC Holland,

Puffer, Ligase-65, Ligase-65 kit Amsterdam, Niederlande

Puffer A, Ligase-65 Puffer B,

SALSA PCR Primer-Mix: Mix aus

zwei PCR-Primern, dNTPs,

SALSA Polymerase

Orange G Chemapol, Prag,
Tschechische Republik

PCR-Aufreinigungsbeads Agencourt AMPure®- Beckman Coulter, Brea,

reagent USA

PCR-Kit mit Tag DNA
Polymerase, Rxn Puffer, and
MgCl, 50 Mm

Taq DNA Polymerase
Recombinant

Invitrogen, Carlsbad, USA

Sequenzierungsaufreinigungs-
beads

Agencourt CleanSEQ-

reagent

Beckman Coulter, Brea,
USA

Sequenzierungs-Kit mit
Big Dye und

Sequenzierpuffer

Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit

Applied Biosystems,
Foster City, USA

Tris (=99,9 %)

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe,Deutschland
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3.2.3 Gerate und Ausrustung:

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

8-Kanal-Pipette

0,5-10 pl

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf,
Deutschland

96-Well-Silikonmatte

Thermowell Sealing Mat
96 well

Corning Inc., Corning,
USA

96-Well-Platte Fast fur

Sequenzierreaktion

96 well Multiply Fast-
PCR plate

Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland

96-Well-Platte fiir Nutzung

im Sequenziergerat

MicroAmp Optical 96
well-reaction plate

Applied Biosystems,
Foster City, USA

96-Well-Platte fir PCR

96 Multiply PCR plate

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Drucker fir Gelbilder

Digital Monochrome
Printer P93D

Mitsubishi, Tokyo, Japan

Elektrophoresekammer,
Geltrager, Abstandshalter,

Kamme fiir Probereservoire

Horizon 11-14/20-25
Horizontal Gel

Electrophoresis Apparatus

Life Technologies,
Carlsbad, USA

Elektrophoresestrom-

versorgungsgerat

Consort Mini
Electrophoresis Power
Supply E143

Sigma L.ife Science, St.
Louis, USA

Gel-Analyse-Gerat

DeVision DBOX with UV

Transilluminator

Decon ScienceTec,
Hohengandern,

Deutschland

Magnetisches Riihr- und

Heizgerat

RCT basic IKAMAG®

IKA, Staufen, Deutschland

Magnetplatte fir PCR- und

Sequenzieraufreinigungen

Agencourt SPRIPlate®

Beckman Coulter, Brea,
USA

Mikrowelle

R-939 IN-A, 900 W, 40 L

Sharp, Osaka, Japan
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Mikrozentrifuge

Heraus PICO17

Thermo Fisher Scientific,

Centrifuge Waltham, USA
Mischgerét Vortex Genie® 2 Scientific Industries,
Bohemia,USA
Multipipette Multipette® stream Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Multipipette Spitzen

Combitips plus® 0,2 ml

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

PCR-Thermocycler

VWR Duo cycler

VWR, Radnor, USA

Pipettenspitzen 10 pl,

Sarstedt, Nimbrecht,

200 pl, 1000 pl Deutschland

Pipetten 0,2-2 pl, 2-20 pl, PIPETMAN Gilson, Middleton, USA
20-200 pl, 100-1000 pl

Pipettierroboter fir Biomek NXp® Beckman Coulter, Brea,
automatische Laboratory Automation USA

Aufreinigungen von PCR- Workstation

und Sequenzierreaktionen

Plattenabdeckfolie

Adhesive Plate Seals

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Reaktionstubes 0,2 ml

PCR SoftTubes 0,2 mi

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Reaktionstubes 1,5 ml, 2 mi

SafeSeal 1,5 ml, 2 ml

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Schwenkmischer

Desaga SM1 Universal

Schwenkmischer

Sarstedt, Nimbrecht,

Deutschland

Sequenziergerat

24-capillary 3500xL

Genetic Analyzer

Applied Biosystems,
Foster City, USA
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Thermocycler fur MLPA-
Reaktion

iCycler™ Thermalcycler

Bio-Rad, Hercules, USA

Thermocycler fur

Sequenzierreaktion

Veriti 96 well Fast
Thermal Cycler

Applied Biosystems,
Foster City, USA

Thermomixer

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Wasseraufbereitungsanlage

Milli Q Reference
Ultrapure Water
Purification System

Merck Millipore,

Darmstadt, Deutschland

Zentrifuge flr Einzeltubes

miniSpin

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Zentrifuge flr Multiwell-
Platten

Heraeus Labofuge 400

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

3.3. Software und Datenbanken

3500 Data Collection Software: Applied Biosystems

Berkeley Drosophila Genome Project: http://www.fruitfly.org/

Biomek® Software: Beckman Coulter

Center for Biological Sequence Analysis: http://www.cbs.dtu.dk/

Ensembl: http://www.ensembl.org/index.html

Genetics Home Reference: http://ghr.nlm.nih.gov/

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

OMIM: http://www.omim.org/

Primer3 (v. 0.4.0): http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

RaW_Probe: XRatel Software

SEQUENCE Pilot: JSI medical systems GmbH

UCSC: http://genome.ucsc.edu/
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3.4. Primer- und Sondendesign

PCR und Sequenzierung: Bei Primern handelt es sich um Oligonukleotide, die spezifisch an eine

Zielsequenz binden und 18 bis 27 Nukleotide umfassen. Sie fungieren als Starter-Molekiile fiir die
Tag-Polymerase bei der PCR. Die Ermittlung geeigneter Primersequenzen fir die elf Exons des
NFIX-Gens sowie der flankierenden intronischen Regionen erfolgte mit dem Online-Programm
,Primer3 (v. 0.4.0)“ (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Wichtige Parameter, die Beachtung finden
mussten waren die Schmelztemperatur (T, der Primer, die zwischen 57 und 63°C liegen, die
FragmentgrolRe, die bei maximal 550 bp liegen sowie der GC-Gehalt, der zwischen 20-80 %
betragen sollte. AuBerdem sollte die ,,Max Poly X* nicht mehr als 4 ergeben, dass heift, dass nicht
mehr als 4 gleiche Basen aufeinander folgen dirfen. Eine weitere wichtige Einflussgrofie ist der
,,CG-Clamp*, der bei 1 bis 2 liegen sollte. Das bedeutet, dass am 3 Ende der Primersequenz
Regionen mit Guanin und Cytosin liegen, sodass der Primer hier aufgrund der stéarkeren
Wasserstoffbriickenbindung eine stabilere Bindung mit der Zielsequenz eingehen kann. Weiterhin ist
es optimal, wenn sich der Primer nicht auf einem SNP oder Repeat befindet und lokusspezifisch ist.
Um dies zu gewahrleisten wurden die Primer online {iber eine Blat-Software auf der UCSC-Website
kontrolliert. Die ermittelten Oligonukleotide wurden bei der Firma ,,Thermo Scientific* zur Synthese
in Auftrag gegeben. Die gelieferten Primer wurden sie mit Millipore-Wasser nach Herstellerangabe
zu einer Stocklésung von 100 pmol/ul verdinnt, fur etwa acht Stunden auf dem Schwenkmischer
platziert und danach bei -20 °C gelagert. Aus dieser Stocklosung wurde die Gebrauchsldsung
hergestellt, die wiederum mit Millipore-Wasser auf 2,5 pmol/ul verdinnt und bei 4 °C aufbewahrt

wurde.

Zundchst wurden die Primer an einer Kontroll-DNA getestet und die PCR-Produkte
gelelektrophoretisch aufgetrennt, um den Erfolg der Amplifikation zu beurteilen. Es stellte sich
heraus, dass die Primerpaare fuir Exon 1 und Exon 5 nicht funktionierten. Daraufhin wurden fir diese
Exons neue Primer erstellt, die sich als zuverlassiger herausstellten. Die neuen Primer fiir Exon 1
(NFIX elnf und NFIX elnr) erfullten die oben beschrieben Kriterien hinsichtlich der Fragmentlange
nicht, da sie mehr als 550 bp beinhalteten. Allerdings wurden sie nur in der PCR eingesetzt. Bei der
Sequenzierung fanden die urspriinglichen Exonl-Primer Einsatz im Sinne einer nested-PCR (siehe
Kap. 7.2, Tabelle 7.3).

MLPA: Auch die Sonden fir die MLPA (siehe Kap. 7.3, Tabelle 7.4) wurden selbst erstellt nach
einem Protokoll von MRC Holland (MRC Holland 2012). Eine Sonde besteht dabei allgemein aus
zwei Oligonukleotiden, dem RPO (right probe oligo) und dem dem LPO (left probe oligo), die
spezifisch direkt nebeneinander an die DNA binden und im Ligationsschritt miteinander verbunden

werden konnen. Bei der Erstellung der Sonden mussten der GC-Gehalt und die T, besondere
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Beachtung finden. Der Gehalt an Guanin und Cytosin sollte bei ungefédhr 50 % liegen, darf aber
40 % nicht unterschreiten sowie 65 % nicht uberschreiten. Die T, sollte bei liber 70 °C liegen. Dies
konnte mit Hilfe des Programmes ,,RaW_Probe* iiberpriift werden. Die MLPA-Sonden bestanden
nur aus den Hybridisierungssequenzen und den Primerbindungssequenzen. Stuffersequenzen wurden
nicht genutzt. lhre L&nge unterschied sich ausschlieBlich durch unterschiedlich lang gewéhlte
Hybridisierungssequenzen. Zur Kontrolle auf SNPs oder Repeats im Bereich der
Hybridisierungssequenzen wurden sie auf der UCSC-Homepage mittels eines Blat-Programmes

Uberpruft.

Vorab wurden auch die MLPA-Sonden an einer Kontroll-DNA getestet. Dabei zeigten sich wieder
Probleme fir die Exonl-Sonde, vermutlich aufgrund des hohen GC-Gehalts dieses Exons. Deshalb
wurde eine neue Sonde fiir dieses Exon angefertigt, welche etwa 660 bp vor dem Exon lag und mit
»Prom‘ bezeichnet wurde. Diese Sonde stellte sich in der erneuten Testung mit einer Kontroll-DNA
als zuverlassig heraus. Alle weiteren Sonden sind in den entsprechenden Exons lokalisiert.
Weiterfuhrend wurden zur exakteren Bestimmung der Deletionen auch Intron 6 und 7 untersucht und

entsprechende Sonden flir diese Regionen designt.

3.5. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Prinzip: Die von Kary Banks Mullis entwickelte PCR ist ein in vitro Verfahren mit dem man gezielt
DNA-Sequenzen vervielfaltigen kann. Der zu amplifizierende Abschnitt wird durch Oligonukleotid-
Primer flankiert, die spezifisch an eine definierte Sequenz binden. Die Reaktion verlduft in drei
Schritten, die sich zyklisch wiederholen. Zuerst wird durch starkes Erhitzen auf 93 bis 95°C
(Denaturierung) eine Auftrennung der komplementéren DNA-Strénge erreicht. Beim zweiten Schritt,
dem Annealing, binden die Primer bei einer Temperatur von 50 bis 70°C an die DNA. SchlieBlich
beginnt durch die hitzestabile Tag-Polymerase am 3"OH-Ende der Primer den Kettenaufbau durch
den Einbau der im Uberschuss vorhandenen dNTPs. Dieser Schritt findet bei ca. 80 °C statt und wird
als Elongation bezeichnet. Bei dem entstehenden PCR-Produkt handelt es sich um stark

vervielféltigte doppelstrangige DNA, deren Grélie der Distanz zwischen dem Primerpaar entspricht.

Durchfiihrung: Vor der Herstellung des PCR-Ansatzes wurden alle Reagenzien (siehe Kap. 7.4,
Tabelle 7.5) auBer der Tag-Polymerase durchmischt mit dem Vortex Genie® . Zuerst erfolgte das
Einflllen der F- und R-Primer in eine 96-Well-Platte auf Eis. Die restlichen Bestandteile, aulier der
DNA wurden zu einem Mastermix vermengt und zu den Primern pipettiert. Anschlieend wurde
noch die DNA zugefiigt und die gesamte Platte kurz zentrifugiert. Danach lief die PCR-Reaktion im
Thermocycler mit dem Programm ,,Erlangen65° (Siehe Kap. 7.6, Tabelle 7.13) ab.

24



3.6. Gelelektrophorese

Prinzip: Die Gelelektrophorese mittels Agarose ist ein Verfahren zur Trennung von Nukleinsduren.
Die elektrisch negativ geladenen DNA-Molekile wandern in einem elektrischen Feld Richtung
Anode. Je nach MolekilgroRe wandern die Fragmente unterschiedlich schnell und somit
unterschiedlich weit durch die Poren des Gels. Die PCR-Fragmente kdnnen durch UV-Licht sichtbar
gemacht werden und stellen sich als Banden dar. Ermdglicht wird dies durch die Zugabe von
Ethidiumbromid zum Ansatz des Gels und dessen Komplexbildung mit der DNA, die zu einer
starken Fluoreszenz fihrt. Die FragmentgrofRen konnen nun im Vergleich zum Langenstandard
bestimmt und eine erfolgreiche Amplifikation der Zielsequenz beurteilt werden.

Durchfiihrung: Zur Herstellung eines 2 %igen Agarosegels wurden zundchst 2 g Agarose in einem
Kolben abgewogen und mit 1XTBE-Puffer auf 100 ml aufgefillt. Dann wurde dieser Ansatz bis zur
vollstandigen Auflosung der Agarose in der Mikrowelle aufgekocht. Darauf folgte die Zugabe von
10 upl Ethidiumbromid sowie eine 10-miniitige Abkihlungsphase unter gleichzeitiger
Durchmischung auf dem Rihrgerat. AnschlieBend wurde das Gemisch in eine Gelkammer gegossen,
mit Kdmmen fiir die Probereservoire versehen und fiir etwa 30 Minuten zur Aushéartung stehen
gelassen. Das verfestigte Gel wurde nach dem Entfernen der Kdémme und der Abstandshalter in eine
Elektrophoresekammer verbracht und mit 1xTBE-Puffer tberschichtet. Zun&chst wurden 3 pl des
Ladepuffers mit jeweils 5 pl des Langenstandards (100 bp) gemischt und in die erste Geltasche
pipettiert. Danach wurden auf die gleiche Weise je 5 ul der PCR-Proben mit dem Ladepuffer
vermengt und in die folgenden Taschen gefullt. Bei einer angelegten Spannung von 120 V betrug die
Laufzeit des Gels 30 bis 35 Minuten. Nach Beendigung der Elektrophorese schloss sich die
Fotografie des Gels auf einem UV-Lichttisch an.
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3.7. Aufreinigung des PCR-Ansatzes

Prinzip: Um die PCR-Produkte sequenzieren zu konnen, missen sie vorher von Reagenzien, die in
der PCR-Reaktion nicht verbraucht wurden, befreit werden. Dabei handelt es sich um (brig
gebliebene Primer, dNTPs und Puffer. Dies wurde mit Hilfe der Magnetplatte und des
Pipettierroboters ausgefiihrt. Bei dieser Methode werden die PCR-Produkte an magnetische
Kugelchen (Beads) gebunden und durch Zugabe von Ethanol von den stdrenden Reagenzien
getrennt. Danach werden die Produkte durch Elution mit Millipore-Wasser von den Beads getrennt.
Wahrend die Beads durch Anziehung der Magnetplatte in der Ursprungsplatte verbleiben werden die
PCR-Amplikons in eine neue Platte tberfiihrt (Beckman Coulter 2009).

Durchfiihrung: In das Aufreinigungsgerdt wurden die PCR-Platte, eine Zwischenplatte sowie eine
Endplatte, Pipettierspitzen sowie Reservoire mit Millipore-Wasser, Ethanol (70 %) und den
AMPure®-Beads platziert. Der daflir notwendige Ethanol wurde dazu selbst hergestellt indem in
einem Kolben zu 140 ml Ethanol (100 %) 60 ml Millipore-Wasser gegeben wurden. Die
Aufreinigung erfolgte automatisch iiber die ,,Biomek® Software* und das entsprechende Programm

»AGCT AMPure 96 Magdeburg_no dilution*.

3.8. Sequenzier-Reaktion

Prinzip: Die Sequenzierung ist ein Verfahren mit dem man die Nukleotidabfolge einer DNA
ermitteln kann. Das hier genutzte Verfahren ist der Didesoxymethode nach Sanger und Coulson

angelehnt (Sanger et al., 1977).

Die Abfolge der Sequenzier-Reaktion &hnelt der PCR, auch hier gibt es die drei Schritte
Denaturierung, Annealing und Elongation. Nach der Denaturierung liegt die DNA als Einzelstrang
vor und dient als Matrize fur eine DNA-Polymerase. Im Unterschied zur PCR-Reaktion findet hier
nur jeweils einer der beiden Primer Verwendung, entweder der vorwérts oder der ruckwérts
orientierte. Dadurch ist der Zuwachs der Produkte linear, statt wie bei der PCR exponentiell. Im
Reaktionsansatz befinden sich nicht nur die vier dNTPs, sondern auch eine kleinere Menge der
analogen  Didesoxyribonukleotide (ddNTPs). Diese sind mit vier unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Bei den ddNTPs ist im Gegensatz zu den dNTPs die Ribose an
Position 3" desoxidiert. Somit fehlt am 3"-Kohlenstoff-Atom die Hydroxylgruppe, die notwendig ist
um ein weiteres Nukleotid anzuhédngen. Wird ein ddNTP in den Strang eingebaut kommt es zum
Abbruch der Synthese. So entstehen unterschiedlich lange Fragmente, die zwar dasselbe 5 -Ende

besitzen, sich jedoch durch verschiedene 3"-Enden unterscheiden.
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Durchfiihrung: Es wurden vor der Anfertigung des Ansatzes zunichst alle Bestandteile (siehe Kap.
7.4, Tabelle 7.6) durchmischt mit dem Vortex Genie® 2. Dann wurden zuerst die Primer in eine 96-
Well-Platte auf Eis pipettiert. Danach wurden die weiteren Reagenzien, ausgenommen die PCR-
Produkte, zu einem Mastermix vermengt und zu den Primern zugefugt. Nach Zugabe der
aufgereinigten PCR-Produkte wurde die Platte kurz zentrifugiert, in den Thermocycler eingebracht
und das Programm ,,ABI SEQ 2 98C* (siehe Kap. 7.6, Tabelle 7.14) eingestellt.

3.9. Aufreinigung des Sequenzier-Ansatzes

Prinzip: Auch der Sequenzier-Ansatz muss vor der automatischen Sequenzierung von Reagenzien,
die in der Sequenzier-Reaktion nicht verbraucht wurden, befreit werden. Hierbei sind besonders die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs zu erwadhnen, die die nachfolgende Reaktion erheblich stéren
kénnten. Die Aufreinigung der Sequenzier-Produkte unterscheidet sich von der der PCR-Produkte
(siehe Kapitel 3.7) nur durch den Einsatz von 85 %igem Ethanol statt des 70 %igen und der
CleanSEQ-Beads statt der AMPure®-Beads.

Durchfiihrung: Auch hier wurde der Ethanol selbst hergestellt indem in einem Kolben 170 ml
Ethanol (100 %) mit 30 ml Millipore-Wasser vermengt wurden. Auferdem wurde fir den
automatischen Reinigungsprozess die ,,Biomek® Software™ und das Programm ,,AGCT CleanSEQ
Magdeburg No Transfer” verwendet. Ansonsten wurde das gleiche Gerdt benutzt und auch die

restlichen Materialien entsprechen den unter 3.7. aufgefuhrten.

3.10. Sequenzierung und Auswertung der Sequenzen

Prinzip: Bei der automatischen Sequenzierung werden die Produkte der Sequenzier-Reaktion mittels
einer Kapillarelektrophorese der Lange nach aufgetrennt. Die fluoreszenzmarkierten DNA-Molekiile
wandern mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch ein POP-7-Polymer-Gel. Wéhrend der
Elektrophorese regt ein Laserstrahl, der rechtwinklig zur Bewegungsrichtung positioniert ist, die
Fragmente zur Lichtemission an. Dieses Licht wird wiederum von Photosensoren detektiert,
elektronisch abgespeichert und kann mit einer entsprechenden Software spéter graphisch dargestellt
und ausgewertet werden. Die Sequenzinformation ergibt sich aus der Abfolge der detektierten
Nukleotide.
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Durchfiihrung: Die automatische Sequenzierung wurde unter Verwendung des BigDye Terminator
v1.1 mit dem Sequenziergerit ,,3500xL Genetic Analyzer” der Firma Applied Biosystems und unter
der Nutzung der Software ,,3500 Data Collection Software” durchgefiihrt. Nach Beendigung der
Sequenzierung wurden die Daten in das Programm ,,SEQUENCE Pilot“ des Unternehmens JSI
medical systems geladen und im Vergleich mit der Referenzsequenz ENST00000592199
(http://www.ensembl.org/index.html) ausgewertet. Die Bezeichnung der Mutationen folgen den

Leitlinien der Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.org/mutnomen/). Alle

genomischen Positionen beziehen sich auf GRCh37/hg19.

3.11. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Einfiihrung: Die MLPA ist eine neue PCR-basierte Methode zur DNA-Untersuchung. Zuerst wurde
sie im Jahr 2002 von Jan P. Schouten beschrieben (Schouten et al., 2002). Es handelt sich hier um
ein sensitives Verfahren zur relativen, guantitativen Bestimmung von Sequenzkopien. Genutzt wird
die MLPA uberwiegend zur Detektion von kleinen Kopienzahlveranderungen von DNA- und RNA-
Sequenzen. Man kann hiermit vor allem Exon-Deletionen und —Duplikationen in Genen aufdecken,

die mit PCR und Sequenzierung nicht nachgewisen werden kénnen (MRC-Holland 2011).

Prinzip: Eine MLPA-Sonde besteht aus zwei Oligonukleotiden. Ist die Sequenz in der zu
untersuchenden, denaturierten DNA vorhanden, hybridisieren diese an benachbarter Stelle. Im
nachsten Schritt verbindet eine thermostabile Ligase die beiden Oligonukeotide miteinander. Nur die
verbundenen Sonden kénnen nun mittels PCR amplifiziert werden. Da die Generierung der PCR-
Fragmente aus den ligierten Sonden verschiedener Loci in einer Reaktion erfolgt, handelt es sich bei
diesem Verfahren um eine Multiplex-PCR. Die Tatsache, dass die Amplifikation aller Fragmente mit
ein und demselben Primerpaar erfolgt, macht den quantitativen Vergleich mdéglich. Die Lange der
Produkte kann zwischen 130 bis 490 Nukleotide betragen. Zum Schluss werden die mit
Fluoreszenzfarbstoffen versehenden MLPA-Produkte durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt und
die Lichtsignale detektiert und elektronisch gespeichert (vgl. Abb. 3.1). In der Elektrophorese lauft
auBlerdem der GroBenstandard ,,LIZ500 size standard“ mit, der es in der Auswertung erméglicht, die
Fragmente ihren jeweiligen Grofen zuzuordnen. Da die Lichtintensitdt in Abhangigkeit von der
Menge der Produkte variiert, konnen spater durch die Software unterschiedlich hohe
Signalintensitaten errechnet werden. Bei der Auswertung ist es wichtig die Patientenprobe immer mit
einer Referenzprobe zu vergleichen. Die Unterschiede in der Kopiezahl der durch die MLPA-Sonden
definierten DNA-Abschnitte im Ausgangsmaterial zeigen sich durch Differenzen in den relativen

Signalintensitaten von Patienten im Vergleich zur Kontrollprobe.
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Fur eine heterozygote Deletion liegt die erwartete Signalstarke um 50 % und fur eine heterozygote
Duplikation bei um 150 %. Werte unterhalb von 75 % bzw. tber 125 % werden als auffallig bewertet
(MRC-Holland 2011).

1. Denaturierung und Hybridisierung

PCR-Primer-Sequenz Y PCR-Primer-Sequenz X

\— /sruﬁer-Sequenz

Hybridisierungssequenz Hybridisierungssequenz

5 S

3  Zielsequenza ¥’ ZielsequenzB 9

2. Ligation

,,. : .'

3 ZielsequenzA 5 ¥ ZielsequenzB 5

3. PCR: alle Produkte sind durch Nutzung eines Primer-
Paares entstanden

5 : ¥

|“‘.<

4. Fragmentanalyse

Abb.3.1: MLPA-Prinzip. Dargestellt sind die einzelnen MLPA-Schritte (modifiziert nach
(MRC-Holland 2011)).
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Durchfiihrung: Zundchst wurde der Probemix 1 aus den selbst entworfenen Sonden fir alle Exons
des NFIX-Gens erstellt. Dabei wurde je Sonde eine bestimmte Menge (siehe Kap. 7.5, Tabelle 7.11)
der Oligonukleotidlosungen (1 pmol/ul) mit TE auf 200 ul in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal

aufgefullt. Dieser Probemix wurde bei 4 °C gelagert und fur die MLPA-Analyse verwendet.

Spéter wurde der Probe-Mix 2 (siehe Kapitel 7.5, Tabelle 7.12) hergestellt, in dem auch die
Kontrollsonden CTH und ERCC6 Einsatz fanden. Dies sind Sonden fiir willkurlich gewéhlte Loci,
die sich in vorherigen Analysen in unserem Labor als besonders stabil erwiesen hatten. Auch dieser
Probe-Mix wurde auf die gleiche Weise erstellt und bei 4 °C gelagert. Die Lage der MLPA-Sonden
innerhalb des NFIX-Gens ist in Abb. 3.2 dargestellt
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Abb. 3.2: Lage der MLPA-Sonden innerhalb des NFIX-Gens. Dargestellt ist oben) das NFIX-Gen mit seinen 11 Exons (dunkelblaue Rechtecke) und der Lage von Alu-Y-repeats in Intron 5

und 7 (orange Rechtecke) sowie unten). Blaue Rechtecke bezeichnen exakte physikalische Lage der MLPA-Sonden innerhalb des Gens (prom = Sonde fiir Exon 1, e2 — e11 = Sonden fiir Exon
2-—11,i6 und i7 = Sonden fiir Intron 6 und 7; Abb. wurde mit Hilfe des UCSC Genom Browsers (http://genome.ucsc.edu/) erstellt.)
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Die weiteren Schritte der MLPA haben sich auf drei Tage verteilt. Am ersten Tag wurden zuerst 5 pl
einer 20 ng/ul-Verdinnung der DNA in 0,2 ml-Reaktionsgefale vorgelegt, in einen Thermocycler
gestellt und fir 5 Minuten bei 98 °C mit dem Programm ,MLPA1* (siehe Kap. 7.6, Tabelle 7.15)
denaturiert. Nun wurde der Hybridisierungs-Mastermix (siehe Kap. 7.4, Tabelle 7.7) angesetzt und
gut gemischt mit dem Vortex Genie® 2. Bei 25 °C wurden je 3 ul in die noch im Cycler befindlichen
Reaktionsgefalie pipettiert. Dann konnte das Programm ,,MLPA1* fiir 16 bis 18 Stunden fortgesetzt

werden.

Am zweiten Tag wurde dann zuerst der Ligase-Mastermix (siehe Kap. 7.4, Tabelle 7.8) angefertigt.
Dabei wurden zunéchst der Ligase-Puffer A, der Ligase-Puffer B und Millipore-Wasser
zusammengegeben und gemischt mit dem Vortex Genie® 2. Dann wurde die Ligase hinzugefiigt und
durch Schiitteln gemischt. Bei einer Temperatur von 54 °C wurden 32 ul des Ligase-Mastermixes in
die noch im Thermocycler stehenden Reaktionsgefdlie gegeben. Danach wurden in neue 0,2 ml-
Reaktionsgeféale je 26 ul Millipore-Wasser und 4 ul PCR-Puffer pipettiert. Sobald der Cycler eine
Temperatur von 15 °C erreicht hatte wurden die Proben entnommen. Nun wurden 10 ul der
Ligationsreaktion in die vorbereiteten ReaktionsgefaRe gegeben und mit deren Inhalt vermischt.
Nachfolgend wurde der Thermocycler auf das Programm ,,MLPA2*“ (siehe Kap. 7.6, Tabelle 7.16)
umgestellt, woraufhin sich dieser auf 60 °C aufheizte. Bei Erreichen dieser Temperatur wurden die
neuen ReaktionsgefaRe in das Gerat gestellt und das Programm lief weiter. Als Nédchstes wurde der
Polymerase-Mastermix (siehe Kap. 7.4, Tabelle 7.9) hergestellt, gemischt und zu 10 ul zu den

Proben im Cycler zugeteilt. Danach konnte das Programm fortgesetzt werden.

Am dritten Tag wurde mit dem Ansetzen des Lade-Mixes (siehe Kap. 7.4, Tabelle 7.10) begonnen.
In diesem befand sich der zur spiteren Auswertung wichtige GroBenstandard ,,LI1Z500 size
standard“. Dann wurde 1 pl der Proben zu 10 ul des Lade-Mixes in eine 96-Well-Platte gegeben.
Diese wurde flir zwei Minuten bei 80°C zum Denaturieren im Thermocycler platziert. Darauffolgend
wurde sie zum Abkuhlen auf Eis gestellt. Schlie8lich wurde die Platte zur Fragmentanalyse in das
Sequenziergerat gestellt. Die anschlieBende Auswertung erfolgte unter Nutzung des MLPA-Moduls

im Programm ,,SEQUENCE Pilot“ des Unternehmens JSI medical systems.
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4.4. Ergebnisse
4.1. Ergebnisse fur die Marshall-Smith-Syndrom-Patienten

4.1.1 DNA-Sequenzanalyse

Bevor die DNA-Sequenzanalyse durchgefuhrt werden konnte, erfolgte zuerst die
Polymerasekettenreaktion. VVor der ersten PCR mit den Patientenproben wurden die Primer an einer
Kontroll-DNA getestet und die Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen. Dies wird in der Abbildung
4.1. exemplarisch verdeutlicht. Weiterhin wurden nach jeder PCR einige Produkte stichprobenartig
auf die gleiche Weise kontrolliert.

100 bp
bp ladder eln e2a e2b e3+4 e5n1 eb e7 e8 e9 eld ell

1000 —>F
J—

500 —>  am— —
— e—

100 ——>

!

Abb. 4.1: Agarose-Gelelektrophorese. Zu sehen sind die PCR-Produkte fiir alle Exons des NFIX-Gens an einer Kontroll-
DNA. Das grofRe Exon 2 wird in zwei uUberlappenden Amplikons amplifiziert (e2a und e2b). Die relativ kleinen und eng
beianander liegenden Exons 3 und 4 sind in einem PCR-Amplikon (e3+4) zusammengefasst. Fiir Exons 1 und 5 mussten
neue Primer bestellt werden, um eine effiziente Amplifikation zu erreichen (eln, e5nl).

Von den insgesamt elf MSS-Patienten wurde bei sechs Individuen die DNA-Sequenzanalyse auf
Mutationen im NFIX-Gen durchgefuhrt. Bei den restlichen fiinf Patienten, die dem Kollektiv aus
Frankreich entstammten (Kooperationspartner V. Malan und V. Cormier-Daire), war dieses

Verfahren bereits dort mit negativem Ergebnis angewandt worde.

Von den sechs untersuchten Patientenproben konnten mit Hilfe der Sequenzierung in vier Fallen

Mutationen identifiziert werden (Tabelle 4.1).
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Alle Varianten wurden in den Exons 8 bis 10 detektiert. Beim Patienten P36 flhrte eine Duplikation
der Purinbase Guanin im Exon 8 zum Frameshift und Stopcodon nach 59 Aminoséuren
(c.1090dupG, p.(A364Gfs*59)) (Abb. 4.2). Ebenfalls im Exon 8 gelegen war die Mutation beim
Patienten P37 (Abb. 4.3). Hier handelte es sich um eine 14 bp-Deletion, die zu einem Frameshift und
zu einem Stopcodon nach 35 Aminosduren fihrte (c.1146_1159del, p.(Y383Dfs*35)). Beim
Patienten P38 handelte es sich um eine komplexe Duplikation am Ubergang von Exon 9 zum Intron
9 (Abb. 4.4). Dabei wurden die elf letzten Basenpaare aus dem Exon 9 und die 32 angrenzenden
Basenpaare aus dem Intron 9 dupliziert, wobei ebenfalls ein Frameshift mit einem Stopcodon nach
neun Aminoséduren entstand (c.1392_1402+32dup, p.(S468Ffs*9)). Die vierte Variante war eine
Mutation im Exon 10 beim Patienten P46 (Abb. 4.5). Hier fuhrte eine Deletion der Pyrimidinbase
Cytosin zum Frameshift und zum vorzeitigen Translationsstop nach 6 Aminosduren (c.1456delC,
p.(R486Gfs*6)). Fur samtliche Patienten, von denen DNA-Proben der Eltern vorhanden waren,
wurde der entsprechende Abschnitt in der Eltern-DNA sequenziert, um die Neumutation
nachzuweisen (Tabelle 4.1., Abb. 4.2 — Abb. 4.5)

Tabelle 4.1: NFIX-Mutationen der MSS-Patienten. Dargestellt sind die Mutationen von P36, P37, P38, P46
auf Exon-, cDNA- und Proteinebene sowie der De-novo-Status (k. M. = kein Material vorhanden).

Mutation
Patient Exon

c-DNA Protein Status
P36 8 €.1090dupG p.(A364Gfs*59) De novo
P37 8 ¢.1146_1159del p.(Y383Dfs*35) k. M.
P38 9 €.1392_1402+32dup p.(S468Ffs*9) De novo
P46 10 c.1456delC p.(R486Gfs*6) De novo
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P36

Mutter

Vater

Abb. 4.2: Sequenzchromatogramm des MSS-Patienten P36. Dargestellt ist 2.
Reihe: die Mutation des Patienten 36 (c.1090dupG), markiert durch * im Exon 8
im Vergleich zu 1. Reihe: einer gesunden Kontrollperson sowie 3. und 4. Reihe:
die Sequenzchromatogramme der Eltern.

Kontrolle

P37 *
Mutter k. M.
Vater k. M.

Abb. 4.3: Sequenzchromatogramm des MSS-Patienten P37. Dargestellt ist 2.
Reihe: die Mutation des Patienten 37 (c.1146_1159del), markiert durch * im Exon
8 im Vergleich zu 1. Reihe: einer gesunden Kontrollperson,3. und 4. Reihe: von

den Eltern war kein Material vorhanden (= k. M.).
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Abb. 4.4: Sequenzchromatogramm des MSS-Patienten P38. Dargestellt ist 2.
Reihe: die Mutation des Patienten 38 (c.1392_1402+32dup), markiert durch * im
Exon 9 im Vergleich zu 1. Reihe: einer gesunden Kontrollperson sowie 3. und 4.
Reihe: die Sequenzchromatogramme der Eltern.

Kontrolle

P46

Mutter

Vater

Abb. 4.5: Sequenzchromatogramm des MSS-Patienten P46. Dargestellt ist 2.
Reihe: die Mutation des Patienten 46 (c.1456delC), markiert durch * im Exon 10
im Vergleich zu 1. Reihe: einer gesunden Kontrollperson sowie 3. und 4. Reihe:

die Sequenzchromatogramme der Eltern.
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4.1.2 MLPA-Analyse

Vor Anwendung der selbst etablierten MLPA-Analyse an der Patienten-DNA wurden auch hier die
Sonden an einer Kontroll-DNA getestet. Da die Sonde fir das Exon 1 aufgrund des hohen GC-
Gehalts nicht stabil funktionierte, wurde eine neue Sonde entworfen, die die Bezeichnung ,,Prom*
erhielt und dem Exon 1 etwa 660 bp vorgelagert war (hypothetische Promotor-Region; Abb. 4.6,

siehe auch Kapitel 3.4). Die restlichen Sonden zeigten eine gute Funktionalitét.

Die Abbildung 4.6 zeigt einen MLPA-Dosis-Blot. Beim oberen Diagramm beschreibt die Abszisse
die FragmentgrolRe der Sonden und die Ordinate die Signalintensitat der Sondenkopien. Die violetten
Balken stellen drei gegeneinander gemittelte weibliche Kontrollen und deren Standardabweichung
dar. Die griinen Balken bilden den untersuchten Patienten ab (Abb. 4.6 a). Im unteren Diagramm ist
der Grad der Abweichung der Signalintensitat der Sondenkopien des Patienten im Vergleich zu den
Kontrollen abgebildet. Die Kontrollen entsprechen dabei 100 % (Abb. 4.6 b)

Es handelt sich dann um eine heterozygote Deletion des DNA-Abschnitts im Zielbereich der Sonde,
wenn die relative Signalintensitadt um 50% liegt (Grenze bei 75 %). Eine homozygote Deletion wére
bei einem Wert von 0% nachgewiesen, da hier keine DNA-Kopie vorhanden ware, an der eine Sonde
binden konnte. Weiterhin spricht eine Erhdhung der Gendosis auf um 150 % fir eine Duplikation
einer Genkopie. Werte zwischen 75% und 125% liegen im normalen Streubereich.
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Abb. 4.6: Normaler MLPA-Dosis-Blot einer Kontroll-DNA. Gezeigt ist der NFIX-Standard-Ansatz (Probe-Mix 1)
mit quantitativer Darstellung der Sondenkopien der 11 Exons des NFIX-Gens sowie der Kontrollsonden (Ctrl) auf
dem X- und Y-Chromosom bei einer ménnlichen Probanden-DNA und weiblichen Referenz-DNAs (50% Dosis fiir

die X-chromosomale Kontrollsonde).

Die sieben Patienten, die unauffallige Befunde in der Sequenzierung zeigten (5 voruntersucht bei den
franzosichen Kooperationspartnern und 2 aus der eigenen Kohorte), wurden nun mittels selbst

designtem MLPA-Assay auf exonische Deletionen oder Duplikationen untersucht. Die Auswertung
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der Patienten erfolgte immer im Vergleich zu drei weiblichen Kontrollen. Hier fanden sich bei drei
Patienten (P39, P40, P43) Dosisunterschiede im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 4.7 und 4.9), ein
Patient zeigte einen unauffalligen Befund und drei Patienten (zugeschickte DNA-Proben) konnten
aufgrund unzureichender DNA-Qualitét nicht ausgewertet werden.

Bei den detektierten Dosisunterschieden der drei Patienten handelte es sich um
Dosisverminderungen auf etwa 50% fiir die Sonden fur Exon 6 und 7 (Abb. 4.7 A-C, jeweils b, blaue
Balken fir Exon 6 und 7) und folglich um heterozygote Deletionen. Bei den Patienten P39 und P43
handelte es sich um weibliche Patienten, bei Patient P40 um einen mannlichen. Dies war der Grund
fiir die Dosisverminderung der Kontrollsonde fur das X-Chromosom bei letzterem (Abb. 4.7 B).
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Abb. 4.7: Deletionen von Exon 6 und 7 im Standard-MLPA-Dosis-Blot. Gezeigt ist die quantitative Darstellung
der Sondenkopien der 11 Exons des NFIX-Gens sowie der Kontrollsonden (Ctrl) auf dem X- und Y-Chromosom.
Beachte besonders die heterozygote Deletion der Sonden fiir Exon 6 und 7 (A: P39, B: P40, C: P43).
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Um diese Ergebnisse zu bestitigen und die Ausdehnung der Deletionen genauer eingrenzen zu
konnen, wurde eine erneute MLPA mit einem modifiziertem Satz an Sonden (Probe-Mix 2)
angefertigt (siehe Kap. 7.5, Tabelle 7.12). In diesem befanden sich neben zwei neuen Sonden fiir
Intron 6 und Intron 7, die Sonden fir Exon 4 bis Exon 9 sowie die zwei gut etablierten
Referenzsonden CTH und ERCC6. Diese Referenzsonden haben bei vorher durchgefiihnrten MLPAS
gleichmaRige Ergebnisse erbracht und wurden hier genutzt, um zu beurteilen, ob die MLPA-

Reaktion erwartungsgemald funktioniert hatte.
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Abb. 4.8: Deletionen von Exon 6 und 7 sowie Intron 6 und 7 im modifizierten MLPA-Dosis-Blot. Zu sehen ist
die quantitative Darstellung der Sondenkopien der Exons 4 bis 9 und der Introns 6 und 7 des NFIX-Gens sowie der
Kontrollsonden CTH und ERCC6 und der Kontrollsonden (Ctrl) auf dem X- und Y-Chromosom. Beachte die
heterozygote Deletion der Sonden fur Exon 6 und 7 sowie Intron 6 und 7 (A: P39, B: P40, C: P43).
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Die Ergebnisse der MLPA-Analyse mit dem modifizierten Ansatz (Probe-Mix 2) zeigten
Dosisverminderungen der Sonden fiir Exon 6 und 7 sowie Intron 6 und 7 um 50% bei den Patienten
P39, P40 und P43 (Abb. 4.8 A-C, jeweils b, blaue Balken fir die Sonden Exon 6 und 7 sowie Intron
6 und 7). Somit konnte die Lokalisation der Bruchpunkte der Deletionen eingegrenzt werden auf
einen Bereich zum einen innerhalb von Intron 5 und zum anderen im Intron 7 distal der
entsprechenden MLPA-Sonde (siehe Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Minimale und maximale Ausdehnung der Deletionen von Intron 5 bis Intron 7 abgeleitet durch
die MLPA-Untersuchung. Ausschnitt aus Abb. 3.2: Positionen der MLPA-Sonden zwischen Exon 4 und Exon 8

sind in der unteren Reihe angegeben. Aus den Ergebnissen flr diese Sonden ergibt sich die minimale (rote Linie)

bzw. maximale (rot gestrichelte Linie) Ausdehnung der Deletionen.

4.2. Ergebnisse fur die Patienten mit Sotos Syndrom-ahnlichem Phanotyp

4.2.1 DNA-Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse samtlicher kodierender Exons von NFIX sowie den angrenzenden
intronischen Regionen wurde bei allen 35 Patienten mit Sotos-Syndrom-&hnlichem Phéanotyp
durchgefuhrt. Hierbei fanden sich bei drei Patienten Varianten. Diese traten in den Exons 2, 8 und 11
auf. Die Mutation im zweiten Exon wurde bei dem Patienten P2 detektiert. Es handelte sich um eine
Punktmutation, die zu einem Austausch von Guanin zu Thymin flhrte. Durch diese Transversion kam
es im Codon GAG zu einer Anderung nach TAG (c.187G>T, p.(E63*)) und demzufolge zu einem
vorzeitigen Stopcodon (Abb. 4.10 A). Die Variante im Exon 8, welche beim Patienten P14 detektiert
wurde, stellt einen Austausch von Guanin durch Adenin (c.1140G>A, p.(S380S)) dar, der allerdings
nicht zu einem Aminosdureaustausch auf Proteinebene flihrt (Abb. 4.10 B). Beim Patienten P29 wurde
eine Transversion von Guanin zu Adenin im 3"-UTR-Bereich (¢c.*239G>A) festgestellt (Abb. 4.10 C).
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Abb. 4.10: Sequenzchromatogramme der Patienten mit Sotos Syndrom-ahnlichem Phéanotyp. Dargestellt sind
die Punktmutationen im NFIX-Gen der Patienten A: P2, Guanin-Thymin-Transversion an Position 187 von Exon 2,
B: P14 Guanin-Adenin-Transversion an Position 1140 von Exon 8 und C: P29 Guanin-Adenin-Tranversion an
Position 239 im 3"-UTR-Bereich von Exon 11; jeweils im Vergleich zu einer gesunden Kontrollperson.

4.2.2 MLPA-Analyse

Bei elf Patienten der Kohorte mit Sotos-Syndrom-&hnlichem Phanotyp wurde die MLPA-Analyse
auf exonische Deletionen oder Duplikationen durchgefiihrt. Diese zeigte bei all diesen Patienten
einen Normalbefund. Stellvertretend ist in Abbildung 4.11 der unauffallige MLPA-Dosis-Blot von
Patient P5 dargestellt. Bei dem Patienten P2 wurde aufgrund der bereits zuvor nachgewiesenen
Mutation im Exon 2 auf eine MLPA-Analyse verzichtet. Die restlichen 23 Patienten, die allesamt
zum Kollektiv eines Kooperationspartners aus Dresden gehorten, waren dort vorher mittels
Mikroarray voruntersucht, wobei keine Kopienzahlabberationen im Bereich des NFIX-Lokus
detektiert werden konnte. Aus diesem Grund und wegen der geringen zur Verfugung stehenden
DNA-Mengen wurde die MLPA an diesen Proben nicht durchgeftihrt.
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Abb. 4.11: MLPA-Dosis-Blot von Patient 5. Zu sehen ist der NFIX-Standard-Ansatz (Probe-Mix 1) mit quantitativer
Darstellung der Sondenkopien der 11 Exons des NFIX-Gens sowie der Kontrollsonden (Ctrl) auf dem X- und Y-

Chromosom; Patient weiblich, Normalbefund.
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5. Diskussion

5.1. Marshall-Smith-Syndrom

5.1.1 Der dominant negative Effekt als Ursache des Marshall-Smith-Syndroms

Im Rahmen dieser Dissertation konnten insgesamt vier Frameshift-Mutationen, welche alle in den
Exons 8 bis 10 des NFIX-Gens lokalisiert waren, sowie in drei Féllen die gleiche Mikrodeletion von
Exon 6 bis 7 nachgewiesen werden (Abb.5.1).

[c.1090dupG | [c.1392_1402+32dup)

A [Deletion Ex6-7] [c.1146_1159de] [c.1456delC]

I, S

e I AT A AR A2 A AN ATIE

19 1 187 187 208 208 233 233 273 273 313 315 360 360 a1z 415 468 468 433 499502

1
4 46 67 169 213 502

Abb. 5.1: Lokalisation der Mutationen der MSS-Patienten. Dargestellt sind die A: Mutationen der Patienten P39*
P40*, P43* (*Deletion Ex6-7), P36, P37, P38 und P46 (v.l.) innerhalb der B: Exon-Intron-Abfolge des NFIX-Gens
(Exons = Rechtecke, Introns = Linien) sowie C: Darstellung des NFIX-Wildtypproteins (oranger Balken: alphahelikale
Domane, gelber Balken: Ad-Pol-Bindungsdomane, blauer Balken: CTF/NFI-Doméne).

Im Jahr 2010 gelang es der Arbeitsgruppe Malan et al. erstmals eine genetische Ursache des MSS zu
identifizieren. Ahnlichkeiten des Phanotyps von Nfix-defizienten Mausen (Nfix™) mit dem humanen
MSS fithrten zu der Uberlegung, NFIX als Kandidatengen fiir dieses Krankheitsbild in Betracht zu
ziehen. Daraufhin wurden mittels DNA-Sequenzanalyse mehrere MSS-Patienten untersucht. Dabei
wurden bei sieben Patienten Frameshift- und bei zwei Patienten Splice-Site-Mutationen aufgedeckt.
Alle der sieben Frameshift-Mutationen befanden sich im Exon 7 bis Exon 8 und waren de novo
entstanden. Die zwei Splice-Site-Mutationen waren in der Donor-Splice-Site von Exon 6 lokalisiert
und ebenfalls de novo entstanden. Sie fihrten zu einem partiellen Einschluss von Intron 6 und somit
zum Frameshift. Somit befanden sich alle Mutationen innerhalb der CTF/NFI-Domane (vgl. Kapitel
1.3.2). In dieser Arbeit wurde auch durch RT-PCR-Analysen gezeigt, dass beim MSS die mutierten
mMRNAs dem NMD entgehen im Gegensatz zu einer Nonsense-Mutation in Exon 3, die bei einem
Patienten mit dem Sotos-Syndrom-&hnlichen Phénotyp gefunden wurde. Hierfir wurde zum einen
RNA aus Fibroblasten vom Patienten mit Sotos Syndrom-&hnlichem Phanotyp und Punktmutation in

Exon 3 und zum anderen RNA aus Fibroblasten von zwei MSS-Patienten untersucht. Dabei konnte
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festgestellt werden, dass in den Fibroblasten des NFIX-related-Overgrowth-Patienten ausschlieflich
die mRNA des Wildtyp-Allels exprimiert wurde, wobei bei den MSS-Patienten neben der normalen
auch die mutierte mRNA existierte. Das daraus entstehende Protein steht im Verdacht einen
dominant negativen Effekt Uber das NFIX-Gen auszuiiben, der zu dem im Vergleich zum NFIX-
related-Overgrowth-Syndrom schwereren Krankheitsbild des MSS fuhrt (Malan et al., 2010).

Im Jahr 2015 identifizierten Martinez et al. drei weitere MSS-Patienten mit NFIX-Mutationen. Dabei
handelte es sich wiederum um zwei Frameshift-Mutationen und eine Donor-Splice-Site-Mutation.
Die Donor-Splice-Site-Mutation von Intron 6 (¢.955+1G>T) wurde bereits zuvor bei zwei Patienten
von Malan et al. berichtet (siehe oben). Ein anderer Patient zeigte eine Deletion von 2 Basenpaaren
in Exon 7 (c.1074_1075delGC), welche zu einer Leserasterverschiebung und einem vorzeitigen
Stopcodon fiihrte. Insgesamt sind bei allen drei Patienten von Martinez et al. die Mutationen ebenso
in der CTF/NFI-Doméne gelegen, was den Schluss nahe legt, das auch hier ein dominant-negativen
Effekt Uber das NFIX-Gen ausgelbt wird. Die meisten Mutationen finden sich zudem im Exon 7, das

somit als Mutationshotspot betrachtet werden kann (Martinez et al., 2015).

Auch alle im Rahmen dieser Dissertation identifizierten Mutationen der MSS-Patienten befanden
sich in den Exons 8-10, die fur die CTF/NFI-Doméane kodieren. Damit sind sie dhnlich zu den
Mutationen innerhalb dieser Doméne, fur die Malan et al. postulierten, dass die entstehenden
Genprodukte dem NMD entgehen und einen dominant negativen Effekt ausiben.

Der NMD st ein Eliminationssystem, das typischerweise fehlerhafte mRNAs mit frihzeitigen
Stopcodons (premature termination codons = PTCs) beseitigt. Dadurch wird die Translation
aberranter Transkripte verhindert. Solche fehlerhaften mRNAs entstehen auch unter physiologischen
Bedingungen, z.B. durch fehlerhaftes Spleien. Der NMD hat somit die physiologische Funktion
einer ,,Qualitdtssicherung® der mRNA. Auch bei PTCs aufgrund von Genmutationen im Kontext
genetisch bedingter Erkrankungen flihrt der NMD hdufig dazu, dass die mutierte mRNA nicht
translatiert sondern rasch degradiert wird. Jedoch ist der NMD, insbesondere bei PTCs im 3’-Bereich
von Genen nicht lickenlos. Entgehen mRNAs dem NMD, so kann es zur Bildung von abnormen
Proteinen kommen, die schadigende Auswirkung mit sich bringen kénnen, indem sie zu dominant
negativen beziehungsweise zu Gain-of-Function-Effekten fiihren (Khajavi et al., 2006). Bei Gain-of-
Function-Effekten entstehen Genprodukte mit gesteigerten oder neuen, abnormen Funktionen,
welche hdufig zu dominanten Phénotypen fuhren. Von einem dominat negativen Effekt spricht man,
wenn ein Genprodukt nicht nur seine eigentliche Funktion verliert, sondern auch noch zusétzlich die
Funktion des Genproduktes des normalen Allels beeintréchtigt. VVor allem bei Proteinen, die als
Dimere oder Multimere agieren, treten dominant negative Effekte auf (Siegenthaler et al., 2006).
Auch das Genprodukt des NFIX-Gens, der Transkriptionfaktor Nuclear Factor I/X, arbeitet als
Homo- beziehungsweise Heterodimer (Kruse et al., 1994). Normalerweise entkommen nur mRNAs

mit PTCs, die sich im letzten Exon oder im vorletzten innerhalb der letzten 55 Basenpaare befinden
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(,,~ 55 bp rule*), dem NMD (Khajavi et al., 2006). Dies ist bei den hier nachgewiesenen Mutationen
allerdings nur bei der Mutation von Patient P46 der Fall, fur die sich folglich durch diese Theorie ein
»Escape from NMD* erkldren lieRe. Es ist bis heute ungeklart und Gegenstand weiterer Forschung
wie es den mRNAs, die dieser Regel nicht entsprechen, gelingt, dem NMD zu entkommen. Leider
war es aufgrund des Mangels an geeignetem Patientenmaterial (RNA-Proben) im Rahmen dieser
Dissertation nicht moglich, den experimentellen Nachweis zu flihren, dass die mRNAs mit den
identifizierten Mutationen dem NMD tatsachlich entgehen. Diese Annahmen basieren vielmehr auf
der Analogie zu den bei Malan et al. publizierten Mutationen, flir die ein solcher Nachweis gefiihrt
wurde (Malan et al., 2010).

Die vorhergesagten abnormen Proteine ungleicher L&nge der MSS-Patienten P39, P40, P43, P36,
P37, P38 und P46 sind in der Abbildung 5.2 dargestellt. Aus den mutierten mMRNAS der Patienten
P39, P40, P43 (Abb. 5.2 C) wird ein Protein gebildet, in dem Exon 6 und Exon 7 fehlen. Danach
beginnt ein Frameshift, der bei demspezifischen Protein nach einer gewissen Distanz ein PTC
bedingt. Die Genprodukte der Patienten P36, P37, P38 und P46 (Abb. 5.2 D-G) entsprechen bis zur
jeweiligen Mutation dem Wildtyp, danach setzt jedoch ein Frameshift ein, der nach unterschiedlicher
Lange zu einem PTC fiihrt. Demzufolge trunkieren die MSS-assoziierten Mutationen nicht einfach
den C’-terminalen Teil der Genprodukts, sondern fuhren zu einer grolen Vielfalt der GréRe und der
Aminosduresequenz der entstehenden mutanten Proteine (Schanze, Neubauer et al., 2014). Diese
Variabilitdt der MSS-assoziierten mutanten Proteine spricht dafiir, dass es die Kombination einer
intakten DNA-Bindungs- und Dimerisierungs-Domane mit einer auf unterschiedliche Weise
abnormen CTF/NFI-Domane ist, die den spezifischen Effekt der MSS-assoziierten Mutationen
ausmacht. Diese aberranten Proteine haben vermutlich dadurch Eigenschaften, die auch die Funktion
des normalen Transkriptionsfaktors Nuclear factor I/X (exprimiert vom intakten Allel) oder gar die
Funktion anderer NFIs behindern (dominant-negative Effekte). Eine Moglichkeit einer solchen
Behinderung wére beispielsweise die Konkurrenz um die Bindungsstelle an der DNA, da die DNA-
Bindungs- und Dimerisierungsdoméne bei diesen mutanten Proteinen noch vorhanden ist. Weiterhin
vorstellbar ist eine nachteilige Auswirkung bei der Bildung eines Mutanten-Wildtyp-Heterodimers
auf die Funktion des ganzen Komplexes (Schanze, Neubauer et al., 2014). Zur Aufdeckung des
genauen Effekts dieser mutierten Proteine werden weitere Forschungen notwendig sein.
Beachtenswerterweise ist der Phénotyp der Patienten trotz der Verschiedenheit der mutierten
Proteine sehr Ubereinstimmend ohne erkennbare Korrelation zwischen Phanotyp und spezifischen
Alterationen des C-terminalen Anteils. Nur Patient 38 zeigte eine merklich mildere Ausprégung des
Phénotyps im Vergleich zu den anderen MSS-Patienten in unserer Kohorte. Bei der Mutation dieses
Patienten entstand eine ektope Donor-Splice-Site von Exon 9, welche jedoch mdglicherweise die
urspriingliche Donor-Splice-Site nicht komplett auffer Funktion setzt. Die Produktion einer normal
gespleiBten mRNA vom mutierten Allel konnte die Krankheitsausprdgung abzumildern durch

Anderung des stochiometrischen Verhaltnisses zwischen mutiertem und Wildtyp-Genprodukt
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zugunsten des letzteren. Folglich kdnnten auch spezifische NFIX-Mutationen existieren, die die
Licke zwischen dem klassichen MSS und dem Sotos Syndrom-ghnlichen Phanotyp, der durch NFIX-
Haploinsuffizienz entsteht, zu schlielen vermdgen (Schanze, Neubauer et al., 2014).

Das hypothetische, deutlich verkiirzte mutante Protein des NFIX-related-Overgowth-Patienten P2
(Abb. 5.2 H) mit der Nonsense-Mutation (c.187G>T, p.(E63*)) ist hochstwahrscheinlich nicht
existent, da die mRNA vermutlich vom NMD eliminiert wird. Leider war die experimentelle
Bestatigung einer Degradation der mutierten mRNA druch NMD auch bei diesem Patienten mangels

einer RNA-Probe nicht moglich.

A [1] [=T=2T s | 8 [ 9 TJw]J]
10 187 208 233 273 319 360 419 468 499-502
B b =i -
4 46 67 169 213 502
C 1 — ) s m—
4 46 67 169 213 273
D 1 i } e, —
4 36 67 169 213 364
E 1 — } s, —|
4 46 67 159 213 383
F q — s
4 45 67 169 213 468
G 4 — ) e B
46 67 169 213 486
—}—
H h 16 63

Abb. 5.2: Mutierte NFIX-Transkripte. Gezeigt sind A: die Exon-Abfolge des NFIX-Gens sowie die jeweilige
Aminosdureanzahl, B: das Wildtypprotein sowie die mutierten Proteine der Patienten C: P39, P40, P43; D: P36, E: P37,
F: P38, G: P46 und H: P2 (oranger Balken: N-terminale alphahelikale DNA-Bindungsdoméne, gelber Balken: Ad-Pol-
Bindungsdoméne, blauer Balken: C-terminale Transaktivierungs- und Repressionsdomane CTF/NFI, grauer Balken:

variable Aminosduresequenzen, die sich vom Wildtypallel unterscheiden).

Wéhrend die in dieser Arbeit entdeckten Frameshift-Mutationen alle noch nicht beschrieben waren,
und bisher Gberhaupt nur zwei Punktmutationen (c.955+1G>A und c.955+1G>T) bei MSS je
zweimal beobachtet wurden (Malan et al., 2010; Martinez et al., 2015; Schanze, Neubauer et al.,
2014), handelt es sich bei der nachgewiesenen Mikrodeletion von Exon 6 bis 7 um ein offenbar
rekurrentes Ereignis. Gleich drei Falle mit dieser Deletion wurden in im Rahmen dieser Dissertation
indentifiziert; nachfolgend wurden im Labor des |Instituts fir Humangenetik am
Universitatsklinikum Magdeburg noch 2 weitere Félle nachgewiesen, die gemeinsam mit den Féllen
aus dieser Dissertation publiziert wurden (Schanze, Neubauer et al., 2014). Fir solche rekurrenten
Deletionen mit gleichen Deletionsintervallen besteht haufig eine strukturelle Prédisposition aufgrund
der spezifischen genomischen Architektur. Dies konnte die im Anschluss durchgefiihrte molekulare
Bruchpunktanalyse, die nicht mehr Bestandteil dieser Dissertation war, tatsachlich zeigen. Die

Bruchpunkte (Abb 5.3) befanden sich in Intron 5 und 7 innerhalb sogenannter Alu-Y-Repeats
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(Schanze, Neubauer et al., 2014). Solche repetitiven DNA-Sequenzen konnen die Entstehung von
Deletionen oder Duplikationen durch nicht allelische homologe Rekombination (NAHR)
begiinstigen (Shaw et al., 2005).

A | | Alu-v-Repeats | 19p13.2 | Alu-v-Repeats | |
P40

B s
P43

C o g

Abb. 5.3: Lokalisation der Alu-Y-Repeats. Veranschaulicht sind A: ein Ausschnitt der Chromosomenbande 19p13.2
mit Alu-Y-Repeat-Regionen, B: Deletionen der Patienten P40, P39 und P43 (weile Balken: mRNA vor und nach dem
Bruchpunkt, blau gestrichelte Linie: deletierte Region des Gens, Ubergang weiRer Balken/gestrichelte Linie entspricht
Bruchpunkt) und C: die Exon-Intron-Abfolge des NFIX-Gens (Exons = Rechtecke, Introns = Linien, Abb. nicht
malistéblich). Die Deletions-Bruchpunkte bei den Patienten P40, P39 und P43 lagen alle innerhalb dieser Alu-Y-

Repeats und unterschieden sich nur um wenige Basen.

Alu-Elemente gehoren zu den kurzen, eingestreuten Kernsequenzelementen (SINEs = short
interspersed nuclear elements), welche repetitiv und relativ frei verteilt im menschlichen Genom
vorkommen. Sie sind ungefahr 300 bp lang und befinden sich in Introns, 3"-UTR-Bereichen von
Genen und intergenischen Regionen. Die Alu-Repeats sind mit circa einer Millionen Kopien als
haufigste Art der SINEs bekannt. Der hohe GC-Gehalt (62,7%) sowie die bemerkenswert hohe
Sequenzibereinstimmung (70 — 100%) zwischen den Alu-Unterfamilien kann die Rekombination
zwischen Alu-Repeats begtinstigen. Diese wird als nicht allelische homologe Rekombination, kurz
NAHR, bezeichnet und kann wiederum zu Deletionen und Duplikationen flihren (Batzer et al., 2002;
Zhang et al., 2009). Etwa 0,3 % aller menschlichen genetischen Erkrankungen gehen auf diesen
Mechanismus zuriuick (Deininger et al., 1999), hier vor allem monogenetische Erkrankungen wie das
Lynch-Syndrom (Li et al., 2006), hereditdarer Brust- und Ovarialkrebs (Mazoyer et al., 2005), von
Hippel-Lindau-Krankheit (Franke et al., 2009), hereditére, spastische Paraplegie (Boone et al., 2011)
und viele andere. Entgegen der Beobachtung von Malan et al., dass alle Mutationen der Marshall-
Smith-Patienten auf Frameshift- und Splice-Site-Mutationen beruhen, konnte im Rahmen dieser
Dissertation durch die MLPA erstmals ein neuer Mutationsmechanismus aufgedeckt werden, da
dieses Verfahren fahig ist, im Gegensatz zur Sequenzierung, Kopienzahlanderungen einzelner Exons

aufzeigen. Die rekurrente Deletion konnte auch in durch NFIX-Sequenzierung voruntersuchten
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Patienten aus der Malan-Kohorte gefunden werden. Getriggert durch ,,bruchsensible Stellen, den
Alu-Y-Repeats, entstand die rekurrente Deletion von Exon 6 und 7 bei drei der insgesamt elf
Marshall-Smith-Patienten. In den dieser Dissertation nachfolgenden Untersuchungen konnten zudem
zwei weitere Deletionen von Exon 6 und 7 sowie zwei Deletionen von Exon 6 identifiziert werden,
die dann zusammen mit den Ergebnissen dieser Dissertation publiziert wurden (Schanze, Neubauer
et al., 2014). Somit entspricht der Anteil der Patientengruppe mit exonischen Deletionen an der
Gesamtheit der NFIX-positiven MSS-Patienten (eigene und Kohorten anderer Gruppen) insgesamt
annahernd einem Viertel (Schanze, Neubauer et al., 2014). Ein zuvor ungeklarter, aber signifikanter
Anteil der MSS-Félle, bei denen die Sequenzierung keine Veranderung im NFIX-Gen zeigte, konnte
somit durch das Deletionsscreening mittels MLPA nun geldst werden. Daraus ergibt sich zudem eine
neue Mdglichkeit bei der Diagnostik des MSS.

5.1.2 Die Homogenitat des Marshall-Smith-Syndroms

Das MSS stellt ein Kklinisch relativ homogenes genetisches Syndrom dar und ist, wie die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, auch genetisch homogen. Einzig und allein das Gen fir den
Transkriptionsfaktor Nuclear Factor I/X (NFIX) konnte bisher als kausales Gen fur diese Entitat
identifiziert werden. Die in den vorhergehenden Arbeiten von Malan et al. und Martinez et al. sowie
der eigenen Publikation beschriebenen Félle umfassen achtzehn Patienten mit Frameshift-
Mutationen in den Exons 7 bis 10 , vier Patienten mit Splice-Site-Mutationen im Exon 6, finf
heterozygote Deletionen von Exon 6 und 7 sowie zwei heterozygote Deletionen von Exon 6 (Malan
et al., 2010; Schanze, Neubauer et al., 2014; Martinez et al., 2015). Im Kollektiv dieser Dissertation,
welches den groReren Teil der Patienten in der Publikation Schanze und Neubauer et al. umfasst,
wurden vier Patienten mit Frameshift-Mutationen in den Exons 8 bis 10 und drei rekurrente
Deletionen von Exon 6 und 7 aufgezeigt. Insgesamt konnten somit einschlieBlich der vorliegenden
Studie weltweit 29 MSS-Patienten positiv auf Mutationen im NFIX-Gen getestet werden. Davon
konnten zusammenfassend 18 kleinere Insertionen/Deletionen (62%), vier Splice-Site-Mutationen
(14%) und sieben groRere exonische Deletionen (24%) nachgewiesen werden. Die bisher
identifizierten NFIX-Mutationen bei MSS-Patienten sind in der Abb. 5.4 dargestellt.

Allerdings konnten von vier Patienten im Rahmen dieser Arbeit, die in der Sequenzierung einen
negativen Befund zeigten, drei aufgrund unzureichender DNA-Qualitdt in der MLPA nicht
ausgewertet werden (P41, P44, P45) und ein Patient (P42) zeigte einen negativen MLPA-Befund.
Grinde fir das Fehlen einer mittels MLPA oder Sequenzierung detektierbaren Verdnderung im
NFIX-Gen bei Patient 42 kdnnten zum einen eine nicht eindeutige klinische Zuordnung des Patienten
zum MSS und zum anderen eine intronische Mutation sein, die mit diesen Methoden unentdeckt

geblieben waére. Es ist auch nicht vollig auszuschlieRen, dass noch ein weiteres Gen fur das MSS
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urséchlich sein kénnte. Dies herauszufinden bedarf weitergehender Untersuchungen an Patienten mit
eindeutigem MSS-Phénotyp, bei denen eine NFIX-Mutation mit allen zur Verfligung stehenden
Mitteln ausgeschlossen wurde.

€.1037_1038ins

c.1008_1012delCTCTC
c.1011_1012delTC [c108_1049insC]

[c-7090dupG [c-1392_1402+32dup

Deletion Ex6-7 [c.1146_1159del| [c.1456deIC]

i | M-
ml 2 P BN s P s Y 7V s Y o VY e ——=

19 10 187 187 208 208 233 233 273 273 319 319 360 360 418 419 465 463 498 499-502

.995+1G>A [c1243delc | [ c1496delT |
€.995+1G>T
€.995+1G>T

c.959_960insC

Abb. 5.4: Bisher identifizierte NFIX-Mutationen bei MSS-Patienten. Die weiflen Kasten veranschaulichen
Mutationen des eigenen Kollektivs, die grauen Ké&sten zeigen Mutationen des Kollektivs von Malan et al. und Martinez
etal.

5.2. NFIX-related-Overgrowth-Syndrom

5.2.1 Die Haploinsuffizienz von NFIX als Ursache des NFIX-related-Overgrowth-Syndroms

In der untersuchten Kohorte von 35 Patienten mit Sotos-like Phanotyp lie} sich nur eine kausale
Mutation fiir den Patienten P2 nachweisen, die im Exon 2 des NFIX-Gens (c.187G>T, p.(E63*))
lokalisiert ist (Abb.5.5). Diese Veranderung ist weder krankheitsverursachende Mutation noch als
Polymorphismus bisher beschrieben. Die Art der Verdnderung (Nonsense-Mutation) und ihre Lage
passen zu den bisher beschriebenen Mutationen bei NFIX-related-Overgrowth-Syndrom und der
Annhahme einer Haploinsuffizienz von NFIX als pathogenetische Grundlage {Malan 2010 #43}.
Die NFIX-Variante im Exon 8 beim Patienten P14 (¢c.1140G>A, p.(S380S)) flihrt dagegen nicht zum
Aminosaureaustausch.  Sie  tritt mit einer globalen Frequenz von 0,002% auf
(http://exac.broadinstitute.org/, Zugriff 14.01.2016). Auflerdem wurde diese Variante durch zwei
verschiedene  SpleiR-Vorhersage-Programme  (http://www.fruitfly.org/, Zugriff 26.09.2012;
http://www.cbs.dtu.dk/, Zugriff 26.09.2012) auf neu entstandene SpleiR-Akzeptor- und Spleil3-
Donorstellen getestet, da diese Form der Mutation trotz gleicher Aminosdureabfolge zu einer
Verénderung im SpleiRen und somit zu einer veranderten mRNA fiihren kdnnte. Dabei konnte kein

Hinweis auf Auswirkungen auf das SpleilRen der RNA gefunden werden. Somit handelt es sich bei
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dieser Variante nicht um die als kausal zu betrachtende Genverdnderung fur den Sotos Syndrom-
ahnlichen Phanotyp dieses Patienten. Bei der beim Patienten P29 detektierten Punktmutation im 3"-
UTR-Bereich von Exon 11 (c.*239G>A) handelt es sich ebenfalls mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht um die krankheitsauslésende Mutation, da sie sich relativ weit entfernt vom codierenden
Bereich befindet. Es ist allerdings nicht restlos auszuschlieRen, dass sich in der hier betroffenen
Region eine Bindungsstelle fur Transkriptionsfaktoren oder miRNAs (microRNAs = nicht
kodierende RNAs mit einer GroRe von 20 — 24 Nukleotiden) befindet. Beides konnte zu einer
Modifizierung der Genregulation des NFIX-Gens fuhren. Leider sind zurzeit noch keine
zuverlassigen Préadiktionsprogramme flr die Vorhersage von Auswirkungen auf die transkriptionelle
Regulation verfligbar, sodass diese Frage letztlich offen bleibt. Elterliche DNAs fir den Nachweis ob
es sich um vererebte oder neu entstandene Varianten handelte, standen leider nicht zur Verfiigung.

Alle weiteren Patienten zeigten unaufféllige Befunde.

Malan et al. konnten erstmals durch die Array-CGH bei zwei von 18 Patienten mit Sotos-dhnlichem
Erscheinungsbild kleine Deletionen nachweisen, die das NFIX-Gen einschlossen, und durch die
nachfolgende DNA-Sequenzanalyse bei 76 Patienten mit syndromalem GrofRwuchs in einem Fall
eine Nonsense-Mutation im NFIX-Gen nachweisen. Bei den Deletionen handelte es sich um de novo
entstandene Monosomien in der Region 19p13.2, die das NFIX-Gen als einzige bekannte Erbanlage
einschlossen. Die Nonsense-Mutation wurde im Exon 3 (¢.568C>T, p.(Q190%)) detektiert. Fir alle
drei Varianten wurde der Funktionsverlust einer Kopie des NFIX-Gens und somit Haploinsuffizienz
als pathogenetischer Mechanismus angenommen. Fiir die Nonsense-Mutation wurde gezeigt, dass
die mutierte NFIX-mRNA kaum nachweisbar ist, weil sie offenbar dem NMD unterliegt. In dieser
Arbeit wird daher diskutiert, dass — im Gegensatz zu dominant-negativ wirkenden Mutationen beim
MSS - eine Haploinsuffizienz von NFIX zu einem dem Sotos-Syndrom-&hnlichen Krankheitsbild
fuhrt (Malan et al., 2010).

Ebenfalls im Jahr 2010 erschien ein Artikel von Dolan et al., die ein 19p13.13
Mikrodeletions/Mikroduplikationssyndrom beschrieben. Hier detektierte man bei vier Patienten mit
ahnlichem Phénotyp verschiedene Mikrodeletionen auf Chromosom 19p13.13. Dieser Phanotyp hob
sich vor allem durch mentale Retardierung, GroBwuchs, Makrozephalie sowie ophthalmologische
und intestinale Manifestationen hervor. Die ersten drei Merkmale finden sich auch beim Sotos-
Syndrom. Bei zwei Patienten war auch das Sotos-Syndrom vermutet worden, weshalb zundchst das
NSD1-Gen untersucht wurde. Es konnten allerdings keine Mutationen in diesem Gen detektiert
werden. Im Gegensatz zu den Deletionspatienten stellte der Phénotyp eines Patienten mit einer
Duplikation in diesem Bereich deutlich unterschiedlich dar mit mentaler Retardierung, Kleinwuchs
und Mikrozephalie. In der kleinsten gemeinsamen Region der Uberlappung der Deletionen
beziehungsweise der Duplikation (SRO = smallest region of overlap), die sich tber rund 311 Kb

erstreckte, befanden sich 16 Gene. Unter diesen Genen befand sich auch das NFIX-Gen. NFIX wurde
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neben dem MAST1-Gen von den Autoren als Kandidatengen fir wesentliche Teile des Phanotyps
vorgeschlagen, da es eine wichtige Rolle in der Hirnentwicklung spielt (Dolan et al., 2010). Diese
Beobachtungen passen zu der Annahme, dass die Haploinsuffizienz des NFIX-Gens zu einem Sotos-
Syndrom-ahnlichen Phénotyp flihrt.

Aulerdem veréffentlichen Bonaglia et al. 2010 den Fall eines Patienten mit 19p13.12 — p13.13-
Mikrodeletion, die die Gene fiir NFIX und CACNA1A umfasste. Dieser war zwar nicht durch
GroRwuchs auffallig, zeigte jedoch einige Merkmale des Sotos Syndrom-ahnlichen Phénotyps und
MSS wie moderat bis schwere mentale Retardierung, eine ausgepragte sprachliche und motorische
Entwicklungsstdrung, Skoliose, Pectus excavatum, Hypotonie, Hyperaktivitat sowie ahnliche faziale
Anomalien wie hohe Stirn, antevertierte Nasenldcher, langes Philtrum und irregulédr angeordnete
Zahne. Weiterhin fielen Krampfanfélle auf, fur die ein Einfluss der gleichzeitigen Haploinsuffizienz
von CACNA1A diskutiert wurde (Bonaglia et al., 2010). Das CACNA1A-Gen (MIM 601011) kodiert
fiir eine Untereinheit eines spannungsabhangigen Kalziumionenkanals und befindet sich in der Néahe
des NFIX-Gens. Haploinsuffizienz von CACNALA durch Deletionen oder eine trunkierende
Mutationen bedingt das Krankheitsbild der episodischen Ataxie Typ 2 (EA2, MIM 108500) oder bei
Missense-Mutation die familiare hemiplegische Migrane Typ 1 (FHM1, MIM 141500) (Klaassens et
al.,, 2015). AuBerdem wurde das Gen in Zusammenhang gebracht mit Epilepsie und
Entwicklungsstérungen (Auvin et al., 2009).

Zwei Jahre spater gelang es Yoneda et al. zwei heterozygote Missense-Mutationen im NFIX-Gen zu
identifizieren. lhre untersuchte Kohorte bestand aus 48 Patienten, bei denen das Sotos-Syndrom
vermutet wurde. Allerdings wiesen diese Patienten keine Mutationen im NSD1-Gen auf. Die beiden
detektierten Missense-Mutationen befanden sich jeweils im Exon 2 des NFIX-Gens. Bei einer
handelte es sich um eine Transition von Thymin zu Cytosin (c.179T>C, p.(L60P)) und bei der
anderen um eine Transversion von Guanin zu Cytosin (c.362G>C, p.(R121P)). Fir beide Mutationen
wurde ein Verlust der DNA-Bindungseigenschaften angenommen und damit eine funktionelle
Auswirkung vergleichbar mit den Deletionen und Nonsense-Mutationen, die zur Haploinsuffizienz
fihren. Bemerkenswert ist, dass die letztere Mutation auch bei der fraglich betroffenen Mutter des

Patienten nachgewiesen werden konnte (Yoneda et al., 2012).

Ebenfalls im Jahr 2012 beschrieben Priolo et al. einen weiteren Fall einer NFIX-Mutation bei einem
Patienten mit Sotos-dhnlichem Erscheinungsbild. Hier handelte es sich um eine 21 Nukleotide
umfassende In-Frame-Deletion im Exon 2 (c.157_177delGAGCGGGCGGTGAAGGACGAG), die
zum Verlust von sieben evolutiondr hoch konservierten Aminoséuren in der DNA-Bindungs- und
Dimerisierungsdoméne flhrte. Auch fir diese Mutation wurde ein Funktionsverlust des mutierten

NFIX-Proteins angenommen (Priolo et al., 2012).
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Wiederum zwei Jahre spater beschrieben Klaassens et al. sechs weitere Patienten, von denen vier
Mikrodeletionen im Bereich von Chromosom 19.13.2, ein weiterer eine Frameshift-Mutation im
Exon 2 (c.90_99del) sowie einer eine Nonsense-Mutation in Exon 7 des NFIX-Gens (c.1012C>T,;
p.(Q338*)) zeigten. Die letztere Mutation liegt in einem Abschnitt des Gens, wo auch Mutationen
beim Marshall-Smith-Syndrom (CTF/NFI-Doméne) angesiedelt sind, fir die ein dominant-negativer
Effekt vermutet wird. Aufgrund des Phéanotyps des Patienten wurde von den Autoren dennoch ein
Loss-of-function-Effekt  (Haploinsuffizienz) fir diese Nonsense-Mutation postuliert. Eine
Untersuchung hinsichtlich NMD konnte nicht durchgefuhrt werden (Klaassens et al., 2015). Diese
Beobachtung zeigt, dass nicht alleine die Position der Mutationen entscheidend ist fir die

phanotypische Expression (MMS versus Malan-Syndrom).

Weiterhin schlossen die Autoren insgesamt neun vorher publizierte Patienten mit 19p13.13
Mikrodeletionen (Dolan et al.,, 2010; Auvin et al.,, 2009; Nimmakayalu et al., 2013) bzw.
Mikrodeletionen von 19p13.2 — 19p13.13 (Lysy et al., 2009) in die Diskussion des NFIX-related-

,,Sotos-like“-Syndroms ein.

Im Jahr 2014 berichteten Natiq et al. Gber eine Patientin mit einer Mikodeletion 19p13.2 — 19p13.12
mit GroBwuchs und schwerer mentaler Retardierung. Erwéhnenswert sind die Konsanguinitat 1.
Grades der Eltern, sowie das hohere Alter bei der Geburt (Mutter 44 Jahre, Vater 55 Jahre). Des
Weiteren wurde die Mutter wegen chronisch-myeloischer Leukdmie mit Imatinib 400 mg/d
behandelt. Die urspringlich mit Verdacht auf Angelman-Syndrom der genetischen Untersuchung
zugefiihrte Patientin war bei Geburt mikrosom und mikrozephal. Weiterhin zeigten sich Hypotonie,
eine markante Stirn, nach unten gerichtete Augenlider, nach vorn gerichtete Nasenldcher,
Mikrostomie, ein langes Philtrum, Prognathie, unten ansetzende Ohren, kurzer Hals und beidseitige
Klinodayktylie des 5. Fingers. Im Alter von 2 Jahren und 3 Monaten konnte sie weder sprechen noch
den Kopf halten oder sitzen. AuBerdem war eine akzelerierte Knochenreife nachweisbar, und es
bestanden Krampfanfalle seit Geburt. Die Mikrodeletion schloss das CACNA1A-Gen mit ein,

welches moglicherweise fur die Krampfanfélle verantwortlich zu machen ist (Natiq et al., 2014).

Erst kirzlich wurden drei weitere Patienten mit Sotos Syndrom-dhnlichem Phanotyp und NFIX-
Mutationen publiziert. Hierbei handelte es sich um zwei Missense-Mutationen (¢.347G>C, p.R116P)
(c.373A>G, p.K125E) und eine Frameshift-Mutation (c.191delA) mit einem vorzeitigen Stopp-
Codon nach 30 Aminosduren (p.K64Sfs*30), welche jeweils im Exon 2 lokalisiert waren.
Verschiedene Pradiktionsprogramme sagten in Bezug auf die Missense-Mutationen einen
schadigenden Effekt auf das Protein voraus, da die betroffenen Aminosduren evolutiondr hoch
konserviert sind. Auch hier fihren die genannten Mutationen folglich zur Haploinsuffizienz des
NFIX-Gens (Gurrieri et al., 2015).
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AuBerdem wurde ebenfalls kirzlich tber drei weitere Patientinnen mit 19p13.2-Mikrodeletionen und
Sotos Syndrom-&hnlichem Phanotyp berichtet. Erwahnenswert ist hier, dass zwei der Patientinnen
unter einer Chiari-Malformation Typ 1 litten. Dies kam bereits bei einem Patienten im Kollektiv von
Dolan et al. vor, wodurch diese Anomalie in einen Anteil von 15,8 % der bisher beschriebenen
Patienten mit einer Mikrodeletion vorkommt. Diese Fehlbildung ist bisher noch nie bei Sotos-
Patienten mit NSD1-Mutation nachgewiesen worden und konnte einen Beitrag zur weiteren
Differenzierung wischen klassischen Sotos-Syndrom und NFIX-related-Overgrowth-Syndrom
leisten. Allerdings wurde diskutiert, dass die Chiari-Malformation Typ 1 ein heterogenes
Krankheitsbild darstellt und neben dem in der Deletion eingeschlossenen NFIX-Gen auch das
MAST1-Gens eine Rolle bei der Entstehung spielen konnte, da es flr eine Mikrotubuli-assoziierte
Serin-Threoninkinase kodiert, die vorwiegend im Gehirn exprimiert wird. Alle drei Probanden
besalRen ebenfalls eine Deletion des CACNALA-Gens, wobei bei zwei Patienten epileptische Anfalle
verzeichnet wurden. Bei einem Patienten handelte es sich jedoch um Fieberkrampfe. Weiterhin
konnte bei einer Betroffenen gezeigt werden, dass das mutierte Gen eine Neumutation auf dem

paternalen Allel war (Shimojima et al., 2015).

Gleichfalls berichteten Martinez et al. 2015 Uber zwei Patienten mit Sotos-ahnlichen Merkmalen und
Missense-Mutationen im Exon 2 des NFIX-Gens (¢.136C>T, p.(R46C); ¢.185G>C, p.(R62P)). Beide
Mutationen betrafen wiederum hoch konservierte Aminosauren. Die Autoren postulierten, dass diese
zum Funktionsverlust fuhren. Erwahnenswert bei diesen Féllen ist auBerdem, dass sie einen
marfanoiden Habitus mit einer groRen, schlanken Erscheinung, leichter Hyperlaxizitat der Gelenke
und Arachnodaktylie aufwiesen. Die Autoren konstatierten, dass auch Patienten in friiheren
Publikationen (Patient A — C von (Malan et al., 2010)) marfanoide Merkmale zeigten, und
postulierten, dass sich eine marfanoide Erscheinung erst mit hoheren Alter der Patienten
herausbilden konnte (Martinez et al., 2015).

Alle oben genannten Mutationen waren de novo entstanden (Malan et al., 2010; Priolo et al., 2012;
Dolan et al., 2010; Auvin et al., 2009; Lysy et al., 2009; Klaassens et al., 2015; Natiq et al., 2014;
Gurrieri et al., 2015), bis auf einen Patienten, dessen Mutation von der fraglich betroffenen Mutter
vererbt wurde, welche von grofRer Statur war (weitere klinische Daten waren in dieser Studie nicht
verfiigbar) (Yoneda et al., 2012) und zwei betroffenen Schwestern, bei deren Eltern ein Vererbung

uber ein Keimzellmosaik vermutet wurde (Nimmakayalu et al., 2013).

Insgesamt zeigten auBerdem acht von den 15 berichteten Patienten mit kombinerter Deletion von
NFIX und CACNA1A aufgrund einer Mikrodeletion Epilepsien und zwei Fieberkrdmpfe (Auvin et
al., 2009; Dolan et al., 2010; Lysy et al., 2009; Nimmakayalu et al., 2013; Klaassens et al., 2015;
Bonaglia et al., 2010; Natiq et al., 2014).
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Aus den oben genannten Beobachtungen ist ersichtlich, dass die Mehrheit der bis dato
nachgewiesenen Mutationen bei Patienten mit Sotos-&hnlichem Krankheitsbild, welches bisher in der
Literatur auch als Sotos-like-Syndrom, Sotos Syndrom 2 oder Malan-Syndrom bezeichnet wurde, im
Exon 2 und Exon 3 lokalisiert waren oder auf Deletionen des gesamten Gens beruhten. Die beiden
Exons 2 und 3 kodieren fiir die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane (siehe Kapitel 1.3). Ist
diese Doméne nicht mehr funktionsfahig, kann das gesamte Protein, selbst wenn die die mutanten
Proteine gebildet werden, nicht mehr an die DNA binden. Somit kommt es zum Funktionsverlust
und zur Haploinsuffizienz, die nach der Hypothese von Malan et al. zum Sotos Syndrom-&hnlichen
Phénotyp fuhrt (Malan et al., 2010; Yoneda et al., 2012; Priolo et al., 2012). Die Haploinsuffizienz
ist definiert als dominanter Phanotyp bei diploiden Organismen, die heterozygot fur ein Loss-of-
Function-Allel sind. Hier fuhrt also der Verlust einer Genkopie zu einer Reduktion der
Konzentration funktionsfahigen Genprodukts und damit zu einem abnormen Phénotyp. Beim
Menschen wurden haploinsuffiziente Mutationen vor allem bei Transkriptionsfaktoren beobachtet
(Deutschbauer et al., 2005). Dass passt zu der Tatsache, dass auch das NFIX-Gen fir einen

Transkriptionsfaktor kodiert.

Die im Rahmen dieser Dissertation dokumentierte Mutation ist eine Nonsense-Mutation im Exon 2.
Die Mutation lag genau wie die Mehrzahl der bereits publizierten mit NFIX-related-Overgrowth-
Syndrom assoziierten Punkmutationen in der DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane
(Abb.5.5). Dadurch wére ein moglicherweise entstehendes ,.trunkiertes® Protein nicht im Stande an
die DNA zu binden. Hochstwahrscheinlich kann es aber gar nicht erst zur Entstehung des Proteins
kommen, da die Mutation sehr nahe am 5" -Ende lokalisiert war und vermutlich durch das NMD
eliminiert werden wirde. Leider stand eine RNA-Probe des Patienten nicht zur Verfligung, um dies
experimentell nachzuweisen. Insgesamt kann man auch hier sehr wahrscheinlich von einer
Haploinsuffizienz des Gens ausgehen, welche den Sotos Syndrom-&hnlichen Phanotyp unseres
Patienten erkl&ren wirde. Diese Tatsache bestdtigt somit die gangige Hypothese.

A
N = .

19 10 187 187 208 208 233 233 273 273 3158 319 360 380 418 419 468 468 498 499%-502

C { = , |
2 26 67 169 213 502

4 46 63

Abb. 5.5: Lokalisation der NFIX-Mutation von Patient 2. Veranschaulicht ist A: die Mutation auf c-DNA-
Ebene; B: Lage der Mutation innerhalb der Exon-Intron-Abfolge (Exons = Rechtecke, Introns = Linien)
sowie C: Darstellung des Wildtypproteins (oben) und des fiktiven mutierten Proteins von P2 (unten); (oranger
Balken: N-terminale alphahelikale DNA-Bindungsdomane, gelber Balken: Ad-Pol-Bindungsdoméne, blauer

Balken: C-terminale Transaktivierungs- und Repressionsdoméne CTF/NFI)

53



5.2.2 Die Heterogenitit des ,,Sotos-like“-Phanotyps

Im Rahmen dieser Dissertation lie3 sich lediglich einer von 35 Féllen mit Sotos Syndrom-ahnlichen
Phénotyp durch eine NFIX-Mutation erklaren. Zwei weitere NFIX-Varianten in der Kohorte stuften
wir als sehr wahrscheinlich nicht pathogen ein. Auch in den bereits publizierten Studien konnte nur
fur einen geringen Teil der Patienten mit Sotos-Syndrom-&hnlichen Merkmalen eine Verénderung im
NFIX-Gen nachgewiesen werden. Bei Malan et al. waren es zwei von Patienten mit 18 Sotos
Syndrom-dhnlichem Phédnotyp mit einer Deletion (= 11,1 %) und einer von 76 Patienten mit
syndromalem Grofwuchs mit einer Punktmutation (= 1,3 %) (Malan et al., 2010). Der Arbeit von
Yoneda et al. standen 48 Patienten zur Verfligung von denen lediglich zwei eine Missense-Mutation
aufwiesen (= 4,2 %) (Yoneda et al.,, 2012). In den weiteren Verdffentlichungen wurden nur
ausgesuchte Patienten berichtet (Priolo et al., 2012; Dolan et al., 2010; Klaassens et al., 2015;
Gurrieri et al., 2015; Auvin et al., 2009; Nimmakayalu et al., 2013; Lysy et al., 2009; Natiq et al.,
2014; Shimojima et al., 2015; Martinez et al., 2015), wodurch sich in diesen Fallen leider keine
Aussage Uber die Haufigkeit des Auftretens einer NFIX-Mutation bei Patienten mit Sotos Syndrom-

ahnlichem Phénotyp treffen lasst.

Neben NSD1-Mutationen, welche die genetische Hauptursache fur das Sotos-Syndrom darstellen,
wurde eine Reihe von Mutationen in weiteren Genen als Ausloser fir einen Sotos-dhnlichen
Phéanotyp beschrieben. Hier ist eine Familie mit finf Mitgliedern, die Sotos-ahnliche Merkmale
zeigten, mit einer 1.9 Mb umfassenden Duplikation auf Chromosom 19p13.2, welche das NFIX-Gen
nicht einschloss, zu nennen (Lehman et al., 2012). Des Weiteren wurde ein Patient mit einer
Mutation im STK11-Gen (Chromosom 19) beschrieben (Baynam et al., 2011), die von dessen Mutter
mit Peutz-Jeghers-Syndrom vererbt wurde, sowie ein anderer Patient mit einer de novo entstandenen
Hypomethylierung der KvDMR1-Region des KCNQ10OT1-Gens auf Chromosom 11 (Mayo et al.,
2012).

Die Ahnlichkeiten zwischen NFIX-related-Overgrowth-Syndrom und Sotos-Syndrom kénnten an
einer bisher nicht nachgewiesenen Verkniipfung der Funktion von NFIX- und NSD1-Genprodukten
liegen. Bisher konnte diesbeziglich jedoch noch kein Zusammenhang hergestellt werden (Shimojima
et al., 2015) und weitere Forschungen bleiben in dieser Hinsicht abzuwarten. Andererseits sind die
Merkmale GrolRwuchs, Makrozephalie und Entwicklungsretardierung auch wenig spezifisch, was die
beobachtete Heterogenitidt und den groBen Teil ungeldster Falle mit diesen Merkmalen erklaren

kdnnte.
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523 Das NFIX-related-,Sotos-like-Syndrom* und das Marshall-Smith-Syndrom als
kontinuierliches Spektrum eines Krankheitsbildes mit variierendem Schweregrad

Die kritische Analyse der eigenen und bisher vertffentlichen Félle von MSS und NFIX-related-
Overgrowth-Syndrom legt nahe, dass es sich nicht um vollig unterschiedliche Erkrankungen handelt.
Patienten mit dem auch als ,,Sotos-Syndrom 2 bezeichneten NFIX-related-Overgrowth-Syndrom
weisen auBerdem einige Unterschiede zum ,,klassischen® durch NSD1-Mutationen bedingten Sotos-
Syndrom auf. Vielmehr lassen die kraniofazialen Anomalien der Patienten mit ,,Sotos 2 in
abgeschwachter Form Ahnlichkeiten mit dem MSS erkennen. Die beschleunigte Knochenreifung
fuhrt zu einer normalen bis erhohten KorpergroRe in den ersten Lebensjahren. Der Grofwuchs ist
dabei weniger stark ausgepragt wie beim klassischen Sotos-Syndrom (Klaassens et al., 2015).
Ahnliche Veranderungen der Skelettreifung sind typisch fir das MSS, nur dort noch starker
ausgepragt mit rascherem Abfallen der Wachstumskurve unter den Normbereich. Eine mentale
Retardierung ist bei beiden Syndromen obligat, beim MSS jedoch meist noch stérker ausgeprégt.
Weiterhin zeigt sich bei beiden Krankheitsbildern ein gehduftes Auftreten von Skoliose. Kiirzlich
beschrieben auch Gurrieri et al. Merkmale bei Patienten mit NFIX-related Overgrowth Syndrom, die
eher an das MSS erinnern, wie typische Hirnmalformationen im Sinne von Corpus callosum-
Hypoplasien und dilatierte Ventrikel; akzelerierte Knochenreife mit z. T. gewehrkugelférmigen
Phalangen; Pradispositionen zu Atemwegsinfektionen; visuellen Einschrankungen; blauen Skleren;
moderater  sensoneurinaler ~ Schwerhorigkeit;  neonatale  Hypotonie  und  autistische
Verhaltensauffalligkeiten wie Angstlichkeit, Neigung zu repetetivem Verhalten und Hyperaktivitat
(Gurrieri et al., 2015). Die Phanotypen des NFIX-related Overgrowth-Syndroms (Haploinsuffizienz)
und des MSS (dominant-negative Mutationen) scheinen demnach weiter zu (berlappen als vorher
geahnt.

Es wurde aulRerdem Uber intermedidre Falle berichtet. Hierbei ist zum einen einer unserer Patienten
zu nennen, der einen weniger stark ausgeprégten MSS-Phanotyp zeigte. Die Mutation
(c.1392_1402+32dup) lag in diesem Fall im Exon 9 und fiihrte zu einer ektopen Donor-Spleistelle,
ohne die urspriingliche SpleiRstelle auBer Kraft zu setzen. Die Produktion einer normal gesplei3ten
mRNA konnte durch Anderung der Stochiometrie zugunsten des Wildtypproteins den Phénotyp
abmildern (Schanze, Neubauer et al., 2014). Weiterhin fiel ein Patient auf, der unter der Rubrik
NFIX-related-,,Sotos-like“-Syndrom mit schwerer Ausprdgung im Kollektiv von Gurrieri gefihrt
wurde. Bei diesem Patienten wurde eine Nonsense-Mutation p.GIn338* in Exon 7 nachgewiesen
(Gurrieri et al.,, 2015), welche in der N&he zweier zuvor berichteter MSS-Mutationen
(c.1011_1012delTC und c.1008_ 1012delCTCTC (Malan et al., 2010)) liegt. Zudem gibt es
verschiedene alternative SpleiRprodukte des NFIX-Gens, die einen Einfluss auf die verschiedenen
Auspragungsgrade beider Syndrome haben kdnnten und in diesem Fall zu einer Abmilderung des

MSS-Phéanotyps gefuhrt haben kdnnten (Klaassens et al., 2015). Einige Mutationen liegen demnach
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in Exons, die nicht in allen Isoformen enthalten sind. Dann ware es moéglich, dass diese Isoformen
noch intakt gebildet werden. Moglicherweise fiihrt die Mutation p.GIn338* jedoch auch zu einer
Haploinsuffizinez des Gens (Gurrieri et al., 2015). Eine RT-PCR wurde in diesem Fall nicht
durchgefiihrt, sodass nicht geklart werden kann, ob die entstandenen m-RNAs dem NMD entgehen.
Des Weiteren sind zwei intermediare Falle von NFI1X-related-Overgrowth-Patienten mit schwererem
Krankheitsbild berichtet worden. In der Publikation von Priolo et al. wurde ein Patient mit einer 21-
Nukleotide-umfassenden In-Frame-Deletion in der DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne (c.
157 177delGAGCGGGCGGTGAAGGACGAG) beschrieben. Dieser zeigte einen Sotos Syndrom-
ahnlichen Phédnotyp mit milden Symptomen des MSS wie Schlafapnoe und MSS-typischen
radiologischen Veranderungen der Phalangen. Die In-Frame-Mutation bewirkt vermutlich eine
starke Anderung der Proteinkonformation. Denkbar wére, dass auch in diesen Fall ein mutiertes
Protein entsteht, dem sieben Aminosduren fehlen und welches die Homodimerisation sowie die
Interaktion mit anderen Proteinen behindern kénnte und zu einem milderen dominat-negativen
Effekt fiihrt (Gurrieri et al., 2015).

Auch im Kollektiv von Gurrieri et al. wurde ein Patient mit einer Frameshift-Mutation in der DNA-
Bindungs- und Dimerisierungsdomane (c.191delA, p.K64Sfs*30) beschrieben, der ein schwereres
Krankheitsbild und mehrere Merkmale des MSS, wie neonatale Hypotonie, ebenso MSS-typischen

radiologischen Veranderungen der Phalangen und blaue Skleren, aufwies (Gurrieri et al., 2015).

Diese Beobachtungen legen demzufolge nahe, dass das NFIX-related ,,Sotos-like-Syndrom* und das
MSS eher ein kontinuierliches Spektrum an Krankheitsbildern mit variierendem Schweregrad und
zwei  Haupt-Kategorien darstellen. Dieses Konzept steht im Einklang mit einem
Mutationsmechanismus, der von Haploinsuffizienz bis zu verschiedenen Auspragungen von
dominant-negativ agierenden mutierten Proteinen reicht. In Zusammenschau der Ergebnisse scheint
die Bezeichnung NFIX-related-Overgrowth-Syndrom treffender zu sein, als Sotos-like-Syndrom,

Sotos Syndrom 2 oder Malan-Syndrom.
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6. Zusammenfassung

Das Marshall-Smith-Syndrom (MSS) zeichnet sich durch moderate bis schwere mentale
Retardierung, abnorme Verhaltensmuster, dysharmonische Knochenreifung, respiratorische

Beeintrachtigung, Kleinwuchs, Kyphoskoliose und typische Gesichtsmerkmale aus.

In der Literatur wurden bisher auferdem Patienten mit einem dem Sotos-Syndrom-ahnlichen
Krankheitsbild beschrieben, die Merkmale wie Makrosomie und/oder Makrozephalie, mentale
Retardierung und typische kraniofaziale Anomalien zeigten. Dieses Syndrom wurde auch als Sotos-
like-Syndrom, Sotos Syndrom 2 oder Malan Syndrom beschrieben. Im Rahmen dieser Dissertation

wurde der Begriff NFIX-related-Overgrowth-Syndrom verwendet.

Im Jahre 2010 gelang es Malan et al. erstmals, das Gen flr den Nuclear factor I/X (NFIX) als
kausales Gen sowohl fur das MSS als auch fiir einige Falle von Patienten mit Sotos Syndrom-
ahnlichem Phénotyp zu identifizieren. Auf der Basis von Untersuchungen auf mRNA-Ebene stellten
sie die Hypothese auf, dass der Sotos-ahnliche Phanotyp durch eine Haploinsuffizienz des NFIX-
Gens bedingt ist. Das schwerere Krankheitsbild des MSS hingegen wird durch Mutationen weiter C-
terminal von der DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne verursacht, die zu einem dominant

negativen Effekt fuhren.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden elf MSS-Patienten und 35 Patienten mit Sotos Syndrom-
ahnlichem Phanotyp auf das VVorhandensein von Mutationen im NFIX-Gen untersucht. Dabei stand
neben der konventionellen DNA-Sequenzanalyse eine selbst entworfene MLPA-Analyse als neue
und ergidnzende Methode zur Mutationsanalyse zur Verfugung. Unter den elf MSS-Patienten
befanden sich vier mit Frameshift-Mutationen. Bei drei Patienten ohne nachweisbare Mutation in der
Sequenzierung fand sich eine Deletion der Exons 6 bis 7. Die Entstehung dieser rekurrenten Deletion
konnte auf fehlerhafte Rekombinationsereignisse zurtickgefiihrt werden, die durch Alu-Y-Elemente
in den Introns 5 und 7 getriggert werden. Alle diese Verdnderungen betreffen nur Abschnitte die fir
die CTF/NFI-Doméne von NFIX kodieren. Bei einem von 35 Patienten mit Sotos-dhnlichem
Phanotyp konnte eine Nonsense-Mutation in dem fir die DNA-Bindungs- und

Dimerisierungsdoméne kodierenden Exon 2 des NFIX-Gens nachgewiesen werden.

Es konnten somit insgesamt ein neuer Fall einer NFIX-Mutation in der DNA-Bindungs- und
Dimerisierungsdoméne bei einem Patienten mit Sotos Syndrom-ahnlichen Ph&notyp nachgewiesen
und NFIX als bisher einziges kausales Gen fiir das MSS belegt werden. Aullerdem wurde ein
signifikanter Teil der bisher genetisch ungeklarten MSS-Patienten durch Entdeckung eines neuen
Mutationsmechanismus, der rekurrenten Deletion von Exon 6 und 7, durch die selbst entwickelte

MLPA geklart. Dadurch wurde auch eine neue Methode zur Diagnostik des MSS etabliert. Die
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beobachteten Mutationen und assoziierten Phé&notypen unterstiitzen die etablierten Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen. Allerdings zeigt die kritische Beurteilung des Phanotyps von Patienten mit
Sotos-Syndrom-ahnlichem Phénotyp und Mutationen im NFIX-Gen auch einige Ahnlichkeiten zum
MSS, so dass eher von einem kontinuierlichen Spektrum einer Krankheitsauspragung mit

variierendem Schweregrad auszugehen ist.
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7. Anhang

7.1 Patientenkollektive

Tabelle 7.1: NFIX-related-Overgrowth-Syndrom-Patienten. Gezeigt sind Patienten- und DNA-Identifikationsnummern
sowie die Probeneinsender.

Patienten-ID | DNA-ID Einsender Patienten-ID |DNA-ID Einsender
P1 1262-11 Frankreich P13 696-11 Dresden
P2 1263-11 P14 697-11
P3 1264-11 P15 698-11
P4 1265-11 P16 699-11
P5 331-11 Kanada P17 700-11
P6 310-11 P18 701-11
P7 232-11 P19 702-11
P8 525-11 Eigene P20 703-11
P9 538-11 (Magdeburg) | P21 704-11
P10 559-11 P22 705-11
P11 125-11 Libeck P23 708-11
P12 906-11 P24 709-11
Tabelle 7.1 Fortsetzung

Patienten-ID |DNA-ID Einsender

P25 710-11 Dresden

P26 711-11

P27 712-11

P28 713-11

P29 714-11

P30 715-11

P31 716-11

P32 717-11

P33 718-11

P34 720-11

P35 721-11
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Tabelle 7.2: MSS-Patienten. Gezeigt sind Patienten- und DNA-Identifikationsnummern

sowie Probeneinsender.

Patienten-ID DNA-ID Einsender
P36 1090-10 Erlangen
P37 1088-10

P38 726-09

P39 1087-10

P40 47726

P41 1281-10 Frankreich
P42 1282-10

P43 1283-10

P44 1284-10

P45 1285-10

P46 1009-10 Japan
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7.2 PCR- und Sequenzierungsprimer

Tabelle 7.3: PCR-und Sequenzierungsprimer. Dargestellt sind Forward- und Reverse-

Primersequenzen fiir die einzelnen Exons des NFIX-Gens.

Exon Forward-Sequenz Reverse-Sequenz

NFIX elnf gccgcttccaaactttgtce caccctcttgccactctgtc
NFIX elf* ggcggcatggagtagacg ggaacccccaaaaggagtc
NFIX e2af ccccttctaacgetgetttt ggatcttgcccttctggtc
NFIX e2bf atcaagcagaagtgggcatc acgggcatacaccagttagg
NFIX e3+4f aatgcttggctggtgcttat cattaggaggacatcccatga
NFIX e5nif ctgtctccagtctccattgce gagagaggtgacattctgaagc
NFIX e6f agtgagtgcccagaaatgct ggtgaactgagaaggggaca
NFIX e7f ctggttagaagcaccccttg gccagcetgceccctagatact
NFIX e8f atcctcaggaccctctgacc cctctccggaccatgataga
NFIX e9f tacaccctcacccatectgt ggggaaggcttttctttttg
NFIX e10f gtgagaggatgagggtgtcc caggctcttccctaacacca
NFIX e11f gccaggtaggagtgagatgg ttcagaattgtgctggttge

* Primer wurde ausschlieBlich fir die PCR genutzt
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7.3 MLPA-Sonden

Tabelle 7.4: MLPA-Sonden. Zu sehen sind die Sequenzen und Bezeichnungen der Sonden fiir die einzelnen Exons des

NFIX-Gens.
MLPA-
Exon | Sonde MLPA-Sondensequenzen
1 Prom LPO |{* 1}-cctggataccatggtgggacggtgcatgtcagagcgtgggtcgtgggtgttttcc
RPO |cagactgctgtgtgtgtgtgcccgtgtgtaggggttgtgtgtctgtgecttgtgt-{* 2}
2 Ex2 LPO |{* 1}-cctggaaagtactgatggggagcggctctacaagtcgcctcagtgetcgaa
RPO |ccccggectgtgegteccagecacatcacattggagtcacaatcaaagaact-{* 2}
3 Ex3 LPO |{* 1}-gtgtctcctgcagaatccggacaatcagatagttc
RPO |aaaccagcaaggagatgcggacatcaaaccactge-{* 2}
4 Ex4 LPO | {* 1}-gactgttttgtgacttccggggtctggaatg
RPO |tgacggagctggtgagagtatcacagagtaa-{* 2}
5 Ex5 LPO | {* 1}-cctctcgttcttcccagctectgttgcaacageatcagggeccaact
RPO | tctccctggcggacctggagagtcccagetactacaacatcaaccag-{* 2}
6 Ex6 LPO |{* 1}-tggagagccctgttgatgacgtgttctat
RPO |cccgggacaggccgttccccageagetgg-{* 2}
6 intré LPO |{* 1}-ggatgctatggccactgggcagagatgaatttctaaa
RPO |gacagacttcaaacaaggtgttctctgtgeccttgtt-{* 2}
7 Ex7 LPO | {* 1}-ctgccctgtgttgctgcttectcccceccaggeccggettct
RPO |ctaaagaagtcaggaaagctggacttctgcagtgecctcte-{* 2}
7 intr7 LPO |{* 1}-gtactcctaaggagcccaggctcctgeggcaagta
RPO |gctaccttgtctgggcctecctgecgcetttctaga-{* 2}
8 Ex8 LPO | {* 1}-cgtgcatgcagggagccccecgggecacageatcagecctgeactt
RPO | cccctccacgtccatcatccageagtcgageccgtatttcacgea-{* 2}
9 Ex9 LPO | {* 1}-cctccagtggccagacctgtgccccttcctatgectgattccaaateca
RPO |ccagcactgccccagacggegecgecttgactectccatcaccttgtaa-{* 2}
10 | Ex10 LPO | {* 1}-gcaacgacaggcgcctcctctgecaaccggtttgtca
RPO | gcatcggaccccgggacggcaactttctgaacatcee-{* 2}
11 Ex11 LPO | {* 1}-ttctcagtatcgcctctttttcatect
RPO | gtttcagtcctggttcctctgataaga-{* 2}

LPO = Left Probe Oligonucleotide (linkes Sondenoligonukleotid)

RPO = Right Probe Oligonucleotide (rechtes Sondenoligonukleotid)

*1 = LPO-Primerbindungssequenz (GGGTTCCCTAAGGGTTGGA)

* 2 = RPO-Primerbindungssequenz (TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC)
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7.4 Protokolle

Tabelle 7.5: Reagenzien fiir die PCR-Reaktion. Dargestellt
sind die Mengen der Reagenzien fiir einen Einzelansatz.

Reagenzien Einzelansatz

Aqua 5,6 ul
dNTPs 2,0 ul
Puffer 2,0 ul
MgCl, (50 mmol) 0,6 ul
DMSO (5%) 1,0 ul
Betaine 5M 4,0 ul
Tag-Polymerase 0,1l
Primer F 2,0 ul
Primer R 2,0 ul
DNA 0,7 ul
Gesamt 20,0 pl

Tabelle 7.6: Reagenzien fiir die Sequenzier-Reaktion.
Gezeigt sind die Mengen der Reagenzien fiir einen Einzel-

ansatz.

Reagenzien Einzelansatz
Primer (F oder R) 0,6 ul
Aqua 2,4 ul
Big-Dye 0,25 ul
Sequenzierpuffer 1,0l
DMSO 0,25 pl
aufgereinigtes PCR-Produkt 0,5 ul
Gesamt 5,0 ul

Tabelle 7.7: Reagenzien fur den Hybridisierungs-Master-
mix. Aufgefiihrt sind die Mengen der Reagenzien flir einen

Einzelansatz.

Reagenzien Einzelansatz
Reference-Probemix P300 1,0 ul
eigener Probemix 0,5 ul
MLPA-Puffer 1,5 ul
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Tabelle 7.8: Reagenzien fiir den Ligase-Mastermix. Auf-
gelistet sind die Mengen der Reagenzien fiir einen Einzel-

ansatz.
Reagenzien Einzelansatz
Ligase-Puffer A 3,0 ul
Ligase-Puffer B 3,0 ul
Ampuwa 25,0 ul
Ligase 1,0 ul

Tabelle 7.9: Reagenzien fur den Polymerase-Mastermix.
Dargestellt sind die Mengen der Reagenzien fir einen

Einzelansatz.

Reagenzien Einzelansatz

SALSA PCR-Primer 2,0 ul
SALSA Enzyme Dilution Buffer 2,0 ul
Ampuwa 5,5 ul
SALSA Polymerase 0,5 ul

Tabelle 7.10: Reagenzien fiir den Lade-Mix. Zu sehen sind
die Mengen der Reagenzien fiir einen Einzelansatz.

Reagenzien Einzelansatz
LIZ500 size standard 0,1 ul
Hi-Di Formamid 10,0 pl
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7.5 MLPA-Probe-Mixe

Tabelle 7.11: Probe-Mix 1. Aufgefiihrt ist die eingesetzte

Menge der MLPA-Sonden.

MLPA-Sonde (jeweils F und R) Menge

Ex1 (Prom) 2,5 ul
Ex2 0,8 ul
Ex3 0,5 ul
Ex4 0,4 ul
Ex5 0,7 ul
Ex6 0,4 ul
Ex7 0,5 ul
Ex8 0,8 ul
Ex9 0,8 ul
Ex10 0,6 ul
Ex11 0,3 ul

Tabelle 7.12: Probe-Mix 2. Aufgelistet ist die eingesetzte

Menge der MLPA-Sonden.

MLPA-Sonde (jeweils Fund R) | Menge

Ex4 0,8 ul
Ex5 0,8 ul
Ex6 0,8 ul
intré 0,8 ul
Ex7 0,8 ul
intr7 0,8 ul
Ex8 0,8 ul
Ex9 0,8 ul
CTH 0,8 ul
ERCC6 0,8 ul
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7.6 Programme

Tabelle 7.13: Thermocyclerprogramm ,,Erlangen 65¢. Dargstellt sind die

einzelnen Schritte des Programmes mit Temperatur und Dauer.

Schritt Temperatur | Dauer
Heated Lid 110°C

94°C 5:00 min
Start Cycle 2x
Denaturation 94°C 0:30 min
Annealing 65°C 0:45 min
Elongation 72°C 0:45 min
End Cycle
Start Cycle 2x
Denaturation 94°C 0:30 min
Annealing 61°C 0:45 min
Elongation 72°C 0:45 min
End Cycle
Start Cycle 31x
Denaturation 94°C 0:30 min
Annealing 55°C 0:45 min
Elongation 72°C 0:45 min
End Cycle
Elongation 72°C 10:00 min
Store 10°C unbegrenzt

Tabelle 7.14: Thermocycler-Programm ,,ABI SEQ 2 98C*. Gezeigt sind
die einzelnen Schritte des Programmes mit Temperatur und Dauer.

Schritt Temperatur | Dauer
Heated Lid 110°C
Start Cycle 26x
98°C 0:10 min
55°C 0:10 min
60°C 2:00 min
End Cycle
Store 10°C unbegrenzt
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Tabelle 7.15: Thermocyclerprogramm ,,MLPA 1%, Aufgelistet sind die
einzelnen Schritte des Programmes mit Temperatur und Dauer.

Schritt Temperatur | Dauer
Denaturation 98°C 5:00 min
25°C unbegrenzt
Hybridisation 95°C 1:00 min
60°C unbegrenzt
Ligation 54°C unbegrenzt
54°C 15:00 min
98°C 5:00 min
15°C unbegrenzt

Tabelle 7.16: Thermocyclerprogramm ,,MLPA 2¢. Aufgefiihrt sind die

einzelnen Schritte des Programmes mit Temperatur und Dauer.

Schritt Temperatur Dauer

PCR

Heated Lid 60°C

Start Cycle 35x 95°C 0:30 min
60°C 0:30 min
72°C 1:00 min

End Cycle
72°C 20:00 min

Store 15°C unbegrenzt
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