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1. Einfuhrung

1.2. Entwicklungen in der Kinderkardiologie

1.2.1.Inzidenz angeborener Herz- und GefaRfehler

Die Inzidenz angeborener Herz- und GefaBfehler (CHD) wird in der Literatur je nach
Studie mit 3 bis 12 Kindern pro 1000 Lebendgeborenen angegeben (Hoffman J. L.,
1995). Begriindet werden diese erheblichen Differenzen mit Unterschieden in den Stu-
diengruppen, unterschiedlichen Untersuchungsmethoden (Klinik, Echokardiographie,
Herzkatheteruntersuchungen) und differierenden Herzfehler—Einschlusskriterien, bei
z.B. kleinen Ventrikelseptumdefekten (VSD). Diskrepanzen im Vergleich dieser Studi-
en gibt es auch beziiglich uneinheitlicher oder fehlender gesunder Neugeborenenkon-
trollgruppen aus dem geographisch und zeitlich gleichen Raum (Hoffman J. 1., 2002).
Die Kritik an der Uneinheitlichkeit der Inzidenz—Studien beziiglich Studiengruppen,
Diagnostik und Definition von angeborenem Herz- und GefaBfehler in Betracht zie-
hend, kann eine Inzidenz von 6 / 1000 Lebendgeborenen angenommen werden. Zu ver-
gleichbaren Inzidenzen kommt auch die Baltimore—Washington Infant Study, in der bei
4 Kindern von 1000 Lebendgeborenen ein angeborener Herz- und Geféllfehler inner-
halb des ersten Lebensjahres diagnostiziert werden konnte (Ferencz, 1985).

Ausgehend von einer Geburtenrate von 685000 Lebendgeborenen 2007 in der Bundes-
republik Deutschland und bei Annahme einer Inzidenz von 6 Kindern mit angeborenem
Herzfehler auf 1000 Lebendgeborene (Hoffman J. 1., 2002), wéren 2007 in Deutsch-
land 4110 lebendgeborene Kinder mit angeborenen Herz- und GefaBfehlbildungen zu
erwarten gewesen.

Die Diagnostik und Therapie von angeborenen Herz- und Gefaf3fehlern beim Feten bis
zum Erwachsenen ist ein wichtiges Spezialgebiet im Aufgabenbereich der Kinder- und
Jugendmedizin. Es stellt eine einzigartige Aufgabe und Herausforderung fiir die Fach-
arztdisziplin der Kardiologen fiir Kinder, Jugendliche und Erwachsene dar. Um dieser
Herausforderung qualitativ hochwertig zu begegnen ist eine enge interdisziplindre Zu-
sammenarbeit zwischen Pridnatalmedizinern, Gyndkologen, Neonatologen, Kinderkar-
diologen, Anésthesisten, Herzchirurgen, Genetikern und anderen Fachdisziplinen von
grof3er Bedeutung.



1.2.2. Atiologie angeborener Herz- und GefiaRfehler

Generell kann immer noch davon ausgegangen werden, dass ca. 10 % der angeborenen
Herz- und GefaBfehler (CHD) aufgrund primér genetischer Defekte entstehen: an erster
Stelle durch chromosomale Anomalien (6 %), deren Vorkommen beim Feten (16 %)
hiufiger ist als beim Neugeborenen (9—13 %) (Rauch, 2004). An zweiter Stelle durch
Gen—Defekte (4 %), wie z.B. mono-, di-, tri- und polygenische Ursachen.

Primédre Umweltfaktoren sind in 5 % die Ursache angeborener Herz- und GefaBfehlbil-
dungen. Eine Interaktion zwischen genetischen und umweltbedingten Faktoren (= mul-
tifaktorielle Ursachen) sind in den verbleibenden 85 % fiir die Entstehung von angebo-
renen Herz- und GefaBfehlbildungen urséchlich (Bruyere, 1987).

1.2.2.1.Primér genetische Faktoren

Chromosomenanomalien (Aneuploidien)

Erhohte Chromosomenzahl

Die haufigste Anomalie mit tiberzdhligem Chromosom ist die Trisomie 21 — Down
Syndrom (DS). Das DS hat eine Inzidenz von 1,0-1,3 / 1000 Lebendgeborenen aller
ethnischen Gruppen (Freeman, 1998), (Freeman, 2008). Angeborene Herz- und Gefal3-
fehler (CHD), vorwiegend atrioventrikuldrer Septumdefekt (AVSD) und Ventrikelsep-
tumdefekt (VSD), kommen bei 30—40 % von lebenden betroffenen Individuen vor,
wihrend beim Feten mit DS die geschitzte Héufigkeit von AVSD ca. 70 % betrégt.
Dem regulatorischen Protein DSCR1 (,,Down syndrom critical region 1), wird eine
ursdchliche Funktion bei der Entstehung der Endokardkissendefekte (AVSD) beim
Down—Syndrom zugeschrieben (Fuentes, 1995) (Fuentes, 2000).

Erniedrigte Chromosomenzahl

Im Vergleich zu der Trisomie des Down Syndroms fiihrt bei der Monosomie X, Ull-
rich-Turner Syndrom (TS), ein fehlendes Chromosom zur Auspriagung des Phénotyps.
Die Inzidenz betrdgt 1 / 2500 Lebendgeborenen. Mazzanti und Mitarbeiter zeigten
1998, dass 23 % der Patienten mit Ullrich-Turner Syndrom eine angeborene Herzfehl-
bildung aufweisen (Mazzanti, 1998). Die am hiufigsten assoziierte Herz-/ Geféal3fehl-
bildung bei Patienten mit Ullrich-Turner Syndrom ist die bikuspidale Aortenklappe (12,
5%), gefolgt von der Aortenisthmusstenose (6,9 %) und der Aortenklappenstenose (3,2
%). Eine partielle Lungenvenenfehlmiindung findet sich in 2,9 % der Patienten mit TS,
im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung weist diese Fehlbildung jedoch das hochste
relative Risiko auf (Mazzanti, 1998). Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass bei
Vorhandensein einer kompletten Monosomie X oder eines Mosaiks mit variabler An-
zahl von X-Chromosomen, wie sie in 2/3 der Patienten mit TS nachweisbar ist, die Pra-
valenz fiir einen klinisch relevanten Herzfehler deutlich hoher liegt, als bei Struktur-
aberrationen des X-Chromosoms (Isochromosom, Ringchromosom), bei denen meist
nur isolierte Aortenklappenfehlbildungen nachweisbar sind (Mazzanti, 1998). Seltener,
aber klinisch relevant, ist die Assoziiation mit dem hypoplastischen Linksherzsyndrom
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(HLHS) bei 20 % der Patienten und der arteriellen Hypertonie bei 10 % der Patienten
mit Ullrich—-Turner Syndrom (Sauer, 1999) (Murken, 1999). Besonders bemerkenswert
ist bei TS-Patienten mit 95 % die hohe Inzidenz intrauterin versterbender Feten.

Segmentale Aneuploidien

Weitere genetische Ursachen angeborener Herzfehlbildungen sind segmentale Aneu-
ploidien. Sie wurden fiir unterschiedliche Chromosomenabschnitte (terminale Deletio-
nen an Chromosom 3, 5, 8 und 11) in Einzelfdllen beschrieben (Posch, 2008). Bei den
mit segmentalen Aneuploidien assoziierten Herz- und Gefédl3fehlern handelt es sich um
Septumdefekte im Bereich der Vorhdfe und der Kammern: Vorhofseptumdefekt (ASD),
Ventrikelseptumdefekt (VSD), atrioventrikuldrer Septumdefekt (AVSD). Die Assozia-
tion eines hypoplastischen Linksherzsyndroms mit einer segmentalen Aneuploidie im
Bereich des Chromosom 11 wurde 2007 von Foley und Mitarbeitern bei einem Patien-
ten mit Jacobsen Syndrom (distales 11q Deletionssyndrom) beschrieben (Foley, 2007).

Kombinierte chromosomale Anomalien

Eine Vielzahl von Kombinationsmoglichkeiten erklirt sich typischerweise durch das
gleichzeitige Vorkommen einer partiellen Trisomie und partiellen Monosomie. Dabei
kann es sich in bestimmten Fillen beispielsweise um eine unbalancierte reziproke
Translokation bei ein und demselben Patienten handeln. Die Konsequenz ist eine grof3e
Variabilitit des klinischen Erscheinungsbildes (Phidnotyp) dieser Patienten. Entspre-
chend erschwert ist die klinische Diagnose, identische Vergleichsfélle sind in der Lite-
ratur selten.

Mikrodeletionssyndrom (e)

Das am lidngsten bekannte und héufigste Mikrodeletionssyndrom ist das DiGeorge—
Syndrom, d.h. das 22q11.2-Deletions—Syndrom (DS 22q11) (Dodson, 1969). Mit einer
Inzidenz zwischen 1 / 3800 — 1 / 6500 Lebendgeborener (Botto, 2003), ist es nach der
Trisomie 21 nicht nur die zweithdufigste Chromosomenanomalie, sondern auch die
zweithiufigste genetische Ursache von angeborenen Herz- und GefaBfehlern, das heif3t,
dass bei ca. 5 % aller angeborenen Herz- und Gefdlfehlern eine 22ql1-Deletion
zugrunde liegt.

Die Inzidenz von angeborenen Herz- und GefdBfehlbildungen bei Patienten mit
del22ql1 betrdgt ca. 80 % (Botto, 2003). Die héufigsten mit einem 22qll-—
Deletionssyndrom assoziierten Herz- und Gefdf3fehlbildungen sind konotrunkal: unter-
brochener Aortenbogen Typ B (IAA Typ B, Unterbrechung zwischen A. carotis com-
munis links und A. subclavia links), Fallot-Tetralogie (TOF) und rechter Aortenbogen.

Das zweithdufigste Mikrodeletionssyndrom mit 1:7500 Lebendgeborenen ist das Willi-
ams—Beuren Syndrom (WS) (Ferrero, 2007). Sein charakteristisches Erscheinungsbild
mit typischen Gesichtsdysmorphien, Hyperkalzdmie im Sduglingsalter, mentaler Retar-
dierung und einer ,,outgoing* Personlichkeit war der Schliissel zur klinischen Diagnose.
Diese korreliert mit einer Kombination auflerordentlicher angeborener Herz- und Gefal3-
fehlbildungen. Ferrero und Mitarbeiter beschrieben 2007 die Héufigkeit der angebore-
nen Herz- und Gefillfehlbildungen in einer Gruppe von 22 Patienten mit Williams—
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Beuren Syndrom: supravalvuldre Aortenstenose (55 %), periphere Pulmonalarterienste-
nosen (41 %), komplette Lungenvenenfehlmiindung (5 %), arterielle Hypertension (32
%) (Ferrero, 2007) (Zalzstein, 1991). Als Ursache konnte bei 90 % der Patienten mit
klassischem Williams—Beuren Syndrom eine Deletion des Elastin—-Gens (ELN) auf dem
Chromosom 7 (7q11.23) nachgewiesen werden (Brondum-Nielsen, 1997).

Isolierte Gendefekte bei Syndromen

Zu den selteneren bekannten Syndromen mit bedeutenden angeborenen Herz- und Ge-
faBfehlern (CHD), die durch Mutationen eines Einzel-Gens verursacht werden, geho-
ren:

Noonan—Syndrom

Die Inzidenz des Noonan—Syndroms (NS) liegt bei 1:1000 — 1:2500 Lebendgeborenen
(Nora, 1974). Die Vererbung erfolgt in der Regel autosomal-dominant. Bei familidren
Formen des Noonan—Syndroms zeigen sich in 100 %, bei sporadischen Formen in 50 %
der Patienten ,,missense*“-Mutationen im Bereich des PTPN11-Gens. Angeborene Herz-
und GefédfBfehlbildungen sind bei 90% der Patienten nachweisbar. Die am héufigsten
auftretenden sind valvuldre Pulmonalstenosen (PaVS) in 39 % und hypertrophe Kar-
diomyopathien (HCM) in 10 % der Patienten. Seltener auftretende Fehlbildungen stel-
len atrioventrikuldre Septumdefekte (AVSD) in 8 % und Aortenisthmusstenosen (CoA)
in 9 % der Patienten dar (Weismann, 2005) (Bertola, 2000) (Marino, 1999). Patienten
mit PTPN1I1-Mutation zeigen signifikant hdufiger Pulmonalstenosen (70-88 %) als
Noonan—Patienten ohne PTPN11-Gen Mutation (52 %) (Tartaglia, 2001) (Tartaglia,
2002) (Zenker, 2004).

Alagille-Syndrom

Das Alagille-Syndrom (AS), erstmals beschrieben 1975 von Alagille und Mitarbeitern,
kann mit einer Inzidenz von 1:7000 Lebendgeborenen nachgewiesen werden. Es folgt
dabei einem autosomal dominantem Vererbungsmodus (Krantz, 1997) (Krantz, 1997).
Als urséchlich fiir das Alagille-Syndrom konnten Mutationen im Jaggedl Gen (JAGI)
gefunden werden (Li, 1997) (Oda, 1997). In 72 % der Mutationen kommt es zum vor-
zeitigen Auftreten eines Stop—Codons, 15 % liegen innerhalb der Splice—Junction und
13 % waren Missense—Mutationen (Spinner, 2001) (Warthen, 2006).

Die Inzidenz assoziierter Herz- und Geféaffehlbildungen betrdgt nahezu 100 %, wobei
Stenosen und Hypoplasien der Pulmonalarteriendste deutlich héaufiger als Fallotsche
Tetralogien auftreten.



Holt-Oram—Syndrom

Das Holt-Oram—Syndrom (HOS), erstbeschrieben von Holt und Oram (Holt & Oram,
1960), ist eine autosomal-dominant vererbte Fehlbildung der oberen Extremititen mit
assoziierten Herz- und GefaBfehlbildungen (Debeer, 2007). Ursache der Fehlbildungen
sind Nonsense- und Missense-Mutationen sowie submikroskopische Deletionen im
TBX5—Gen (Debeer, 2007) (Borozdin, 2006) (Basson, 1997).

Newbury-Ecob und Mitarbeiter beschreiben eine Inzidenz angeborener Herz- und Ge-
faBfehler bei Patienten mit Holt—-Oram Syndrom, Vorhofseptumdefekte (ASD) und
Ventrikelseptumdefekte (VSD), von 95 % in familidren HOS. Eine positive Korrelation
besteht zwischen dem Schweregrad der Extremitétenfehlbildung und dem Auftreten
eines Herz- und GefidBfehlers (Newbury-Ecob, 1996). Die Inzidenz einzeln auftretender
Herz- und GefaBfehlbildungen (ASD, VSD, PDA) bei sporadischen HOS wurde von
Sletten und Mitarbeitern mit 66 % beschrieben. Die Inzidenz komplexer angeborener
Herz- und GefdBfehler, hypoplastisches Linksherzsyndrom (HLHS), komplette Lun-
genvenenfehlmiindung (TAPVC), Truncus arteriosus communis (TAC), wurden in der-
selben Arbeit mit 17,5 % angegeben (Sletten, 1996).

Einzel-Gen Defekte als Ursache einer spezifischen Herz- und Gefédf3fehlbildung ohne
zusétzliche Merkmale, d.h. ohne Syndrom-Phénotyp werden in der Literatur nur selten
beschrieben.

Als Beispiel soll hier der familiér auftretende Vorhofseptumdefekt mit und ohne AV-
Block genannt werden, der autosomal-dominant vererbt wird. Ursdchlich fiir die Entste-
hung der familidr auftretenden Fehlbildung ist eine Mutation des NKX2E-Gens (Chro-
mosom 5q34) (Bizarro, 1970) (Bosi, 1992) (Reamon-Buettner, 2004).

1.2.2.2.Primiare Umweltfaktoren

Neben den beschriebenen genetischen Faktoren werden 5 % der angeborenen Herz- und
Gefdfifehlbildungen primér durch exogene Umweltfaktoren verursacht (Murken, 1999)
(Bruyere, 1987).

Die am besten untersuchte exogene chemische Noxe ist das Thalidomid. Die dosisu-
nabhingige Einnahme wihrend der Schwangerschaft verursacht in 33 %-40 % der Em-
bryonen, neben den charakteristischen Stigmata der schweren Extremititenfehlbildun-
gen, angeborene Herz- und GefaB3fehlbildungen. Vorhof- und Kammerseptumdefekte
sind neben konotrunkalen Fehlbildungen die haufigsten kardialen Fehlbildungen
(Fuhrman, 1999) (Pexieder, 1999).

Ein weiterer exogener Faktor ist der Alkoholabusus der Mutter im Rahmen der
Schwangerschaft. Entgegen frilherer Annahmen die Inzidenz angeborener Herz- und
GefiaBfehlbildungen l4ge dosisabhingig zwischen 29 % und 50 % (Ldser, 1977), zeigten
neuere Untersuchungen lediglich ein gering erhohtes Risiko fiir das Auftreten von Vor-
hof- und Kammerseptumdefekten (Jenkins, 2007).



Infektionen wie die miitterliche Rotelnerkrankung im ersten Trimenon der Schwanger-
schaft konnen als exogene Noxe zur Entstehung von angeborenen Herz- und Geféaf3fehl-
bildungen fiihren. Der persistierende Ductus arteriosus ist mit einer Inzidenz von 58 %
die hiufigste resultierende angeborene kardiale Fehlbildung bei einer Roteln-Infektion
der Mutter. Mit geringerer Inzidenz treten Kammerseptumdefekte (18 %), Vorhofsep-
tumdefekte (7 %) und Pulmonalklappenstenosen (6 %) auf (Campbell, 1961).

Ein miitterlicher Diabetes mellitus mit erhohten Blutzuckerwerten in der Phase der Or-
ganogenese des Kindes fiihrt zu spezifischen angeborenen Herz- und Geféaf3fehlbildun-
gen: Transposition der groBen Arterien, Vorhofseptumdefekt, Kammerseptumdefekt,
hypoplastisches Linksherzsyndrom, konotrunkale Defekte, Fehlbildungen des Ausfluss-
trakts und persistierender Ductus arteriousus (Jenkins, 2007). Eine strikte normoglyka-
mische Stoffwechsellage bei guter medikamentdser Einstellung des miitterlichen Diabe-
tes zeigt eine Verminderung der Inzidenz von angeborenen Herz- und GefaBfehlbildun-
gen, vergleichbar mit der Inzidenz angeborener Herz- und Geféffehlbildungen bei Kin-
dern nicht diabetischer Miitter.

1.2.2.3.Multifaktorielle Ursachen (Gen-Umwelt-Interaktion)

Als héufigste Ursache fiir angeborene Herz- und GefidBfehlbildungen (85 %) werden
multifaktorielle Ursachen angenommen (Bruyere, 1987). Hierbei wird davon ausgegan-
gen, dass filir jeden Menschen ein individuelles Risiko besteht, durch eine Interaktion
von genetischen und Umweltfaktoren, eine Herz- und Geféal3fehlbildung zu entwickeln.

Beeindruckende Fortschritte im Bereich der Molekulargenetik sowie das zunehmende
Verstidndnis der embryonalen Entwicklung, speziell der kardialen Morphogenese, sowie
deren normale Steuerungsmechanismen durch die Untersuchung moglicher Storfaktoren
im Tiermodell, werden in Zukunft die bisher unverstandenen Ursachen angeborener
Herz- und GefaB3fehlbildungen weiter entschliisseln konnen.

Die daraus resultierende Verschiebung der multifaktoriellen zu Gunsten der primér ge-
netischen Ursachen stellt einen wichtigen Schritt in der Beratung von Patienten und
Angehorigen mit angeborenen Herz- und GefaBfehlbildungen dar.

Durch die Kenntnis der Ursachen angeborener Herz- und Gefaf3fehlbildungen konnen in
der Beratung von Patienten mit kardialen Fehlbildungen sowie deren Eltern Aussagen
iiber das Wiederholungsrisiko, die Mdglichkeiten pranataler Diagnostik und die zu er-
wartenden therapeutischen MafBlnahmen sowie der zu erwartenden Lebensqualitit ge-
troffen werden.

Ein weiteres Ziel des Verstidndnisses der Ursachen angeborener Herz- und Gefaf3fehl-
bildungen ist die Moglichkeit einer gentherapeutischen Behandlung vor Ausbildung des
pathologischen Phénotyps.



1.2.3. Entwicklungen in Diagnostik und Therapie an-
geborener Herz- und GefalRfehler - vom Fetus
bis zum Erwachsenen

Erhebliche Fortschritte im Bereich der Diagnostik und Therapie angeborener Herz- und
GeféaBfehler resultierten in den letzten Jahren in neuen Herausforderungen im Fachbe-
reich der Kinderkardiologie.

Nichtinvasive Diagnostik

Durch die Weiterentwicklung der Echokardiographie mit 2D, 3D, Farbdoppler, ,tis-
sue“-Doppler, 2d-Strain und transdésophagealen Untersuchungen kann bei Risikogrup-
pen bereits prinatal ein komplexer Herzfehler diagnostiziert und die postnatale Versor-
gung erheblich verbessert werden (Johnson, 2007) (Chiappa, 2007). Auch bei der pra-
und intraoperativen Beurteilung ist insbesondere die transdsophageale Echokardiogra-
phie zu einer zielfiihrenden diagnostischen Technik geworden (Randolph, 2002).

Weitere bildgebende Verfahren wie die Magnetresonanztomographie und die Positro-
nenemissionstomographie gewinnen zunehmend bei der, fiir die Therapieentscheidung
wichtigen, Darstellung anatomischer Strukturen und kardialer Funktionsbeurteilung
(z.B. Pulmonalarterien, Aortenbogen) an Bedeutung (Rebergen, 2000) (Fratz, 2008),
(Kaemmerer, 2000) (Woodard, 2008).

Invasive Diagnostik und interventionelle Therapie

Im Bereich des Herzkatheters entwickelten sich neben der Reduktion der Strahlenbela-
stung in der Diagnostik die Moglichkeiten nichtoperativer Therapien. Der interventio-
nelle Verschlul von Vorhof- und Ventrikelseptumdefekten ist eine sichere und erfolg-
reiche Alternative zur operativen Therapie (Carminati, 2007). Ballondilation und Sten-
teinlage gewinnen zunehmend im Einsatz von Hybridverfahren an Bedeutung (Diab,
2005) (Bacha, 2005) (Bacha, 2005). Insbesondere die perkutane transluminale Implan-
tation von klappentragenden Stents bei Patienten mit rechtsventrikuldren Ausfluf3trakt-
obstruktionen konnte die Reoperationsrate signifikant reduzieren (Frigiola, 2009).
Durch diese Entwicklungen kénnen Operationen und vor allem Re-Operationen und die
damit verbundenen erhdhten Risiken oftmals zeitlich verzogert oder sogar vermieden
werden.

Operative Therapie

Die Entwicklungen im Bereich der Herzchirurgie im Kindesalter ermdglichen heutzuta-
ge frithzeitige erfolgreiche Operationen komplexer angeborener Herz- und Gefiaf3fehler



bei immer jiingeren und leichteren Frith- und Neugeborenen. Durch das resultierende
reduzierte Mortalitits- und Morbiditétsrisiko zeigt sich eine erhohte Inzidenz von
GUCH-Patienten (,,grown—up congenital heart patient) und den daraus resultierenden
Problemstellungen in der Behandlung von Jugendlichen und Erwachsenen mit angebo-
renen Herz- und GefaBfehlern (Somerville, 2001) (Borghi, 2007) (Winlaw, 2007).

Die erfolgreiche aber dennoch oft nur palliative Behandlung von Neugeborenen mit
komplexen kardialen Fehlbildungen bei abnehmenden Mortalitdts- und Morbiditétsrisi-
ken fiihrt zu einer lebenslang notwendigen kardiologischen Betreuung bis in das hohe
Erwachsenenalter.

Diese Entwicklungen fithren neben den neuartigen Anforderungen an die Therapie von
Erwachsenen mit angeborenen Herzfehlern auch an neue Fragestellungen beziiglich der
Beratung. Standen bisher bei der Beratung der Eltern von CHD—Patienten Fragen nach
der Lebensqualitit und dem Wiederholungsrisiko bei erneuten Schwangerschaften im
Vordergrund, kommt es bei GUCH—Patienten bei der Familienplanung und Kinder-
wunsch auch zu Fragen iiber die korperlichen Belastungen wéhrend der Schwanger-
schaft und insbesondere iiber die Vererbbarkeit der entsprechenden Fehlbildung (Hoess,
2002) (Mitchell, 2007).

Um in diesen Fillen eine Beratung durchfiihren zu kénnen, ist die Kenntnis der Atiolo-
gie, insbesondere der genetischen Ursachen von angeborenen Herz- und GefaB3fehlern,
obligat.

Von grolem Interesse werden in naher Zukunft die Antworten auf diese Fragen bei den
iiberlebenden jungen Erwachsenen mit univentrikuldren Fehlbildungskomplexen nach
Norwood—Prozeduren, Fontan-Operationen oder Herztransplantationen im Neugebore-
nenalter sein. Die genetischen Ursachen dieser Fehlbildungen sind nur ansatzweise un-
tersucht und naturgemill Schwangerschaftsverlaufe und Wiederholungsrisiken bisher
nicht bekannt.

Fortschritte konnten auch im Bereich der Untersuchung von Atiologie und genetischer
Ursache angeborener Herz- und Gefédf3fehlbildungen erreicht werden. An Tiermodellen
konnte das Verstindnis der normalen und fehlerhaften embryonalen Herz- und Gefal3-
entwicklung, insbesondere der genetischen Steuerungsprozesse, erheblich weiterent-
wickelt werden (Lemyre, 2007), (Andelfiinger, 2008).



1.3. Einfuhrung in die Genetik der
Lateralisationsdefekte (= Heterotaxie) -
Meilensteine und Perspektiven

1.3.1. Entwicklung der normalen Lateralisation

Bei der Entstehung des Wirbeltierorganismus zeigt sich zu Beginn im embryonalen
Stadium ein symmetrischer Bauplan.

Bereits friih in der kardialen Morphogenese des Menschen, ca. Tag 23 nach Ovulation,
bildet sich die normale rechtsgerichtete Schleife des bis dahin mittelstindigen Herz-
schlauches aus (D-Herzschleife) (Taber, 1995) (Taber, 2006) (Jacobs, 2007) (Ménner,
2008), als erstes Zeichen einer normalen Asymmetrie (= Lateralisation) zwischen rech-
ter und linker Korperhélfte. Bei der im Laufe der weiteren Entwicklung auftretenden
rechtslaufigen Drehung des Embryos entlang einer rostro-caudal verlaufenden Achse
kommt es zur Ausbildung einer links—rechts Asymmetrie weiterer thorako-visceraler
Organe wie Lunge, Magen, Diinn- und Dickdarm, Leber, Pankreas und der Milz. Die
Tatsache ,dass diese asymmetrische Anordnung der Organe in allen Wirbeltierorganis-
men als fester Bauplan konserviert ist (Fujinaga, 1997), lasst auf eine genetisch deter-
minierte und speziesiibergreifende Steuerung dieser Entwicklung schlieen. Genetische
Anomalien von Steuerungsmechanismen der normalen Lateralisation kdnnen daher in
der Ausbildung von fehlerhaften Links-Rechts-Asymmetrien (= Lateralisationsdefek-
ten) angenommen werden (Kosaki, 1998) (Casey, 1998).

Gemidll der Empfehlungen (,,The International Nomenclature Committee for Pediatric
and Congenital Heart Disease”) kann man beziiglich der normalen und anormalen Ent-
wicklung von Links-Rechts-Asymmetrien folgende Begriffe unterscheiden (Jacobs,
2007):

Situs solitus

Normale topographische Lage der asymmetrisch angelegten Organe in Thorax und Ab-
domen und deren regelrechte Lage zueinander.

Situs inversus totalis

Im Vergleich zum Situs solitus vollstindig spiegelbildliche Anordnung der asymme-
trisch angelegten Organe, bei erhaltener regelhafter rdumlicher Beziehung der einzelnen
Organe zueinander.



Ein Situs inversus kann sowohl ohne als auch mit assoziierten angeborenen Herz- und
Gefdfifehlbildungen oder visceralen Anomalien vorkommen. Die Inzidenz betrdgt ca.
1:8000-25000 Lebendgeborenen. Die zilidre Dyskinesie (Kartagener Syndrom) mit
einer Inzidenz von 1:10000 ist in ca. 42 % der Fille mit einem Situs inversus assoziiert.

Heterotaxie (= Heterotaxie-Syndrom = Situs ambiguus)

Jede anormale Anlage der inneren Organe entlang der Links-Rechts-Achse, die nicht
der normalen Anlage von Situs solitus oder Situs inversus totalis entsprechen. Jede
segmentale Diskordanz zwischen inneren Organen entlang der Links-Rechts-Achse
kann somit als Heterotaxie bezeichnet werden.

Die Heterotaxie beinhaltet eine heterogene Gruppe von Lateralisationsdefekten, wobei
zwei Untergruppen gesondert genannt werden miissen.

Rechts-Isomerismus

Im Bezug auf angeborene Organfehlanlagen und Organfehlbildungen beschreibt dies
die spiegelbildliche beidseitige Anordnung normalerweise asymmetrisch rechtsseitig
angelegter Organe (= Asplenie-Syndrom). Hierbei werden die rechtsseitigen Merkmale
(3 Lungenlappen, kurzer Bronchus, rechtes Herzohr, keine Milz) in z.T. inkompletter
Auspriagung beidseitig angelegt (Ivemark, 1955), (Gilbert, 1958).

Links-Isomerismus

Im Bezug auf angeborene Organfehlanlagen und Organfehlbildungen beschreibt dies
die spiegelbildliche, beidseitige Anordnung normalerweise asymmetrisch linksseitig
angelegter Organe (= Polysplenie-Syndrom). Hierbei werden die linksseitigen Merkma-
le (2 Lungenlappen, langer Bronchus, linkes Herzohr, Milz) in z.T. inkompletter Aus-
pragung beidseitig angelegt (Moller, 1967), (Peoples, 1983).

Patienten mit Heterotaxie-Syndromen zeigen eine deutlich erhdhte Inzidenz von ange-
borenen Herzerkrankungen. Die dabei auftretenden Herz- und Gefédf3fehlbildungen sind
ausgeprigt variabel. In einer Gruppe von 38 Patienten mit postnatal diagnostiziertem
Heterotaxie-Syndrom wurde die Inzidenz assoziierter angeborener Herz- und Geféaf3feh-
ler untersucht (Cohen, 2007):
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Angeborene Herz- und GefaBRfehlbildungen bei Heterotaxie %
Atrio-ventrikularer Septumdefekt 79

Obstruktion pulmonale Ausflul3bahn 74

Isomerismus rechtes Herzohr 66

Doppelter Auslass rechter Ventrikel 45

Isomerismus linkes Herzohr 34

Unterbrochene untere Hohlvene 21

Komplette Lungenvenenfehimindung 21

Obstruktion aortale Ausflussbahn 16
Hypoplastisches Linksherz 8

Tabelle 1 Inzidenz angeborener Herz- und Gefa3fehibildungen bei 38 Patienten mit
Heterotaxie (Cohen, 2007)

Die hohe Inzidenz von angeborenen Herz- und GefdBfehlbildungen bei Heterotaxie-
Syndromen und die Komplexitit der auftretenden Fehlbildungen unterstreicht die Rele-
vanz der Kenntnis des Heterotaxie-Syndroms fiir den Kardiologen von angeborenen
Herz- und Geféal3fehlbildungen.
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1.3.2. Storung der Lateralisation im Tiermodell

Lateralisationsdefekte sind in der Literatur ein hdufig beschriebenes Phinomen. Kli-
nisch konnten in einer Vielzahl von betroffenen Familien an Hand von Stammbaumana-
lysen unterschiedliche Vererbungsmodalititen von Lateralisationsdefekten nachgewie-
sen werden: autosomal rezessive (Mital, 1974), autosomal dominante (Casey,
1996)(Alonso, 1995), X-chromosomal gebundene (Casey, 1993) (Ferrero, 1997)
(Gebbia, 1997). Auch die Moglichkeit polygenetisch bedingter Vererbungsgénge wird
in Betracht gezogen (Aylsworth, 2001).

Um weitere Erkenntnisse iiber die molekularen Zusammenhdnge bei der Entstehung
von Lateralisationsdefekten zu erhalten, wurden Untersuchungen an Tiermodellen
durchgefiihrt:

1. Méuse (Meno, 1996)
2. Hithner (Levin, 1998)
3. Frosche (Jones, 1995)

Hierbei zeigte sich in einem sehr frithen Stadium der Embryogenese, bereits vor dem
ersten morphologischen Zeichen der Lateralisation, der Ausbildung einer rechtsgerich-
teten Herzschleife, bei allen genannten Tiermodellen eine seitendifferente Expression
verschiedener Gene aus der Familie der transformierenden Wachstumshormone (=
TGF). Diese Wachstumshormone, Signalmolekiile die zu den Zytokinen zdhlen, spielen
eine wichtige Rolle bei der embryonalen Entwicklung und Differenzierung von Zellen
und Geweben (Kingsley, 1994) (Massagué, 1996) (Heldin, 1997). Sie werden in ver-
schiedene Gruppen eingeteilt:

TGF-a
TGF-B
BMP (= ,,bone morphogenetic proteins* = morphogenetische Knochenproteine)

Zu den oben genannten seitendifferent exprimierten ,kritischen Genen®, die mogli-
cherweise mit der Determination der Lateralisation in Bezug stehen, zéhlen:

1. ,,nodal* bei der Maus (Lowe, 1996)

2. lefty-1° und ,,lefty-2* bei der Maus (Meno, 1996)

3. ,,Pitx2* bei der Maus (Campione, 1999)

4. ctNR-1 beim Huhn (= ,,chicken nodal related*) (Levin, 1995) (Jones, 1995)
(Hummel, 1959)
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Als Séugetier zeigt die Maus die hochste Ubereinstimmung mit dem humanen Orga-
nismus und wird somit im Mittelpunkt bei der weiteren Beschreibung der tierexperi-
mentellen Erkenntnisse stehen.

iv—Maus

Ein fiir Lateralisationsstudien geeignetes Tiermodell ist die ,,inversus viscerum* (iv/iv)
Maus. Die Méuse sind Tréger der iv—Mutation, eine in der Entwicklung der Méuse auf-
getretene rezessive Spontanmutation. Anfanglich durch Hummel und Chapman unter-
suchte homozygote (iv/iv) iv-Miuse wiesen in je der Hélfte der Fille einen Situs inver-
sus bzw. einen Situs solitus auf (Hummel, 1959). Weitere Untersuchungen homozygo-
ter iv-Mause durch Layton und Mitarbeiter konnten in 42 % der Miduse segmentale
Diskordanzen im Sinne einer Heterotaxie nachweisen (Layton, 1976). Heterozygote
Maiuse (+/iv ; iv/+) zeigen keine phanotypischen Verdanderungen im Sinne eines Latera-
lisationsdefektes. Icardo und Mitarbeiter wiesen in einer Gruppe von 140 homozygoten
iv-Méusen eine Inzidenz von 40 % fiir angeborene Herz- und GefaB3fehlbildungen nach.
Die haufigsten Fehlbildungen waren:
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Herz- und GefaRfehlbildungen bei homozygoten iv-Mausen %
Atrio-ventrikularer Septumdefekt 24

Gemeinsamer Vorhof 17

Sinus venosus Defekt 9

Fallot Tetralogie 8

Transposition der grof3en Arterien 5

Tabelle 2 Morphologie der Herz- und Gefafehlbildungen bei homozygoten iv-
Méusen (Icardo, 1991)

Neben den genannten Herz- und Gefafifehlbildungen konnten bei den homozygoten
Maiusen keine Verdnderungen im Bereich des Respirationsepithels, der Spermien oder
der Zilienstruktur gefunden werden. Sie unterscheiden sich somit wesentlich von der
humanen Gruppe der Kartagener-Syndrome (Handel, 1984).

Der Arbeitsgruppe um Brueckner gelang 1991 die Entschliisselung sowohl der Lokali-
sation der iv-Mutation als auch des hierdurch in seiner Funktion ausgeschalteten Gens
(Ird) sowie des Proteins (LRD), fiir das es kodiert (Brueckner, 1989) (Brueckner, 1991)
(McGrath, 1992) (Supp, 1997).

Das Ird-Gen ist auf dem Chromosom 12 der Maus lokalisiert und kodiert fiir die Syn-
these des ,,left-right-dynein® Proteins (LRD). Hierbei handelt es sich um ein Struktur-
protein eines Dynein-Armchens, wie es aus dem Aufbau und der Funktion von Zilien
bekannt ist. Die Bedeutung des ,,LRD“-Proteins fiir den normalen Lateralisations-
Ablauf liegt in seiner Initiationsrolle der Zilien-Motilitédt, welche ihrerseits fiir den Be-
ginn des ,,nodal-flow* erforderlich ist.
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Nodal-flow

Der ,,nodal-flow* ist ein durch die Rotation einer Zilie gerichteter FluB3 innerhalb einer
kurzen Zeit in der Embryogenese (Sulik, 1994) (Nonaka, 1998) (Marszalek, 1999)
(Okada, 1999) (Supp, 1999) (Takeda, 1999) (Lee, 2008).

NODAL FLOW

RECHTS LINKS

Abbildung 1 Durch Zilienrotation erzeugter "nodal-flow"

Durch die Rotation der Zilie entsteht ein nach links gerichteter laminarer Fluf extra-
embryonaler Fliissigkeit. Kurz nach Initialisierung des ,,nodal-flow*, kommt es zur
oben genannten asymmetrischen Expression der ,kritischen Gene* (,,nodal®, , lefty-1°,
,lefty-2*) aus der Familie der transformierenden Wachstumshormone (TGF) in der
Maus (Nonaka, 1998), sowie (,,Pitx2*) als Homeobox-Gen (Campione, 1999).
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In weiteren Untersuchungen konnte eine kaskadenartige zeitlich aufeinander folgende
Aktivierung der Expression der asymmetrisch exprimierten Gene entschliisselt und so-
mit die Funktion der einzelnen Gene zumindest teilweise erklart werden (Zhu, 2006).

Abbildung 2 Kaskadenartige Aktivierung und asymmetrische Expression der ,kriti-
schen Gene*“ bei der Entstehung der Lateralisation bei Maus und Huhn (Zhu, 2006)
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Die Relevanz des ,,nodal-flow* fiir die Entstehung der normalen Lateralisation konnte
in Experimenten von Nonaka sowie Okada und deren Mitarbeitern bestétigt werden.
Hierbei konnte durch die Ausschaltung des ,,nodal-flow* in genetisch verdnderten Mau-
sen die normale Lateralisation aufgehoben werden, was zu einer randomisierten Anlage
der asymmetrischen Organe fiihrte.

Die artifizielle Aufrechterhaltung eines ,,nodal-flows™ in diesen genetisch verdnderten
Miusen konnte die Ausbildung einer normalen Lateralisation wieder herstellen. Die
Umkehrung des normalen ,,nodal-flows* durch einen in die entgegengesetzte Richtung
erzeugten artifiziellen ,,nodal-flows* fiihrte zu einer spiegelbildlichen Anordnung der
asymmetrischen Organe (Okada, 1999) (Nonaka, 2002) (Okada, 2005) (Hirokawa,
2006).

Mittlerweile konnte die Notwendigkeit des ,,nodal-flows* fiir die Auspragung der Late-
ralisation auch in anderen Spezies nachgewiesen werden (Schweickert, 2007) (Essner,
2005) (Okada, 2005) (Buceta, 2005).

Dass auch beim Menschen eine Zilienfunktionsstdrung, dhnlich der beim Tier nachge-
wiesenen, in der Entstehung von Lateralisationsdefekten eine bedeutende Rolle spielen
konnte, lasst die erhohte Inzidenz von Lateralisationsanomalien bei Patienten mit Kar-
tagener Syndrom in seinen beiden Haupt-Erscheinungsformen:

Situs inversus und Immotiles-Zilien-Syndrom
Polysplenie (Heterotaxie) und extrahepatischer Gallengangsatresie

vermuten (Afzelius, 1976), (Afzelius, 1978), (Afzelius, 1979), (Afzelius, 1981).
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inv—Maus

Neben der iv-Maus ist die transgene inv-Maus (inv = inversion of embryonic turning)
ein weiteres Tiermodell, das fiir Untersuchungen von Lateralisationsdefekten geeignet
ist. Entstanden war die inv-Mutation bei Versuchen mit transgenen Albinomé&usen (feh-
lende Pigmentation) von Yokoyama und Mitarbeitern, nach Insertion eines Thyrosina-
se-Minigens in die befruchtete Eizelle der Maus. Die Tochtergenerationen zeigten zu
100 % eine wiederhergestellte Pigmentation. Wihrend die heterozygoten Tochtergene-
rationen einen Situs solitus aufwiesen, zeigten homozygote Tochtergenerationen zusitz-
lich zur Pigmentation einen Situs inversus (88 %) oder eine Heterotaxie (12 %)
(Yokoyama, 1993). Weitere Untersuchungen konnten die genetische Ursache der ent-
standenen Lateralisationsdefekte entschliisseln. Durch die Insertion des Thyrosinase-
Minigens kam es zu einer Unterbrechung der normalen Nukleotidabfolge und somit zu
einer Verdnderung der genetischen Information (= Mutation). Das durch diese Mutation
in seiner Funktion gestorte Gen (inv-Gen) konnte identifiziert und auf dem Chromosom
4 der Maus lokalisiert werden (Mochizuki, 1998) (Morgan, 1998) (Morishima, 1998)
(McQuinn, 2001).

1.00 Mb Forward strand
R — R — -— e mw mm O omm - - R L i
47.90 Mb 48.00 Mb 48.10 Mb 48.20 Mb 48.30 Mb 48.40 Mb 48.50 Mb 48.60 Mb 48.70 Mb 48.80 Mb
Chromosome bands B1

Contigs AL683893.26.1.204841 > AL807247.10.1.184686 > AL807771.6.1.233077 >

Nrda3 Stx17 Txndc4 Invs AL807247.10 5730528L13Rik AL807771.6 AL8077:
Tex10 Tmeff1 AL807771.6
2310039E09Rik

Ensembl/Havana gene

ncRNA gene

47.90 Mb 48.00 Mb 48.10 Mb 48.20 Mb 48.30 Mb 48.40 Mb 48.50 Mb 48.60 Mb 48.70 Mb 48.80 Mb
Ensembl Mus musculus version 52.37e (NCBIM37) Chromosome 4: 47,868,749 - 48,868,748

Abbildung 3 Lokalisation des inv-Gens auf Chromosom 4 der Maus (Abbildung aus
der ,,ensembl-project” Datenbank)

Es folgten morphologische Untersuchungen zur Bestimmung des anatomischen Phino-
typs durch Morishima und Mitarbeiter bei 40 homozygoten (inv/inv) inv-Méusen. Ein
Situs inversus wurde bei 4 (10 %) der inv-Méausen gefunden. Von diesen vier Miusen
wies nur eine (25 %) eine angeborene Herz- und GefaBfehlbildung (Aortenstenose) auf.

Insgesamt 36 der 40 homozygoten inv-Mduse (90 %) wiesen segmentale Diskordanzen
der Brust- und Bauchorgane im Sinne einer Heterotaxie auf. In dieser Gruppe wurden
angeborene Herz- und Gefafifehlbildungen mit einer Inzidenz von 72 % (29 / 40) nach-
gewiesen. Alle betroffenen Méuse zeigten eine Kombination unterschiedlicher kardialer
Fehlbildungen (Morishima, 1998) (McQuinn, 2001).
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Kardiovaskulare Fehlbildungen bei homozygoten inv-Mausen %

Unterbrechung der unteren Hohlvene 36
+ Vena azygos links 17

+ Vena azygos rechts 14

+ bilaterale Vena azygos 5
Atrio-ventrikularer Septumdefekt 14
Fallot Tetralogie 11
Transposition der grof3en Arterien 6
Pulmonalatresie 3
Aortenstenose 3
Vorhofseptumdefekt 3

Tabelle 3 Inzidenz der Herz- und GefaBlfehlbildungen bei homozygoten (inv /inv) inv-
Mé&usen (Morishima, 1998)

Diese hohe Inzidenz von angeborenen Herz- und Gefaffehlbildungen in Assoziation mit
verschiedenen Lateralisationsdefekten unterstiitzt die Beobachtung ,dass die Morphoge-
nese des Herzens, das selbst zu den asymmetrischen Korperorganen gehort, besonders
empfindlich ist gegeniiber Lateralisationsstérungen (Harvey, 1998) (Mercola, 1999).

Basierend auf der nachweislich hohen Homologie (ca. 80 %) zwischen dem Genompro-
dukt der Maus und dem des Menschen (siehe Abbildung 5), bot sich die inv-Mutation
der Maus als geeigneter Kandidat fiir eine Mutationsanalyse bei Patienten mit Laterali-
sationsdefekten, insbesondere in Kombination mit Herz- und GefaBfehlbildungen an.

Diese Fragestellung ist Gegenstand der eigenen Untersuchungen, die im zweiten Teil
dieser Arbeit dargestellt werden.
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Homologie Mensch —
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Maus (inv auf Proteinebene)
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Vergleich der Homologie zwischen den Genprodukten INV (Mensch, obere Zeile)
und inv (Maus, untere Zeile) auf Proteinebene. Sterne unterhalb der Zeilen markieren
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Homologie zwischen den Proteinen von Mensch und Maus.
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1.3.3. Lateralisationsdefekte (= Situs Anomalien) beim
Menschen

Untersuchungen zur Identifizierung von Genen, die fiir die Steuerung der Lateralisation
verantwortlich sein konnten, konzentrierten sich in erster Linie auf Mutationsanalysen
von Genen, die wihrend der Embryogenese seitendifferent exprimiert werden. Zu den
wichtigsten bekannten Genen, die ursidchlich bei Lateralisationsdefekten des Menschen
in Frage kommen, gehoren: NODAL, LEFTYA, LEFTYB, ACVR2B, CFCI1, CON-
NEXIN43, ZIC3 und INV.

Die Resultate dieser Mutationsanalysen werden in den folgenden Abschnitten im Ein-
zelnen beschrieben.

1.3.3.1.NODAL-Gen des Menschen

Das ,,nodal“-Gen der Maus liegt auf Chromosom 10, gehdrt zur Familie der transfor-
mierenden Wachstumshormone (TGF) und wird wihrend des Gastrulationsstadiums
asymmetrisch, linksseitig im Méuseembryo exprimiert (Zhou, 1993).

Bei Mausmodellen mit Links-Rechts Achsen Malformationen (= Lateralisationsdefek-
ten) ist diese linksseitige ,,nodal*“-Expression aufgehoben (Lowe, 1996).

Im Jahre 1997 gelang es Ferrero und Mitarbeitern das humane NODAL-Homolog zu
identifizieren und auf Mutationen zu untersuchen (Ferrero, 1997).
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-_— - | — - L] [] L] I . I
L | I
‘coL13A1 'H2AFY2  'TYSND1 'PPA1 “NPFFR1 'RP11-104F15.7 '‘PRF1 “ADAMTS14 'RP11-399N 2.3
Ensembl/Havana gene “AFM2  'RP11-367H55 4RRC20 'EIF4EBP2 HIAA1274 “C100rf27 ‘PCBD1
'RP11-367H5.8 NODAL LSGPL1
'SAR1A
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71.40 Mb 71.50 Mb 71.60 Mb 71.70 Mb 71.80 Mb 71.80 Mb 72.00 Mb 72.10 Mb 72.20 Mb 72.30 Mb

Ensembl Homo sapiens version 52.36n (NCBI36) Chromosome 10: 71,369,895 - 72,369,894

Abbildung 4 Lokalisation des NODAL-Gens auf Chromosom 10 des Menschen (Ab-
bildung aus der ,,ensembl-project” Datenbank)

Bei Untersuchungen durch genetische Kopplungsanalysen in Familien mit Lateralisati-
onsdefekten konnte Gebbia 1997 ein neues Gen (ZIC3) identifizieren, welches auf dem
X-Chromosom lokalisiert und an der Entstehung der Lateralisationsdefekte in den be-
troffen Familien beteiligt zu sein schien (siehe Erlduterungen ZIC3) (Gebbia, 1997).
Die grofite untersuchte Familie mit 3 Generationen und 30 Mitgliedern (n = 30) wies
unter den 18 ménnlichen Familienangehorigen (60%) in 7 Fillen (23 %) eine Heterota-
xie auf, 3 Betroffene (10 %) waren bereits verstorben, 2 weitere (7 %) verstarben bevor
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eine Untersuchung durchgefiihrt werden konnte. Alle médnnlichen Familienmitglieder
mit Heterotaxie wiesen komplexe angeborene Herz- und Gefdffehlbildungen auf. Der
Erbgang der minnlichen Nachkommen mit Lateralisationsdefekt zeigte sich x-
chromosomal rezessiv. Von 12 weiblichen Familienmitgliedern (40 %) konnte nur bei
einer Familienangehdrigen (3 %) eine Heterotaxie nachgewiesen werden. Vater (Fami-
lienmitglied) und Mutter der Betroffenen waren gesund und wiesen einen Situs solitus
auf, es bestand keine Konsanguinitdt zwischen den Eltern. Untersuchungen von Vater
und Tochter zeigten keine Mutationen im Bereich des ZIC3-Gens.

Weiterfithrende zusétzliche Mutationsanalysen bei den Familienmitgliedern im Bereich
des zuvor entschliisselten humanen Homolog des ,,nodal“-Gens (NODAL), konnten
eine Punktmutation im Bereich des NODAL-Gens der erkrankten Tochter und der un-
auffilligen Mutter nachweisen. Weder die verbleibenden 28 Familienmitglieder (93 %)
noch eine Kontrollgruppe von 200 Chromosomen wiesen diese Mutation auf.

Diese Befunde lassen eine Beteiligung von Mutationen im ZIC3-Gen bei der Entste-
hung von Lateralisationsdefekten bei minnlichen Patienten vermuten.

Eine Beteiligung von NODAL-Mutationen bei der Entstehung von weiblichen Patienten
mit Lateralisationsdefekten ist nach den Ergebnissen der oben genannten Studie denk-
bar, eine Kausalitit konnte jedoch durch Gebbia und Mitarbeiter nicht gezeigt werden
(Gebbia, 1997).
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1.3.3.2.LEFTYA- und LEFTYB-Gen

Bei Mausen haben Meno und Mitarbeiter zwei aus der Familie der transformierenden
Wachstumshormone (TGF) stammende Gene, Leftyl und Lefty2, identifiziert, die auf
dem Chromosom 1 der Maus liegen und beide wéhrend der Embryogenese nur linkssei-
tig exprimiert werden (Meno, 1996) (Meno, 1997) (Meno, 1998).

In weiteren Experimenten konnten sie zeigen, dass eine Stérung von Leftyl eine bilate-
rale Expression von drei weiteren, primir ebenfalls nur asymmetrisch im Maus-Embryo
exprimierten, Genen zur Folge hatte: Lefty2, Nodal, Pitx2 (Meno, 1998).

Die asymmetrische Expression von Nodal, Lefty2 und Pitx2 bei der Maus konnten da-
durch erklédrt werden, dass normalerweise die Expression von Nodal, Lefty2 und Pitx2
auf der rechten Seite durch die dort vorausgehende Expression von Leftyl verhindert
und die Initialisierung der Lateralisation darstellt (Nakamura, 2006).

Die homologen humanen Gene, LEFTYA und LEFTYB, wurden 1999 von Kosaki
identifiziert. Beide Gene liegen in einem Abstand von 50kb auf dem Chromosom 1q42
und enthalten jeweils 4 Exons, die beim Splicing an exakt gleicher Stelle geschnitten
werden.

chromosome 1 || [N & B | p-__qi2 | | | BN | Sl

Abbildung 4 Chromosom 1 des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project-
Datenbank)

Die Ahnlichkeit zwischen LEFTYA und LEFTYB ist mit 96% héher als die Ahnlich-
keit zwischen LEFTYA und Leftyl/Lefty2 mit 81% und der Ahnlichkeit zwischen
LEFTYB und Leftyl/Lefty2 mit 82%.

; 1.00 Mb Forward strand jme—
22370 Mb 22350 Mb 22390 Mb 22400 Mb 22410 Mb 22420 Mb 22430 Mb 224.40 Mb 22450 Mb 22450 Mb

Chromosome bands qd2.12
Cortge

| - — 1 ] -n -_— - — | — 1

ENAH 'RP11-145A3.4 ‘H3F3A 'RP11-275114.2 'RP1M-125A151 4
Ensembl/Havana gene 'SRP9 “TMEME3A ‘PYCR2 Clorfs5 “ACBD3 HaIxL ‘PARP1

YEPHX1 HEFTY1 RUE]
HEFTY2

ncRNAgene

22370 Mb 22380 Mb 22390 Mb 2400 Mb 2410 Mb 22420 Mb 22430 Mb 224,40 Mb 2450 Mb 2450 Mb
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Abbildung 5 Lokalisation der Lefty1 (SLEFTYA)- und Lefty2 (=LEFTYB)-analogen
Gene auf dem Chromosom 1 des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project“-
Datenbank)
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Nach Identifikation der humanen Homologe LEFTYA und LEFTYB fiihrten Kosaki
und Mitarbeiter bei 126 Patienten mit Lateralisationsdefekten eine Mutationssuche ind
den Bereichen beider Gene durch (Kosaki, 1999). Bei den Patienten handelte es sich um
112 sporadische und 14 familidre Félle von Lateralisationsdefekten. Eine genauere Dif-
ferenzierung der Situs anomalien oder der assoziierten angeborenen Herz- und Gefa3-
fehlbildungen wurde nicht beschrieben.

Eine ,,nonsense*- und eine ,,missense‘-Mutation wurden bei zwei der Patienten mit spo-
radischen Lateralisationsdefekten in LEFTYA, im Bereich des Exon 4 gefunden. In
einer Kontrollgruppe von 200 Chromosomen konnten die beschriebenen Mutationen
nicht nachgewiesen werden.

Der Patient mit ,,nonsense*“-Mutation, einer Punktmutation die zum vorzeitigen Auftre-
ten eines Stop-Codon fiihrt, wies eine Kombination schwerer Herz- und Geféalfehlbil-
dungen auf: hypoplastisches Linksherz-Syndrom, atrioventrikuldrer Septumdefekt, Aor-
tenatresie, linkspersistierende obere Hohlvene, bilaterale linke (zwei) Lungenlappen,
Polysplenie, mittelstandige Leber, Magen rechts, Malrotation des Darms.

Der Patient mit ,,missense‘“~-Mutation, einer Punktmutation mit Austausch eines Nukleo-
tids, das zu einer Anderung der kodierenden Aminosiure fiihrt, zeigte vergleichbare
Fehlbildungen: hypoplastischer linker Ventrikel, Dextrocardie, atrioventrikuldrer Sep-
tumdefekt, Subaortenstenose und Aortenisthmusstenose, linkspersistierende obere
Hohlvene, atrialer Situs inversus, bilaterale linke (zwei) Lungenlappen, Leber links,
Magen rechts.

Die bei den Patienten beschriebenen Situs anomalien zeigten eine hohe Ubereinstim-
mung mit den Situs anomalien der Miuse, bei denen das Leftyl-Gen defekt war: atrio-
ventrikuldrer Septumdefekt, hypoplastischer linker Ventrikel, Obstruktionen im linken
Ausflusstrakt, pulmonaler Isomerismus.

Eine Untersuchung der DNA der gesunden Eltern beider Patienten, zeigte ein heterozy-
gotes Auftreten der Mutation bei der Mutter des Patienten mit ,,nonsense‘‘-Mutation und
das heterozygote Auftreten der Mutation beim Vater des Patienten mit ,,missense‘-
Mutation. Kosaki erkldrt diese Befunde durch inkomplette Penetranz, die hiufig bei
Lateralisationsdefekten im Tiermodell nachweisbar ist (Meno, 1998) (Icardo, 1991)
sowie durch kumulative Effekte durch Mutationen in mehr als einem an der Lateralisa-
tion beteiligtem Gen und der daraus resultierenden doppelten Heterozygotie (Collignon,
1996) (Nomura, 1998). Eine Untersuchung der DNA der beiden Patienten mit Mutatio-
nen im Bereich des LEFTYA-Gens in weiteren an Lateralisationsdefekten beteiligten
Genen (NODAL, ZIC3) konnte jedoch keine weiteren Mutationen aufdecken. Die
Hypothese einer doppelt-heterozygoten Entstehung kann hierdurch, aufgrund der ver-
mutlich hohen Anzahl der an Lateralisationsdefekten beteiligten Genen, jedoch nicht
widerlegt werden (Casey, 1998).
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1.3.3.3.EGF-CFC-Gene

Shen und Mitarbeiter beschrieben 1997 erstmals eine neue Familie von Genen, EGF-
CFC. Die Proteine der EGF-CFC-Gene enthalten Motive, wie sie bereits bei den zuvor
genannten Proteinen der Wachstumshormone aus der EGF-Familie (EGF = ,,epidermal
growth factor) beschrieben wurden. Desweiteren weisen sie eine hohe Homologie zu
denen bei der Maus beschriebenen ,,Cryptic*“- und ,,Cripto“-Genen sowie wie dem beim
Frosch beschriebenen Xenopus FRL-1-Gen auf. Benannt wird diese Familie von Wach-
stumshormon Genen nach den enthalten Genen von Maus und Frosch EGF-CFC (Cryt-
pic, FRL-1, Cripto) (Shen, 1997).

In weiteren Untersuchungen konnten Yan und Mitarbeiter 1999 durch das gezielte Aus-
schalten des aus der EGF-CFC Familie stammenden ,,Cryptic“-Gens bei der Maus Late-
ralisationsdefekte und assoziierte angeborene Herz- und GefaBfehlbildungen erzeugen.
In einer Gruppe von 49 Maiusen, die homozygote ,,Cryptic*-Mutationen aufwiesen,
zeigten sich Situs anomalien und angeborene Herz- und Geféf3fehlbildungen:

Herz- und GefaRfehlbildungen bei Mausen mit homozygoter %
,Cryptic“-Mutation

Asplenie 100
Bilateral rechte (drei) Lungenlappen 100
Transposition der grof3en Arterien 100

Defekte von Vorhof- / Ventrikelseptum 88

Atrialer Isomerismus 71

Unterbrochene untere Hohlvene 64

Malposition der Leber 41

Tabelle 4 Inzidenz der Herz- und Gefalfehlbildungen bei Mdusen mit homozygoter
"Cryptic"-Mutation (Yan, 1999)

Nachfolgende Untersuchungen konnten zeigen, dass die seitendifferente Expression von
Nodal, Leftyl, Lefty2 und Pitx2 bei homozygoten Tragern der Cryptic-Mutation aufge-
hoben wurde (Yan, 1999).

Ein Jahr spiter untersuchten Bamford und Mitarbeiter das humane Homolog des Cryp-
tic-Gens (CFC1) in einer Gruppe von 144 Patienten mit sporadischen und familidren
Lateralisationsdefekten (Bamford, 2000). Das CFC1-Gen liegt auf Chromosom 2q21.1
und kodiert fiir das CRYPTIC-Protein.
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Abbildung 6 Chromosom 2 des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project‘-

Datenbank)
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Ensembl Homo sapiens version 52.36n (NCBI36) Chromosome 2: 130,570,201 - 131,570,200

Abbildung 7 Lokalisation des CFC1-Gens auf Chromosom 2 des Menschen (Abbil-
dung aus der ,,ensembl project“-Datenbank)

Von den 144 untersuchten Patienten konnte bei 9 Patienten eine Mutation im CFCl1-
Gen gefunden werden. Einer der Patienten wies zusétzlich eine Mutation im NODAL-
Gen auf.
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Die Triager der CFC1-Mutation zeigten Kombinationen assoziierter komplexer Herz-
und GefaBfehlbildungen :

Herz- und GefaRfehlbildungen bei Mutation des CFC1-Gens des %
Menschen
Dextrokardie 56
Ventrikelseptumdefekt 33
Transposition der grof3en Arterien 33
Pulmonalatresie 22
Vorhofseptumdefekt 22
Atrio-ventrikularer Septumdefekt 11
Doppelter Auslass rechter Ventrikel 11
Totale Lungenvenenfehimindung 11
Hypoplastisches Linksherz 11
Unterbrochener Aortenbogen 11
Linkspersistierende obere Hohlvene 11

Tabelle 5 Inzidenz der Herz- und Gefalfehlbildungen bei Mutation des CFC1-Gens
des Menschen (Bamford, 2000)

Der gesunde Vater eines der Patienten mit Mutation im CFC1-Gen wies ebenfalls eine
heterozygote Mutation im CFC1-Gen auf. Der Autor erklért dies durch eine inkomplette
Penetranz und der Hypothese einer doppelten Heterozygotie, wie sie bereits bei anderen
an Lateralisationsdefekten beteiligten Genen (Kosaki, 1999) beschrieben wurde. In ei-
ner Kontrollgruppe von iiber 300 Chromosomen konnten die gefundenen Mutationen
nicht nachgewiesen werden. Der Nachweis der Mutationen im CFC1-Gen bei oben be-
schriebenen Patienten mit Lateralisationsdefekten legt die Annahme nahe, dass CFCl1
ursichlich an der Entstehung von Lateralisationsdefekten beteiligt ist (Bamford, 2000).
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1.3.3.4.ACVR2B-Gen

Aktivine gehoren zur Gruppe der transformierenden Wachstumshormone und zeigen
ein weites Spektrum an Steuerungsvorgéngen bei Zellwachstum und Differenzierung.
Aktivine interagieren mit Aktivinrezeptoren zu denen der Aktivin-RezeptorlIB (Ac-
tRIIB) gehort. Die Arbeitsgruppe um Oh und Li untersuchten 1997 das fiir den Ac-
tRIIB-Rezeptor kodierende Gen der Maus (ActRIIB-Gen). Durch Ausschalten des Gens
zeigte sich bei homozygoten Tochtergenerationen ein frithes Versterben nach der Ge-
burt an komplexen Herz- und GefaBfehlbildungen. Weitere Untersuchungen zeigten bei
100 % der Nachkommen unterschiedliche Kombinationen von Malpositionen der Herz-
spitze und der deszendierenden Aorta, Vorhof- und Kammerseptumdefekten sowie
Malpositionen der groBen Gefde. Assoziiert mit den Herz- und Geféal3fehlbildungen
zeigten sich Lateralisationsdefekte: bilateral vierlappige Lungen und symmetrische
Bronchien, bilateral rechte Herzohren und Asplenien. Méuse mit heterozygoter Mutati-
on waren phéinotypisch unauffillig (Oh, 1997).

Das humane Homolog (hActR-IIB) des ActRIIB-Gens der Maus wurde erstmals von
Ishikawa und Mitarbeitern 1998 beschrieben, es ist auf Chromosom 3p22 lokalisiert,
umfasst einen Bereich von 30kb und besteht aus 11 Exons (Ishikawa, 1998).

chromosome 3 T F=EN BT | T2 HLeEmmEE BN i B |

Abbildung 8 Chromosom 3 des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project-
Datenbank)
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Abbildung 9 Lokalisation des hActR-lIB-Gens (=ACVR2B-Gen) auf Chromosom 3
des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project“-Datenbank)
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Kosaki und Mitarbeiter untersuchten 1999 eine Gruppe von 126 Patienten mit Laterali-
sationsdefekten (112 sporadisch, 14 familidr) auf Mutationen im hActR-1IB-Gen, das
nachfolgend in ACVR2B-Gen umbenannt wurde (Kosaki R. , 1999). Bei 3 Patienten
konnten 2 unterschiedliche ,,missense*“~-Mutationen im ACVR2B-Gen gefunden werden.
In einer Kontrollgruppe von 200 Chromosomen konnten die Mutationen nicht nachge-
wiesen werden. Die betroffenen Patienten zeigten zusétzlich komplexe angeborene
Herz- und Geféal3fehlbildungen:

Patient 1: Unterbrochene untere Hohlvene, V. azygos-Kontinuitdt, Vorhof
septumdefekt, Dextrokardie, Leber mittelstindig, Malrotation des
Darms, Milz rechtsseitig

Patient 2: Unterbrochene untere Hohlvene, V. azygos-Kontinuitét, atrio-
ventrikuldrer Septumdefekt, doppelter Auslass rechter Ventrikel,
Transposition der groBen Arterien, Pulmonalstenose,
Polysplenie, Leber mittelstindig

Patient 3: Bilaterale obere Hohlvene, totale Lungenvenenfehlmiindung,
Ventrikelseptumdefekt, Transposition der gro3en Arterien,
Pulmonalstenose, Leber mittelstéindig

Die oben beschriebenen heterozygoten Miuse wiesen keine phédnotypischen Verinde-
rungen auf, wihrend die untersuchten Patienten alle heterozygot fiir die gefundene Mu-
tation waren.

Die gefundenen humanen heterozygoten Mutationen sollten aufgrund der bereits oben
beschriebenen Moglichkeit einer inkompletten Penetranz und einer multiplen Heterozy-
gotie (Kosaki, 1999) als kausale, jedoch seltene, Faktoren bei der Entstehung von Late-
ralisationsdefekten in Betracht gezogen werden.
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1.3.3.5.CONNEXIN 43-Gen

Zusétzlich zu der zunehmenden Zahl von Mitteilungen iiber Gen-Mutationen bei fami-
lidren Lateralisationsdefekten mit und ohne assoziierte Herz- und Gefaf3fehlbildungen
untersuchten Britz-Cunningham und Mitarbeiter 1995 das CONNEXIN43 |, gap-
junction“-Gen auf Mutationen bei Patienten mit angeborenen Herz- und Gefaf3fehlern
und Lateralisationsdefekten (Britz-Cunningham, 1995). Das CONNEXIN43-Gen konn-
te von Fishman und Mitarbeitern auf Chromosom 6 lokalisiert werden (Fishman, 1990),
seine GroBe umfasst ca. 15000bp.
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Abbildung 10 Chromosom 6 des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project*-
Datenbank)
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Abbildung 11 Lokalisation des CONNEXIN43-Gens auf Chromosom 6 des Menschen
(Abbildung aus der ,,ensembl project“-Datenbank)

Britz-Cunningham und Mitarbeiter untersuchten die DNA von 25 gesunden Probanden
und 30 Patienten mit unterschiedlichen angeborenen Herz- und Gefdfehlbildungen:
hypoplastisches Linksherzsyndrom, hypertrophierte und dilatierte Kardiomyopathien,
Asplenie und Polysplenie Syndrome, hypoplastischer Aortenbogen, Vorhof- und Kam-
merseptumdefekte, Trisomie 13 und DiGeorge Syndrom (22ql.1 Mikrodeletion)
(Britz-Cunningham, 1995). Eine detailierte Beschreibung der angeborenen Herz- und
GefiaBfehlbildungen sowie der assoziierten Lateralisationsdefekte wurde nicht gegeben.
Die Patienten waren aufgrund der komplexen Herzfehlbildungen transplantiert, die un-
tersuchte DNA wurde aus Herzmuskelgewebe der explantierten Herzen isoliert. Die
Kontrollgruppen DNA entstammte der Extrahierung aus Vollblut.

Bei 25 gesunden Probanden konnte keine Anderung der Nukleotidabfolge im Vergleich

zu einer HSCGJP- (=“human sequence cardiac gap-junction protein®) Gen-Datenbank
gefunden werden.
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Wie oben beschrieben liegt nach aktueller Definition eine Heterotaxie vor, sobald eine
segmentale Diskordanz im Bereich der thorakalen oder viszeralen Segmente nachweis-
bar ist.

Die in der Arbeit von Britz-Cunningham als Heterotaxie definierten Patienten wiesen
als Einschlufkriterium eine atriale, bronchopulmonale oder viszerale Isomerie auf.

Aus der Gruppe der 30 Patienten mit komplexen angeborenen Herz- und GefaBfehlbil-
dungen wiesen 24 der Patienten (80%) keine atriale, bronchopulmonale oder viszerale
Isomerie auf und wurden nicht als Patienten mit Heterotaxie definiert. Diese Gruppe
von 24 Patienten ohne assoziierte Heterotaxie zeigten keine Mutationen im CONNE-
XIN-Gen.

Eine Gruppe von 6 Patienten mit komplexen, nicht weiter differenzierten Herz- und
Gefdfifehlbildungen sowie assoziierten atrialem, bronchopulmonalem oder viszeralem
Isomerismus (= Heterotaxie) zeigten Mutationen im Bereich des CONNEXIN43-Gens:

Phinotypus:
Patient 1 — 3: Asplenie-Syndrom , Pulmonalatresie / -stenose
Patient 4 — 5: Polysplenie-Syndrom, Pulmonalatresie/ -stenose
Patient 6: Normale Milz, atrialer und bronchopulmonaler Isomeris

mus, Pulmonalatresie/ -stenose

Genotypus:
Patient 1 Ser364Pro  Glu352Gly
Patient 2 Ser364Pro
Patient 3 Ser364Pro Ser365Asn
Patient 4 Ser364Pro
Patient 5 Ser364Pro Ser373Gly
Patient 6 Thr326Ala  Glu352Gly
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Bei einem weiteren Patienten konnte eine Mutation im Bereich des CONNEXIN43-
Gens gefunden werden. Dieser Patient wies jedoch im Unterschied zu den 6 anderen
Mutationstragern keinen atrialen, bronchopulmonalen oder viszeralen Isomerismus auf
und keine Pulmonalatresie /-stenose auf.

Phénotypisch konnte bei diesem Patienten mit Mutation im Bereich des CONNE-
XIN43-Gens ein familidr auftretender Vorhofseptumdefekt vom Sekundumtyp nachge-
wiesen werden.

Britz-Cunningham und Mitarbeiter schlussfolgerten eine Assoziation zwischen Muta-
tionen im CONNEXIN43-Gen und Heterotaxie.

Die Beschreibungen von Britz-Cunningham und Mitarbeiter {iber Mutationen bei 6 Pa-
tienten mit Heterotaxie und Pulmonalstenose / Pulmonalatresie wurden von 5 Arbeits-
gruppen in vergleichbaren Patientenkollektiven iiberpriift. Keine der Arbeitsgruppen
konnte die von Britz-Cunningham und Mitarbeitern beschriebenen Mutationen in de-
nen von ihnen untersuchten Patientengruppen nachweisen.

Casey und Ballabio untersuchten 1995 die aus Vollblut gewonnene DNA einer Gruppe
von 15 Patienten mit Heterotaxie (= atrialer, bronchopulmonaler oder viszeraler Isome-
rismus) und angeborenen Herz- und Geféal3fehlbildungen durch Sequenzierungen, ohne
Nachweis von Mutationen im CONNEXIN43-Gen (Casey, 1995).

Splitt und Mitarbeiter untersuchten im gleichen Jahr die aus Vollblut gewonnene DNA
von 12 Patienten mit Heterotaxie (= atrialer, bronchopulmonaler oder viszeraler Isome-
rismus) und angeborenen Herz- und Gefidfifehlbildungen durch Sequenzierungen, ohne
Nachweis von Mutationen im CONNEXIN43-Gen (Splitt, 1995).

Eine dritte Arbeitsgruppe um Gebbia untersuchte 1995 die DNA aus Vollblut von 38
Patienten mit Heterotaxie (= atrialer, bronchopulmonaler oder viszeraler Isomerismus)
und angeborenen Herz- und Gefafifehlbildungen auf Mutationen im CONNEXIN43-
Gen. 19 der Patienten wurden durch Sequenzierungen, die anderen 19 durch den Einsatz
von Restriktionsenzymen, die das Vorhandensein der von Britz-Cunningham beschrie-
benen Mutationen durch Restriktion der DNA aufdecken, untersucht. Keiner der 38
Patienten wies die beschriebenen Mutationen auf (Gebbia, 1996).

Die Arbeitsgruppe von Debrus untersuchte 1997 eine Gruppe von 25 Patienten mit He-
terotaxie (= atrialer, bronchopulmonaler oder viszeraler [somerismus) und angeborenen
Herz- und GefaBfehlbildungen. Dabei beschrinkten sie sich nicht auf den Nachweis der
von Britz-Cunningham beschriebenen Mutationen, sondern untersuchten den kodieren-
den Bereich mittels SSCP (,,single strand conformation polymorphisms*) und anschlie-
Bender Sequenzierung vollstindig. Nachdem diese Untersuchungen keine Mutationen
nachweisen konnten, untersuchten sie die Familien der 25 Patienten mittels Genkopp-
lungs-Analyse, wobei der Genlokus des CONNEXIN43 in fast allen Féllen als Ursache
fiir die Vererbung ausgeschlossen werden konnte (Debrus, 1997).
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AbschlieBend muss die Arbeitsgruppe um Toth genannt werden, die 1998 eine Gruppe
von 11 Patienten mit Heterotaxie und angeborenen Herz- und Gefaf3fehlbildungen un-
tersuchte, ohne Mutationen im CONNEXIN43-Gen nachweisen zu konnen (Toth,
1998).

Die diskrepanten Ergebnisse von Britz-Cunningham und der genannten 5 Arbeitsgrup-
pen konnten nicht abschlieBend geklért werden:

Britz-Cunningham verwendete Herzmuskelgewebe fiir die DNA-Extraktion,
wihrend alle anderen Arbeitsgruppen DNA aus Lymphozyten isolierten. Die daraus
resultierende Moglichkeit einer somatischen Mutation konnte durch die Untersuchung
von DNA aus Lymphozyten der von Mutationen im CONNEXIN43-Gen betroffenen
Patienten ausgeschlossen werden. Eine solche Untersuchung wurde jedoch nicht durch-
gefiihrt.

Der Einwand von Britz-Cunningham, es handele sich bei den von ihm unter-
suchten 6 Patienten um eine selektionierte Gruppe mit Heterotaxie und Pulmonalstenose
/ Pulmonalatresie konnte die Differenzen nicht ausreichend erkldren. Zwar ist die Ob-
struktion des rechten Ausflusstraktes wichtiges phanotypisches Merkmal der Mause mit
Nullmutation im Connexin43-Gen und Ursache des postnatalen Versterbens der Tiere,
doch weisen diese keine Merkmale einer Heterotaxie auf. Desweiteren ist die Pulmonal-
stenose / Pulmonalatresie ein hiufig mit der Heterotaxie assoziierter Herzfehler beim
Menschen, und folglich bei vielen der durch die 5 Arbeitsgruppen untersuchten Patien-
ten vorhanden.

Abschliefliend ist die Mutation des CONNEXIN43-Gens bei der Entwicklung von Late-
ralisationsdefekten in Assoziation mit angeborenen Herz- und Gefdf3fehlbildungen als
selten zu werten. Ob es sich bei den von Britz-Cunningham beschriebenen Mutationen
um labortechnische Fehler handelt konnte nicht ausreichend geklart werden.
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1.3.3.6.Z1C3-Gen des Menschen

Das Zic3-Gen der Maus (Zic = ,,zinc finger protein of cerebellum®) ist eines von vier
dhnlichen Genen die alle jeweils flir Zink-Finger Proteine, (Aruga, 1994) bzw.
Transkriptionsfaktoren kodieren. Zic3 wurde erstmals 1996 von Aruga und Mitarbeitern
in der Maus identifiziert (Aruga, 1996). Es befindet sich auf Chromosom X und besitzt
eine hohe Homologie zu den drei anderen Zic-Genen der Maus.

Der Entdeckung der Bedeutung der Zink-Finger Gene (Aruga, 1996) ging die Identifi-
zierung und Lokalisierung des Heterotaxie-Lokus (HTX) auf dem humanen X-
Chromosom (Xq24-q27.1) bei 39 Mitgliedern mit einer x-chromosomal vererbten Hete-
rotaxie durch Casey und Mitarbeiter 1993 voraus (Casey, 1993).

Assembly exceptions —
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Abbildung 12 X-Chromosom des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project“-
Datenbank)

In der Folge gelang Gebbia und Mitarbeitern 1997 die Identifizierung eines Gens im
Heterotaxie-Lokus-Bereich (HTX) des X-Chromosoms (Xq26.2) (Gebbia, 1997). Das
humane ZIC3-Gen weist eine 98%ige Homologie zu dem oben beschriebenen Zic3-Gen
der Maus auf und kodiert wie dieses ebenfalls fiir einen Zink-Finger-
Transkriptionsfaktor.
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Abbildung 13 Lokalisation des ZIC3-Gens auf dem X-Chromosom des Menschen
(Abbildung aus der ,,ensembl project“-Datenbank)
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Der Abschlull der Arbeit von Gebbia war die erfolgreiche Mutationsanalyse des ZIC3-
Gens bei Patienten mit familidrem oder sporadisch aufgetretenem Heterotaxie-
Syndrom. Gebbia und Mitarbeiter inkludierten gemél der zu diesem Zeitpunkt beste-
henden Heterotaxie-Definition alle Patienten mit multiplen kongenitalen Fehlbildungen
(insbesondere komplexen angeborenen Herz- und GefaBfehlbildungen) sowie assoziier-
ter Asplenie / Polysplenie, intestinaler Malrotation und Fehlbildungen des Gallengang-
systems. In der Mutationsanalyse gelang Gebbia und Mitarbeitern der Nachweis von
einer ,,frameshift”, zwei ,,missense* sowie zweli ,,nonsense‘ Mutationen. Mutationen im
ZIC3-Gen konnten weder in einer Gruppe von 14 phénotypisch unauffilligen méannli-
chen Familienangehorigen noch in einer Gruppe von 200 Kontrollchromosomen nach-
gewiesen werden. Das ZIC3-Gen ist das erste Gen, welches mit humanen Lateralisati-
onsdefekten korreliert werden konnte (Gebbia, 1997).

Mégarbané und Mitarbeiter untersuchten 15 Mitglieder einer Familie (6 weiblich, 9
méinnlich), von denen 2 ménnliche Mitglieder Lateralisationsdefekte und angeborene
Herz- und Gefél3fehlbildungen (linkspersistierende obere Hohlvene, Vorhofseptumde-
fekt, atrioventrikuldrer Septumdefekt, hypoplastischer rechter Ventrikel, subvalvulire
und valvuldre Pulmonalstenose, D-Transposition der grolen Arterien) aufwiesen. Ein
weiteres minnliches Familienmitglied war zyanotisch geboren und am dritten postparta-
len Tag ohne Moglichkeit einer vorherigen Untersuchung des thorakalen und abdomina-
len Situs verstorben. In der Mutationsanalyse des ZIC3-Gens konnte bei einem der Pati-
enten eine Mutation nachgewiesen werden. Zwei der weiblichen Familienangehorigen
waren phénotypisch unauffillige Triger einer ZIC3-Mutation. Desweiteren wurde in
der Arbeit von Mégarbané erstmals eine Mutation innerhalb des ZIC3-Gens bei einem
ménnlichen Probanden ohne angeborene Herz- und GefaBfehlbildung und ohne Latera-
lisationsdefekt beschrieben. Mégarbané und Mitarbeiter erklidrten dies durch eine in-
komplette Penetranz der Mutation (Mégarbané, 2000).

Purandare und Mitarbeiter untersuchten 2002 mit Hilfe eines Mausmodels die Funktion
des Zic3-Gens. Nach Ausschalten des Zic3-Gens zeigten die Tochtergenerationen ange-
borene Herz- und Gefafifehlbildungen sowie Lateralisationsdefekte die mit den huma-
nen Fehlbildungen bei ZIC3-Mutationen vergleichbar waren: Vorhof- und Kammersep-
tumdefekte, komplette Lungenvenenfehlmiindungen, D-Transposition der gro3en Gefa-
e, unterbrochene Aortenbogen, bilateral rechts-/linksseitige Lungenlappen, hypoplasti-
sche Milz (Purandare, 2002).

Desweiteren konnten die Arbeiten von Purandare sowie Ware und Mitarbeitern einen
Einblick in die gegenseitige Abhédngigkeit, im Bezug auf die embryonale Lateralisation,
der beiden Hauptvertreter der wihrend der frilhen Embryogenese der Maus asymme-
trisch exprimierten Gene, Zic3 und Nodal, geben. Experimente mit Zic3-Miusen konn-
ten zeigen, dass es bei Mdusen, denen das Zic3-Gen fehlte, wihrend der Embryogenese
initial zwar zu einer transistorischen Expression des Nodal-Gens kommt, dass diese
jedoch nach kurzer Zeit authort und eine fehlerhafte Links-Rechts-Asymmetrie zur Fol-
ge hatte. Desweiteren wiesen ,,compound-heterozygote® Miause (unterschiedliche Muta-
tionen in beiden Allelen des gleichen Gens) fiir Zic3 und Nodal (Zic3+/- ; Nodal +/-)
eine erhohte Inzidenz von Lateralisationsdefekten und angeborenen Herz- und Gefaf3-
fehlbildungen sowie eine deutliche erhdhte postpartale Mortalitdt auf (Purandare, 2002)
(Ware, 2006) (Zhu, 2006) (Zhu, 2007).
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Der Nachweis einer Abhingigkeit der Expression des Nodal-Gens von dem Vorhanden-
sein des Zic3-Gens bei der Maus und der sich hieraus ergebenden Konsequenz fiir die
Determination der Lateralitdt musste die Frage nach der Bedeutung der humanen Ho-
mologe des ZIC3- und NODAL-Gens bei Lateralisationsdefekten des Menschen impli-
zieren.

Ware und Mitarbeiter erweiterten die Mutationsanalyse des humanen ZIC3-Gens 2004
in einer Gruppe von 194 Patienten mit angeborenen Herz- und Geféf3fehlern und Latera-
lisationsdefekten. Dabei wurden die Patienten in 3 Gruppen unterteilt:

Klassische Heterotaxie: familidr oder sporadisch auftretende angeborene Herz- und
Gefdfifehlbildung in Assoziiation mit Unterbrechung der Links-Rechts-Achsen Symme-
trie in mindestens einem weiteren Organsystem (Asplenie, Polysplenie, Milzdysfunkti-
on, intestinale Malrotation, abdominaler Situs inversus, bilateral zweilappige Lunge,
bilateral dreilappige Lunge, Gallenwegsfehlbildungen, Lageanomalien von Leber oder
Magen.

Angeborene Herzfehler — Heterotaxie: familidr oder sporadisch auftretende angebo-
rene Herz- und GefaBfehlbildung ohne assoziierte Unterbrechung der Links-Rechts-
Achsen Symmetrie in den anderen Organsystemen.

Situs inversus: sporadisch auftretende spiegelbildliche Anordnung der asymmetrisch
angelegten thorakalen und viszeralen Organe.

Die untersuchte Patientengruppe bestand aus 20 familidren Fallen von Heterotaxie, 145
sporadischen Féllen von Heterotaxie sowie 29 Kontrollpatienten mit Vorhof- / Kam-
merseptumdefekten ohne Heterotaxie (Ware, 2004).

Ware und Mitarbeiter konnten insgesamt 5 Mutationen innerhalb des ZIC3-Gens nach-
weisen. In der Gruppe der 20 Patienten mit familidren angeborenen Herz- und Gefal3-
fehlbildungen sowie assoziierten Lateralisationsdefekten wiesen 3 Patienten eine Muta-
tion innerhalb des ZIC3-Gens auf (2 ,,nonsense“-, 1 ,,missense“-Mutation). Bei allen
Patienten konnte eine Asplenie nachgewiesen werden, die angeborenen Herz- und Ge-
faBfehlbildungen zeigten eine Kombination komplexer Fehlbildungen: unterbrochene
untere Hohlvene, bilaterale obere Hohlvene, Vorhof- und Kammerseptumdefekte, sin-
guldrer Ventrikel, hypoplastisches Linksherzsyndrom, doppelter Auslass rechter Ven-
trikel, Pulmonalstenose /-atresie, Transpostion der groen Arterien, komplette Lungen-
venenfehlmiindung.

Aus der Gruppe der 145 Patienten mit sporadischer Heterotaxie und angeborenen Herz-
und GefaBfehlbildungen wies eine Patientin mit Ventrikelseptumdefekt, Pulmonalsteno-
se und kompletter Transposition der groBen Arterien mit L-Malpositionstellung eine
Mutation innerhalb des ZIC3-Gens auf. Es handelte sich hierbei um die erste weibliche
Patientin mit Lateralisationsdefekt und Mutation im ZIC3-Gen.

Eine weitere Mutation wurde bei einem Patienten mit nicht familidrem Vorhofseptum-
defekt und Pulmonalstenose ohne assoziierte Heterotaxie nachgewiesen.

Die Arbeitsgruppe um Ware folgerte aus diesen Untersuchungen, dass bei etwa 1% der
Patienten mit sporadischen Herz- und GefaBfehlbildungen und assoziierter Heterotaxie
Mutationen im ZIC3-Gen kausale Bedeutung haben (Ware, 2004).
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chromosome 9

1.3.3.7.INV-Gen

Die Entdeckung des inv-Gens bei Méusen durch Yokoyama und Mitarbeiter 1993 sowie
die Identifizierung und Lokalisation innerhalb des Genoms durch Morgan und Mitarbei-
ter 1998 (siehe oben) stellte ein neues Kanditaten-Gen fiir die Mutationsanalyse von
Patienten mit Lateralisationsdefekten und angeborenen Herz- und Geféal3fehlbildungen
dar (Yokoyama et al. 1993) (Morgan et al. 1998).

Das humane INV-Gen wurde 2002 von Schon und Mitarbeitern identifiziert und auf
Chromosom 9q22.3-q31.1 lokalisiert (Schon et al. 2002).

[ T TEHE 6K o ——~eenll 2 g31.1 4.1 |

Abbildung 14 Chromosom 9 des Menschen (Abbildung aus der ,,ensembl project*-
Datenbank)
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Abbildung 15 Lokalisation des INV-Gens auf Chromosom 9 des Menschen (Abbil-
dung aus der ,,ensembl project“-Datenbank)



Das humane INV-Gen umfasst ca. 100kb mit zahlreichen nichtkodierenden Sequenzen
(= Introns).

IINV

Abbildung 16 Lokalisation des INV-Gens auf Chromosom 9 durch FISH
Links: Lokalisation des INV-Gens auf beiden Chromosomen 9 mittels FISH (,flou-
rescence in situ hybridisation*)

Rechts: Ideogramm des Chromosom 9 mit Kennzeichnung der Lokalisation des INV-
Gens innerhalb des Chromosoms (9q22.3-q31.1) (Schén et al. 2002)

Das Gen besteht aus 16 kodierenden Exons. Alle Donorstellen (Ende des Exons) und
Akzeptorstellen (Ende des Introns) zeigen eine Konsensus-Sequenz, das heift die Do-
norstellen zeigen die bei allen hoheren Organismen nachweisbaren, speziesiibergreifend
identischen GT- und alle Akzeptorstellen die identischen AG Sequenz.
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Die nach Translation entstehende INV-mRNA umfasst in einem offenen Leserahmen
einen 3195bp langen Bereich, dessen Nukleotid—Basenpaare Sequenz fiir 1065 Amino-
sduren kodiert.

183 130 167 174 168 181 110 172 156 230 107 213 284 718 230 75 104

Abbildung 17 INV-Gen mit 16 Exon-Sequenzen
(Exon-Sequenzen schwarz eingefédrbt, Nummer unterhalb des Exon bezeichnet die
GroéBe in Nukleotiden)

Der offene Leserahmen des INV-Gens fiihrt zur Synthese des INV-Proteins, in dessen
Bereich zum N-Terminus gelegen ein Abschnitt mit 16 Ankyrin Abschnitten gefunden
wurde.

Die zum C-Terminus gelegene Hélfte der Proteinstruktur enthilt zwei 1Q-Bereiche so-
wie zwei NLS-BP (=,,nuclear localization signal-bipartite*) Bereiche.
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Abbildung 18 INV-Protein mit den INV-Gen Doménen
(Ankyrin-Doménen = rot kariert, IQ-Doménen = schwarz kariert, NLS-BP-Doménen =
griin kariert)
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Ankyrine

Ankyrine sind Repeat-Proteine die, wie Antikorper, zu den Bindungsproteinen gehdren.
Ankyrine, die iiber dynamische, nicht-kovalente Bindungen mit integralen Membran-
proteinen interagieren, konnen somit deren rdumliche Verteilung innerhalb der Zell-
membran beeinflussen. Die Sequenz des Ankyrin Motivs ist eines der hdufigsten inner-
halb von Proteinen. Die Entdeckung von 24 Kopien dieser Sequenz in dem Cytoskelett-
Protein Ankyrin fithrte zur seinem Namen (Bartrukova et al. 2000) (Rubtsov et al.
2000).

Die Funktion der Ankyrine bei Protein-Protein Interaktionen wurde erstmals von Sedg-
wick und Smerdon 1999 beschrieben (Sedgwick et al. 1999). Ankyrine zeigen eine hohe
Anzahl von Variationen, wie zum Beispiel die Anzahl der Wiederholungen (,,ankyrin-
repeats®) innerhalb eines Proteins oder die Sequenz der Aminosduren innerhalb der
Wiederholungen. In jedem Ankyrin existieren dennoch Schliisselpositionen, an denen
die Aminosduren nicht variieren. Durch diese Schliisselposition wird die rdumliche An-
ordnung des Proteins bestimmt. Im Falle der Ankyrine besteht diese aus Paaren von
antiparallelen a-Helices die nebeneinander liegen und iiber B-Haarnadel Motive mitein-
ander verbunden sind.

Abbildung 19 Ankyrin Motiv (Sedgwick et al. 1999)
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Das humane INV-Gen beeinhaltet 16 Ankyrine und ist in diesem Bereich des Gens zu
100 % homolog zum inv-Gen der Maus.

HSA-INV 1 MN NG SSLASQVHAAAVNGDKG S KED@FGRTPLMY
MMU-Inv 1 IMIN S ) {EDIFGRTPLN

HSA-INV 6 DCADA AGADVNKTDHS I .: {GNYRFMK TR )KDLEEMTPLHL,
MMU-Inv ¢ CADALLKAGADVNK ALF QKGNYRFMKLL XRA IQKDLEEMTPLHL

HSA-INV
MMU-Inv

HSA-INV 18 IPLHWAANHKDPSAVHTVRCIL —szn"'l"F"T T.T WQI
MMU-Inv 181 GKIPLHW \ DPSAVHTVRCILDAA
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MMU-Inv 24

HSA-INV
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HSA-INV
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Abbildung 20 Vergleich der Homologie der Aminoséduren zwischen INV (Mensch)
und inv (Maus)

Identische Aminoséuren sind schwarz, @hnliche grau hinterlegt. Die 16 Ankyrin
Wiederholungen sind durch horizontale Markierungen gekennzeichnet. Die IQ Do-
mdénen sind durch horizontale Markierungen mit geschlossenen Pfeilenden, NLS-BP
Doménen durch horizontale Markierungen mit offenen Pfeilenden gekennzeichnet
(BLAST Sequence Similarity Search). Zu beachten ist die hohe Konservierung im
Bereich der ersten Hilfte der Peptide, die den gesamten Ankyrin Bereich beinhaltet
(Schén et al. 2002)

Das INV-Gen beeinhaltet somit eine speziesiibergreifende hochkonservierte Funktion
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zur Steuerung von Protein-Protein Interaktionen wie sie zum Beispiel bei Transkripti-
onsfaktoren nachweisbar ist.

In Northern Blots konnte eine Expression des INV-Gens auf einem geringen Niveau in
einer Vielzahl von adulten Geweben gezeigt werden. Dies ldsst eine Beteiligung des
INV-Gens bei der Steuerung von Protein-Protein Interaktion in einer Vielzahl von adul-
ten Geweben vermuten.
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Abbildung 21 Expression von INV in adulten Geweben

Northern Blot von adultem Gewebe hybridisiert mit INV-cDNA Proben. Unterschied-
lich starke Banden mit ca. 4kb in nahezu allen Geweben nachweisbar. Die kiirzere
Bande in der Leber deutet auf eine Splicing-Isoform. Als Kontrolle wurde derselbe
Blot mit einer beta-actin Probe hybridisiert. Linksseitig ist die Position der Banden
markiert. (Schén et al. 2002)

Eine mogliche Kontrollfunktion des INV-Proteins ist somit nicht auf die Phase der em-
bryonalen Lateralisation beschrénkt.



IQ-Doméne

IQ-Dominen finden sich wiederholt in verschiedenen calmodulin-bindenden Proteinen.
Sie spielen eine wichtige Rolle in der Modulation der Eigenschaft zur Kalziumbindung
dieser Proteine und somit fiir Bedeutung bei der Aktivierung calmodulin-abhéngiger
Proteine, wie sie zum Beispiel bei der Muskelkontraktion und der Herzschleifenbildung
von Bedeutung sind (Putkey et al. 2003) (Putkey et al. 2008).

In Versuchen mit Xenopus-Froschembryos, die eine der inv-Maus homologe Gen-
Sequenz aufweisen, wurde gezeigt, dass die oben genannten Calmodulin-
Bindungsstellen (IQ-Doméne) eine wichtige Rolle in der Steuerung der Aktivitdt von
Maus und Xenopus inv-Proteinen spielen. Eine fehlende Bindung von Calmodulin im
Bereich dieser 1Q-Doméne resultiert in einer fehlerhaften Lateralisation (Yasuhiko, et
al. 2001) (Yasuhiko et al. 2006).

Abbildung 22 Calmodulin (links ohne Ca-Bindung; rechts mit Ca-Bindung; David S.
Goodsell of The Scripps Research Institute)
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NLS-BP (,,nuclear localization signal bipartite*)

NLS-BP Bereiche dienen im Zytoplasma gebildeten Proteinen als Signal fiir die Ein-
schleusung in den Zellkern. Sie haben somit eine wichtige Funktion fiir die Einschleu-
sung von z.B. Transkriptionsfaktoren in den Zellkern und somit fiir die Steuerung von
zelluldren Prozessen (Benditt et al 1989).

Ser7 14

Asn759
Cierm

Abbildung 23 NLS-BP Bindungsstellen NLS1 und NLS2 ("nuclear localization signal
bipartite" aus ,,Structure and nuclear import function of the C-terminal domain of
inluenza virus polymerase PB2 subunit”, Tarendeau et al)

Um die Funktion des INV-Gens besser zu verstehen, ist die Durchfiihrung weiterer Ex-
perimente, insbesondere die Untersuchung der Funktion und Interaktion mit Bindungs-
partner (zum Beispiel die Steuerung und Interaktion mit Proteinen bei der Entstehung
der Lateralisation) von entscheidender Bedeutung.
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2. Fragestellung

Die von Yokoyama und Mitarbeitern 1993 erzeugte transgene inv-Maus wies bei ho-
mozygoten Triagern der inv-Mutation auf Chromosom 4 in 90 % der Félle eine segmen-
tale Diskordanz, nach aktueller Definition als Heterotaxie bezeichnet und in 72 % der
Maiuse eine angeborene Herz- und GefaB3fehlbildung auf (Yokoyama et al. 1993). Un-
tersuchungen von Schon und Mitarbeitern 2002 konnten eine Homologie zwischen dem
inv-Gen der Maus und dem INV-Gen des Menschen bis zu 100 % in speziesiibergrei-
fend hochkonservierten Bereichen zeigen. Das INV-Gen stellt somit einen geeigneten
Kanditaten flir die Mutationssuche bei Patienten mit Lateralisationsdefekten mit oder
ohne angeborene Herz- und GefaBfehlbildungen dar (Schon et al. 2002).

Hypothese

Mutationen im INV-Gen des Menschen (Chromosom 9q31) fithren zu einer Dysregula-
tion der Lateralisationsentwicklung und resultieren in Lateralisationsdefekten mit oder
ohne angeborene Herz- und GefaBfehlbildungen.

Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Extrahierung von DNA und anschlieBender
experimenteller Mutationssuche mittels SSCP und DNA-Sequenzierung im humanen
INV-Gen des Menschen bei Patienten mit Lateralisationsdefekten mit oder ohne ange-
borene Herz- und GefaBfehlbildungen.
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3. Patienten und Methodik

3.4.

Patientengruppe

In die Mutationsanalyse des humanen INV-Gens (Chromosom 9q31) wurden 65 Patien-
ten mit Lateralisationsdefekten eingeschlossen. 19 dieser Patienten (29 %) waren Kin-
der konsanguiner Eltern, bei weiteren 19 Kindern (29 %) gab es in der Familie minde-
stens einen zweiten Patienten mit Lateralisationsdefekt. Zusdtzlich zu den Lateralisati-
onsdefekten wiesen 44 Patienten (68 %) angeborene Herz- und Gefaf3fehlbildungen auf.
In 14 Fillen (22 %) bestand eine Kombination von Lateralisationsdefekt und Zilien-
dyskinesie im Bereich des Respirationsepithels mit Analogie zum Kartagener-Syndrom.
Weitere 7 Patienten (11 %) hatten eine Polysplenie in Assoziation mit einer visceroa-
trialen Heterotaxie und einer zusétzlichen extrahepatischen Gallengangsatresie. Bemer-
kenswerterweise entsprach diese Fehlbildungs-Kombination exakt dem Phénotypus der

inv-Maus.

Lateralisationsdefekt
n=65

Situs inversus

Heterotaxie

n=27 n=238
- N Angeborene Herz- m P Angeborene Herz-
Alicndysidnoaie Gefapfehibildung | |Z"enaYSknesie Gefanfehlbildung
n=14 n=2 _
n=11 n=33
Familiarer Sporadischer Familiarer Sporadischer
Lateralisationsdefekt | | Lateralisationsdefekt Lateralisationsdefekt | | Lateralisationsdefekt

n=6 n=21 n=13 n=25

Auf der folgenden Seite sind tabellarisch alle eingeschlossenen Patienten aufgezeigt.
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Tabellenlegende

Pat Patientennummer

Sex Geschlecht des Patienten

Kon Konsanguinitit der Eltern

Fam Familidr auftretender Lateralisationsdefekt
SI Situs inversus

SD Segmentale Diskordanz (= Heterotaxie)

Poly Polysplenie

EGA Extrahepatische Gallengangsatresie

7D Ziliendyskinesie

CHD Angeborene Herz- und Gefidl3fehlbildung

Abkiirzungen der assoziierten Fehlbildungen

ASD Vorhofseptumdefekt

AVD Atrio-ventrikuldre Diskordanz

CA Gemeinsamer Vorhof

CAVSD | Gemeinsame atrio-ventrikuldre Verbindung

CCTGA | Atrio-ventrikuldre und ventrikulo-arterielle Diskordanz

CIvV Gemeinsamer Einlass Ventrikel (gemeinsamer Vorhof + gemeinsames Ostium)

DCM Dilatative Kardiomyopathie

DIRV | Doppelter Einlass rechter Ventrikel

DILV | Doppelter Einlass linker Ventrikel

DORYV | Doppelter Auslass rechter Ventrikel

HLH Hypoplastisches Linksherz

LPSVC |Links persistierende obere Hohlvene

MA Mitralklappenatresie

MGA | Malpositionsstellung der groen Gefile

PA Pulmonalklappenatresie

PAPVC |Inkomplette Lungenvenenfehlkonnektion
PFO Persistierendes Foramen ovale

PS Pulmonalklappenstenose

ReAoBo | Rechter Aortenbogen

SV Singuldrer Ventrikel

SVC Obere Hohlvene

TA Trikuspidalklappenatresie

TAPVC | Totale Lungenvenenfehlkonnektion

TGA Komplette Transposition der groBen Gefille

VAD Ventrikulo-arterielle Diskordanz

VSD Ventrikelseptumdefekt

Tabelle 6 Tabellenlegende Patientengruppe
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Pat | Sex | Kon | Fam Situs Poly |[EGA| ZD |CHD Beschreibung der assoziierten Fehlbildungen
SI SD
1 w + + + - - - - + TGA, VSD, PFO, Dextrokardie
2 m + + + - - - - + PAPVC, ASD, VSD
3 m T - T - - - + - Kartagener Syndrom
4 m T - T - - - + - Kartagener Syndrom
5 m - - - + - - - + TGA, VSD, PFO
6 m - - + - - - - + ASD, VSD
7 m - - + - - - + - Kartagener Syndrom
8 m - - + - - - + CAVSD, atrialer Rechtsisomerismus, Asplenie
9 w - - + - - - + - Kartagener Syndrom
10 w - - - + - - - + CCTGA
11 W - - + - - - - Kartagener Syndrom
12 w - - + - - - + CA, PA, Dextrocardie
13 m - - - + - - - + TGA, PA
14 m - - + - - - - + MA, SV, PA
15 W + - - + - - - - Rechtsisomerismus, Asplenie
16 m + - - + - - - - Rechtsisomerismus, Asplenie, Dextrocardie
17 w - + - + + + - - Polysplenie, extrahepatische Gallengangsatresie
18 w - - - + + + - + TAPVC, extrahepatische Gallengangsatresie, Polysplenie
19 m - - - + - - - + TGA, Dextrocardie
20 w - - - + - - - + TGA, Dextrocardie
21 m - - - + - - - Rechtsisomerismus, Asplenie
22 m - - - + - - - - Rechtsisomerismus, Asplenie
23 m - - - + - - - + VSD, Rechtsisomerismus, Asplenie
24 m - - - + + + - + VSD, DORV, MGA, extrahepatische Gallengangsatresie, PS, Polysplenie
25 W + - - + - - - + MA, SV, DORYV, atrialer Linksisomerismus
26 w - + - + - - - + CA, MA, VSD, HLH, bilaterale obere Hohlvene, TGA, Rechtsisomerismus, Asplenie
27 m + + - + - - - + CA, AVD, VAD, VSD, TGA, Rechtsisomerismus, Asplenie
28 w - - + - - - + - Kartagener Syndrom
29 w - - - + - - - + CA, Dextrocardie
30 w - - - + + + - + PA, V. azygos, Linksisomerismus, Polysplenie
31 m - - + - - - - + ASD, VSD, Dextrocardie
32 w - - - + - - + + CIV, HLH, TAPVC, Dextrocardie, Asplenie, Ziliendyskinesie
33 m - + - + + + - + CIV, DORYV, V. azygos, Polysplenie
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Pat | Sex | Kon | Fam Situs Poly |[EGA| ZD |CHD Beschreibung der assoziierten Fehlbildungen
SI SD
34 m - + - + - - - + CCTGA, TGA, PA, Dextrocardie
35 m + - + - - - - + DCM, chron. Sinusitis/Bronchitis, Ziliendyskinesie ?
36 m - - - + - - - + Dextrocardie, Rechtsisomerismus, Asplenie
37 w + + - + - - - + CA, AVD, VSD, TA, LPSVC, TGA, V. azygos
38 W - + - + - - - + VSD, LPSVC + SVC, DORV + MGA, Dextrocardie
39 w - + - + + + - + CIV, SV, V. azygos, Polysplenie, extrahepatische Gallengangsatresie
40 w - - + - - - - + DILV
41 W - + + - - - - + Dextrocardie, VSD
42 W - - + - - - - + CIV, PA, Dextrocardie
43 m + + - + + + - + CA, SV, TGA, PA, V. azygos, Linksisomerismus, Polysplenie
44 w + + - + - - - + MA, SV, TGA, PA, LPSVC, Rechtsisomerismus, Asplenie
45 m + i + - - - + - Kartagener Syndrom
46 w - - - + - - - + ASD, VSD, TGA, PA
47 m - - - + - - + + SV, TGA, PS, Dextrocardie, Ziliendyskinesie
48 m - + - - - + - Kartagener Syndrom
49 w - - + - - - - - chron. Sinusitis / Bronchitis, Ziliendyskinesie ?
50 w - - - - - - ReAoBo, ASD, CCTGA, VSD, MA, HLH, PS
51 m + n + - - - + - Kartagener Syndrom
52 W - + + - - - + - Kartagener Syndrom
53 m - - + - - - + - Kartagener Syndrom
54 w - + - + - - - + CA, DIRV, PS, ReAoBo, Dextrocardie
55 w + + - + - - - + ASD, CA, AVD, ventrikulo-arterielle Konkordanz, VSD, PS, V. azygos, Dextrocardie
56 m _ - - + - - - + CIV, TGA
57 m - - - + - - - + ASD, PS, TGA
58 m - - + - - - - - chron. Sinusitis / Bronchitis, Ziliendyskinesie ?
59 m - - + - - - _ + SV
60 W _ I + - - - - + Dextrocardie, SV
61 w - + - - - - + SV, PA, TGA
62 w + - + - - - - - chron. Sinusitis / Bronchitis, Ziliendyskinesie ?
63 m + - + - - - + - Kartagener Syndrom
64 w - - + - - - - - chron. Sinusitis / Bronchitis, Ziliendyskinesie ?
65 m + - - + - - - ASD, DORV, MGA, VSD, PS

Tabelle 7 Patientengruppe

50




3.5. Material und Methodik

3.5.1.Isolierung des genetischen Materials

3.5.1.1.Desoxyribonukleinsidure (DNA)

Blutproben der Patienten

Unter sterilen Bedingungen Entnahme von heparinisiertem Vollblut, 5Sml bei Kindern,
10ml bei Erwachsenen. Versand der Blutproben in R6hrchen mit Leibovitz L-15 Medi-
um der Firma GIBCO-BRL mittels Sonderkurieren innerhalb von 48 Stunden an das
Labor von Dr. Patrice Bouvagnet, Lyon, Frankreich. Die weitere Verarbeitung der
Blutproben erfolgte im Labor von Dr. P. Bouvagnet unter seiner Anleitung.

Isolierung der DNA

Abtrennen des Serum

Zentrifugieren des Vollbluts bei 2000 U/min fiir 5 Minuten, Serumiiberstand abpipettie-
ren und verwerfen.

Lysierung der roten Blutkorperchen

* Lysierung der roten Blutkdrperchen durch Zugabe von LRB (= Losung zur Lysie-
rung der roten Blutkdrperchen; Angaben beziehen sich auf die Herstellung von
1000 ml LRB)

* 10 ml 1 molaren Tris-Puffers (pH=7,6)

* 5ml I molarer MgCl, — Losung

* 3,3ml 3 molarer NaCl-Losung zusammengeben und mit H20 auf 1000 ml auffiil-
len

* Nach Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes 25 ml der LRB zur verblei-
benden festen Phase hinzufiigen und vermengen

* Nach 10 Minuten Inkubationszeit 10 Minuten bei 2000 U/min zentrifugieren hi-
molytischen Uberstand abpipettieren und das verbliebene Prizipitat mit 15 ml
LBR resuspendieren. Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 2000 U/min, erneut abpi-
pettieren des Uberstandes und Resuspension des Prizipitats in 1 ml LRB

51



Lysierung der weiflen Blutkorperchen
* Nach Lysierung und Entfernung der roten Blutkdrperchen folgte die Lysierung
der weillen Blutkorperchen und somit Freisetzung der Desoxyribonukleinsduren.

* Die Lysierung der weillen Blutkorperchen erfolgte durch Zugabe einer zweiten
Lysierungslosung (Losung zur Lysierung der weillen Blutkorperchen = LWB;
Angaben beziehen sich auf die Herstellung von 250 ml LWB)

* 2,5 ml 1 molaren Tris-Puffers (pH=7,6)

5 ml 0,5 molarer EDTA-L&sung,

4,2 ml 3 molarer NaCl-Losung

5 ml 10%iger SDS zusammengeben und mit H20 auf 250 ml auffiillen

Zu oben genanntem resuspendiertem Prézipitat 10ml LWB sowie 0,4 ml Proteina-
se K (10 mg/ml) hinzugeben.

Durchmischung fiir 12 Stunden mit elektronischer Wippe bei 37°C.

Ausféllung der Proteine

* Nach Durchmischung der oben genannten Suspension hinzufiigen von Phenol im
Verhéltnis 1:1 und mittels elektrischem Riihrstédbchen fiir 15 Minuten mischen.
Anschliessend Zentrifugation bei 3000 U/min fiir 5 Minuten.

Durch die Zentrifugation entstehen drei Phasen:
obere Phase enthilt DNA
mittlere Phase enthéilt extrahiertes Protein

untere Phase enthilt Phenol

Abpipettieren der oberen Phase und erneute Suspension der enthaltenen DNA in 5
ml Phenol und 1 ml Sevaq (1000 ml Sevaq = 960 Chloroform + 40 ml Isoamy-
lalkohol 100 %)

Mischen der Suspension mittels Riihrstdbchen fiir 15 Minuten, zentrifugieren mit
3000 U/min fiir 5 Minuten, anschlieBend abpipettieren der oberen DNA-haltigen
Phase

* Wiederholung der genannten Schritte bis nach dem Zentrifugieren keine mittlere
Phase mehr zu erkennen ist und die Proteine vollstindig eliminiert sind

* DNA-haltige Phase erneut abpippetieren, 10 ml Sevaq hinzufiigen, mittels Riihr-
stabchen flir 10 Minuten durchmischen, 5 Minuten mit 3000 U/min zentrifugie-
ren und die obere Phase abpipettieren (hierdurch werden restliche Phenol Be-
standteile aus der DNA-Phase entfernt)
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Prizipitation der DNA

* Nach Isolierung der DNA Zugabe von 500 pl 3 molarer NaCl-Lésung und 20 ml
100 % Ethanol. Durch vorsichtige Durchmischung kommt es zum sichtbaren
Ausfallen der DNA

* Ausgefallene DNA mittels Pipette vorsichtig ansaugen und in 3 ml 70 % Ethanol
geben. Vorsichtiges Durchmischen und Entfernen der DNA mittels Pipette aus
dem Ethanol und Uberfiihrung in ein leeres Eppendorf-Réhrchen. Das restliche
Ethanol verdunstet aus dem offenen Eppendorf-Rohrchen. Gefillte DNA nie-
mals vollig trocknen lassen, weil sie danach kaum wieder in wéssrigen Losun-
gen aufgenommen werden kann.

Resuspension der DNA

* Die isolierte und gereinigte DNA in 500 ul TE-Puffer 10x resuspendieren (Lage-
rung der DNA in Wasser fiihrt zur Hydrolysierung) und anschlieend fiir 48
Stunden mittels elektrischem Rotor vorsichtig vollstindig in Losung bringen;
Angaben beziehen sich auf die Herstellung eines TE-Puffers 10x)

* 100 ml 1 molarem Tris-Puffers

* 20 ml 0,5 molarer EDTA-LG&sung.

* Nach Vermischung der beiden Fliissigkeiten, das Gemisch mit Hilfe von HCI und
eines pH-Meters auf einen pH-Wert von 8,0 einstellen.
Quantifikation der DNA

Die DNA-Konzentration wird mittels Photometer bei zwei unterschiedlichen Wel-
lenldngen (260 nm, 280 nm) bestimmt.

Hinzugeben von 5 ul DNA-Ldsung in 1 ml H20 (Verdiinnung 1:200), messen der
optischen Dichte mit 260 nm und 280 nm. Durch die Berechnung des Quotien-
ten zwischen der Dichte bei 260 nm und 280 nm kann eine Verunreinigung der
DNA-L6sung ausgeschlossen werden (Quotient kleiner 1,8 = Verunreinigung
durch Proteine).

Eine Einheit der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht
einer Konzentration der DNA in der untersuchten Losung von 50 pg/ml.
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Rechenbeispiel:
Wellenlédnge: 260 nm 280 nm
Messwert: 0,118 0,063

Der Quotient aus beiden Messung betrigt 1,87, eine Verunreinigung durch Proteine ist
ausgeschlossen die Bestimmung der DNA-Konzentration kann durchgefiihrt werden.

1 Einheit =50 pg/ml

0,118 Einheiten = 5,9ug/ml (bei einer Verdiinnung von 1:200)
Konzentration der DNA-L6sung = 5,9ug/ml * 200 = 1180 ug/ml
DNA-Konzentration: 1,18 mg/ml

Die Stammldsung der DNA, aus der die Probe fiir die Messung entnommen wurde, wird
bei einer Temperatur von — 20°C gelagert.
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3.5.1.2.Ribonukleinsiure (RNA)

Lymphozytenkulturen

Neben der Gewinnung von DNA wurden bei ausreichender Menge an verfiigbarem
Vollblut zusitzlich Lymphozytenkulturen fiir die Gewinnung von RNA geziichtet.

Isolierung der Lymphozyten

In steriler Umgebung werden mittels Pipette 5 ml Vollblut mit 5 ml 1 molarer
NaCl-Losung gemischt und das Gemisch vorsichtig auf eine Phase von 4 ml
MSL (= Ficoll hypag) gegeben. Anschlieend Zentrifugation mit 1700 U/min
fiir 30 Minuten.

Durch das Zentrifugieren entstehen 4 Phasen:
oberste Phase: Serum

obere-mittlere Phase: Lymphozyten
untere-mittlere Phase: MSL

unterste Phase: Erythrozyten

Lymphozytenschicht vorsichtig abpipettieren ohne Fliissigkeit aus einer anderen
Schicht in die Pipette mit aufzunehmen. Zu den Lymphozyten 15 ml L-15 Me-
dium hinzufiigen, das Gemisch fiir 10 Minuten bei 1500 U/min zentrifugieren,
den Uberstand verwerfen, erneut 5 ml L-15 Medium hinzugefiigen und fiir 10
Minuten, diesmal mit 1000 U/min zentrifugieren. Den Uberstand vorsichtig ab-
pipettieren und mittels 5 ml RPMI-X resuspendieren.

Zur Herstellung von RPMI-X benétigt man folgende Substanzen:
40 ml RPMI 1640

10 ml SVF (Kélberserum)

0,5 ml 2millimolares L-Glutamin

0,5 ml von 10.000 U/ml Penicillin und

0,5 ml von 10 mg/ml Streptomycin

Alle Substanzen zusammengeben und mischen. Als Ndahrmedium fiir die Lym-
phozyten dient das zugegebene Kélberserum SVF. AnschlieBend 0,5 ml einer
Epstein-Barr-Virus-Suspension B 95,8 hinzufiigen (B 95,8 ist die Bezeichnung
einer Nierenzellinie von Pinselédffchen, aus der die Epstein-Barr-Viren isoliert
werden).

Abschlieend 1,6 ml der hergestellten Losung mit einer Pipette entnehmen und
jeweils 0,2 ml in 8 Locher einer 96-Locher-Platte eingefiigen.
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Impfen mit Epstein — Barr - Virus

* Das Impfen der Lymphozytenkulturen mit Epstein-Barr-Viren fiihrt zur Aktivie-
rung eines Onkogen innerhalb der Lymphozyten-DNA, wodurch eine beschleu-
nigte Vermehrung der Lymphozyten resultiert und das Absterben der Zelle ver-
hindert wird.

* Nachtrag: nach Abschlufl der experimentellen Arbeit wurde das Beimpfen von
Lympozytenkulturen mit Epstein-Barr Viren nicht mehr im Labor von Dr. P.
Bouvagnet angewendet, nachdem es zu nicht reproduzierbaren Polymorphismen
in der isolierten mit EBV vorbehandelten RNA gekommen war.

Zellkulturen

* Die befiillte 96-Loch-Kulturplatte sowie der Rest der Losung werden bei 37° C in
einem Inkubatorschrank mit 5% CO2 angereichter Luft fiir sieben Tage inku-
biert. Das Wachstum der Kultur wird regelmafBig kontrolliert. Eine Farbung (ro-
sa) des Kulturmediums, erzeugt duch den enthaltenen Phenolphtalein Indikator,
zeigt den geforderten alkalischen pH-Wert der Kultur an. Eine erneute Entfar-
bung des Kulturmediums bestitigt die Bildung saurer Stoffwechselprodukte der
Zellen, eine Ubersiuerung wird durch die CO2 angereicherte Luft und einer da-
durch moglichen Pufferung durch Bikarbonat-Bildung verhindert.

* Bei ungestorter Vermehrung der Lymphozyten kann innerhalb von einigen Tagen
mikroskopisch eine Clusterbildung (Fibrin und T-Lymphozyten Cluster) nach-
gewiesen werden.

e Eine Anzahl von 4000 bis 8000 Lymphozyten pro mm’ stellen optimale Wach-
stumsbedingungen dar, bei stirkerem Wachstum ist es erforderlich, die Lym-
phozyten in grossere Loch-Platten zu transferieren. Nach Abschluss der Prolife-
rationsphase der Lymphozyten konnen diese tiefgefroren gelagert oder unver-
ziiglich fiir die RNA-Extraktion verwendet werden.
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Patientenkollektiv

Blutentnahme

0

,

DNA-Extraktion

Lymphozytenkultur

!

'

PCR RNA-Extraktion
Gelelektrophorese RT-PCR
SSCP Sequenzierung
Sequenzierung
Restriktionsenzym
PCR: Polymerasekettenreaktion
RT-PCR: Reverse Transkriptase PCR
SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism

Abbildung 24 Experimenteller Studienablauf

57

jnejqeualpn}g Jaj|@juawiadxy



Mutationsscreening

3.5.1.3.DNA-Mutationsscreening

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht es in vitro von bestimmten Nukleotidse-
quenzen enzymatisch millionenfache Kopien herzustellen. Durch diesen als Amplifika-
tion bezeichneten Vorgang ist es moglich, auch sehr geringe Mengen von DNA einer
Analyse zugénglich zu machen.

Zur Durchfiihrung einer PCR bendtigt man neben der DNA des zu untersuchenden Pro-
banden und den beiden Oligonucleotid-Primern die den zu untersuchenden Bereich von
beiden Seiten flankieren, ein Gemisch aller Desoxynucleotidtriphosphate, das Enzym
Tag-Polymerase sowie den von dem jeweiligen Hersteller mitgelieferten 10 X Puffer.
AuBerdem kann es erforderlich sein, Magnesiumchlorid zuzugeben. Zur Durchfiihrung
wird ein Thermocycler verwendet. Die Analyse der Produkte erfordert geeignete Gele-
lektrophorese-Systeme (die genaue Zusammensetzung der einzelnen fiir die Durchfiih-
rung einer PCR notwendigen Substanzen muss fiir jedes Labor getestet und dann in ei-
nem entsprechenden Protokoll festgehalten werden).

Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion

Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden
DNA-Doppelstranges, indem bei etwa 90-94°C die zu amplifizierende DNA aufge-
schmolzen wird. Es entstehen einzelstrangige DNA-Matrizenmolekiile. Danach erfolgt
die Primer-Hybridisierung an die einzelstringige DNA, hierbei binden sich die zuvor
synthetisch hergestellten Oligonucleotide (Primer) bei Temperaturen von etwa 50°C an
die komplementédren Sequenzen der Matrizen-DNA. Auf diesem Weg wird die Ampli-
fikation des dazwischen gelegenen Sequenzabschnittes eingeleitet, die normalerweise
bei 72°C durch das Enzym Taq-Polymerse erfolgt. Durchgefiihrt werden diese Zyklen
in Thermocyclern, wobei die jeweilige Temperatur und Zeit pro Reaktionsschritt sowie
die Zyklenzahl individuell programmierbar sind (eine detailiertere Beschreibung findet
sich in der entsprechenden Fachliteratur).
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Gelelektrophorese
Die Durchfiihrung der Gelelektrophorese erfolgte mittels Agarosegel.

Herstellung eines Agarose-Gels

* Agarose (Menge richtet sich nach der gewiinschten Dichte des Gels, wobei ho-
herprozentige Gele kleine Amplifikationsprodukte und niedrigprozentige Gele
groBBe Amplifikationsprodukte besser aufzutrennen vermogen)

TAE-Puffer 1x
Zusammenfiigen beider Substanzen

Erhitzen des Gemisches

Zumischung von Ethylenbromid zum abkiihlenden Gemisch

Einfiihren des fliissigen Gemisches in Gelektrophoresegefil3
Abkiihlen und Erstarren der Fliissigkeit

Rechenbeispiel: Es ist erforderlich 50 ml eines 1,2 %igen Agarosegels anzufertigen:
50 ml * 0,012 = 0,6 g Agarosegel + 50 ml TAE 1x

Mischen der PCR-Proben mit Fiarbelosung (Bromophenol)
Auffiillen der Gelkammer mit TAE 1X Puffer
Hinzufiigen von Bromophenol in TAE 1X Puffer

Eingabe des PCR-Firbelosung-Proben-Gemisches in die Gelelektrophoreseta-
schen

Anlegen einer elektrischen Spannung an die Gelelektrophoresekammer (DNA
wandert von Minus nach Plus)

Kontrolle der Amplifikationsprodukte mittels UV-Licht

Abbildung 25 Agarose Gelelektrophorese
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Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

Diese Technik ermoglicht die Untersuchung der DNA auf kleinere Mutationen bis zur
Punktmutation. Bei dieser Methode wird die DNA thermisch denaturiert, wodurch es zu
einer von der Nukleotidsequenz abhingigen rdumlichen Anordnung (Konformation) des
Einzelstranges kommt. In einer anschlieBenden Auftrennung der Einzelstridnge in einem
Polyacrylamidgel richtet sich die Laufgeschwindigkeit nach der rdumlichen Konforma-
tion und somit nach der Nukleotidsequenz des Einzelstranges. Um die Sensitivitdt die-
ser Methode noch zu erhéhen, fiihrt man die Auftrennung im Polyacrylamidgel bei un-
terschiedlichen Temperaturen durch, da auch die Temperatur einen Einflul auf die
rdumliche Anordnung des DNA-Einzelstranges hat.

Durchfiihrung einer SSCP
* Amplifikation der DNA mittels PCR

Abbildung 26 SSCP Polyacrylamid Gel

Kontrolle des Amplifikationsproduktes mit Gelelektrophorese

Fiillen der Gelektrophoresetaschen mit ,,loading-buffer (siche unten)

Thermische Denaturierung der amplifizierten DNA (Denaturierung bei 95% fiir 5
Minuten, anschliessend Lagerung auf Eis fiir 15 Minuten)

Hinzufiigen der Amplifikationsprodukte in die Gelelektrophoresetaschen

Als ,,loading-buffer stehen zwei Substanzen zur Verfligung:
Blau-SSCP
Formamid 1 X
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Herstellung eines Polyacrylamidgels fiir die Verwendung im Mighty Small Gel Caster
von der Firma Amersham Pharmacia Biotech

H20 8 ml
Acrylamid 40% 3,15 ml
TBE Puffer 10X 1,25 ml

(Vorsicht: Acrylamid ist neurotoxisch, deshalb bei der Verwendung unbedingt
Hautkontakt sowie Inhalation vermeiden!)

Das Polymerisationsgemisch durch einen Milliporefilter geben, um vorhandene
Blasen zu entfernen und anschlieBend folgende Substanzen hinzufligen,um die
Polymerisation einzuleiten:

APS 10% 87,5 ul (Initiator der Polymerisation)
Temed 10 ul (Katalysator der Reaktion)

Polymerisationsgemisch ziigig in die Gelkammer einbringen, Bléschenbildung
vermeiden. Nach dem Abschlul der Polymerisation, Gele in die SSCP-
Kammern transferieren und die denaturierte DNA in die Probenkammern einfiil-
len. Anlegen der Spannung um die Migration zu beginnen.

Nach Ablauf der Migrationszeit, Gele aus den SSCP-Kammern entfernen.

Silberfarbung

Zur Fixation der DNA-Banden Einlegen der Gele in 10 %ige Essigsdure fiir 20
Minuten

Anfirbung der DNA-Banden mittels ,,silver-staining-kit* von der Firma Promega.
Fiir die Herstellung der Féarbefliissigkeit werden folgende Stoffe benétigt:

Silbernitrat 0,5¢g
Formaldehyd 37 % 0,75 ml
H20 destilliert 500 ml

(Achtung: Lichteinfall fiihrt zur Schwirzung der Losung, Aufbewahrung in licht-
geschiitztem Behiltnis)

Herstellung der Entwicklerfliissigkeit:

Sodiumkarbonat 3g
H20 dest. 100 ml
Formaldehyd 37 % 0,15 ml
Sodiumthiosulfat 20 pl

Nach Abschlu3 der DNA-Fixation in Essigsédure 10 %, Gele dreimal fiir jeweils 2
Minuten mit destilliertem H20 waschen und anschlieBend fiir 30 Minuten in die
Farbelosung einbringen. AnschlieBend erneut zweimal fiir jeweils 10-15 Sekun-
den waschen und Gele in eisgekiihlte Entwicklerfliissigkeit einbringen. Sobald
die DNA-Banden deutlich sichtbar sind, Reaktion mittels Essigsdure 10 % stop-
pen. Abschliessend dreimal fiir je 2 Minuten mit destilliertem H20O. waschen.
Die sehr empfindlichen Gele werden mit Celuphanfolie versiegelt und getrock-
net, um die Haltbarkeit zu verldngern.
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DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ermoglicht die Darstellung der Nukleotidsequenz eines DNA-
Abschnittes. Diese ermdglicht die Untersuchung der Erbinformation auf einzelne Nu-
kleotidveridnderungen, die bei anderen Mutationsscreeningverfahren nicht erkannt wer-
den konnen.
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Abbildung 27 Beispiel einer DNA-Sequenzierung

Die Vorbereitung der DNA-Sequenzierung erfolgt heutzutage mittels kommerzieller
Sequenzierungs-Kits.

Durchfiihrung einer DNA-Sequenzierung

* Durchfiihrung einer PCR

* 40pl des PCR-Produktes mit 200ul PB-Puffers in einem Quiagen-Rohrchen zu-
sammenfiigen (das Rohrchen sowie die benétigten Puffer werden mit dem Se-
quenzierungs-Kit, in diesem Fall von der Firma Quiagen, mitgeliefert)

* Rohrchen in ein geeignetes Eppendorfgefdl} stellen und fiir 1 Minute bei 14000
U/min zentrifugieren

* Die abzentrifugierte Fliissigkeit verwerfen und 750ul des PE-Puffers in das Quia-
gen-Rohrchen geben
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* Erneut fiir | Minute bei 14000 U/min zentrifugieren und die abzentrifugierte Fliis-
sigkeit verwerfen (da 750ul die maximale Aufnahmekapazitit des Quiagen-
Rohrchens darstellen wird in diesem Schritt erneut fiir 1 Minute bei 14000
U/min zentrifugiert, um sicherstellen zu kdnnen, dass der gesamte Puffer aus
dem Quiagen-Rohrchen entfernt wurde). Mit Hilfe dieser Schritte wird die DNA
im Filter des Quiagen-Rohrchens gebunden, wihrend stérende Nebenprodukte
wie einzelne Nukleotide oder Proteine ausgewaschen werden

* Quiagen-Rohrchen in eine neue grole Eppendorf-Kiivette stellen

* 30ul destilliertes Wasser in die Mitte des Quiagen-Réhrchens applizieren und fiir
1 Minute bei 14000 U/min zentrifugieren (durch diesen Schritt wird die am Fil-
ter gebundene DNA gelost und gelangt mit dem destilliertem Wasser in das Auf-
fangrohrchen)

* Quiagen-Rohrchen verwerfen und die in der Eppendorfkiivette enthaltene gerei-
nigte DNA lagern

Vor Durchfiihrung der Sequenzierungsreaktion wird die Konzentration der DNA-
Losung bestimmt. Zur Eichung wird eine Nulllosung hergestellt.

Herstellung der Nulllosung

* 100 ml Nulllésung = 90 ml destilliertes Wassers + 10 ml 10x TNE-Puffers + 10 ul
Stammldsung (in unserem Fall H 33258 von Hoefer; Stammldsung enthélt nach
Angaben des Herstellers 0,2 molares NaCl, 10 millimolares Tris-Cl,
Imillimolares EDTA, bei einem pH-Wert von 7,4. Die Nullldsung ist nicht sehr
stabil und sollte deshalb nur in kleinen Mengen angefertigt und anschlieend im
Kiihlschrank max. 24 — 48 Stunden gelagert werden).

Eichung und Bestimmung der DNA-Konzentration
* 2 ml Nullldssung in eine MeBkiivette geben und Nullpunkt des Messgerites
bestimmen

* hinzugeben von 2 ul Standardldsung (100 ng/ul) in die 2 ml Nullldsung und Ei-
chung des Messgerites auf 100 ng/ul

* Erneute Nullpunktbestimmung mittels Nulllosung

* hinzugeben von 2 ul DNA-Probe in die Nulllésung und Bestimmung der Konzen-
tration

Fiir die Sequenzierungsreaktion wird die Konzentration der DNA durch eine Sequenzie-
rungs-PCR nochmals erhoht.
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Durchfiihrung einer Sequenzierung-PCR

* in einem PCR-Ro6hrchen mischen: 1 pl des 3,2 pikomolaren Primers + 4 pl des
mitgelieferten ,,Premix“ + Probe der DNA in einer Gesamtmenge von 100 ng,
Auffiillen auf eine Gesamtmenge von 20 pl pro Réhrchen mit destilliertem Was-
ser (bei der Durchfithrung der Sequenzierungs-PCR fiigt man im Gegensatz zu
einer normalen PCR nur jeweils einen Primer, also den ,,forward oder ,,reward*
Primer, pro Rohrchen hinzu. Fiir jede DNA-Probe entstehen so zwei Rohrchen
mit je einem Primer)

* Durchfiihrung der PCR mit folgendem Programm: 25 Zyklen mit jeweils 1 Minu-
te bei 96°C, 1 Minute bei 50°C und 4,5 Minuten bei 60°C.

* Nach Abschluf3 der Sequenzierungs-PCR hinzufiigen von 50 pl 95 %igen Etha-
nols sowie 2 pl 3 molaren Sodium-Azetats in jedes PCR-Rohrchen

* Inkubation fiir 10 Minuten in Eis

* Nach Abschluf} der Inkubation, 20 Minuten bei 14000 U/min zentrifugieren

* Uberstand abpipettieren

* 250 pul 70 %iges Ethanol hinzufiigen und erneut fiir 5 Minuten bei 14000 U/min
zentrifugieren

¢ Uberstand abpipettieren und fiir 30 Minuten mit gedffnetem Gefil zum Trocknen
stellen

* Die anschlieBende Sequenzierungreaktion erfolgt mittels vollautomatischer Se-
quenzierungsmaschinen.
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3.5.1.4.RNA-Mutationsscreening

Die instabile Ribonukleinsdure (RNA) mufl vor der Mutationssuche in eine stabile
komplementidre DNA (cDNA) umgeschrieben werden.

Das Umschreiben in cDNA erfolgt mittels RT-PCR (= ,,reverse-transkriptase*“-PCR).

Durchfiihrung einer RT-PCR

RNA bei -80°C in Alkohol-Prazipitation gelagert

52 ul dieser Prizipitation in ein eisgekiihltes Eppendorf-Gefall geben

15 Minuten bei 14000 U/min zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abpipettieren

Zur RNA im Eppendorf-Gefal 200 pl eisgekiihltes Ethanol 75 % zufiigen
5 Minuten bei 14000 U/min zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abpipettieren

2 Minuten bei 14000 U/min zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abpipettieren.

Zur RNA im Eppendorf Gefa3 12 pl destilliertes Wasser hinzufiigen und durch
vorsichtiges auf- und abpipettieren (Cave: Kontamination der Pipette !!!) mi-
schen

Hinzufiigen von 1 pl eines 2 pikomolaren Primers

Inkubation im Wasserbad fiir 10 Minuten bei 70° C (die Inkubation ermdglicht
eine optimale Anheftung des Primers an die RNA)

Eppendorf-Gefdl} fiir | Minute in Eis geben und dann folgende Substanzen hinzu-
geben:

4 ul 5x First Strand Puffer
2 ul 0,1 molare DTT
1 pl 10 millimolare ANTP

Inhalt des Gefilles durchmischen und erneut fiir 2 Minuten bei 42°C im Wasser-
bad erhitzen

Aus dem Wasserbad entfernen und unverziiglich 1 ul SuperScript 11 hinzufiigen
und durch vorsichtiges auf- und abpipettieren vermischen

Erneutes erhitzen fir 50 Minuten bei 42° C im Wasserbad

Abschlielendes erhitzen fiir 15 Minuten bei 70° C im Wasserbad, um die Reakti-
on zu beenden

Die stabile cDNA kann fiir weitere Untersuchungen verwendet werden
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3.5.2. Weitere Methoden

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche DNA innerhalb einer spezifischen von
der jeweiligen Restriktionsendonuklease abhdngigen Nukleotidsequenz schneiden kon-
nen.

Das Restriktionsenzym EcoRI (ein Enzym aus dem Bakterium E. coli) schneidet zum
Beispiel immer innerhalb der Nukleotidsequenz: GATTC (siche Abbildung)

AACCGAATTCATCCG

I A C G
HIIEREEERINEENE

Zugabe des Restriktionsenzyms EcoRlI

I
TAACC qAATTC ATCCG
LT IS

ATTGGCTT AAIG TAGGC

Spaltung der DNA an spezifischer Stelle

TAACCG AATTCATCCG

HEREN HEREN
ATTGGCTTAA GTAGGC

Abbildung 28 DNA-Spaltung durch Restriktionsenzym; 1. die darge-
stellte DNA-Sequenz enthilt die fiir EcoRI spezifische Schnittstellen-
sequenz der Nukleotide GAATTC, 2. Spaltung der DNA durch das Re-
striktionsenzym EcoRI an spezifischer Stelle, 3. gespaltene DNA

Entsprechend der Héufigkeit der vorhandenen Schnittstellensequenz eines spezifischen
Restriktionsenzyms wird ein 500 Basenpaare-langes DNA-Fragment in mehrere kleine-
re Fragmente zerschnitten.

Restriktionsendonukleasen konnen daher zur Bestétigung gefundener Punktmutationen
verwendet werden. Durch eine Punktmutation kann die Schnittstelle einer spezifischen
Restriktionsendonuklease erzeugt oder aufgehoben und die aufgetretene oder ausblei-
bende Schnittstelle somit als Marker fiir die Unterscheidung der unverénderten oder der
mutierten DNA dienen.
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A

TAATTC GAATTC

ATTAAG CTTAAG

Abbildung 30 A Normale Nukleotidsequenz ohne Schnittstelle fiir EcoRl B Durch
Punktmutation (Basenaustausch T—G) neu entstandene Schnittstelle fiir EcoRI

Durchfiihrung einer DNA-Digestion mittels Restriktionsendonuklease

Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion

Zugabe von 1 — 2 pl der spezifizischen Restriktionsendonuklease und deren spezi-
fischen Puffer in das PCR-Produkt

Durch vorsichtiges auf- und abpipettieren mischen

Inkubation fiir 5 Stunden im Wasserbad (Temperatur ist abhdngig von dem ver-
wendeten Restriktionsenzym)

Nach Abschluf3 der Inkubationszeit Kontrolle der Restriktion mittels Gelelek-
trophorese

Es kann bei der Verwendung von Restriktionsenzymen zu Problemen kommen, wenn
der in der PCR verwendete Puffer nicht fiir das gewihlte Restriktionsenzym geeignet
ist. In diesem Fall muss der eigentlichen PCR-Digestion eine Ethanol-Prazipitation vo-
rausgehen.

Zugabe von 2,5 pl Ethanol pro 1 ul PCR-Produkt in jedes PCR-R6hrchen
Substanzen durch vorsichtiges auf- und abpipettieren mischen
2 Stunden bei —20°C inkubieren

Zentrifugieren fiir 20 Minuten bei 14000 U/min

Uberstand abpipettieren

Zugabe von 250 pl 75 %igen Ethanol

Substanzen durch vorsichtiges auf- und abpipettieren mischen
Zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 14000 U/min

Uberstand vorsichtig abpipettieren

Bodensatz bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten trocknen lassen
DNA in 10 pl destillierten Wassers resuspendieren

2 pl des geeigneten (meist mitgelieferten) Puffers hinzufiigen und das Reaktions-
gemisch auf ein Gesamtvolumen von 20 pl auffiillen

AnschlieBend Durchfiihren der Restriktion
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Ergebnisse der Mutationsanalyse

4. Ergebnisse der Mutationsanalyse

Die Mutationsanalyse des INV-Gens des Menschen bei 65 Patienten mit Lateralisa-
tionsdefekten mit oder ohne angeborene Herz- und GefiaBfehlbildung ergab folgende
Resultate :

4.6. Polymorphismen

4.6.1. Basenaustausch an Position 2402

Innerhalb der kodierenden Sequenz des INV-Gens wurden zwei Polymorphismen in-
nerhalb des Exons 14 gefunden.

Der erste Polymorphismus zeigte einen Basenaustausch an Position 2402 (Guanin —
Adenin), was zu einer Anderung der kodierten Aminosiure von Glycin zu Glutamin an
Position 801 fiihrte. Der Basenaustausch befand sich in einem speziesiibergreifend,
nicht hoch konservierten Bereich und konnte wiederholt in der Kontroll-DNA von ge-
sunden Probanden nachgewiesen werden. Die Verdnderung der Nukleotidsequenz wur-
de daraus resultierend als Polymorphismus gewertet.

4.6.2. Basenaustausch an Position 2412

Ein zweiter Basenaustausch an Position 2412 (Cytosin — Thymin) fiihrte nicht zu einer
Anderung der kodierten Aminoséure und konnte wiederholt in der Kontroll-DNA von
gesunden Probanden nachgewiesen werden. Die Verdnderung der Nukleotidsequenz
wurde daraus resultierend als Polymorphismus gewertet.
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4.7. Mutationen

4.7.1. Splice-Junction Mutation

Die Mutationsanalyse des INV-Gens bei 65 Patienten mit Lateralisationsdefekt mit oder
ohne angeborene Herz- und Gefafifehlbildung wies eine Mutation innerhalb der Intron-
Sequenz zwischen Exon 13 und Exon 14 nach.

Erstmals auffillig wurde die Mutation wéihrend der SSCP-Untersuchungen, in der sich
eine Verdnderung der Laufstrecke des mutationstragenden DNA-Abschnittes
(=Amplifikationsprodukt) zeigte.

In der sich anschlieBenden Sequenzierung des auffilligen Amplifikationsproduktes
konnte ein Basenaustausch innerhalb der Intronsequenz nachgewiesen werden. Es han-
delte sich um den Austausch von Thymin — Cytosin. Unabhdngig von der Lokalisation
innerhalb der nicht kodierenden Intron-Sequenz befand sich der Basenaustausch im
Bereich der sogenannten ,,splice-junction®. Nach Transkription eines DNA-Stranges in
eine vorldufige mRNA erfolgt vor Verlassen des Zellkerns die Entfernung der nicht
kodierenden Sequenzen (= Intron) und das anschlieBende Zusammenfiigen der benach-
barten kodierenden Sequenzen (= Exon), dieser Vorgang wird als Splicing bezeichnet.
Um eine Verschiebung des Leserasters zu vermeiden, muf3 das Herausschneiden des
Introns prézise erfolgen. Ein Intron beginnt deshalb stets mit GT (Donorstelle) und en-
det mit AG (Akzeptorstelle). Diese Sequenzen sind bei allen hdheren Organismen iden-
tisch und werden als Konsensus-Sequenz (=“splice-juntion‘) bezeichnet.

Die gefundene Mutation lag innerhalb der GT-Donorstelle.
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Ergebnisse der Mutationsanalyse

A EXON 1 EXON 2 EXON 3
NN coomEm- |
INTRON 1 INTRON 2

EXON 1 EXON 2 EXON 3

Abbildung 31 Splicing; A DNA mit kodierenden (= Exon) und nicht kodierenden (=
Intron) Sequenzen, normale Lage der Konsensussequenzen (Donor- und Akzeptor-
stellen); B nach Umschreiben der DNA in ein primédres RNA-Transkript erfolgt vor
Verlassen des Zellkerns das Splicing mit Herausschneiden der nicht kodierenden
Sequenzen (= Intron) und zusammenfiigen der kodierenden Sequenzen (= Exon) an
den Konsensus-Sequenzen (GT - AG)

Um die vermuteten Stérungen des Splicings durch die Mutation innerhalb der Konsen-
sus-Sequenz darzustellen, waren weitere Untersuchungen auf RNA-Ebene indiziert.

Fiir die Untersuchung auf RNA-Ebene war das Anlegen von Lymphozytenkulturen
notwendig, aus denen die RNA isoliert werden konnte (siche Material und Methodik).
Die fiir Mutationsanalysen zu instabile RNA wurde mittels ,,reverse-transkriptase*“~-PCR
(= RT-PCR) in die stabilere komplementére DNA (= cDNA) umgeschrieben.

Durch die fehlenden Intron-Sequenzen hat das humane INV-Gen in cDNA-Form eine
GroBe von ca. 3500 bp.

Fiir die weitere Untersuchung wurden 14 verschiedene Primerpaare entworfen, die eine
Amplifikation der cDNA des humanen INV-Gens in 14 ca. 200 — 400 bp grof3e Frag-
mente ermdglichten.

Ergebnis:

Nachgewiesen werden konnte eine Mutation innerhalb der Konsensus-Sequenz bei ei-
nem Kind einer in Deutschland lebenden Familie tiirkischer Herkunft.
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Beschreibung der mutationstragenden Familie:

_O
I. FO®

i1 2 13 1.4 I.5

1.1 1.2

Abbildung 32 Stammbaum der mutationstragenden Familie (Legende:
Quadrat = ménnlich, Kreis = weiblich, Doppelstrich = konsanguinitét,
Querstrich = Patient verstorben, schwarze Fiillung = Trdger der Mutation)

Bei den Eltern handelte es sich um gesunde, konsanguine Partner, deren Miitter Schwe-
stern waren. Die Eltern hatten 5 Kinder, davon 3 Tochter und 2 S6hne.

Die erste Tochter (II.1) verstarb im Neugeborenenalter aus unklarer Ursache, die Mog-
lichkeit einer Bildgebung zum Ausschluf} eines Lateralisationsdefektes oder eines kom-
plexen angeborenen Herzfehlers bestand zum Zeitpunkt des Todes nicht. Eine Gewin-
nung von Blutproben fiir weitere DNA- / RNA-Analysen wurde nicht durchgefiihrt.

Die zweite Tochter (II.2) wurde gesund geboren und zeigte keine phénotypischen Hin-
weise auf einen Lateralisationsdefekt oder eine angeborene Herz- und GefaBfehlbil-
dung.

Die dritte Tochter (I1.3) hatte einen Lateralisationsdefekt (Situs inversus) sowie angebo-
rene Herz- und GefaBfehlbildungen (Komplette Transposition der groBen Arterien,
Ventrikelseptumdefekt, persistierendes Foramen ovale, Dextrokardie).

Das vierte Kind, ein Sohn (I1.4), war gesund und zeigte keine phianotypischen Hinweise
auf einen Lateralisationsdefekt oder eine angeborene Herz- oder Gefaf3fehlbildung.

Das fiinfte Kind, ein weiterer Sohn (IL.5), hatte einen Lateralisationsdefekt (Situs inver-
sus) und eine angeborene Herz- und GefaBfehlbildung (Vorhof- und Ventrikelseptum-
defekt, partielle Lungenvenenfehlmiindung).

Die weitere Untersuchung der RNA war nur bei 3 der Familienmitgliedern moglich
(IL.2, 11.4, 11.5), von den restlichen Familienmitgliedern stand keine RNA zur Untersu-
chung zur Verfligung.
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Ergebnisse der Mutationsanalyse

4.7.2. Splice Mutante

Nach RNA Isolierung und Umwandlung in cDNA erfolgte die Amplifikation mittels der
genannten 14 Primerpaare.

Eine Analyse der Nukleotidsequenz des Amplifikationsproduktes im Bereich der Bin-
dungssequenz des Primers ist nicht mdglich, weshalb die Primer fiir Exon 13 tiberlap-
pend mit Exon 12 und Exon 14 gewédhlt wurden. Das Amplifikationsprodukt des ge-
wihlten Primers umfasst 572 bp. In der sich anschlieBenden Gelelektrophorese zeigten
sich zusitzlich zu der erwarteten Bande von 572 bp zwei weitere Banden mit geringerer
Grofe.

Um die Nukleotidsequenz dieser Banden zu untersuchen, wurden sie mit Hilfe einer
Gelpurifikation aufgetrennt, aus dem Gel herausgeschnitten und nach anschlieender
erneuter Amplifikation sequenziert.

Ergebnis:
* bei der groBten Bande handelte es sich um das erwartete 572 bp gro3e Amplifika-
tionsprodukt

* bei der mittleren Bande handelte es sich um ein 288 bp groBes Fragment des er-
warteten Amplifikationsproduktes

* bei der kleinsten Bande handelte es sich um ein 239 bp groBes Fragment des er-
warteten Amplifikationsproduktes

Beide zusétzlichen kiirzeren Banden waren Fragmente, die der Nukleotidabfolge des
erwarteten Amplifikationsproduktes entsprachen, jedoch je nach GroBle des Fragmentes
eine entsprechend groen Verlust von Nukleotiden (= Deletion) aufwiesen.

Die Mutation innerhalb der Donorstelle des Introns zwischen Exon 13 und Exon 14 des
INV-Gens fithrte zum Verlust der Funktion der Konsensus-Sequenz (= ,,splice-
junction®) beim ,,Splicing*.

Die Authebung der Donorstelle resultierte in zwei alternative ,,Splicing® Formen:

* Verbindung der Donorstelle von Exon 12 und der Akzeptorstelle von Exon 14
filhrte zum Verlust von Exon 13 und den beidseits angrenzenden Intron-
Sequenzen und zur Bildung des 288bp Fragments

* Verbindung der Donorstelle von Exon 12 und einer artifiziellen Akzeptorstelle
innerhalb des Exons 14 (AG-Sequenz) fiihrte zum Verlust von Exon 13 und ei-
nem Teil von Exon 14 und zur Bildung des 239bp Fragments
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A EXON 12 EXON 13 ‘ EXON 14

INTRON INTRON

EXON 12 EXON 14

B EXON 12 EXON 13 ‘ EXON 14

GT N T GC Nyct ¢ B

INTRON INTRON

EXON 12 EXON 14

Abbildung 33 Alternative Splicingformen durch Punktmutation (roter Pfeil); A Alterna-
tive 1: durch die Punktmutation (Basenaustausch T — C) kommt es zum Verlust der
Konsensus-Sequenz (= Donorstelle) zwischen Exon 13 und Exon 14, beim folgenden
Splicing wird zusétzlich zu den flankierenden Intron-Sequenzen Exon 13 vollstédndig
entfernt und Exon 12 mit Exon 14 verbunden; B Alternative 2: beim folgenden Spli-
cing wird zusétzlich zu den flankierenden Intron-Sequenzen Exon 13 und ein Teil von
Exon 14 vollstidndig entfernt und Exon 12 mit einer artifiziellen Donorstelle (griin)
innerhalb Exon 14 verbunden

Das Auftreten der Bande mit normaler Grofle von 572 bp, konnte durch die Sequenzie-
rung auf DNA-Ebene erkldrt werden. Die Sequenzierung erfolgte bei allen Familien-
mitgliedern, mit Ausnahme der verstorbenen ersten Tochter (II.1), von der keine DNA
zur Verfiigung stand. Durch die Sequenzierung konnten alle 6 Familienmitglieder als
heterozygote Triager der Konsensus-Sequenz (= ,,splice — junction®) Mutation identifi-
ziert werden. Somit ist die Bande mit 572 bp Produkt des gesunden Allels.
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Ergebnisse der Mutationsanalyse

A 1.1 1.2 B
.

O
. SOemm

1 12 1.3 14 15 TGgn-gatg

C D

SM 12 14 15 C N

600 xon 12 Sxon 13 Exon 14
300 ‘l‘.r-'
213 284 718

Abbildung 34 A Stammbaum der mutationstragenden Familie; B Darstellung der
Mutation (Basenaustausch T — C = roter Pfeil) durch Sequenzierungsreaktion
(K=Kontroll-DNA, M=mutationstragende DNA; dass ,,n“ in der mutationstragenden DNA ist
technisch bedingt und bezeichnet nicht das Nukleotid, sondern weist auf einen Unterschied zwischen
beiden angezeigten DNA-Sequenzen hin); C Gelelektrophorese nach PCR auf DNA-Ebene
mit Darstellung der unterschiedlichen DNA-Fragmente durch alternatives Splicing
(normale Bande mit 572 bp = schwarzer Pfeil, alternative Banden mit 288 bp und 239
bp = rote Pfeile); D Lokalisation der Punktmutation zwischen Exon 13 und Exon 14
(roter Pfeil)

Ergebnis der durchgefiihrten Untersuchungen in der mutationstragenden Familie:
* Das normale Allel der Probanden produziert die Bande mit 572 bp
* Das Allel mit Mutation im Bereich der Konsensus-Sequenz produziert zwei alter-
native Splicing-Produkte mit 288 bp und 239 bp

* In beiden alternativen Splicing-Produkten kommt es durch die Mutation zur Ver-
schiebung des Leserasters und daraus resultierend zum vorzeitigen Auftreten ei-
nes Stop-Codons

* Durch das vorzeitige Auftreten eines Stop-Codons weisen beide alternativen Spli-
cing-Produkte den Verlust einer unterschiedlichen Anzahl kodierender Nukleo-
tide und dadurch den Verlust einer IQ-Doméne sowie von zwei NLS-BP Moti-
ven innerhalb des INV-Gens auf.
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Abbildung 35 Verlust von Doménen durch alternatives Splicing; A Alternative 1:
durch die alternative Splicingform und Verlust von Exon 13 kommt es zum Verlust
einer IQ-Doméne (schwarz kariert) und beider NLS-BP-Doménen (griin kariert); B
Alternative 2: durch Verlust von Exon 13 und partiell Exon14 kommt es zum Verlust
einer IQ-Doméne (schwarz kariert) und beider NLS-BP-Doménen (griin kariert).

Um eine andere Ursache als die Mutation der Konsensus-Sequenz (= ,,splice — juncti-
on®) fiir die zwei auftretenden Splicing-Alternativen auszuschlieBen, wurden Exon 12
und Exon 14 sowie deren flankierende Intronsequenzen sequenziert. Weitere Mutatio-
nen neben der Mutation der Konsensus-Sequenz konnten nicht gefunden werden.

Untersuchungen von 300 Kontroll-Chromosomen konnten keine vergleichbaren Muta-
tionen im Bereich der Konsensus-Sequenz nachweisen.

Neben der Mutation innerhalb der Konsensus-Sequenz konnten im untersuchten Studi-
en-Patientenkollektiv keine weiteren Mutationen innerhalb des INV-Gens gefunden
werden.
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5. Diskussion

5.8. Wahl der Studiengruppe

Durch die Versuche mit transgenen Mausen von Yokoyama und Mitarbeitern 1993 ent-
stand ein neues Tiermodell fiir die Untersuchung von Lateralisationsdefekten
(Yokoyama, 1993). Die homozygoten Tochtergenerationen der inv-Mutationen wiesen
in 90% einen Lateralisationsdefekt und in 72% eine zusétzliche angeborene Herz- und
GefaBfehlbildung auf (Morishima, 1998). Durch den Nachweis einer Homologie zwi-
schen dem inv-Gen der Maus und dem INV-Gen des Menschen von bis zu 100% in den
spezieslibergreifend hochkonservierten Bereichen durch Schon und Mitarbeiter war das
INV-Gen ein geeignetes Kandidaten-Gen fiir die Suche nach Mutationen bei Patienten
mit Lateralisationsdefekten (Schon, 2002).

Wihrend die Kenntnisse iiber die Regulationsmechanismen der Lateralisation im Tier-
modell in den vergangenen Jahren deutlich zugenommen haben, ist die Entstehung von
Lateralisationsdefekten beim Menschen weiterhin weitestgehend ungeklért.

Aufgrund der mangelnden Kenntnisse {iber den Ablauf der Lateralisation beim Men-
schen ist eine Klassifikation unterschiedlicher Lateralisationsdefekte gemél ihrer Ent-
stehung derzeit nicht durchfiihrbar.

Um eine hohe Sensitivitét bei der Suche nach der genetischen Ursache von Lateralisati-
onsdefekten zu erreichen, ist jegliche phinotypische Auspriagung eines Lateralisations-
defektes mogliches EinschluBkriterium bei der Wahl der Studienpatientengruppe. Im
Vergleich zu vorhergehenden Definitionen von Lateralisationsdefekten scheint dies
ungenau, folgt jedoch der oben genannten Empfehlungen der ,,The International No-
menclature Committee for Pediatric and Congenital Heart Disease* aus dem Jahr 2007
(Jacobs, 2007). Diese scheinbar unspezifische Auswahl von Studienpatienten fiihrt de-
noch zu einer geringen Spezifitdt beziiglich der zugrundeliegenden viszeralen, thoraka-
len oder kardialen Lateralisationsdefekte.

EinschluBkriterium bei der Auswahl der Patientengruppe fiir diese Studie war somit das
Auftreten eines viszeralen- und/oder thorakalen und/oder kardialen Lateralisationsde-
fektes.
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5.9. Vergleich der Studiengruppe mit
Studiengruppen aus der Literatur der
Lateralisationsdefekte

Die Gegeniiberstellung der hier gewéhlten Studienpatientengruppe mit Patientengrup-
pen anderer Lateralisationsdefektstudien zeigt dhnliche phinotypische Merkmale der
untersuchten Studienpatienten.

Ein genauer Vergleich der Patientengruppen unterschiedlicher Lateralisationsdefektstu-
dien ist aus folgenden Griinden kaum moglich:

Die untersuchten Patienten in genetischen Lateralisationsdefetktstudien weisen

oftmals komplexe angeborene Fehlbildungen der thorakalen und viszeralen

Organe auf. Insbesondere die assoziierten Herz- und GefaB3fehlbildungen er-
schweren eine international vergleichbare Klassifikation.

Schwerpunkt der Untersuchungen bei genetischen Lateralisationsdefektstudien

sind die Suche nach genetischen Ursachen fiir die Entstehung von Latera-
lisationsdefekten und die detailierte Beschreibung der durchgefiithrten =~ Methodik.
Eine detailierte und umfassende Beschreibung der Pathomorphologie der untersuch-
ten Patienten wird meistens nicht gegeben.

Aufgrund der noch geringen Kenntnisse iiber die genetischen Ursachen bei der

Entstehung von Lateralisationsdefekten beim Menschen erscheint eine  Fokus-
sierung auf spezifische Lateralisationsdefektsubgruppen nicht sinnvoll.  Erst nach Ent-
schliisselung der genetisch kausalen Faktoren bei der Entstehung von Lateralisations-
defekten kann eine differenzierte genetische Untersuchung der unterschiedlichen
Auspriagungen von Lateralisationsdefekten durchgefiihrt werden.
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5.10. Bedeutung der Splice-Junction Mutation

Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen eukaryoten und prokaryoten Genen
ist das alleinige Vorhandensein nicht-kodierender Sequenzen (= Intron) innerhalb der
eukaryoten Gene. Diese Introns werden im Rahmen des Splicings mittels hochspezifi-
scher enzymatischer Abldufe durch die sogenannten Splicosomen herausgeschnitten.
Speziesiibergreifend werden die Uberginge zwischen Exon- und Intronsequenz (= Spli-
ce-Junction) durch eine hochkonservierte Nukleotidabfolge gekennzeichnet (5'GT,
3’AG). Mutationen im Bereich dieser Splice-Junction fiihren zu fehlerhaften Splicing-
Abldufen. Krawczak und Mitarbeiter zeigten in ihren Untersuchungen von 1992 und
2007, dass 10% der bisher nachgewiesenen und fiir humangenetische Erkrankungen
verantwortlichen Punktmutationen zu Splicing-Mutationen fiihren (Krawczak, 2007),
(Krawczak, 1992).

Haufiges Ausgangsmaterial fiir genetische Mutationsanalysen ist mRNA, indem die
nicht-kodierenden Sequenzen bereits entfernt wurden. Mogliche Splice-Junction Muta-
tionen konnen in diesen Untersuchungen iibersehen werden. Splice-Junction Mutatio-
nen als Ursache phénotypischer Fehlbildungen sind daher vermutlich hiufiger als bisher
nachweisbar (Krawczak, 2007).

Mutation des INV-Gens als Beispiel einer Splice — Junction Mutation

Wie in den oben ausfiihrlich dargestellten Untersuchungen, flihrte die Mutation im Be-
reich der Splice — Junction des INV-Gens zu einem fehlerhaften Splicing und nachfol-
gend zu unterschiedlich umfangreich ausgepriagten Verlusten von Nukleotiden und so-
mit genetischer Information. Die aus diesem Verlust genetischer Information resultie-
renden Funktionsverluste des INV-Gens werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit aus-
fiihrlich dargestellt. Die Mutation im Bereich der Splice — Junction des INV-Gens zeigt
somit beispielhaft die moglichen Auswirkungen einer Splice — Junction Mutation.

78



5.11. Lateralisationsdefekte durch Mutationen
des INV-Gens

Die hier nachgewiesene Mutation der Intronsequenz des INV-Gens fiihrt durch das re-
sultierende fehlerhafte Splicing zum Verlust von genetischen Informationen. Die
verbleibenden Nukleotide kodieren weiterhin fiir ein Protein, das in seiner Funktion
jedoch erheblich verdndert ist.

Das aus den zwei alternativen Splicing Prozessen resultierende Protein behélt seine Pro-
teinbindungseigenschaften, da die Bereiche der Ankyrin-Motive unbeschadet sind.

Jedoch kam es zum Verlust beider NLS-BP Motive und der distal davon gelegenen 1Q-
Motive, die speziesiibergreifend beim Xenopus Frosch eine bedeutende Rolle bei der
Steuerung der Lateralisation iibernehmen.

Wenn es zur Synthese des kodierenden Proteins kommt, besteht die Moglichkeit einer
Bindung des gebildeten Proteins, ohne die wichtige Funktion der IQ-Motive, Modulati-
on der Eigenschaft zur Kalziumbindung, erfiillen zu kdnnen.

Die Untersuchung der Chromosomen von 300 gesunden Probanden, die zum Teil eth-
nisch vergleichbare Urspriinge wie die mutationstragende Familie tiirkischer Herkunft
in oben genannten Untersuchungen aufwiesen, wies keine vergleichbare Mutation der
Konsensus-Sequenz (,,splice — junction®) auf.

Einerseits sprechen diese Daten fiir die hypothetische Kausalitdt der Mutation bei der
Entstehung der Lateralisationsdefektes.

Andererseits spricht gegen diese Hypothese das heterozygote Auftreten der Mutation
bei allen, auch den phénotypisch unauftilligen, Familienmitgliedern (1.1, 1.2, 1.2, 11.4).
Bei ihnen hatten die klinische Untersuchung, Rontgen-Thoraxaufnahme, Elektrokardio-
gramm sowie eine Abdomensonographie keine phénotypischen Hinweise auf einen La-
teralisationsdefekt ergeben. Ein subklinischer Lateralisationsdefekt ist dadurch dennoch
nicht auszuschlieBen. Die heterozygote Mutation konnte daher auch bei den bisher als
phénotypisch unauffillig bezeichneten Familienmitgliedern einen nicht erkannten Late-
ralisationsdefekt verursacht haben.
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5.12. Lateralisationsdefekt trotz heterozygoter
Mutation?

Grundsitzlich kann das gleichzeitige Vorliegen einer genetischen Mutation bei phéno-
typisch auffilligen und unauffalligen Familienmitgliedern durch eine inkomplette Pene-
tranz erklart werden (Mégarbané, 2000).

Mégarbane und Mitarbeiter berichteten 2000 iiber die Moglichkeit einer inkompletten
Penetranz in einer Familie mit Lateralisationsdefekten. In der betroffenen Familie wie-
sen drei minnliche Mitglieder eine nonsense-Mutation auf dem Chromosom X inner-
halb des ZIC3-Gens auf. Zwei der Mutationstréger zeigten Lateralisationsdefekte in
Kombination mit komplexen angeborenen Herz- und Geféffehlbildungen, die zum To-
de der Betroffenen im Kindesalter fiihrten. Ein dritter Tréger der Mutation zeigte weder
Lateralisationsdefekte noch angeborene Herz- und GefaB3fehlbildungen. Mégarbane und
Mitarbeiter erkldrten diese Tatsache durch eine inkomplette Penetranz der X-
chromosomalen Mutation, die bei dem phanotypisch unauffilligem Tréger der Mutation
eine Entstehung der Fehlbildungen verhinderte (Mégarbané, 2000).

Weiterhin ist speziesiibergreifend die phénotypische Ausprigung einer Mutation oft-
mals nicht von der Mutation innerhalb eines einzelnen Genes, sondern von gleichzeitig
auftretenden Mutationen in mehreren Genen verantwortlich (Casey, 1998) (Collignon,
1996) (Gebbia, 1997).

Casey und Mitarbeiter formulierten 1998 die Hypothese, dass ein fiir die Vererbung von
Lateralisationsdefekten moglicher Vererbungsweg di- oder trigenische Vererbungsmo-
dalititen beinhalten konnte (Casey, 1998). In der Literatur finden sich Untersuchungen
von Miusen (Collignon, 1996) und Menschen (Gebbia, 1997), auf die sich diese Hypo-
these stiitzt.

Bei einer digenischen Vererbung kommt es zu einer genetischen Nichtkomplementie-
rung rezessiver Mutationen zweier Gene. Liegt eine digenisch vererbte Mutation hete-
rozygot bei einem Trager vor, kommt es daher zu keiner phénotypischen Ausprigung
der Mutation. Erst das gleichzeitige Vorhandensein einer weiteren heterozygoten Muta-
tion in einem zweiten Gen flihrt zur Auspragung des Phianotypus (Kajiwara, 1994).

Als Beispiel sei hier die Mutation in den Genen Peripherin/RDS und ROMI1 genannt.
Bei doppelt heterozygoten Trégern fithren Mutationen in diesen Genen zu einer progre-

dienten Degeneration der Photorezeptoren im Sinne einer Retinitis pigmentosa
(Kajiwara, 1994).

Bei der digenischen Vererbung kann die Stammbaumanalyse den Verdacht einer auto-
somal-dominanten Vererbung mit inkompletter Penetranz nahelegen, da der Anteil er-
krankter Nachkommen statt 50% nur 25% betrdgt. In anderen Stammb&dumen mit dige-
nischer Vererbung kann der Verdacht auf einen autosomal-rezessiven Vererbungmodus
gestellt werden, weil beide Elternteile merkmalsfrei sind.
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Di- oder trigenische Vererbungen finden sich auch bei der Vererbung vertebraler An-
omalien bei Mutationen innerhalb der Hox Gene.

Hierbei kommt es bei mehrfach heterozygoten Trigern zu deutlich schwereren Auspri-
gungen der Mutationen und einer héheren Penetranz (Condie, 1994). Nach Rancourt
und Mitarbeitern bestehen bei einigen dieser digenisch vererbten Gene fiir mehrfach
heterozygote Triager die gleiche Konsequenz wie bei Vorliegen einer Homozygotie
(Rancourt, 1995).

Dennoch sind bei Menschen familidre Fille von digenischer Vererbung selten und fin-
den sich in der Literatur zum Beispiel bei der bereits oben genannten Retinitis pigmen-
tosa (Kajiwara, 1994) und okuldrem Albinismus vom Typ Waardenburg 2 (Morell,
1997).

Um eine solche di- oder trigenische Ursache fiir die Auspragung der hier aufgetretenen
Lateralisationsdefekte zu untersuchen, wurden die bisher bekannten fiir Lateralisations-
defekte verantwortlichen Gene auf zusitzliche Mutationen untersucht:

* ZIC3 (Gebbia, 1997)

* NODAL (Gebbia, 1997)

« LEFTY1, LEFTY2 (Kosaki R. , 1999)
* ACVR2B (Kosaki R. , 1999)

* CFC1 (Bamford, 2000)

Keines der beiden phénotypisch auffilligen Kinder (II.3, II1.5) zeigte eine zusitzliche
Mutation im Bereich der untersuchten Gene. Eine digenische Mutation als Ursache der
Lateralisationsdefekte innerhalb der mutationstragenden Familie in unserer Untersu-
chungen konnte mit den untersuchten Gene nicht gezeigt werden.

Kosaki und Mitarbeiter konnten 1999 bei Untersuchungen von LEFTY A und LEFTY
B bei 126 Patienten mit Lateralisationsdefekten und angeborenen komplexen Herz- und
Gefdfifehlbildungen bei zwei Patienten jeweils eine Mutationen in LEFTY A zeigen
(eine ,,nonsense“~-Mutation, eine ,,missense‘‘-Mutation). Die Eltern der mutationstra-
genden Patienten mit Lateralisationsdefekt waren heterozygot fiir die gefundenen Muta-
tionen, zeigten phinotypisch jedoch keine Auffilligkeiten.

Kosaki und Mitarbeiter erklédrten diesen Befund mit der Moglichkeit einer inkompletten

Penetranz sowie dem mdglichen zugrunde liegen einer di- oder trigenischen Vererbung
(Kosaki K. , 1999).
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5.13. Lateralisationsdefekt durch INV-Mutation
bei multigenischer Vererbung

Das heterozygote Auftreten der INV-Mutation bei unseren Patienten mit Lateralisati-
onsdefekt (II.3, II.5) und den phénotypisch unauffilligen Familienangehorigen (1.1, 1.2,
I1.2, 11.4) 14sst nicht ausschliessen dass die INV-Mutation, bei vorkommen weiterer Mu-
tationen in fiir die Ausbildung der Lateralisation wichtigen Genen, ursédchlichen Zu-
sammenhang mit Lateralisationsdefekten hat. Unsere Untersuchungen der bisher be-
kannten Gene fiir Lateralisationsdefekte wiesen keine zusétzlichen Mutationen bei den
betroffenen Patienten auf.

Phénotypische Auffilligkeiten bei der betroffenen Tochter (I1.3) bei gleichzeitig phino-
typisch unauffélliger Mutter (I.2) schlieft die Kombination der INV-Mutation mit ei-
nem zusétzlichen X-chromosomal gebundenen Faktor aus. In diesem Fall wiirde der X-
chromosomale Faktor von der Mutter an die Tochter vererbt werden, und beide miissten
den gleichen Genotypus aufweisen.

Eine Kombination der INV-Mutation mit einem zweiten autosomalen Faktor erklart die
unterschiedliche phénotypische Ausprigung der Mutation bei unserer mutationstragen-
den Familie ebenfalls nicht ausreichend: der zusitzliche autosomale Faktor miisste von
einem der Eltern (I.1, 1.2) auf die phénotypisch auffilligen Kinder (IL.3, I1.5) vererbt
worden sein, ohne jedoch zu einer Ausprigung der INV-Mutation bei dem betroffenen
Elternteil zu fiihren.

Hypothetisch zu erkldren wiren unsere Beobachtungen hingegen durch die Annahme
eines trigenischen Vererbungsmodus, der erstmals von Beckmann 1996 beschrieben
wurde (Beckmann, 1996).

Danach wiirde zusétzlich zur bestehenden INV-Mutation beider gesunden Eltern (1.1,
1.2) unserer mutationstragenden Familie, je ein weiterer, bei Vater und Mutter unter-
schiedlicher, pradisponierender Faktor vorrauszusetzen sein. Erst die Kombination von
INV-Mutation und beider zusitzlicher Mutationen bei Vater (I.1) und Mutter (1.2) (=
dreifach heterozygot) wiirden den nachgewiesenen Lateralisationsdefekt bei den betrof-
fenen Kindern hinreichend erkléren.

Eine weitere Moglichkeit bestliinde in der Konsanguinitdt der Eltern (I.1, 1.2) unserer
mutationstragendenen Familie. Wéren beide Eltern Triger eines einzelnen mutierten
Allels eines Supressorgens, die bei unseren betroffenen Kindern (IL.3, IL.5) in homozy-
goter Form vorldgen, dann wiirde theoretisch die Mutation des Ziel-Gens des Supres-
sorgens (Ziel-Gen = INV-Gen) zu einer phinotypischen Auspragung der INV-Mutation
aufgrund der aufgehobenen Suppression der Mutation fiihren.
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Formuliert wurde dieses Modell erstmals von Beckmann und Mitarbeitern 1996
(Beckmann, 1996).
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6. Zusammenfassung

Lateralisationsdefekte stellen einen wichtigen Faktor bei der Entstehung von komplexen
angeborenen Herzfehler dar. Der Vorgang der Lateralisation beim Menschen ist noch
weitestgehend unverstanden. Hingegen konnten in den letzten Jahren deutliche Fort-
schritte im Verstdndnis der physiologischen Lateralisation in Tiermodellen erreicht
werden.

Durch Tiermodelle war es weiterhin moglich, genetische Faktoren fiir die Steuerung
von Lateralisationsvorgiangen und somit auch fiir die Entstehung von Lateralisationsde-
fekten zu identifizieren. Eines dieser Tiermodelle ist die inv-Maus. Bei dieser transge-
nen Maus ist es durch Mutation innerhalb des inv-Gens zur Entstehung von Lateralisa-
tionsdefekten gekommen.

In weiteren Untersuchungen konnte eine hohe Homologie zwischen der genetischen
Sequenz des inv-Gens der Maus (= inv) und einem entsprechenden Bereich im Genom
des Menschen nachgewiesen werden, das entsprechend als humanes INV-Gen (= INV)
bezeichnet wird. Das INV-Gen in Analogie zur inv-Maus schien somit ein geeignetes
Kandidaten-Gen zu sein fiir die Mutationsanalyse von Patienten mit Lateralisationsde-
fekten.

In der vorliegenden Studie wurden 65 Patienten mit Lateralisationsdefekten auf Muta-
tionen im Bereich des INV-Gens untersucht.

Dabei konnte in einer tiirkischen Familie mit 2 Kindern, bei denen ein Lateralisations-
defekt und eine assoziierte angeborene Herz- und GefaBfehlbildung diagnostiziert wor-
den war, eine Mutation im Bereich der Intronsequenzen des INV-Gens nachgewiesen
werden. Die Mutation verursachte ein fehlerhaftes Splicing mit Verlust von genetischen
Informationen und resultierend einem verkiirzten Protein. Diese Verkiirzung des Prote-
ins hatte den Verlust wichtiger Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren zur Folge
mit der Moglichkeit des Ausfalls von entscheidenden Faktoren.

Alle untersuchten Mitglieder der tiirkischen Familie waren heterozygot fiir diese spezi-
fische INV-Mutation.

Zur Erklarung fiir das heterozygote Auftreten dieser Mutation sowohl bei den gesunden
ohne phénotypische Charakteristika, als auch bei den Erkrankten mit den phénotypi-
schen Merkmalen, werden verschiedene Hypothesen diskutiert:

Einerseits konnte das Vorliegen einer inkompletten Penetranz den unterschiedlichen
Phénotypus, wie der in unserer mutationstragenden Familie nachgewiesene, bei gene-
tisch gleicher Mutation erkldren.

Andererseits wire hypothetisch eine trigenische Vererbung der in unserer tiirkischen
Familie nachgewiesenen INV-Mutation als Ursache fiir die Entstehung der Lateralisati-
onsdefekte denkbar.
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Zusammenfassung

Die Konsanguinitét der Eltern und der damit mdglichen Vererbung eines mutierten Su-
pressorgens, die nur bei Vorliegen zwei mutierter Kopien des Supressorgens und
gleichzeitig vorliegender Mutation des Ziel-Gens zu einer phinotypischen Ausprigung
fiihren, ist eine weitere mogliche Hypothese bei der Diskussion der vorliegenden Er-
gebnisse.

Um eine Kausalitit zwischen dem Vorliegen der INV-Mutation und dem Auftreten von
Lateralisationsdefekten nachweisen zu konnen, sind weitere Untersuchungen von Pati-
enten mit Lateralisationsdefekten erforderlich. Erst das vollstindige Verstindnis des
Ablaufs der Lateralisation beim Menschen wird erkldren kénnen, ob das humane INV-
Gen eine wichtige Funktion bei der Steuerung der Lateralisation beim Menschen be-
sitzt.
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Glossar

Allele

Als Allele bezeichnet man alternativ auftretende Formen eines Gens, die an homologen Chromosomen
vorkommen. Das Auftreten verschiedener Allele innerhalb der Bevolkerung ist als normal zu betrachten.
Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Allelen entstehen durch Sequenzvariationen, welche die
Funktion des Gens nicht notwendigerweise beeinflussen miissen. Bei der Entstehung neuen Lebens wird
meist ein Allel eines Gens vom Vater und ein Allel eines Gens von der Mutter an den Nachkommen wei-
tergegeben. Von homozygoten Allelen spricht man, wenn diese von Vater und Mutter vererbten Allele
identisch sind. Als heterozygot hingegen bezeichnet man die Allele, wenn sie unterschiedlich sind.

Direkte Diagnostik

Ist das fiir eine Erbkrankheit verantwortliche Gen mit seiner Lokalisation und Nukleotidsequenz bekannt,
kann bei Patienten, die diese Erbkrankheit aufweisen, der molekulare Defekt (Mutation) direkt nachge-
wiesen werden.

Deletion

Unter einer Deletion versteht man das Fehlen von einzelnen oder mehreren Nukleotiden innerhalb eines
Gens. Dabei kann es durchaus zur Deletion von gesamten Genen kommen. Man unterscheidet desweite-
ren eine interstitielle Deletion, bei der das fehlende Segment innerhalb eines Chromosoms auftritt, von
der terminalen Deletion, bei der das fehlende Segment am Ende eines Chromosoms liegt.

De novo Mutation

Eine de novo Mutation wurde nicht durch Vererbung von den Eltern an die Nachkommen weitergegeben,
sondern ist im betroffenen Individuum neu aufgetreten.

DNA-Replikation

Bei der DNA-Replikation handelt es sich um den Vorgang der exakten Duplikation der DNA. Eine Reihe
spezieller Enzyme spalten den DNA-Doppelstrang auf, um dann entlang des Einzelstranges in 5'- 3’
Richtung einen neuen komplementiren DNA-Strang zu synthetisieren. Nach der Synthese liegen 2 kom-
plementire DNA-Doppelstrange vor.

Erbgénge
autosomal dominanter Erbgang

Der Begriff autosomal dominanter Erbgang enthdlt zwei wichtige Informationen.Die erste Information
beschreibt die Lokalisation des vererbten Gens: autosomal bedeutet das Gen liegt auf einem Autosom und
nicht auf einem Geschlechtschromosom, es wird also unabhingig vom Geschlecht vererbt. Die zweite
Information beschreibt die Ausprigung des vererbten Gens, dominant bedeutet, dal das Merkmal des
Gens bereits ausgeprigt wird, wenn es nur auf einem der beiden Allele des homologen Chromosoms
liegt. Folglich sind die zwei auftretenden Allele nicht identisch, also heterozygot. Fiir die Nachkommen
des Trégers eines autosomal dominant vererbaren Allels besteht eine Wahrscheinlichkeit von 50%, dieses
Allel zu erben und dadurch ebenfalls Merkmalstrager zu werden.
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Autosomal rezessiver Erbgang

Der Begriff autosomal rezessiver Erbgang beinhaltet ebenfalls zwei wichtige Informationen. Das verant-
wortliche Allel liegt, wie schon oben erwéhnt, auf einem Autosom und wird somit nicht geschlechtsge-
bunden vererbt. Desweiteren wird das Merkmal, welches von dem betroffenen Allel kodiert wird, nur
dann auftreten, wenn es auf beiden Allelen vorkommt, wenn der Tréger also homozygot fiir das betref-
fende Allel ist. Ist der Tréger heterozygot fiir das betreffende Allel, so wird das entsprechende Merkmal
in der Regel nicht ausgeprégt, der Trager bleibt klinisch unauffillig. Man bezeichnet ihn jedoch als Anla-
gentriger, da er die Anlage weiter vererben kann. Fiir die Nachkommen von heterozygoten klinisch ge-
sunden Eltern besteht eine Wahrscheinlichkeit von 25%, das Merkmal aufzuweisen.

X-chromosomal dominant

In diesem Fall liegt das fiir die Merkmalsauspriagung verantwortliche Allel auf dem X-Chromosom, es
wird also geschlechtsgebunden vererbt. Die dominante Vererbung beschreibt, dal das Merkmal auch bei
Vorliegen nur eines Allels (heterozygot) auftritt. Betroffen sind bei diesem Vererbungsmodus sowohl
heterozygote Ménner als auch Frauen.

X-chromosomal rezessiv

Wie oben beschrieben, liegt auch hier das verantwortliche Allel auf dem X-Chromosom und wird somit
geschlechtsgebunden vererbt. Da bei Ménnern das X-Chromosom nur einfach vorliegt und daher keine
anderen Allele eines zweiten homologen X-Chromosoms fehlen, kommt es bei méannlichen Trégern auch
schon bei heterozygotem Vorliegen des verantwortlichen Gens zur Merkmalsausprigung. Bei Frauen
hingegen, die bekanntermafen iiber zwei X-Chromosome in ihrem Genom verfiigen, kommt es nur bei
homozygotem Vorliegen des betroffenen Allels auf beiden X-Chromosomen zur Auspriagung des Merk-
mals. Bei heterozygoten Frauen kommt es in der Regel nicht zur klinischen Auspridgung des Merkmals.
Sie sind jedoch Ubertrigerinnen des betrfeffenden Merkmals und vererben dieses mit einer Wahrschein-
lichkeit von 50% an ihre S6hne und Tdchter.

Exon

Als Exon bezeichnet man einen informationstragenden Abschnitt auf der DNA. Die einzelnen Exons
werden durch nicht-informationstragende Abschnitte, den sogenannten Introns, voneinander getrennt. Bei
der spéteren Verarbeitung der DNA nach der Translation in die mRNA werden die Introns herausge-
schnitten und die Exons End-zu-End miteinander verbunden, um dann in dieser Form die Vorlage fiir die
spétere Transkription darzustellen.

Expression

Unter Expression (=Genexpression) versteht man die Abschrift der Nukleotidsequenz der DNA in einen
komplementiren messengerRNA-Strang (=Transkription) und die anschlieBende Ubersetzung der mes-
sengerRNA in die jeweilige Aminosdurenabfolge des entstehenden Proteins (=Translation), welches das
eigentliche Genprodukt darstellt.

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Molekularzytogenetische Methode zum Nachweis von chromosomalen Rearrangements, (Mikro)-
Deletionen, chromosomaler Lokalisation eines bestimmten Gens oder seiner Kopien. Im ersten Schritt
werden hierzu biotinylierte Nukleotide in spezifische DNA-Sonden eingebaut. Nach anschlieBender Hy-
bridisierung von, auf einem Objekttrager fixierten Metaphasezellen mit diesen Sonden, werden diese mit
Fluorescein-Isothiocyanatmarkiertem Avidin sichtbar gemacht. Die Zahl und Lokalisation der detektier-
baren fluoreszierenden Punkte stimmt mit der Anzahl der Genkopien (normalerweise 2) und deren chro-
mosomaler Lokalisation iiberein.
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Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese nutzt man die negative Ladung von DNA-Molekiilen, um sie mit Hilfe
eines elektrischen Feldes in einer dafiir geeigneten Matrix (Agarose oder Polyacrylamid) trennen zu las-
sen. Durch die verwendete Matrix wandern die DNA-Molekiile entsprechend ihres Molekulargewichtes
schneller oder langsamer innerhalb des elektrischen Feldes und konnen nach ihrer GroBe aufgetrennt
werden.

Genexpression

Unter Genexpression (=Expression) versteht man die Abschrift der Nukleotidsequenz der DNA in einen
komplementiren messengerRNA-Strang (=Transkription) und die anschlieBende Ubersetzung der mes-
sengerRNA in die jeweilige Aminosdurenabfolge des entstehenden Proteins (=Translation), welches das
eigentliche Genprodukt darstellt.

Haplotypanalyse

Bei der Haplotypanalyse kann mit Hilfe von sogenannten polymorphen DNA-Markern die Vererbung
eines chromosomalen Bereiches innerhalb einer Familie verfolgt werden. Auch wenn innerhalb dieses
Bereiches die genaue Lokalisation und Sequenz des die Krankheit verursachenden Gens unbekannt ist,
kann durch die Kenntnis der Vererbung des Chromosomenbereichs indirekt auf die Vererbung der Muta-
tion geschlossen werden. Ebenso kann bei bekanntem Gen eine unbekannte Mutation indirekt nachgewie-
sen werden. Diese Vorgehensweise wird beispielsweise gewdhlt, wenn die direkte Mutationssuche im
entsprechenden Gen zu aufwendig ist. Die Haplotypoanalyse ist eine Familienuntersuchung , daher ist es
notwendig, dal neben dem/den Betroffenen selbst, moglichst viele Familienmitglieder an der Untersu-
chung teilnehmen.

Imprinting, genomisches

Das genomische Imprinting ist eine in der frithen Embryonalentwicklung stattfindende Pragung von be-
stimmten Genen, die miitterlicher oder viterlicher Herkunft sein konnen. Das Imprinting bewirkt in Ab-
héngigkeit von der elterlichen Herkunft der Gene deren unterschiedliche Genaktivitdt. Entsprechend sind
einige wenige Gene nur auf den von der Mutter vererbten Chromosomen aktiv, andere Gene nur auf den
vom Vater vererbten Chromosomen. Auf biochemischer Ebene beruht das Imprinting vermutlich auf
Methylierung der DNA.

Imprinting-Mutation

Bei manchen Krankheitsbildern 146t sich eine verminderte oder verstirkte Methylierung der DNA nach-
weisen, die vermutlich krankheitsverursachend ist. Die Mutationen, die zu einer gestdrten Methylierung
fithren, werden als Imprinting-Mutationen bezeichnet.

Indirekte Diagnostik

Ist die chromosomale Position des verursachenden Gens einer genetischen Erkrankung bekannt, das Gen
selbst jedoch noch nicht isoliert, oder ist ein bekanntes Gen so grof3, da3 nicht jede Mutation direkt nach-
gewiesen werden kann, dann besteht die Moglichkeit, den Gendefekt indirekt zu diagnostizieren, bei-
spielsweise mit der Haplotypanalyse.
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Intron

Bei einem Intron handelt es sich um einen nicht-informationstragenden Abschnitt auf der DNA. Die ein-
zelnen Introns werden durch Exons voneinander getrennt. Bei der Ubersetzung der genetischen Informa-
tion in Proteine, werden nach der Umwandlung der DNA in messengerRNA die Introns herausgeschnit-
ten, und die Exons End-zu-End miteinander verbunden. Die Informationen der Exons werden dann in die
jeweilige Abfolge der Aminosduren innerhalb der Proteine {ibersetzt (=Translation), welche das eigentli-
che Genprodukt darstellen.

Karyotyp

Der Karyotyp stellt den individuellen Chromosomensatz eines Individuums dar, der sowohl durch die
Anzahl der Chromosomen, wie auch deren mikroskopische Morphologie in der mitotischen Phase geprigt
wird.

Karyogramm

Zur systematischen mikroskopischen Analyse der Chromosomen wird ein Karyogramm erstellt. In die-
sem werden die homologen Chromosomen paarweise angeordnet, nach ihrer Lange, Lage des Zentromers
und nach dem Muster der Chromosomenbénder.

Keimbahnmutation

Wie der Name besagt, handelt es sich hierbei um eine Mutation, die in der Keimbahn eines der Elternteile
entstanden ist (Eizelle bzw. Spermium). Es besteht eine Wahrscheinlichkeit von 50%, dass die Mutation
auf die Kinder weitervererbt wird. Ist dies der Fall, so ist die Mutation in allen Zellen des Kindes (auch in
den Zellen der Keimbahn) nachweisbar.

Konduktorin = Anlagetriagerin

Bei X-chromosomal rezessiven Erbgéngen weist eine Frau, bei der das betroffene Allel nur heterozygot
vorliegt, keine klinischen Merkmale auf. Es besteht jedoch eine Wahrscheinlichkeit von 50%, dass sie das
Allel an ihre Kinder weitergibt. Bei ihren S6hnen wiirde dies, aufgrund des fehlenden zweiten gesunden
X-Chromosoms und damit des fehlenden zweiten normalen Allels, zur klinischen Ausprigung des
Merkmals kommen. Wéhrend es bei ihren Tochtern nicht zur klinischen Auspragung des Merkmals
kommt, wiirden sie jedoch wie ihre Mutter zu Konduktorinnen (=Anlagetrégerinnen).
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Kopplungsanalyse

Die indirekte Kopplungsanalyse ist eine Haplotypanalyse, wobei mit Hilfe von polymorphen Mikrosa-
telliten-Markern die Vererbung eines chromosomalen Bereichs innerhalb einer Familie verfolgt werden
kann. Auch wenn innerhalb dieses Bereichs die genaue Lokalisation und Sequenz des die Krankheit ver-
ursachenden Gens unbekannt ist, kann durch die Kenntnis der Vererbung des Chromosomenbereichs
indirekt auf die Vererbung der Mutation geschlossen werden. Ebenso kann bei einem bekannten Gen eine
unbekannte Mutation indirekt nachgewiesen werden. Diese Vorgehensweise wird speziell dann gewéhlt,
wenn die direkte Mutationssuche im entsprechenden Gen zu aufwindig ist.

Eine Kopplungsanalyse kann insbesondere sinnvoll sein, wenn eine direkte DNA-Diagnostik derzeit noch
nicht moglich, oder ohne Ergebnis geblieben ist. Im folgenden werden Beispiele fiir einen sinnvollen
Einsatz einer Kopplungsanalyse dargestellt.

1. Es liegt eine eindeutige klinische Diagnose vor, und die Lokalisation des entsprechenden Gens ist be-
kannt:

a.) Durch eine direkte Mutationsanalyse konnte die zugrunde liegende Mutation beim Indexpatienten
nicht identifiziert werden. Beispiel: nach der Geburt eines Kindes mit einer Muskeldystrophie Duchenne,
bei dem keine pathogene Mutation identifiziert werden konnte, kann bei einer kiinftigen Schwangerschaft
eine prinatale Diagnostik durch eine Kopplungsanalyse durchgefiihrt werden.

b.) Das entsprechende Gen ist noch nicht identifiziert, oder eine Mutationsanalyse ist zu aufwéndig. Bei-
spiel: nach der Geburt eines Kindes mit einer autosomal rezessiv vererbten polyzystischen Nierenerkran-
kung wird die prinatale Diagnostik bei einer nachfolgenden Schwangerschaft durch eine Kopplungsana-
lyse moglich.

2. Bei X-chromosomalen Erkrankungen:

Gen und seine Lokalisation sind bislang nicht bekannt, aber mehrere Familienmitglieder sind von der
gleichen Erkrankung betroffen. Beispiel: Familien mit mehreren Betroffenen mit Verdacht auf eine X-
chromosomal vererbte mentale Retardierung. Es wird untersucht, welche Abschnitte des X-Chromosoms
die Betroffenen teilen. Gegebenenfalls kann dann gezielt eine molekulargenetische Untersuchung eines
Gens, das in dem entsprechenden Abschnitt liegt, durchgefiihrt werden.

Im Gegensatz zu einer direkten molekulargenetischen Diagnostik, ergibt eine Kopplungsanalyse in der
Regel nur eine Wahrscheinlichkeit als Aussage. Je nach Art der zur Verfiigung stehenden Marker, und
insbesondere bei Verwendung intragenischer Marker kann die Aussage-Sicherheit dieser Methode we-
sentlich verbessert werden.

Mikrodeletion

Als Mikrodeletion bezeichnet man zytogenetisch in der Regel nicht erkennbare kleine Deletionen
(<2Mb). Diese konnen jedoche mittels FISH oder anderen molekulargenetischen Methoden nachgewiesen
werden.

Missense-Mutation

Der Basenaustausch an einer Position der DNA-Sequenz kann zum Einbau einer falschen Aminoséure in
das entsprechende Protein fiihren.

Monogen

Erkrankungen, die durch Mutationen in einem bestimmten Gen verursacht werden, bezeichnet man als
monogene Erberkrankungen. Es existieren zur Zeit ca. 6000 solcher Erkrankungen.
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Monosomie

Der normale menschliche Chromosomensatz liegt diploid vor, das heifit, es existieren jeweils zwei homo-
loge Chromosomen. Bei der Monosomie fehlt eines oder mehrere Chromosomen im ansonsten normalen
Chromosomensatz. Bei der ebenfalls bekannten interstitiellen Monosomie fehlt nur ein Bruchstiick inner-
halb eines Chromosoms.

Mutationen
Missense-Mutation

Bei einer ,,missense” Mutation kommt es zum Basenaustausch an einer Position der DNA-Sequenz, der
zum Einbau einer falschen Aminoséure in das entsprechende Protein fithren kann.

Neumutation

Bei einer Neumutation ist diese Mutation nach der Befruchtung der Eizelle neu aufgetreten. Je nach dem
Zeitpunkt und Stadium der Embryo- / Organogenese an dem die Mutation auftritt, resultieren unter-
schiedlichen Erscheinungsformen. Kommt es zu einem sehr frithen Auftreten der Mutation, werden fast
alle Zellen des sich entwickelnden Individuums betroffen, einschlieBlich der Keimbahnzellen. In diesem
Fall resultiert meistens das Vollbild der klinischen Manifestation. Bei einem spéteren Auftreten der Muta-
tion werden nur die Zellen bestimmter Gewebe betroffen. Man bezeichnet dies als eine somatische Muta-
tion, dabei kommt es zu einem Mosaik fiir bestimmte. In diesem Fall sind klinisch alle Variationen von
schwer bis nicht betroffen moglich.

Nonsense-Mutation

Die Termination der Proteinbiosynthese erfolgt durch sogenannte Stop-Codons, in der abgelesen mRNA.
Erreicht der Proteinsyntheseapparat ein solches Stop-Codon, kommt es zur Termination der Proteinbio-
synthese. Wird durch eine Mutation im kodierenden Bereich eines Gens ein Stop-Codon neu generiert, so
kommt es zu einer vorzeitigen Termination der Proteinbiosynthese und somit zu einem verkiirzten und
unter Umsténden funktionslosen Protein.

Punktmutation

Beschreibt die Mutation an einem bestimmten Punkt innerhalb der DNA. Der Umfang der Mutation kann
dabei den Austausch einzelner Nukleotide bis zur Deletionen oder Insertion gehen.

Splice-Site-Mutation

Nach der Abschrift der DNA in die fiir die Proteinbiosynthese als Vorlage dienende messengerRNA,
werden in einem Vorgang, den man als Splicing bezeichnet, die nicht informationstragenden Introns
herausgeschnitten und die Exons End-zu-End miteinander verbunden. Die jeweilige genaue Schnittstelle
erkennt der Splicing Apparat anhand von definierten Nukleotidabfolgen am Anfang und am Ende eines
jeden Exons. Kommt es im Bereich dieser definierten Nukleotidabfolge zu einer Mutation, ist der Splice
Apparat unter Umsténden nicht mehr in der Lage, die reguldre Schnittstelle zu erkennen. Folglich kommt
es zur Verdnderung der normalen Nukleotidabfolge in der entstehenden messengerRNA und als Resultat
zu einem verdnderten Protein.

Nukleotidtriplett
Folge von drei Nukleotiden (zum Beispiel CAG)

PCR, Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR stellt eine Methode dar, bestimmte DNA in vitro zu amplifizieren. Um diese Methode durchfiih-
ren zu konnen, miissen kleine Sequenzen von Nukleotiden (10 bis 30 Basenpaare) am Anfang und am
Ende des zu amplifizierenden DNA Abschnittes bekannt sein. Mit Hilfe dieser bekannten Sequenz ist es
moglich, sogenannte Primer herzustellen. Diese Primer weisen die komplementire Sequenz von Nukleo-
tiden zur bekannten DNA Sequenz auf und erméglichen es so, sich im Einzelstrangstadium an die DNA
zu binden. Einmal dort gebunden, bieten sie sogenannten DNA-Polymerasen die Mdglichkeit von dieser
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Stelle beginnend den DNA-Einzelstrang neu zu synthetisieren und dadurch einen DNA-Doppelstrang
herzustellen. Wéahrend eines Durchganges wird dadurch der zwischen den zwei Primern liegende DNA-
Abschnitt verdoppelt Durch sogenannte PCR-Maschinen wird dieser Vorgang in mehreren Zyklen durch-
laufen, bis ein ausreichend hoher Anteil an dem zu untersuchenden DNA-Abschnitt vorhanden ist, um
weitere Experimente durchfiihren zu kénnen.

Penetranz

Beschreibt die Haufigkeit in Prozent, mit der sich ein Gen bzw. eine Mutation eines Gen im Phénotyp
des Individuums manifestiert.

Polymorphismus

Unter einem genetischen Polymorphismus versteht man das Vorkommen von von zwei oder mehr unter-
schiedlichen Genotypen in einer Population. Der Unterschied zur Mutation liegt in diesem Fall jedoch in
der Tatsache, dass es durch diesen unterschiedlichen Genotyp nicht zur Auspragung von pathologischen
Merkmalen kommt. Die unterschiedlichen Genotypen lassen sich auf DNA-Sequenzvariationen zuriick-
fithren, die zu einem gewissen Prozentsatz in der Bevolkerung vorgefunden werden und kein pathogene-
tisches Korrelat besitzen.
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Punktmutation

Beschreibt die Mutation an einem Punkt innerhalb der DNA. Der Mutationsmechanismus kann dabei
vom Austausch einzelner Nukleotide iiber Deletionen bis hin zu Insertionen gehen.

Replikation

Bei der DNA-Replikation handelt es sich um den Vorgang der exakten Duplikation der DNA. Eine Reihe
spezieller Enzyme spalten den DNA-Doppelstrang auf, um dann entlang des Einzelstranges in 5'- 3’
Richtung einen neuen komplementdren DNA-Strang zu synthetisieren. Nach der Synthese liegt die DNA
dann wieder in 2 Doppelstringen vor, so daB je ein Doppelstrang fiir die Mutterzelle und ein Doppel-
strang fiir die Tochterzelle zur Verfiigung steht.

Restriktionsenzyme

Hierbei handelt es sich um DNA-Endonukleasen, also Enzymen, die innerhalb eines DNA-Stranges an
eine fiir das jeweilige Enzym typische Nukleotidsequenz binden und an dieser Stelle den DNA-Strang
durchtrennen.

Sequenzanalyse, Sequenzierung

Automatisiertes Verfahren zur Analyse der Nukleotidabfolge von DNA-Fragmenten.

Sequenzgelelektrophorese

Bei der Sequenzgelelektrophorese handelt es sich um eine Sonderform der Gelelektrophorese zur Analyse
der Nukleotidabfolge von DNA-Fragmenten. Hierbei werden sehr kurze, einzelstrangige DNA-Fragmente
(denaturierte DNA-Strénge) in einem Polyacrylamidgel, entsprechend ihrer Lange und Nukleotidsequenz
aufgetrennt und nachgewiesen.

Somatische Mutation

Kommt es nach der Befruchtung einer Eizelle zu einer Mutation, so sind in den meisten Fillen nicht alle
Gewebe des entstehenden Individuums von dieser Mutation betroffen. Laut der Definition sind bei einer
somatischen Mutation die Zellen der Keimbahn nicht von der Mutation betroffen.
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Somit

Bléschenartige Zellkomplexe, aus denen die Wirbel sowie groBle Teile der Skelettmuskulatur hervorge-
hen. Der Somit besteht aus einer epithelialen Wand und einem zentralen Raum,in welchem mesenchymal
angeordnete Zellen liegen. Nach der Anzahl der Somiten kann man das Alter eines Embryos bestimmen.

Southern-Blot-Hybridisierung

Die Southern-Blot-Hybridisierung ist eine Technik, um spezifische DNA-Fragmente zu detektieren und
deren Grofe zu analysieren. Hierzu wird meist genomische DNA mit Restriktionsenzymen in Fragmente
gespalten, die mittels Gelelektrophorese der GréB3e nach aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran
tibertragen werden (Southern-Blot). Diese Membran wird dann mit einer spezifischen, radioaktiv mar-
kierten DNA-Sonde inkubiert. Bei Vorhandensein der komplementdren DNA-Sequenz auf der Membran,
lagert sich die Sonde an diese Sequenz an (Hybridisierung) und kann anschlieBend mit einer Autoradio-
graphie dargestellt werden.

SSCP-Analyse (single-stranded conformation polymorphism-analysis)

Die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse ist ein Screeningverfahren zum Nachweis von
Mutationen, das auf dem unterschiedlichen elektrophoretischen Laufverhalten von Einzelsstrang-DNA
mit minimal unterschiedlichen Nukleotidsequenzen beruht. Fiir diese Untersuchung wird zunichst der
interessierende DNA-Bereich (meistens einzelne Exons von Genen, die beispielsweise bei bestimmten
Erkrankungen mutiert sind) mittels PCR amplifiziert. Nach der Amplifikation werden die doppelstringi-
gen PCR-Produkte denaturiert, um Einzelstringe zu erhalten, die dann in einer Gelelektrophorese auf ihr
Laufverhalten untersucht werden. Ein Unterschied von einem einzigen Nukleotid fithrt schon zu einer
verdnderten Konformation des Einzelstranges und zu einem veranderten Laufverhalten im Gel.

Transgene Mause

Transgene Méuse sind Tiere, bei denen gentechnisch ein fremdes Gen eingepflanzt wurde. Das fremde
Gen ist dann entweder in speziellen Geweben des transgenen Tieres, beispielsweise einer Maus oder
eines Schafes enthalten, oder in allen Korperzellen des Tiermodells. Dies wird dadurch erreicht, da3 das
Fremd-Gen in die Zellen der Keimbahn eingeschleust wird, am héufigste iiber die befruchtete Eizelle.
Nicht immer gelingt es, daf die fremde DNA stabil von den Zellen aufgenommen wird. Dies ist nur bei
etwa 15 Prozent der behandelten Tiere der Fall. Transgene Tiere werden geschaffen, um die Wirkung von
Genen erforschen zu kdnnen, etwa von Krebsgenen.

Transkription

Die Transkription ist der erste Schritt bei der Expression von Genen. Hierbei wird im Zellkern, durch
einen RNA-Polymerase-Enzymkomplex, eine messengerRNA-Kopie von einem informationstragenden
DNA-Abschnitt (Gen) synthetisiert. Im Zytotsol der Zelle erfolgt anschlieBend der zweite Schritt der
Gen-Expression, die Translation.

Transkriptionsfaktor

Ein Transkriptionsfaktor ist vergleichbar einem ,,Schalter” fiir die Aktivierung von Genen. Transkripti-
onsfaktoren sind Proteine, die sich an bestimmte Sequenzen auf der DNA heften und dadurch das Able-
sen ermdglichen. Haufig wird durch die Bindung die Raumstruktur der DNA so verdndert, dass die Gene
erst fiir die Enzymkomplexe in den Ribosomen zugénglich werden.
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Translation

Zweiter Schritt bei der Expression von Genen. Hierbei wird die bei der Transkription auf messenger-
RNA iibertragene Information am ribosomalen Proteinsyntheseapparat abgelesen und in die entsprechen-
de Aminosduresequenz iibersetzt.

Zink-Finger-Protein

Zink-Finger-Protein ist die Bezeichnung fiir Eiweifimolekiile mit charakteristischen Untereinheiten, die
Zinkionen binden. Wie andere Metallionen-enthaltende Proteine auch, sind sie an der Zellproliferation,
GefaBneubildung, am programmierten Zelltod und an der Entstehung von Virusinfektionen beteiligt.
Viele dieser Proteine sind in der Lage, an die DNA im Zellkern zu binden, und damit die Expression von
Genen zu steuern. Solche Proteine werden auch als Transkriptionsfaktoren bezeichnet: sie regeln die
Ubertragung der genetischen Information in die Struktur von EiweiBmolekiilen. Innerhalb eines Proteins
sind meist mehrere Zink-Finger-Strukturen vorhanden.

Verschiedene Genforschungsgruppen versuchen inzwischen besondere Zink-Finger-Proteine zu syntheti-
sieren, die bestimmte Regionen auf der Doppelstrang-DNA erkennen und daran binden. Solche Proteine
konnten gentherapeutisch genutzt werden.

Andere Zink-Finger-Proteine heften sich nicht an Gene, sondern an Eiweiimolekiile und beeinfluien
dadurch deren Aktivitdt. Chelatbildende, also komplexbildende Molekiile, konnten in Zukunft als phar-
makologisch wirksame Substanzen genutzt werden, etwa zur Priavention und Behandlung von Krebs oder
Virusinfektionen, beispielsweise mit dem AIDS-Erreger HIV. Moglicherweise lassen sich Virusiibertra-
gungen ganz verhindern, indem die viralen Zink-Finger-Proteine beeinfluflt werden.
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