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Einleitung

1. Einleitung und Zielsetzung
1.1 Definition, Symptomatik und histologische Charakteristika von CCMs

Im Jahr 2013 - zur Zeit der hier vorgelegten experimentellen Studien -
waren drei Gene bekannt, CCM1 (OMIM: 116860, Transkript:
ENST00000394507), CCM2 (OMIM: 603284, Transkript: ENST00000258781) und
CCMS3 (OMIM: 603285, Transkript: ENST00000392750), in denen Mutationen zu

zerebralen  kavernésen  Malformationen (CCMs, cerebral cavernous

malformations) fihren kbnnen. CCMs sind vaskulare Fehlbildungen, die oft auch
als kavernose Angiome oder Kavernome bezeichnet werden. Sie kdnnen zu
hamorrhagischen Infarkten, epileptischen Anfallen, neurologischen Defiziten und
chronisch rezidivierenden Kopfschmerzen fihren (Revencu und Vikkula 2006;
Felbor 2007; Labauge et al. 2007; Fischer et al. 2013).

CCMs haben eine Grole von wenigen Millimetern bis zu einigen
Zentimetern (Bertalanffy et al. 2002) und zeichnen sich durch dilatierte,
dunnwandige, meist vendse Gefale im Gehirn aus, die aufgrund ihrer Instabilitat
leicht zu rupturieren drohen (Fischer et al. 2013). Der Gefallwandaufbau
unterscheidet sich von normalen, regelgerechten zerebralen Gefal3en durch eine
schwachere Auspragung der Lamina media und das Fehlen von Myozyten. Die
Intima weist mangelnde Zell-Zell-Kontakte (Zonulae occludentes, Zonulae
adherentes) zwischen den Endothelzellen auf (Zhang et al. 2001). Auch die Zell-
Matrix-Kontakte sind funktionell beeintrachtigt. Zwischen den Gefaliraumen fehlt
das Hirnparenchym (Clatterbuck et al. 2001) und der Mangel an Perizyten fuhrt zu
einem verringerten subendothelialen Halt (Wong et al. 2000). Die erweiterten
vendsen Gefalle bedingen eine veranderte Hamodynamik mit verlangsamtem
Blutfluss und héufig die Entstehung von Thromben. Auch das Vorkommen von
Kalk und Hamosiderin ist aufgrund der Blutungen nicht selten (Fischer et al. 2013).
Neben dem Auftreten im Gehirn finden sich CCMs auch im Ruckenmark, auf der
Retina und der Haut (Kufs 1928; Fischer et al. 2013).

1.2 Formalgenetischer Hintergrund

Die zerebralen kaverntsen Malformationen kdnnen isoliert oder hereditar
vorkommen und treten mit einer Préavalenz von 0,5% in der Bevolkerung auf
(Rigamonti et al. 1988). Bergametti und Kollegen berichteten, dass 10-20% der

Kavernome erblich bedingt sind (Bergametti et al. 2005). Bei der familidren

1
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Kavernomatose wird ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster mit
unvollstandiger Penetranz und variabler Expressivitat beobachtet. Von den
Mutationstragern erkranken rund 60%. Betroffene weisen haufig multiple Lasionen
in jungerem Lebensalter auf (Revencu und Vikkula 2006). Das
Hauptmanifestationsalter liegt zwischen der 2. und 4. Lebensdekade (Felbor und
Sure 2006). Etwa 20% erkranken jedoch bereits vor Erreichen des 10.

Lebensjahres und 33% vor dem 18. Lebensjahr (Spiegler et al. 2014).

Bei den isolierten Fallen mit multiplen Kavernomen stellte sich heraus, dass
etwa 60% eine Keimbahnmutation aufweisen (Stahl et al. 2008). Dies ist durch
den Erbgang mit unvollstdndiger Penetranz und variabler Expressivitat zu
erklaren. Die Eltern der scheinbar isoliert Betroffenen kdnnen ebenfalls kaverntse
Malformationen aufweisen, die jedoch asymptomatisch bleiben (Labauge et al.
1998). Labauge und Kollegen fanden in MRT (Magnetresonanztomographie)-
Untersuchungen ebenfalls heraus, dass 16 von 22 isoliert betroffenen
Indexpatienten Verwandte mit bis dato nicht diagnostizierten Kavernomen hatten.
In dieser Studie waren insgesamt 75% der scheinbar isolierten Falle letztlich doch
familiar betroffen. Des Weiteren kdonnen die isoliert betroffenen Patienten Trager
einer Neumutation sein, die in der elterlichen Keimbahn stattgefunden hat und nun
erstmalig bei dem betroffenen Familienmitglied auftritt. Bei den Anlagetréagern mit
hereditaren CCMs fand man bei 87% eine pathogene heterozygote
Keimbahnmutation in den Genen CCM1, CCM2 oder CCM3. Dabei wird eine
Verteilung der Mutationen auf die verschiedenen Gene ersichtlich: 60% in CCM1,
18% in CCM2 und 22% in CCM3 (Spiegler et al. 2014).

B CCMI
mooM2
COM3

Abb. 1-1: Haufigkeiten von pathogenen Mutationen in CCM1, CCM2 und CCM3 gemal
Spiegler et al. 2014
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1.3 Kandidatengensuche und Identifizierung von CCM1, CCM2 und CCM3

Die molekulargenetische Aufklarung der CCM-Gene begann bereits im
Jahre 1995 durch die Arbeiten von Dubovsky, Gunel, Marchuk und deren
Kollegen. Bekannt war bis dato eine grobe Lokalisation urséchlicher Gene auf
dem kurzen und langen Arm von Chromosom 7 und auf dem langen Arm von
Chromosom 3. In mehreren Arbeiten erfolgte mittels Genkopplungsanalysen die
Eingrenzung eines Genorts, in dem Mutationen fir die Entwicklung zerebraler
kaverntser Malformationen verantwortlich sein soll, auf den langen Arm von
Chromosom 7 (7q) (Dubovsky et al. 1995; Gunel et al. 1995; Marchuk et al. 1995).

Dubovsky und Kollegen nutzten STRPs (short tandem repeat
polymorphisms) als Sequenzmarker fur Kopplungsanalysen in spanischen
Familien und konnten so das erste CCM-Gen einem 33cM grol3en Bereich auf
dem langen Arm von Chromosom 7 zuordnen (7ql1-g22). Auf dieser Grundlage
gelang es mittels weiterfiUhrender Kopplungsanalysen den CCM1-Genbereich auf
ein 4cM groRes Segment zwischen den Markern D7S2410 und D7S689
einzugrenzen (Johnson et al. 1995). Parallel zu den Kopplungsanalysen kartierten
Serebriiskii und Kollegen 1997 ein Gen namens KRIT1 in den Bereich 7g21-22. In
einer Yeast two-hybrid Studie identifizierten sie erstmals, dass das Genprodukt
Interaktionspartner des kleinen G-Proteins Krev-1/RaplA (Ras-related protein 1A)
ist und etablierten damit den Namen des Proteins: KRIT1 (KREV-Interaction-
Trapped-1) (Serebriiskii et al. 1997).

Die Forschungsgruppe um Tournier-Lasserve publizierte 1999, dass
Mutationen im CCM1-Gen (KRIT1) mit den erblich bedingten Kavernomen in
Verbindung gebracht wurden. Im 4cM grof3en DNA-Abschnitt wurden polymorphe
Marker verwendet, um Uber weitere Kopplungsanalysen eine genauere
Eingrenzung des DNA-Bereiches vornehmen zu kénnen. Darin lagen sechs Gene,
unter anderem auch CCM1. Die Exons und die intronischen Splei3stellen im
CCM1-Gen wurden amplifiziert und anschlieRend durch SSCP (single strand
conformation polymorphism) und DNA-Sequenzierung analysiert. Es konnten
Punktmutationen und Deletionen nachgewiesen werden, die eine
Leserasterverschiebung und einen vorzeitigen Syntheseabbruch bewirken
(Laberge-le Couteulx et al. 1999). Fur die identifizierten Mutationen wurde in den

Familien die Co-Segregation nachgewiesen und somit als krankheitsverursachend
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eingestuft (Laberge-le Couteulx et al. 1999). Als Ergebnis wurde der
entsprechende chromosomale Bereich als CCM1-Gen identifiziert. Es kodiert fur
das Protein CCM1/KRIT1, welches aus 736 AS (Aminosauren) besteht und ein
Molekulargewicht von 84kDa aufweist (Serebriiskii et al. 1997). Es wurden
mehrere Spleil3- und Transkriptvarianten des Gens gefunden (Laberge-le Couteulx
et al. 1999; Sahoo et al. 1999), wobei das langste Transkript eine Grol3e von
4762bp aufweist und aus 20 Exons besteht, wovon 16 kodierend sind (Eerola et
al. 2001).

Die Arbeiten zur ldentifizierung von CCM2 auf Chromosom 7p13 (Denier et
al. 2004a) und CCM3 auf Chromosom 326 (Bergametti et al. 2005) liefen in
analoger Weise ab. Im Jahr 2003 konnten zeitgleich Denier und Kollegen und
Liguori und Kollegen das CCM2-Gen (synonym MGC4607/Malcavernin,

cavernous malformation) identifizieren. Es wurde mittels Mikrosatellitenanalyse in

zwei unabhangigen Familien gefunden, bei denen Nullallele das Resultat zweier
Uberlappender Deletionen im Exon 1 waren. Das bekannte Gen CCM2 mit
unbekannter Funktion wurde auf Transkriptebene analysiert, wobei Stop- und
Frameshift-Mutationen gefunden wurden, die in 192 Kontrollen nicht nachweisbar
waren. CCM2 besteht aus zehn Exons und kodiert fur ein 51 kDa grof3es Protein
(444 AS) (Denier et al. 20044, Liquori et al. 2003).

Bereits 1998 gelang eine grobe Kartierung des bis dato unbekannten Gens
CCMS3 (synonym PDCD10-Gen) auf Chromosom 3q (Craig et al. 1998). Erst 2005
wurde der genaue Genlokus durch Loss-of-heterozygosity-Mapping auf 3g26.1
ermittelt (Bergametti et al. 2005). Im identifizierten Bereich des kurzen Arms von
Chromosom 3 lag unter anderem das PDCD10-Gen (Programmed Cell Death
Protein 10), welches aufgrund seiner Beteiligung an der Apoptose der Zellen als
Kandidatengen angesehen wurde. Dieses Gen war seinerzeit bei 10% der
hereditar betroffenen Patienten mutiert. Man fand zum Beispiel Nonsense- und
Frameshift-Mutationen, sowie aberrantes SpleiRen. CCM3 umfasst zehn Exons,
wovon sieben fur ein 212 AS langes Protein mit einem Molekulargewicht von 25
kDa kodieren (Bergametti et al. 2005).

Bisher sind Uber 150 Keimbahnmutationen bekannt, die zu fehlerhaften
CCM-Proteinen fuhren. Solche Verédnderungen sind beispielsweise Deletionen

oder Insertionen, die mit einer Leserasterverschiebung einhergehen und zum
4
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verfrihten Einbau eines Stopcodons (Nonsense-Mutation) fihren (Stahl et al.
2008). Mutationen an Spleif3stellen kbnnen durch eine Veranderung der Exon-
Intron-Ubergange dazu fihren, dass Introns nicht entfernt werden oder ganze
Exons Ubersprungen werden (=exon skipping). Auch eine Aktivierung kryptischer
Splei3stellen ist mdglich. Infolge solcher Mutationen kommt es haufig zur Bildung
eines funktionslosen Proteins. Missense-Mutationen hingegen wurden bisher
kaum und nur in funktionell wichtigen Doménen identifiziert (Kehrer-Sawatzki et al.
2002).

1.4 Proteindomanen, Interaktionspartner und Funktion der CCM-Proteine

Das Protein CCM1 besitzt N-terminal drei NPxY/F-Motive, die an der
Dimerisierung und intramolekularen Faltung beteiligt sind und eine wichtige Rolle
bei der Aktivierung von Signalkaskaden spielen (Abb. 1-2). Das erste NPxY/F-
Motiv interagiert mit dem R1-Integrin Regulator ICAPla (integrin cytoplasmatic
adaptor protein) (Haasdijk et al. 2012; Trommsdorff et al. 1998). Beide Proteine
sind in der Lage, in den Zellkern zu translozieren und dort die Genexpression zu
beeinflussen. Die NPxY-Motive steuern den Transfer zwischen dem Zytoplasma
und dem Zellkern (Faurobert und Albiges-Rizo 2010). Auch das N-terminal
lokalisierte Kernlokalisierungssignal (NLS) und das C-terminale Kernexportsignal
(NES) spielen eine Rolle beim Transfer von CCM1 zwischen Zytoplasma und
Nukleus. Dies konnten Zhang und Kollegen mit Studien an HelLa Zellen zeigen:
die Konzentration von CCM1 im Zellkern sank, wenn Mutationen in der NLS
nachweisbar waren (Zhang et al. 2007). Ebenfalls N-terminal liegen drei Ankyrin-
Motive, welche von vielen Proteinen exprimiert werden und Protein-Protein-
Bindungen bewirken, wobei bisher kein Interaktionspartner fur die CCM1-Ankyrin-
Motive identifiziert werden konnte (Sedgwick und Smerdon 1999). C-terminal liegt
die FERM-Doméne (Zhang et al. 2007), welche aus drei kleeblattformig
angeordneten Untereinheiten besteht (F1-F3) (Haasdijk et al. 2012), wobei die F3
Untereinheit Uber eine PTB-ahnliche Domane verfugt, die NPxY/F Motive
cytoplasmatischer Teile von Transmembranrezeptoren erkennt. Die Bindung zu
RaplA erfolgt Uber die FERM-Domane. Hierbei wird eine Gerustfunktion von
CCM1 fur Transmembranrezeptoren und RaplA angenommen (Haasdijk et al.
2012).
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CCM2 besitzt neben einer uncharakterisierten Harmonin-Homologie-
Doméane (HHD) eine PTB-Doméne wie auch ICAPla und kann damit die NPxY-
Domane von CCM1 binden (Zawistowski et al. 2005; Zhang et al. 2007). Dabei
wird die Kerntranslokation des CCM1-ICAPl1a-Komplex gehemmt (Liquori et al.
2003; Faurobert und Albiges-Rizo 2010), was zu einer verringerten
Zellproliferation fuhrt (Liquori et al. 2003).

CCM3 weist N-terminal eine Dimerisierungsdoméane auf (Li et al. 2010),
sowie eine Serin/Threonin Bindungs- und Phosphorylierungsdoméne, die Proteine
der GCK3 (germinal centre kinase 3)-Familie, wie zum Beispiel STK24 und STK25
(Serin/Threonin Kinase) bindet (Voss et al. 2007). C-terminal liegt eine FAT-
homology Domane, die wichtig fur die Stabilisierung des gebildeten Proteins und
fur die Bindung mit der PTB von CCM2 sowie Paxillin-LD Motiven ist (Li et al.
2010; Haasdijk et al. 2012).

FERM
NLS NPxY/F Ankyrin F1 F2 F3 NES
- [T TR TTTTTT T T ] cood CCM1
PTB HHD
ey [ T TR ] -coon ccm2
S/T-KBP
Dimerisierung FAT-Domane

NH- [ | | |-coon ccms3

Abb. 1-2: Proteindoméanen der CCM-Proteine

NLS (nukleares Lokalisationssignal); NPxY/F (Asparagin-Prolin-x-Tyrosin); FERM (four-point-one,
Ezrin, Radixin, Moesin)-Doméne; NES (nukleéres Exportsignal); PTB (Phosphotyrosin-
Bindungsdoméne); HHD (harmonin-homology Domaéane); S/T-KBP (Serine/Threonin Kinase
Bindungs- und  Phosphorylierungsdomane); FAT (focal adhesion targeting). Adaptiert nach
Haasdijk et al. 2012.

In vitro wurde eine Komplexbildung zwischen CCM1, CCM2 und CCM3
gezeigt. Schon 2003 spekulierten Liquori und Kollegen Uber eine mdogliche
Bindung zwischen CCM1 und CCM2, was durch Koimmunoprazipitationsversuche
mit Antikdrpern gegen CCM1 und CCM2 bestatigt werden konnte (Zawistowski et
al. 2005). Die Komplexbildung kann jedoch durch Mutationen und dadurch

bedingten Konformationsanderungen der Proteine verhindert werden. Stahl und
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Kollegen analysierten die funktionellen Konsequenzen des Verlustes von Exon 2
im CCM2-Gen. Das mutierte CCM2-Genprodukt wurde in
Koimmunoprézipitationsanalysen getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass
eine Bindung zwischen dem veranderten CCM2-Produkt und dem CCM3-Protein
erfolgte, jedoch nicht mit CCM1 (Stahl et al. 2008). Den gleichen Effekt erhielt man
bei CCM2-Genprodukten, die eine Punktmutation in der PTB-Domane aufwiesen.
Weiterhin zeigten Glutathion-S-Transferase Pull-down Experimente, dass die
Bildung des terndren Komplexes aus CCM1, CCM2 und CCM3 von intaktem
CCM2 abhangt (Stahl et al. 2008). Begrtindet ist dies durch DNA-Bereiche von
Exon 2 in CCM2, die fur Teile der PTB-Doméane kodieren. Die PTB-Doméne wird
durch die Aminosauren 66-227 gebildet. Der Verlust von Exon 2 bedingt das
Fehlen der Aminosauren 11-68. Da die Bindung zu CCM1 uber das NPxY/F-Motiv
erfolgt (Trommsdorff et al. 1998), ist die PTB-Region essentiell fur die CCM1-
CCM2-Interaktion (Stahl et al. 2008).

Zur Funktion der CCM-Proteine in Endothelzellen zahlen unter anderem der
Umbau des Zytoskeletts, die Etablierung der Zellpolaritat, die Bildung der Zell-Zell-
und Zell-Matrix Kontakte und die Kontrolle der Angiogenese (Fischer et al. 2013).
Die Interaktionen der CCM-Proteine sind in den Abbildungen 1-3 bis 1-5 gezeigt
(adaptiert nach Haasdijk et al. 2012). Der CCM1l-Interaktionspartner RaplA
rekrutiert das CCM1-Protein zur Zellmembran, wo es an den HEG1-Rezeptor
(heart of glass type 1) bindet, einem in Endothel und Endokard spezifisch
exprimierten Transmembranprotein. Infolgedessen entsteht ein ternarer Komplex
aus CCM1/CCM2/HEG1, welcher die Bildung von Adharenzkontakten stimuliert
(Kleaveland et al. 2009; Faurobert und Albiges-Rizo 2010; Whitehead et al. 2004).
CCML1 halt als Gerustprotein fir den membrangebundenen Komplex aus VE-
Cadherin und R-Catenin die Zell-Zell-Kontakte (Zonulae adherentes) aufrecht
(Beraud-Dufour et al. 2007; Gore et al. 2008; Glading et al. 2007; Glading und
Ginsberg 2010). Folglich bedingt ein Mangel an CCM1 abgeschwachte
Zellkontakte und eine erhthte Zellpermeabilitat (Fischer et al. 2013). VE-Cadherin
wirkt als Hauptbestandteil der Adh&renzkontakte, jedoch auch als Stimulant der
Angiogenese. Bei einem CCM1-Mangel kommt es zur Akkumulation von R3-
Catenin, wodurch der Wnt Signalweg aktiviert wird. Dies soll den Wiedereintritt in
den Zellzyklus fordern und die Angiogenese stimulieren (Glading et al. 2007;

Glading und Ginsberg 2010). Dabei verlagert sich der Repressor Groucho und der
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T-Zell Faktor (TCF) kann die Expression des Wnt Zielgens aktivieren (Abb. 1-3)
(Clevers 2006). Als Folge zeigen Kavernome ein starkeres GrolRenwachstum
(Fischer et al. 2013).

RaplA
B-Cat

VE-Cadherin

[hee1 ]
-
T

o

=
4 ~
o 4 hS

K \
. I \
VE-Cadherin — w ——> Angioge- |
Wnt/B- 3, nese "J
Catenin ™ s
~o e

Signalweg ~o

-

Abb. 1-3: Rap1A als Interaktionspartner von CCM1

RaplA (Ras-related protein 1A); HEG1 (heart of glass 1)-Rezeptor; B-Cat (R-Catenin); ZK
(Zellkern); TCF (T-Zell Eaktor); Wnt (Wingless, Int-Gen). Adaptiert nach Haasdijk et al. 2012.

Fur die Ausbildung von Zell-Matrix-Kontakten, sowie fir die Zellproliferation
und -migration der Endothelzellen wahrend der Angiogenese ist der heterodimere
Transmembranrezeptor 31-Integrin entscheidend (Chang et al. 2002). Er fordert
die Gefalreifung durch die Stimulation der Verbindung zwischen der
Basalmembran und den Endothelzellen (Faurobert und Albiges-Rizo 2010). Eine
weitere wichtige Funktion ist die Lumenbildung im Endothel (Whitehead et al.
2009; Liu et al. 2011). Dies wird gewahrleistet durch die Interaktion mit CDC42
und Racl (Faurobert und Albiges-Rizo 2010). Gehemmt wird 31-Integrin durch
den CCMZ1-Interaktionspartner ICAP1a. Die Bindung erfolgt dabei zwischen dem
NPxY-Motiv des [31-Integrin und der PTB von ICAPla (Chang et al. 2002). Da
CCM1 ebenfalls ein NPxY/F-Motiv enthalt, erfolgt ein molekularer Wettbewerb mit
R1-Integrin um die ICAPla Bindung (Abb. 1-4a) (Faurobert und Albiges-Rizo
2010; Gault et al. 2004; Zhang et al. 2001). R1-Integrin-abhangig transloziert

ICAP1a mit Hilfe eines NLS zum Nukleus und kann hier die Zellproliferation und
8
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Genexpression beeinflussen (Fournier et al. 2005). Damit bedingt ein Verlust von
CCM1 einerseits einen gestérten Zell-Matrix-Verbund und zum anderen ein
verandertes Zellwachstum (Marchuk et al. 2003).

Weiterhin stimuliert CCM1 die Bildung der Tight junctions (Zonulae
occludentes), indem es einen terndren Komplex mit AF6/afadin und Claudin-5
bildet (Abb. 1-4b) (Dejana et al. 2009). Durch die Tight junctions wird die
Zellpolaritat bestimmt, was wiederum die Lumenbildung im Endothel bedingt
(Faurobert und Albiges-Rizo 2010).

T
—

Integrin

ey
W

- Claudin-5

4

Abb. 1-4: Interaktionspartner ICAP1a (a) und Bildung von Zell-Zell-Kontakten (b)

i)

CDC42 (Cell division control protein 42 homolog); Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate
1). Adaptiert nach Hasdijk et al. 2012.

Ternarer Komplex mit Claudin-5 als Transmembranprotein der Tight junctions. Adaptiert nach
Hasdijk et al. 2012.

Ein gesteigerter Umbau des intrazellularen Zytoskeletts ist ebenfalls
entscheidend fur die Zellpolaritat und wird von der Rho Kinase ROCK reguliert
(Haasdijk et al. 2012). Die Aktivierung der Rho Kinase erfolgt Uber RhoA, ein
kleines G-Protein, welches vermutlich durch alle drei derzeit bekannten CCM-
Proteine inhibiert wird. CCM2 fuhrt Gber die Bindung an Smurfl zum Abbau von
RhoA (Crose et al. 2009). CCM3 verhindert eine RhoA Aktivierung, indem es die
Proteine der GCK3-Familie (STK25, STK24, MST4) stabilisiert und dadurch
Moesin, einen RhoA Inhibitor, aktiviert (Abb. 1-5) (Zheng et al. 2010). Durch CCM-
Mutationen kann es zur Enthemmung der Rho Kinasen kommen und somit zur
Hyperaktivitat der Zellen mit gesteigertem Zytoskelettumbau und zu verstarkter
Zellpermeabilitat. Es lasst sich zusammenfassen, dass ein Verlust der Funktion

von CCM1, 2 oder 3 dazu fiuhrt, dass eine Endothelzelle in ein aktives Stadium
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Ubergeht, was zu erhohtem Zellumbau und gestdrter Barrierefunktion mit
resultierenden Blutungen fihrt (Fischer et al. 2013).

gesteigerter
_I ) 7\toskelettumbau;
Rho verstarkte Zellpermeabilitat
Klnase

U

Abb. 1-5: Inhibition von RhoA durch die CCM-Proteine

Smurfl (smad ubiquitin regulatory factor 1); STK24/25 (Serin/Threonin-Kinase24/25); MST4
(mammalian STE20-like protein kinase 4). Adaptiert nach Haasdijk et al. 2012.

1.5 Knudson‘sche Zwei-Treffer-Hypothese

CCM1 wird in den GefaRen von Gehirn, Herz, Leber, Niere und in
Endothelzellen wahrend der Angiogenese exprimiert, wie In-situ-Hybridisierungen
an Mausgeweben zeigen konnten (Denier et al. 2002). Mause mit homozygot
deletiertem Ccml, 2 oder 3-Gen sterben bereits in der Embryonalentwicklung
aufgrund kardiovaskularer Defekte (Whitehead et al. 2004; Boulday et al. 2009;
Kleaveland et al. 2009; He et al. 2010; Chan et al. 2011).

Als eine mdogliche Ursache fiur das Auftreten von CCMs wird die
Knudson‘sche Zwei-Treffer-Hypothese (Knudson 1971) angenommen, da ein
multiples Vorkommen von Kavernomen bei hereditaren Fallen und ein singulares
Auftreten bei isolierten Fallen beobachtet werden. Die Theorie besagt, dass bei
Vorliegen einer Keimbahnmutation auf einem CCM-Allel eine zweite somatische
Mutation auf dem zweiten Allel zur kompletten Inaktivierung von CCM1, CCM2
oder CCM3 in den betroffenen Endothelzellen und damit zur Manifestation der
Erkrankung fihrt. Die Zwei-Treffer-Hypothese ware auch eine Erklarung fur das
Auftreten einiger asymptomatischer Mutationstrdger und die unvollstandige

Penetranz bei variabler Expressivitat. Auch das Auftreten von CCMs als Spatfolge
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bei Bestrahlungspatienten lie3e sich mit zwei somatischen Mutationen erklaren
(Pagenstecher et al. 2009; Akers et al. 2009).

Die Inaktivierung beider Allele eines CCM-Gens ist schwer nachzuweisen.
Zur Detektion somatischer Mutationen in Endothelzellen muss eine Gewebeprobe
aus dem Kavernom vorliegen, die jedoch schwer zu gewinnen ist. Eine weitere
Komplikation ist das Vorliegen von somatischen Mosaiken. Die gesuchten
Mutationen liegen nur in Subpopulationen vor, da das Kavernomgewebe sowohl
aus mutierten Endothelzellen als auch aus Wildtyp-Zellen besteht (Pagenstecher
et al. 2009; Akers et al. 2009). Dementsprechend gibt es nur wenige weitere

experimentelle Belege fur die Zwei-Treffer-Hypothese der Kavernomentstehung.

Die Gruppen um Gault und Kehrer-Sawatzki berichteten jeweils von einem
Patienten mit bekannter Keimbahnmutation in CCM1 und zusatzlicher Deletion im
Kavernomgewebe, die zu einer Leserasterverschiebung fuhrte (Gault et al. 2005;
Kehrer-Sawatzki et al. 2002). Studien an Mausen scheinen ebenfalls fir die
Knudson’sche Zwei-Treffer-Hypothese fir die CCMs zu sprechen (Amyere et al.
2013).

1.6 Diagnostik der CCMs
1.6.1 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist Goldstandard zur Detektion
sowohl multipler als auch einzelner L&sionen. Fir eine gute diagnostische
Aussagekraft sind Aufnahmen mit einem 3-Tesla-Gerat und hochauflésende
Gradientenecho- und suszeptibilititsgewichtete Sequenzen (GRE/T2* und SWI)
wichtig (Frischer et al. 2012). Bei der neuroradiologischen Diagnostik fand man bei
gesicherten CCM1-Mutationstragern im T2-gewichteten MRT durchschnittlich funf
Kavernome, mit hochaufldsenden Gradientenecho-Sequenzen sogar
durchschnittlich 20 Kavernome. Bei funf von 202 CCM1-Mutationstragern konnte
kein Kavernom nachgewiesen werden (Denier et al. 2004b). Daraus folgt, dass ein
unauffalliger MRT-Befund eine in der Familie bekannte CCM-Mutation nicht
ausschlie3t. Nur durch eine molekulargenetische Untersuchung kann eine
familienspezifische Mutation nachgewiesen oder ausgeschlossen werden. Oftmals

fallen bis dato asymptomatische multiple Kavernome jedoch als Zufallsbefund auf.
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1.6.2 Molekulargenetische Stufendiagnostik

Zum Nachweis von pathogenen Mutationen in den CCM-Genen wird derzeit
noch eine Stufendiagnostik in sechs Schritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt
erfolgt die Sequenzierung der kodierenden Exons 9 bis 18 des CCM1-Gens
(ENST00000394507), gefolgt von der Sequenzierung der kodierenden Exons 5 bis
8, 19 und 20. Danach werden in CCM2 (ENST00000258781) die Exons 1 bis 10
und in CCM3 (ENST00000392750) die Exons 4 bis 10 sequenziert. Die 5. Stufe

umfasst eine MLPA-Analyse zur Detektion gréf3erer Deletionen und Duplikationen

in allen drei Genen und als letzte Stufe folgt eine Transkriptanalyse. Dabei wird
jede Stufe nur dann durchgefiihrt, wenn bei der vorherigen keine eindeutig

kausale Mutation nachgewiesen wurde.

1.7 Klinische Manifestation ohne Mutation in CCM1, 2 oder 3

Bei familiar Betroffenen liegt die Mutationsdetektionsrate nach
Sequenzierung und zuséatzlicher MLPA-Gendosisanalyse bei 87% (Spiegler et al.
2014; Gaetzner et al. 2007). Bei isoliert betroffenen Patienten wird eine
Detektionsrate von circa 60% erreicht. Eine Erklarung fur die deutlich niedrigere
Rate bei Patienten mit negativer Familienanamnese konnten somatische
Neumutationen sein, die sich in einer Zellteilung nach der Befruchtung ereignen,
und somit in der Leukozyten-DNA nicht nachzuweisen sind. Bei 13% der klinisch
auffalligen Patienten mit positiver Familienanamnese kann keine Mutation in den
bekannten CCM-Genen gefunden werden. Neben einigen hypothetischen
Erklarungsansatzen fur die erfolglose Mutationsanalyse wird angenommen, dass
es noch andere Gene gibt, in denen Mutationen zu Kavernomen fihren kdnnen.
Liguori und Kollegen spekulierten bereits 2006 auf ein zusatzliches CCM-Gen in
der Nahe von CCM3 (Liquori et al. 2006).

1.8 Inhalt und Zielsetzung der Arbeit

Fur die Kandidatensuche nach einem weiteren CCM-Gen im Rahmen der
Promotion von Stefanie Spiegler wurden die Exome von sechs
Kavernompatienten, bei denen keine pathogene Mutation in den bekannten drei
CCM-Genen nachgewiesen werden konnte, auf einer SOLID™ 5500XL
Sequenzierplattform analysiert. Die Exom-Sequenzierung identifizierte insgesamt
circa 210 000 Varianten. Mit Hilfe eines Filteralgorithmus von Christian Gilissen

(Radboud Universitat Nijmegen) wurden diese Varianten untereinander verglichen.
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Priorisiert wurden dabei Veranderungen in Exons und kanonischen Splei3stellen
sowie solche, die in gleichen Genen bei den unterschiedlichen Patienten zu finden
waren (sogenannte Overlap-Strategie nach Gilissen et al. 2012). Varianten in
Introns und Genen, die auf dem X- und Y-Chromosom lagen, wurden
herausgefiltert. Dies erlaubte eine Eingrenzung auf 337 Varianten. Weitere
manuelle Evaluierungen reduzierten die Zahl der Varianten auf acht. Diese
Evaluierung beinhaltete eine Abklarung der Allelfrequenzen mittels dbSNP und
ESP6500 und der Protein-Protein-Interaktionen durch STRING (Search Tool for
the Retrieval of Interacting Genes/Proteins). Die Uberprifung der
Sequenzabdeckung erfolgte mit Hilfe des IGV (Integrative Genomics Viewer). Eine
Evaluation der Missense-Varianten wurde durch PhyloP vorgenommen. Letztlich
verblieb nur eine 2-Basenpaar-Deletion in FAM222B (Family With Sequence
Similarity 222, Member B), Synonym C170rf63 (Chromosome 17 open reading
frame 63) (Transkript: ENST00000581407). Dieses Gen wurde als mdglicherweise
krankheitsverursachendes Kandidatengen betrachtet, unter anderem, weil 2013 in
FAM222B keine Loss-of-Function Mutationen beschrieben waren. Das Gen liegt
auf dem langen Arm von Chromosom 17 (17q11.2) und besteht aus drei Exons,
von denen das zweite und dritte kodierend sind (Abb. 1-6). Das kodierte Protein
besteht aus 562 Aminosauren (1689bp).

ATG TAG

Intl ‘l' Int2 ‘l’

— El E2 E3 —

166bp 132bp \ / 3899bp

Abb. 1-6: Genomische Organisation von FAM222B

Der kodierende Bereich wird durch das Start- (ATG) und Stopcodon (TAG) begrenzt. Angegeben
sind aulRerdem die Exongrof3en in Basenpaaren (bp).

Ziel dieser Arbeit war die molekulargenetische Verifizierung des neuen
Kandidatengens FAM222B durch eine Mutations- und Polymorphismenanalyse.
Die Kausalitat zwischen der mittels Exomanalyse identifizierten 2-Basenpaar-

Deletion ¢.1651 1652delAG; p.R552Kfs*10 in FAM222B und den CCMs bei einer
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sechsjahrigen Patientin und ihrem Vater sollte durch weitere Mutationen bei
Patienten mit CCM bestatigt werden. Dazu wurden 27 klinisch symptomatische
Indexpatienten aus der Routinediagnostik ohne  Priorisierung nach
Manifestationsalter und Schweregrad der Erkrankung untersucht, bei denen nach
der Stufendiagnostik ebenfalls keine Mutation in den Genen CCM1, CCM2 oder
CCM3 nachgewiesen werden konnte. Bei der SANGER-Sequenzierung von
FAM222B wurde nach Deletionen, Insertionen oder Substitutionen gesucht.
Besonders beachtet wurden auch homozygote SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), da sie einen Hinweis auf einen Verlust der Heterozygotie (,loss
of heterocygosity“, kurz LOH) und damit gro3ere Exon-ubergreifende Deletionen
in FAM222B sein konnten. Im Anschluss erfolgte fir derartig auffallige Bereiche
des Gens die Etablierung einer gqPCR (real-time gquantitative PCR). Die
quantitative Diagnostik wurde bei den Indexpatienten vorgenommen, die
Homozygotie aufwiesen, um etwaige grol3ere Deletionen nachzuweisen und damit
Hinweise auf die pathogenetische Bedeutung von FAM222B bei der Entstehung

zerebraler kaverndser Gefaldfehlbildungen zu erlangen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Geréate

Apparatur fur die horizontale
Gelelektrophorese (Horizon® 11.14)

Concentrator 5301

Feinwaage

Geldokumentationsgerat (BioDoc Analyze)

Heizplatte

LightCycler® 480 Il
NanoPhotometer

Pipetten

Multipette plus
Transferpette® S-8

PCR Thermocycler T3000
Sequenzierer (GeneticAnalyzer 3130xlI)
Vortexer (Vortex-Genie 2)
Zentrifugen

Tischzentrifuge (Galaxy Mini)
Zentrifuge (Centrifuge 5417C)
Zentrifuge (Centrifuge 5804R)

Zentrifuge Universal 30RF

Hersteller, Firmensitz

Whatman/Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Géttingen
Biometra, Gottingen
Desaga, Heidelberg
Roche, Mannheim
Implen, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
Biometra, Gottingen
Applied Biosystems, Darmstadt

Scientific Industries/Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Einmalpipettenspitzen
(SafeSeal-Tips® professional)

Elutionsréhrchen (14ml)
ReaktionsgefalRe

Falcons (BD Falcon 50ml)
Parafilm

PCR-Gefal3e mit Deckel
(Standard 96 Well PCR-Platte)

2.1.3 Chemikalien

Chemikalie

Agarose

Aqua bidest (fir PCR)

Aqua bidest (fir Sequenzierung)
DMSO

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Ethanol

Ethidiumbromidlésung
ExXoSAP-IT

HiDi-Formodid

Kit NucleoSpin® Blood L

LightCycler® 480 Probes Master

Hersteller, Firmensitz

Biozym, Hessisch Oldendorf

Sarstedt, Niumbrecht
Eppendorf, Hamburg
BD Biosciences, Heidelberg

Pechiney, Northbrook, lllinois, USA

Peqglab Biotechnologie, Erlangen

Hersteller, Firmensitz

Bio&Sell, Feucht bei Nurnberg
Sigma, Minchen

J.T. Baker, Griesheim

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Th. Geyer, Renningen

Roth, Karlsruhe

Affymetrix, Freiburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Macherey-Nagel, Diren

Roche, Mannheim
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Natrium-Acetat

Marker

50bp DNA Ladder
100bp DNA Ladder
Polymerase, OneTaq

Proteinase K

Sequenzmix “BigDye” (BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit)

Sonde (UPL, Universal ProbeLibrary)

2.1.4 Puffer
Puffer
Ladepuffer fur die Gelelektrophorese
Puffer fir die DNA-Pré&paration
Kit NucleoSpin® Blood L
Elutionspuffer BE
Puffer BQ1
Puffer BQ2
1x PBS-Puffer (Dulbecco’s PBS)
Puffer fir die PCR
5x Standard Reaction Buffer, OneTaq
Puffer fir die SANGER-Sequenzierung

5x Puffer fur die Markierungsreaktion

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
von Biolabs, New England, USA

Macherey-Nagel, Diren

Applied Biosystems, Darmstadt

Roche, Mannheim

Hersteller, Firmensitz

Macherey-Nagel, Diren

PAA, Colbe

von Biolabs, New England, USA

Applied Biosystems, Darmstadt
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TBE (10x bzw. 1x)

Borsaure Roth, Karlsruhe
EDTA Merck, Darmstadt
Trizbase Hartenstein, Wirzburg

2.1.5 Oligonukleotide

Die Primersynthese erfolgte bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg).
Zur Vereinheitlichung unserer Verfahren wurden fur die SANGER-Sequenzierung
Primer verwendet, die an ein M13 Tag binden. Demzufolge dienten bei der
Sequenzierung M13-V (Vorwarts) und M13-R (Ruckwarts) Primer als Sequenzier-
Primer, anstatt der Verwendung einer grof3en Anzahl unterschiedlicher
Oligonukleotide, was die Arbeitseffizienz und Ubersicht deutlich erhéht. Neben dem
kodierenden Abschnitt des zweiten und dritten Exons von FAM222B wurde die
gesamte 3-UTR untersucht. Zusatzlich wurden kleinere Bereiche der 5-UTR
(untranslatierte Region), von Intron 2 und ein kurzer Abschnitt stromabwarts der 3'-
UTR sequenziert, um auch in benachbarten Bereichen Verdnderungen zu

detektieren.
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Tabelle 2-1: PCR-Primer zur Amplifikation von FAM222B mittels Standard-PCR

V- Vorwarts; R- Ruckwarts; in griin gezeigt die Vorwartssequenz des M13-Anhangs; in orange gezeigt die Ruckwartssequenz des M13-Anhangs
Ta- Annealing-Temperatur
Amplikonlénge inklusive des M13-Anhangs

Name/ Bezeichnung Sequenz Tain °C Amplikon in bp
FAM222B_Int1-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTGTTGCCTTGTGTTTCATGACC-3' 58 278
FAM222B_Int2-R 5'- CCCAGATGTGCTTCAAGGA-3'

FAM222B_Int2-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTCTGTTTGCCTTGGCACTGAT-3' 58 456
FAM222B_E3.1-R 5'- GTGGGCTAAAGTGCTGGGT-3'

FAM222B_E3.2-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTTTGCCATTGTCAAAGTGCCA-3 58 496
FAM222B_E3.2-R 5'- TGGCCGCCATTGAAAGGG-3'

FAM222B_E3.3-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTCGGAAGATGCCAGACTCAGA-3 62 557
FAM222B_E3.3-R 5'- CCACAAAGCCAGGCCCTG-3'

FAM222B_E3.4-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTACCTCAAGCCAGTCACCT-3! 58 421
FAM222B_E3.4-R 5'- CACAGTCGAGGGGTGCAC-3'

FAM222B_E3.5-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTACATTCTGCCCACTCCCAAT-3 58 509
FAM222B_E3.5-R 5'- GTCCCCACTTAGATCCCACC-3'

FAM222B_E3(4)-V 5-GTAAAACGACGGCCAGTCGATCCCACAGAGAGTCG-3 58 638
FAM222B_E3(4)-R 5'- CAAAGCCTTGAGGAATGG-3'
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FAM222B_E3(5)-V
FAM222B_E3(5)-R

FAM222B_E3(5)-V2
FAM222B_E3(5)-R2

FAM222B_E3(6)-V
FAM222B_E3(6)-R

FAM222B_E3(6)-V2
FAM222B_E3(6)-R2

FAM222B_E3(7)-V
FAM222B_E3(7)-R

FAM222B_E3(8)-V
FAM222B_E3(8)-R

S'-GTAAAACGACGGCCAGTGCAAGATTTCCCAGGTGC-3
5'- GAGGGGCTGCACTAGAGG-3'

S'-GTAAAACGACGGCCAGTGGACGACTGAGGTGTGGG-3
5'- GAGGGTGAATGTACCTGTGG-3'

5'-GTAAAACGACGGCCAGTGCATTGTGTGTGAGTGGC-3
5'- GGCAGGAAAACAATTGGG-3'

5'-GTAAAACGACGGCCAGTCCACAGCCACTGCACTTG-3
5'- GAGACGTGCTGAGCATGG-3'

S -GTAAAACGACGGCCAGTGCCTGATTGTGTTATGCC-3
5'- GGATGGAGACAGGGAGTG-3

5-GTAAAACGACGGCCAGTGCAATAAGGGTCCAAGCC-3
5'- GGATTTGGAGACGGCTTC-3'

58

56

58

56

58

58

636

705

659

644

634

389
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Tabelle 2-2: Primer zur SANGER-Sequenzierung von FAM222B

Name/ Bezeichnung

Sequenz

M13-V
M13-R

5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3
5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3

Tabelle 2-3: Verwendete Primer fur die real-time-quantitative PCR von Exon 3 von FAM222B

Name/ Bezeichnung Sequenz Tain °C  Amplikon in bp
LC_FAM222Bex3up-V 5-TGCCTTCATGTGTGGTCAAT-3' 58 86
LC_FAM222Bex3up-R 5-GTGGGCAGGTTGACAGGA-3'

LC_FAM222Bex3down-V 5'-CCAGAACAGCTTGATGCAAA-3' 58 82
LC_FAM222Bex3down-R 5'-CATGGCCAGGCTCTGTTC-3'

LC_GAPDHex9-V 5'-CAGCAAGAGCACAAGAGGAA-3' 60 72
LC_GAPDHex9-R 5-GTGGTGGGGGACTGAGTGT-3'

LC_TBPex3-V 5'-CAGCCGTTCAGCAGTCAAC-3' 60 76
LC_TBPex3-R 5-TGTGAGTGGAAGAGCTGTGG-3'
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2.1.6 DNA-Proben

Als Untersuchungsmaterial zur Validierung des FAM222B-Gens als
maogliches neues CCM-Gen dienten DNA-Proben von 27 Patienten, die sich in der
Standard-Stufendiagnostik als mutationsnegativ fur die bekannten Gene CCM1-3
erwiesen. Alle Probanden haben entsprechend der Vorgaben des
Gendiagnostikgesetzes und in Ubereinstimmung mit dem positiven Votum der
Ethikkommission der Universitatsmedizin Greifswald ihr Einverstandnis zur

wissenschaftlichen Nutzung erteilt.

2.2 Methoden
2.2.1 DNA-Praparation

Zur DNA-Praparation aus peripherem ventsen EDTA-Blut wurde das Kit
NucleoSpin® Blood L von Macherey-Nagel verwendet. Diese Methode der DNA-
Praparation berunt auf der Bindung der Nukleinsdure an eine spezielle
Siliziummembran. Die Nukleinsduren werden gewaschen und nachfolgend wieder

vom Tragermaterial gelost.

Zur Konstanthaltung der Praparationsbedingungen wurden jeweils 1ml
EDTA-Blut und 1ml 1x PBS (phosphate buffered saline)-Puffer (Dulbecco’s PBS)
gemischt. Die Lyse der Leukozyten erfolgte unter Zugabe von 150l Proteinase K,
welche durch den Abbau von Peptidbindungen einen Proteinabbau und die
Freisetzung der DNA aus den Leukozyten bedingt. Des Weiteren wurden 2ml vom
Lysispuffer BQ1 hinzugegeben. Nach dem Mischen der Reagenzien wurden diese
fur 15min bei 56°C im Wasserbad inkubiert. Um optimale Bedingungen fiur die
Bindung der DNA an die Tragersaule zu schaffen, wurden 2ml 100% Ethanol
dazugegeben. Ethanol dient der Konzentrierung der Nukleinsdure und ihrer
Reinigung von Salzen. 3ml des Gemisches wurden nach zehnmaligem Invertieren
auf die Saule gegeben und 4min bei 3622 g zentrifugiert. Das Ubrig gebliebene
Gemisch wurde auf die Saule gegeben und gleichermalen zentrifugiert, der
Durchfluss verworfen. Anschlieend erfolgte ein zweimaliges Waschen unter
Verwendung von 2ml des BQ2 Puffers. Nachfolgend wurde jeweils fir 4min bei
3622 g zentrifugiert. Die Isolation der Nukleinsduren erfordert das Losen von der
Tragersaule. Dazu wurde die Saule in ein Elutionsrohrchen tberfihrt und 100pl

Elutionspuffer BE mittig auf die Saule gegeben. AnschlieRend wurde 2 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert und wie zuvor zentrifugiert. Die Konzentrationsmessung
der DNA erfolgte mit dem NanoPhotometer und bestimmte die weiteren Schritte:
Bei einer Konzentration von mehr als 120ug/ml (ng/ul) wurde erneut mit 100pl
Elutionspuffer geldst und zentrifugiert. Bei einer geringeren Konzentration wurde
das Eluat nochmals auf die Tragersaule gegeben und zentrifugiert. Anschlie3end
wurde die DNA-Konzentration mit einer zweiten Messung bestatigt.

2.2.2 Primerdesign

Die fur die Amplifikation der gewinschten Genabschnitte von FAM222B
bendtigten Oligonukleotide wurden anhand verschiedener Kriterien entworfen und
von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert. Sie sollten in einer Gré3e von
18-22 bp vorliegen und einen GC-Gehalt von 40-60% aufweisen. Die vorliegenden
Basen am 5'- und 3' Ende sollten nach Mdglichkeit Cytosine oder Guanine sein,
die aufgrund ihrer drei Wasserstoffbrickenbindungen chemisch stabiler sind und
die Hybridisierung erleichtern. Es muss darauf geachtet werden, dass zwischen
den Primerpaaren keine komplementédren Basenabschnitte existieren, da diese
eine Schleifenbildung oder Dimerisierung mit sich bringen koénnen. Die
Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass der Unterschied in der
Schmelztemperatur (Ty) maximal 2°C betrug. Diese lasst sich durch die Wallace-
Regel errechnen: Ty= 4x (G+C) + 2x (A+T). Die optimale Primer-
Annealingtemperatur liegt circa 4-5°C unter der Schmelztemperatur. Es wurden
Primer in einer Konzentration von 10pmol/pl fur die Standard-PCR und die

Sequenzierung verwendet.

2.2.3 PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion; polymerase chain reaction)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde standardgemall im
Thermocycler (T3000 von Biometra) durchgefihrt und diente der enzymatischen
Amplifizierung von DNA-Fragmenten in vitro. Dabei erfolgte zuerst die
Denaturierung, das heil3t das Aufspalten der Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Basen, wobei sich die beiden Strdnge der template DNA trennen.
Der zweite Schritt entsprach dem Primer-Annealing, welches von den Ty (melting
temperature)-Werten der Primer abhéngig ist. Die Oligonukleotidprimer
hybridisieren an ihre komplementare DNA-Sequenz am 3° Ende der zu
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amplifizierenden Matrizen-Sequenz. Ausgehend von den Primern als Startpunkten
synthetisiert die thermostabile DNA-Polymerase durch den Einbau von
Nukleotiden in 5 -> 3' Richtung den Tochterstrang. Als Cofaktor im katalytischen
Zentrum der DNA-Polymerase sind Magnesiumionen an der Bildung der
Diesterbindung beteiligt. Durch eine repetitive Abfolge der genannten Schritte
erlangt man eine exponentielle Vermehrung der Templates. Das Korrekturlesen
der synthetisierten Nukleinsauren wird durch die 3 - 5' Exonukleaseaktivitat der

DNA-Polymerase gewahrleistet.

Es wurden OneTag-Polymerasen zur Amplifikation der Gensequenz
eingesetzt. Vom angefertigten Mastermix wurden jeweils 23,5ul in jedes Well
pipettiert und die entsprechenden Vorwaérts- und Riuckwartsprimer ebenso wie die

Patienten- bzw. Referenz-DNA nachgelegt.

Tabelle 2-4: Standardreaktionsansatz fiir die PCR

Reagenz Volumen in pl
Aqua bidest 17,875
5x Standard Reaction Buffer mit 1,8mM 5
MgClI2
10mM dNTPs 0,5
OneTaqg-Polymerase (5 U/pul) 0,125

23,5
10pmol/pl Primer (Vorwarts&Ruckwarts) 0,5
25ng/ul genomische DNA 1
gesamt 25

Die Amplifikation der Genabschnitte von FAM222B erfolgte mit den PCR-
Programmen OneTaqg 56, 58 oder 62:

Tabelle 2-5: Ablauf der PCR

Schritt Temperatur in °C Dauer

Initiale Denaturierung 94 4min
Denaturierung 94 20s
Primer-Annealing 56/58/62 45s } 34x
Elongation 68 1min

Finale Elongation 68 5min

Pause 15 Pause

24



Material und Methoden

2.2.4 Gelelektrophorese

Zur Uberprufung der PCR-Produkte wurde eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dabei wird die amplifizierte DNA auf ein Agarosegel aufgetragen,
welches als Tragermatrix dient. Unter Erzeugung eines elektrischen Feldes
wandert die Nukleinsaure aufgrund ihrer negativen Nettoladung zur positiv
geladenen Anode. Kirzere DNA-Fragmente wandern schneller als langere, womit
eine Auftrennung proportional zur Gro3e erfolgt. Zur Grél3endetektion wird ein
entsprechender Marker mitgefuhrt. Zur Herstellung eines 1,5%igen Agarosegels
wurden 1,5g Agarose und 100ml 1xXTBE in der Mikrowelle erhitzt, bis die Lésung
homogen erschien. Zur spateren Detektion der DNA-Banden wurden pro 100ml
10pl Ethidiumbromidlésung hinzugegeben. Durch Mischen von 5pl des PCR-
Produktes mit 1ul Ladepuffer wurden die Proben beschwert und anschlieRend
aufgetragen. In der mit 1x TBE befilten Gelkammer erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung der Proben bei 130V fur circa 25 Minuten. Als
Marker fur die Gelelektrophorese wurde je nach Amplikongrof3e ein 50bp DNA
Ladder von Invitrogen oder ein 100bp DNA Ladder von Roth verwendet. Durch
das interkalierte Ethidiumbromid konnte die DNA unter UV-Licht bei einer

Wellenlange von 365nm sichtbar gemacht werden.
2.2.5 SANGER-Sequenzierung

Die Sequenzierung der amplfizierten PCR-Produkte wurde mittels der
Didesoxymethode (Kettenabbruchmethode) nach SANGER (1977) durchgefihrt.
Zur Entfernung udbrig gebliebener Primer und Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTPs) erfolgte die Aufreinigung des PCR-Produktes mit ExXoSAP-IT im
Thermocycler. Die Zeit der Inkubation betrug 20min bei 37°C und 15min bei 80°C.
Ein Mastermix aus ExoSAP-IT und Aqua bidest wurde vorgelegt und je nach

Bandenstarke bei der Gelelektrophorese 1-2ul PCR-Produkt eingesetzt.

Tabelle 2-6: Standardansatz fur die Aufreinigung des PCR-Produktes bei der Sequenzierung

Reagenz Volumen in pl
Aqua bidest 2,25-3,25
EX0oSAP-IT 0,75
PCR-Produkt 1-2

5
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Als Markierungsreaktion wurde der Sequenzmix ,BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit® von ABI genutzt, der unter anderem dNTPs, eine
Polymerase zur Elongation und fluoreszenzmarkierte ddNTPs zur Termination
enthalt. Als Primer wurden M13-V (Vorwarts) und M13-R (Ruckwarts) verwendet.

Tabelle 2-7: Mastermixansatz fir die Markierungsreaktion bei der SANGER-Sequenzierung

Reagenz Volumen in pl
5x Puffer 15
Aqua bidest 1

Sequemzmix "BigDye"
Primer (Vorwarts&Ruckwarts) (5 pmol)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

18 R
ol

Die Markierungsreaktion wurde in folgenden Schritten durchgefihrt:

Tabelle 2-8: Ablauf der Markierungsreaktion bei der SANGER-Sequenzierung

Schritt Temperatur in °C Dauer

Initiale Denaturierung 96 1min
Denaturierung 96 10s
Primer-Annealing 50 5s } 30x
Elongation 60 4min

Pause 4 Pause

Die Fallung der Proben erfolgte standardgeman mit 1pl Natrium-Acetat und
25ul 100%igem Ethanol. Nach dem Mischen und Zentrifugieren (2250 g, 4°C,
20min) wurde der Uberstand entfernt und die Proben mit 100ul 70%igem Ethanol
gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal durchgefuhrt. Die Zentrifugation
erfolgte auch hier jeweils bei 2250 g, 4°C fur 20 Minuten. Nach der Trocknung des
Pellets auf einer Heizplatte (20 Minuten, 39°C), wurden die Proben mit HiDi-
Formodid (Applied Biosystems) gel6st. Nach dem Hinzugeben von 20ul HiDi je
Sample wurde kurz gemischt und anzentrifugiert und anschlieend fir circa 20-30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Analyse der DNA-
Sequenzierungsprodukte wurde mit dem Genetic Analyzer 3130xI von ABI
vorgenommen. Ausgewertet wurde mit dem Programm SequencePilot (JSI,

Medical Systems) und dem Programm Chromas Lite von Technelysium.
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2.2.6 Real-time quantitative PCR

Mittels der real-time quantitativen PCR (RTQ-PCR, gPCR, quantitative
Echtzeit-PCR) kann eine Quantifizierung von Nukleinsduren erfolgen. Dies
geschieht mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen, die wahrend des PCR-Zyklus
erfasst werden. Die Lichtstdrke nimmt dabei proportional zur Menge der
amplifizierten DNA zu. Die Messungen beruhen auf dem FRET (Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer). Auf den Sonden (probes) befinden sich zwei
Fluorochrome (F1, F2, Fluoreszenzfarbstoff), die sich durch Licht einer
bestimmten Wellenlange anregen lassen (A1, A2) und die aufgenommene Energie
anschlieend in Form von Licht einer anderen Wellenlange wieder abgeben (E1,
E2) (Abb. 2-la und b). Liegen beide Fluorochrome benachbart, kann das
emittierte Licht des ersten Fluorochroms das zweite anregen (E1=A2), womit nur
noch das emittierte Licht des zweiten Fluorochroms (E2) detektiert werden kann,
beziehungsweise wird gar keine Fluoreszenz detektiert, wenn das zweite
Fluorochrom durch einen Quencher (Ausloschen) - Farbstoff markiert ist. Die
beiden Fluorochrome werden als Donor (F1) und Akzeptor (F2) bezeichnet.

Al El A2 E2

p\V /‘ pY /

C

Abb. 2-1: FRET (Eluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer)

Zwei auf Sonden befindliche, nicht benachbarte Fluorochrome (F1, F2) (a, b). Uberlappen sich E1
und A2 jedoch, kann das emittierte Licht von F1 das F2 anregen, was voraussetzt, dass die beiden
Fluorochrome nah beieinander liegen (c).

Es wurde mit Hydrolyse-Sonden gearbeitet, wobei sich die Fluorochrome
hier als Reporter und Quencher benachbart am 5' und 3' Ende eines

Oligonukleotids befinden und der Quencher-Farbstoff (dark quencher dye) am 3°
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Ende somit das Lichtsignal des ersten Fluorochroms (F1) unterbindet, solange die
Sonde an die DNA gebunden ist. Wird der Reporter jedoch durch die 5'- 3
Exonucleaseaktivitat der DNA-Polymerase freigesetzt, fluoresziert das

Fluorochrom (F1) und die steigende Signalstarke kann detektiert werden (Abb. 2-

2).

Polymerase @ ':> @
| g
3 5

Al El

Polymerase @

Abb. 2-2: Darstellung der Funktionsweise der Hydrolyse-Sonden

Hybridisierte Sonde, bei der das Lichtsignal durch einen Quencher-Farbstoff unterdriickt wird
(oben). Separation des F1 von F2 und damit ermdglichte Fluoreszenzmessung (unten).

Am 5° Ende enthdlt die Sonde (UPL, Universal Probelibrary) als
Fluoreszenzmarkierung Fluorescein (FAM), welches sein Absorptionsmaximum
bei 485 nm hat. Die Messung findet jeweils am Ende der Elongation nach jedem
Zyklus statt. Zur optimalen Quantifizierung erfolgt die Messung in der
exponentiellen Phase der Polymerase - Ketten - Reaktion. Akkumuliert das PCR-
Produkt, verringern stérende Einflisse die Qualitat der Messung, da das gebildete
Pyrophosphat inhibierend wirkt und die Konzentration der bendétigten Primer und
Nukleotide sinkt, kommt es zum Stillstand der Amplifikation. Die Vermehrung ist
ab dem Zyklus exponentiell, wenn sich das Fluoreszenzsignal deutlich von der

Hintergrund-Fluoreszenz abhebt. Charakterisiert ist dies durch den Ci-Wert (Cycle
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threshold= Schwellenwert-Zyklus) beziehungsweise Cp-Wert (Crossing Point). Zur
Auswertung wird anhand der Ci- oder Cy-Werte eine Standardkurve mit linearer,
umgekehrter Proportionalitat erstellt, die dann das Ablesen der DNA-
Konzentration ermoglicht. Dazu muss parallel zur Ziel-DNA als Standard DNA
bekannter Templatemenge mitgefuhrt werden. Als Referenzgene konnen zum
Beispiel GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase), Actin, Tubulin oder
TBP (TATA-box-Bindeprotein) verwendet werden. Die Software des LightCycler®
480 1l von Roche erlaubt eine relative Quantifizierung der DNA-Proben durch den
Vergleich zweier verschiedener Sequenzen — der Ziel-DNA und der Referenz-
DNA. Die Standard-Kurven werden vom Computerprogramm aus den Cy-Werten
von Target und Referenz berechnet. Das Ergebnis wird als Ratio dieser beiden
Proben angegeben. Die Ratio der ersten Standard-Proben wird gleich 1 gesetzt
und dient dem Vergleich aller anderen errechneten Ratios. Manuell lasst sich die

normalisierte Ratio anhand folgender Formel errechnen:

normalisierte Ratio = (

Konz.Ziel — DNA ) ‘ ( Konz.Ziel — DNA )
Konz.Referenz — DNA/, . " \Konz.Referenz — DNA NP

Formel 2-1: Formel zur Berechnung der normalisierten Ratio

Konz. Ziel-DNA — entspricht der Konzentration der Ziel-DNA am Crossing Point, Konz. Referenz-
DNA — entspricht der Konzentration der Referenz-DNA am Crossing Point, Pat — Patient, NP —
Normalperson.

Der Bereich der exponentiellen Vermehrung ist abhangig von der Anzahl
der Templates. Je mehr DNA vorliegt, desto weniger Zyklen sind im
exponentiellen Bereich mdglich. Dementsprechend sind bei geringeren DNA-
Konzentrationen mehr Zyklen bis zum Erreichen des C,-Wertes nétig, was am
zeitlich verzdgerten Anstieg der Fluoreszenzkurve sichtbar wird. Die Berechnung
der Standardabweichung wurde durch die Analyse jeweils dreier Replikate pro
DNA-Probe ermdgglicht. Die teils geringe Spezifitdt der gqPCR kann durch eine
Schmelzkurvenanalyse kompensiert werden, die darauf beruht, dass
doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen ho6heren
Schmelzpunkt hat als die unspezifischen Primer (Mulhardt 2000; LightCycler®
Instrument Operator's Manual Software Version 1.5 von Roche). Die
Standardabweichung o ist bezogen auf die gPCR ein Mal flr die Streuung der

Co-Werte um den Erwartungswert, der sich aus den Ergebnissen der drei
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Replikate berechnen liel3. Ebenfalls erfolgte die Angabe der Standardabweichung
fur die Ratio.

Tabelle 2-9: Beispiel einer Wellbesetzung zur Durchfiihrung der qPCR

NP1-3 (Normalpersonl-3)- Standard-DNA, Patient- Patienten-DNA, negK- negative Kontrolle
(Leerwert), Target- analysierte Ziel-Sequenz, UPL (Universal Probelibrary)- Sonde, 3
beziehungsweise 40- Nummer der Sonde, CCMx-up- upstream Bereich einer Variante im CCMx-
Gen, TBP_ E3 (Exon 3) als Referenzgen. Analyse jeweils dreier Replikate (A-C beziehungsweise
D-F) zur Berechnung der Standardabweichung.

1 2 3 4 5

A NP1 NP2 Patient NP3 negK
B NP1 NP2 Patient NP3 negK
C NP1 NP2 Patient NP3 negk
D NP1 NP2 Patient NP3 negK
E NP1 NP2 Patient NP3 negK
F NP1 NP2 Patient NP3 negk

Mix1: Target Mix2: Referenz

FAM222B-up UPL40 TBP_E3 UPL3

Fir die gPCR wurde der LightCycler® 480 1l von Roche, dazugehérige 96er
Multiwellplatten und der LightCycler® 480 Probes Master von Roche als Kit
verwendet. Die qPCR im LightCycler lauft in drei Schritten ab. Zuerst erfolgt eine
Pra-Inkubation fir 10 Minuten bei 95°C, bei der die Faststart TagDNA Polymerase
aktiviert wird und die DNA denaturiert. Es folgt die Amplifikation der Ziel-DNA
mittels einer variablen Anzahl von Zyklen, wobei jeder einzelne aus einer
Denaturierung (10s, 95°C), der Hybridisierung (30s, 60°C) und der Elongation der
DNA (1s, 72°C) besteht. Der letzte Schritt stellt eine Kiihlung der DNA fiir 30s bei
40°C dar (aus: LightCycler® Probes Master von Roche, Version 9.0).

Temperature History
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Abb. 2-3: Ablauf der gPCR im LightCycler in drei Schritten
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Auf der Abszisse ist die Zeit, auf der Ordinate die Temperatur in °C aufgetragen. In griin
gekennzeichnet sind die Messzeitpunkte am Ende einer jeden Elongationsphase zur Ermittlung
des steigenden Fluoreszenzsignals.

Tabelle 2-10: Standardreaktionsansatz fur die qPCR

Reagenz Volumen in pl
3uM LC_CCMxex2/3_F 2,6
3uM LC_CCMxex2/3_R 2,6
2,5uM UPLXx (Sonde) 1,8
2x LightCycler® 480 Probes Master 10
Master Mix 17
25ng/ul DNA 3
20

Bei der gPCR wurde zum Mastermix von 17l die entsprechende Patienten-
oder Referenz-DNA eines Blutspenders mit einem Volumen von 3pl hinzu
gegeben, sodass sich in jedem Well 20ul Reaktionsansatz befanden. Die
Lieferung der Sonden erfolgte in Tubes mit einem Volumen von 125ul und einer
Konzentration von 10uM. Es musste eine 1:4 Verdinnung auf 2,5uM angesetzt
werden. Des Weiteren wurden die Sonden aliquotiert, da diese sehr
lichtempfindlich sind und ein mehrfaches Auftauen vermieden werden sollte. Das
,X‘ der Sonde steht fur die entsprechende Nummer, da je nach Amplikon
verschiedene Sonden eingesetzt werden mussten. Der LightCycler® 480 Probes
Master enthalt Puffer (reaction buffer), dNTPs, Polymerase (Faststart TagDNA
Polymerase) und 6,4 mM MgCl..

2.2.6.1 Etablierung der gPCR

Diese erfolgte zuerst anhand von Probanden-DNA mit einer bekannten
Deletion im Gen flr die Gerinnungsfaktor X (F10-Gen Exon 2). Es waren mehrere
Durchlaufe nétig, um die optimale Annealing-Temperatur und DNA-Konzentration
zu ermitteln und ein fur diese Arbeit passendes Referenzgen zu finden. TBP
erwies sich bei der Etablierung als optimales Referenzgen. Die DNA wurde jeweils
in einer Konzentration von 25ng/ul eingesetzt und die Annealing-Temperatur lag
bei 60°C. Erst danach erfolgte die Durchfiihrung der gPCR anhand der DNA der
Indexpatienten.
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2.2.7 Gendatenbanken und Auswerteprogramme

Zur Beurteilung der Pathogenitat der gefundenen Veranderungen in

FAM222B erfolgte eine genauere Charakterisierung anhand von Daten aus den

Gendatenbanken ESP (Exome Sequencing Project,
http://evs.gs.washington.edu/EVS/, 07.03.2015), 1000 Genomes (Phase 3,
http://browser.1000genomes.org/index.html, 07.03.2015), Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html, 07.03.2015), GeneCards®

(http://www.genecards.org/, 07.03.2015), dbSNP (Release 138,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/, 07.03.2015), Alfred (The ALlele FREquency
Database, http://alfred.med.yale.edu/, 07.03.2015), NCBI (National Center for
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 07.03.2015) und
EXAC (Exome Aggregation Consortium, http://exac.broadinstitute.org/,
07.03.2015).

Anhand von computergestitzten Auswerteprogrammen wie PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping V2, Adzhubey 2011,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, 16.04.2015), Mutation Taster (Schwarz et
al. 2010; Schwarz et al. 2014, http://www.mutationtaster.org/, 16.04.2015) und
SIFT (Ng und Henikoff 2001; sorting intolerant from tolerant,
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html, 16.04.2015) wurde die mdgliche

Konsequenz der Varianten auf das entstehende Protein Uberpruft.

Mutation Taster klassifiziert anhand drei verschiedener Modelle eine
Veranderung in einem Gen entweder als ,Polymorphismus® oder als
.krankheitsverursachende Mutation®, dabei wird die Wahrscheinlichkeit in Prozent
fur die jeweilige Variante angegeben. Ein Wert von ,1“ bedeutet, dass mit groRer
Sicherheit die richtige Prognose vorhergesagt wurde. Dazu werden die
Informationen verschiedener Quellen kombiniert und mit einem Bayes-
Klassifikator das krankheitsverursachende Potential einer Veranderung
vorhergesagt. Analysiert werden dabei die Konservierung des Proteins,
Spleif3stellen  (NNsplice), Veranderungen von Polyadenylierungssignalen
(Polyadg) und Veranderungen in Kozak-Konsensus-Sequenzen. Fiur die
Entscheidung Uber die Pathogenitat einer DNA-Veranderung werden der AS-

Austausch und der Einfluss auf die Proteinlange und -funktion vorhergesagt,
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wobei Informationen von SwissProt/UniProt, Hapmap, dbSNP und Ensembl
integriert werden (Schwarz et al. 2010; Schwarz et al. 2014).

Der SIFT-Algorithmus unterscheidet intolerante von toleranten AS-
Substitutionen und bewertet, ob diese Auswirkungen auf die Proteinfunktion haben
konnten. Dabei wird der Grad der Konservierung von Aminosaureresten in
Sequenzabgleichen ermittelt, unter der Pramisse, dass wichtige Proteinstrukturen
evolutionar erhalten bleiben. In alignierten, homologen Sequenzen werden die
Wahrscheinlichkeiten aller mdglichen AS-Substitutionen kalkuliert, mit der
haufigsten Aminosaure normalisiert und in einer skalierten Wahrscheinlichkeit
(SIFT Score) wiedergegeben. Der SIFT-Score reicht von 0-1 und bewertet einen
Aminosaureaustausch als schadigend, wenn ein Ergebnis von unter 0,05 vorliegt
(Ng und Henikoff 2001).

Mit Hilfe von physikalischen und evolutiven Betrachtungen prognostiziert
PolyPhen-2, ob ein Aminosaureaustausch einen Einfluss auf die Tertiarstruktur
und damit auch auf die Funktion eines Proteins austibt. Die Skala umfasst den
Zahlenbereich von 0 bis 1, wobei die Wahrscheinlichkeit fir einen schadigenden
Einfluss zwischen 0 und 1 zunimmt. Das Ergebnis ,0“ entspricht einer benignen
Veranderung und ,1“ einer Veranderung, die sehr wahrscheinlich schadigend ist.
PolyPhen-2 prognostiziert die mogliche Auswirkung eines AS-Austausches auf die
Struktur und Funktion eines Proteins mittels strukturellen evolutiven
Betrachtungen. Dazu werden acht sequenzbasierte und drei strukturbasierte
Merkmale des Wildtyp-Allels und dem mutierten Allel verglichen (Adzhubei et al.
2010). Wie auch Mutation Taster und SIFT, arbeitet PolyPhen-2 mit dem
Alignment homologer Sequenzen (Adzhubei et al. 2013). Die funktionelle
Bedeutung eines AS-Austausches wird anhand individueller Merkmale ebenfalls

mit einem Bayes-Klassifikator vorgenommen (Adzhubei et al. 2010).

Zur Berechnung der Spleil3stellen wurden drei verschiedene Programme
verwendet. NetGene2 (Hebsgaard et al. 1996, Brunak et al. 1991,
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) nutzt artifizielle neurale Netzwerke zur
Vorhersage der Lokalisation von Spleil3stellen in humaner pre-mRNA. Dabei
werden durch ein gemeinsames Vorhersageschema die Exon-Intron Ubergange
prognostiziert und die Spleil3stellenlokalisation bestimmt, was zu weniger falsch

positiven fuhrt als bis dato. Die Bewertung der mdglichen Spleif3stellen erfolgt hier
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Uber einen Wert, der zwischen 0 und 1 liegt, wobei 1 die hdchste und 0 die
geringste Wahrscheinlichkeit einer Nutzung als Spleil3stelle entspricht.

Das Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP, Reese et al. 1997,
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) nutzt die NNSPLICE 0,9 Version fir
die Spleil3stellen-Vorhersage und nutzt ebenfalls eine neurale Netzwerkerkennung
fur jede Spleil3stelle mit dem Unterschied, dass ausschliel3lich Gene berucksichtigt
werden, die eindeutige Consensus-Spleil3stellen haben, also fir die Donor-Stellen
die Basen GT und fur die Akzeptorstellen AG aufweisen. Als Ergebnis wird auch
hier ein Score fur eine potentielle Spleil3stelle vergeben, der zwischen 0 und 1
liegt, wobei ein hoherer Wert einer gréReren Wahrscheinlichkeit der Nutzung einer
Stelle entspricht.

Der Human Splicing Finder (HSF, Desmet et al 2009,
http://mww.umd.be/HSF3/index.html) nutzt alle verfligbaren Matrices, sowie neue
fur Bindungsstellen von 9G8, Tra2-beta Serine-Arginine Proteinen und des hnRNP
Al Ribonucleoproteins fur die Vorhersage. Damit ist auch eine Beurteilung tber
die Verédnderungen von exonischen und intronischen Spleil3-Enhancer- und-
Silencer Motiven moglich. Das Programm gibt einen Consensus-Wert zwischen 0
und 100 fur alle moglichen SpleiRstellen an und interpretiert die maoglichen

Konsequenzen zusammenfassend in Textform.

34


http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
http://www.umd.be/HSF3/index.html

Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1 Validierung der familiaren 2-Basenpaar-Deletion ¢.1651 1652delAG;
p.R552Kfs*10 in FAM222B

Rund 13% der familiar betroffenen Kavernomtrager zeigen nach
standardisierter Stufendiagnostik keine eindeutig pathogene Mutation in den Genen
CCM1, CCM2 oder CCM3. Bei sporadisch Betroffenen liegt dieser Anteil bei circa
40% (Spiegler et al. 2014). Dies legt den Verdacht auf andere, bisher unbekannte
CCM-Gene nahe. Unter Anwendung des NGS (Next Generation Sequencing) wurde
eine 2-Basenpaar-Deletion in der DNA von zwei von sechs untersuchten Patienten in
FAM222B identifiziert. Diese 2-Basenpaar-Deletion ist in Exon 3 lokalisiert und fuhrt
zu einer Leserasterverschiebung mit Einbau eines Stopcodons: ¢.1651 1652delAG;
p.R552Kfs*10. Die Veranderung, welche mittels klassischer Sequenzierung nach
SANGER validiert wurde (Abb. 3-1), tragt die Identifikationsnummer rs748255395
und ist an der genomischen Position 27085325-27085326 (hgl19) auf dem langen
Arm von Chromosom 17 lokalisiert. Mutation Taster klassifiziert diese Veranderung

als krankheitsverursachend.

Bei den beiden betroffenen Patienten handelt es sich um Vater und Tochter,
die beide bereits in einem jungen Alter an Kavernomen erkrankten. Beim Vater
erfolgte mit 17 Jahren aufgrund einer intrazerebralen Blutung eine operative
Exstirpation der Kavernome. Histologisch wurden intrazerebral pathologisch
veranderte GefalRkonvolute mit endothelialer Proliferation und intraluminal gelegenen
Thromben beschrieben. Mit 23 Jahren erlitt er eine erneute Hirnblutung, die zu einer
rechtsseitigen Hemiparese und einer fokalen Epilepsie fiihrte. Seine Tochter
erkrankte im flnften Lebensjahr an einer pharmakoresistenten komplex-fokalen
Epilepsie. Auch bei ihr erfolgte eine Exstirpation des Kavernoms, durch welche
damals (2003) Anfallsfreiheit erlangt werden konnte. Beide Patienten gehdren zu den
13%, die an CCMs leiden, jedoch in der Routinediagnostik keine Mutation in CCM1-3
aufwiesen. Anhand dieser Familie wird beispielhaft deutlich, dass es andere
Ursachen fur das Auftreten zerebraler Kavernome geben muss. In Betracht kommen
weitere Gene, in denen Mutationen eine Dysfunktion in zerebralen Gefal3en
bedingen. Eines dieser Gene koénnte das beschriebene Kandidatengen FAM222B
sein, welches im Rahmen dieser Studie sequenziert und quantitativ analysiert

wurde.
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TCGAAGTCT G AG|IAGT|CGAAGT
GAGlaGT|cGAlAGT 3 S R S

E S R/K S

€.1651_1652delAG; TCoAAGTCT Wildtyp
p-R552Kfs*10 G AGIAGT[CGAAGT

E S R/K S

p-R552Kfs*10

Abb. 3-1: Familienstammbaum und 2-Basenpaar-Deletion in FAM222B

Auszug aus dem Stammbaum der Familie. Chromatogramme der beiden betroffenen
Familienmitglieder (Vater und Tochter, schwarz gekennzeichnet). Der Pfeil kennzeichnet den Beginn
der Leserasterverschiebung durch die Deletion der Basen Adenin und Guanin. Die Mutter ist Tragerin
des Wildtypallels und nicht erkrankt.

3.2 Patientenkollektiv zur Verifizierung von FAM222B

Um Aufschluss tber eine mogliche Beteiligung dieses Kandidatengens an der
zerebralen Kavernomatose zu erlangen und die Vermutung einer Kausalitdt zu
erharten, waren weitere Mutationsnachweise in diesem Gen bei anderen CCM-
Patienten wichtig. Aus diesem Grund wurde eine Sequenzierung nach SANGER bei
27 unselektierten Indexpatienten durchgefiihrt. Die Gemeinsamkeit aller lag in der
Mutationsnegativitat fur die Gene CCM1, CCM2 und CCM3. Unter den
Indexpatienten befanden sich sowohl Kavernomtrager mit negativer, aber zum Teil

auch mit positiver Familienanamnese hinsichtlich weiterer Kavernome (Tabelle 3-1).
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Tabelle 3-1: Ubersicht tiber die 27 mutationsnegativen Indexpatienten

Eine positive Familienanamnese (FA) wird angenommen, wenn mindestens ein Verwandter 1.-3.
Grades Kavernome aufweist, an rezidivierenden Kopfschmerzen oder Krampfanfallen leidet oder
bereits einen hAmorrhagischen Schlaganfall erlebt hat.

Patient Geburtsjahr FA Symptomatik
1 1979 fraglich unklar
2 1958 negativ Sehstdrungen links, Kopfschmerz rechts
3 1941 fraglich unklar
4 1957 negativ unklar
5 2005 fraglich unklar
6 1971 fraglich Sehstdrungen, Hemiparese links
7 1949 fraglich unklar
8 1978 unbekannt Epilepsie, Parasthesie links, Parese rechte Hand
9 1972 unbekannt Bewusstseinstriibung, Sehstdrungen, Hypasthesien
10 1975 unbekannt symptomatische Epilepsie
11 1958 positiv unklar
12 1958 negativ Epilepsie
13 1987 positiv Kopfschmerzen, Epilepsie, Fazialisparese
14 1972 fraglich Hemianopsie, Hemiparese rechts, Kopfschmerzen
15 1969 fraglich rezidivierende Kopfschmerzen
16 1981 fraglich Kopfschmerzen, Parasthesie Hand/Gesicht links
17 1958 unbekannt Fazialisparese
18 1965 unbekannt symptomatische Epilepsie
19 1971 negativ rezidivierende Kopfschmerzen
20 1959 unbekannt unklar
21 2000 positiv symptomatische Epilepsie, Parasthesie rechter Arm
22 1978 fraglich Parasthesie Arm/Gesicht links, Kopfschmerzen
23 1967 unbekannt unklar
24 1978 unbekannt unklar
25 1971 negativ unklar
26 1974 unbekannt unklar
27 2011 positiv unklar

3.3 SANGER-Sequenzierung
kodierenden Bereich und Intron 2 von FAM222B
Das Gen FAM222B besteht aus drei exonischen Sequenzbereichen, wovon

und Beurteilung von drei

Varianten im

jedoch nur Exon 2 und 3 kodierende Abschnitte fir das aus 562 AS bestehende
Protein enthalten. Dieser 1689bp grof3e Bereich wurde in der vorliegenden Arbeit in
13 Amplikons unterteilt und analysiert. Das Startcodon ist am Ende des zweiten
Exons lokalisiert; das Stopcodon befindet sich im dritten Exon (Abb. 3-2). Zuséatzlich

wurde die gesamte 3-UTR sowie ausgewahlte Bereiche der 5°-UTR, des
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angrenzenden Introns 2 und des stromabwarts gelegenen Bereiches sequenziert, um

auch in benachbarten Bereichen Mutationen zu detektieren.

Um beurteilen zu kbénnen, ob FAM222B bei Patienten mit zerebralen
kaverndsen Malformationen verandert ist, sollten Deletionen, Insertionen oder
Substitutionen in homo- oder heterozygoter Form nachgewiesen werden. Die
Sequenzierung wurde mit dem Programm SeqPilot ausgewertet. Es konnten drei

Abweichungen von der Referenzsequenz detektiert werden (Abb. 3-2).

AIa ) TiG
— E2 | | E3 —
1]

Abb. 3-2: Lokalisation der drei gefundenen Verdnderungen in FAM222B: ¢.82+62C>T,
€.542C>T; p.P181L und c.1413T>C; p.L471L

Eine genauere Charakterisierung dieser Veranderung erfolgte im Jahr 2013
anhand validierter Daten aus den Datenbanken ESP, 1000 Genomes, Ensembl,
GeneCards®, dbSNP, Alfred und NCBI. Ende 2014 erfolgte erstmals zusatzlich eine
Beurteilung mit Hilfe der EXAC-Datenbank, die seit Oktober 2014 existiert und die
Sequenzdaten von 60706 Exomen umfasst. Eine abschlieRende Kontrolle der
ermittelten Daten wurde im Marz 2015 vorgenommen. Anhand von
computergestitzten Auswerteprogrammen wie PolyPhen-2, Mutation Taster und
SIFT wurde die mogliche Konsequenz der SNPs auf das entstehende Protein
Uberpruft. Die drei im Kandidatengen gefundenen Veranderungen waren bereits

eingetragene Varianten mit dazugehdrigen ldentifikationsnummern (rs-Nummern).

Bei 26 der 27 Patienten wurde ein SNP detektiert, der durch die
Identifikationsnummer rs9900141 beschrieben ist und an der Position 27093542
lokalisiert ist. Diese Veranderung entspricht einer Basensubstitution der

Pyrimidinbase Cytosin durch Thymin in Intron 2: ¢.82+62C>T.
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TTT|GGG|CCG|TCC|T TG TTTIGGG|C'(IEG|TCC|TTG

Y m

c.82+62C>T

Abb. 3-3: Chromatogramme des homozygoten SNPs ¢.82+62C>T

Der Referenzsequenz (hgl9) entsprechende Variante (CC-Allel) (links) und die homozygote Variante
(TT-Allel) (rechts). Laut dbSNP entspricht jedoch das T-Allel dem Wildtyp, da es mit 71,2% wesentlich
haufiger vorkommt. Somit entspricht die rechte Abbildung dem eigentlichen Wildtyp.

Die MAF (Minor Allele Frequency) gibt an, wie haufig das seltenere Allel in der
gegebenen Population vorkommt und betragt je nach Datenbank fir das C-Allel:
21,98% (dbSNP, Quelle 1000Genomes), 21,38% (arithmetisches Mittel bei
Europaern, Alfred) oder 24% (GeneCards®). Eine Recherche in dbSNP zeigt, dass
Thymin als Wildtyp angesehen wird und zu 71,2% in der europaischen Bevolkerung
auftritt. Die Genotypverteilung und die MAF bei den Indexpatienten und in den
Gendatenbanken dbSNP, Alfred und GeneCards® zeigt die Tabelle 3-2. Die Werte
wurden gemittelt, da fur unterschiedliche européische Kohorten verschiedene
Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten angegeben werden. Dementsprechend
lasst sich auch die hohe Detektionsrate von 96,3% dieser Veranderung in der
untersuchten Indexkohorte erklaren. Bei den 27 Indexpatienten ergibt sich eine MAF
von 33,3% fur das C-Allel. Die Allelfrequenz des T-Allels ist dementsprechend
66,7%. Aufgrund des haufigeren Vorkommens des T-Allels in der europaischen
Bevolkerung wird die Veranderung ¢.82+62C>T ab hier in dieser Arbeit als Wildtyp
betrachtet. Eine Analyse zur mdglichen Auswirkung dieser Variante auf die
Proteinfunktion wurde mit dem Programm Mutation Taster durchgefihrt.
Erwartungsgemal wurde dieser Basenaustausch als Polymorphismus und somit als
nicht pathogen klassifiziert. Eine Veranderung in einer anliegenden Spleif3region
konnte unter Verwendung der verschiedenen Vorhersageprogramme nicht bestatigt

werden.
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Tabelle 3-2: Genotyp (GT) und Minor Allele Frequency (MAF) von rs9900141 (c.82+62C>T)

Indexpatienten dbSNP Alfred GeneCards®
GT TT=37% (10 Patienten) TT=50,5%

TC=59,3% (16 Patienten) TC=41,3%

CC=3,7% (1 Patient) CC=8,2%
MAF% 33,3 (C-Allel) 21,98 21,38 24

Von den 27 mutationsnegativen Indexpatienten der Studie wies einer die
Variante ¢.542C>T; p.P181L in heterozygoter Form auf (Abb. 3-4). Diese ist an
Position 27086435 (hg19) auf dem langen Arm von Chromosom 17 lokalisiert. Die
Substitution von Cytosin zu Thymin befindet sich im kodierenden Genabschnitt und
fuhrt zu einem Aminoséureaustausch von Prolin zu Leucin an Position 181 und stellt
somit eine Missense-Variante dar. In den Datenbanken ist diese Variante unter der

Identifikationsnummer rs200961802 zu finden.

C
ccekc kcdc 6ls c CCch dec 6ls c
P P P Q A P P PL Q A

c.542C>T; p.P181L

Abb. 3-4: Chromatogramme der heterozygoten Variante ¢.542C>T; p.P181L
Wildtypvariante (links) und heterozygote Variante (rechts) dargestellt.

Laut ESP tragen in einer untersuchten Kohorte von 12350 Probanden zehn
das seltener vorkommende Allel Thymin heterozygot und 12340 die Base Cytosin
homozygot an Position 542. Diese Verteilung unterscheidet sich hinsichtlich der
Populationen zwischen Amerikanern mit afrikanisch ethnischem Hintergrund (AA,
African American) und europaischen Amerikanern (EA, European American), bei
denen das seltenere Allel deutlich h&ufiger vorkommt (9/8304). Dies entspricht einer
MAF von 0,1084%. Bei der afrikanisch-amerikanischen Population ist es nur ein Fall

unter 4046 analysierten Allelen und somit ergibt sich eine MAF von 0,0247%.
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In  der ExAC-Datenbank ist diese Missense-Variante mit einer
durchschnittichen MAF von 0,0928% angegeben. Von insgesamt 40945
Referenzprobanden unterschiedlicher ethnischer Herkunft waren 76 heterozygot fur
die Variante ¢.542C>T und 40869 homozygot fir den Genotyp TT (Tabelle 3-3).
EXAC gibt die Daten fur Européer, Afrikaner, Ost- und Sudasiaten, Lateinamerikaner
und andere, nicht weiter klassifizierte Kohorten an. Am haufigsten konnte das T-Allel
bei nicht-finnischen Europaern (MAF 0,1032%) und bei Stdasiaten (MAF 0,2448%)
identifiziert werden. Die MAF der Afrikaner betragt 0,03375% (Tabelle 3-3) und
entspricht damit ungefahr den Angaben in ESP. Hinsichtlich des Genotyps ist kein

homozygoter Trager des selteneren Allels bekannt.

Tabelle 3-3: Allelhaufigkeit von rs200961802 (c.542C>T; p.P181L) in der EXAC-Datenbank

>: Summe aller untersuchten Probanden, Allele: Allelverteilung der angegebenen Kohorte, GT:
Genotyp

Europaer Afrikaner b2
(nicht-finnisch)
Allele T=50/C=48420 T=2/C=5924 T=76/C=81814
GT TT=0 TT=0 TT=0
TC=50 (0,21%) TC=2 (0,07%) TC=76 (0,19%)
CC=24185 (99,79%) CC=2961 (99,93%) CC=40869 (99,81%)
MAF% 0,1032 0,03375 0,0928

Bekannt ist, dass eine Konservierung des Proteins im Bereich der Variante
c.542C>T; p.P181L von 3,73 nach dem GERP-Score (Genomic Evolutionary Rate
Profiling) (aus ESP) vorliegt. Dieser beginnt bei -12,3 und reicht bis zu einem Wert
von 6,17 bei maximaler Konservierung, was somit eine relativ hohe Konservierung
fur das durch FAM222B kodierte Protein bedeutet. PolyPhen-2 stuft die AS-
Substitution mit einem Score von 0,047 als benigne ein. Auch der SIFT-Score von
0,18 bewertet die Veranderung als nicht schadigend. Im Gegensatz dazu ergab die
Beurteilung durch Mutation Taster, dass diese Variante mit 99-prozentiger
Wahrscheinlichkeit krankheitsverursachend sein konnte. Alle drei
Splei3stellenpradiktionsprogramme stufen eine Veranderung oder Entstehung einer
Splei3stelle als unwahrscheinlich ein.
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Sieben Indexpatienten (25,9%) sind heterozygote Merkmalstrager der
Variante ¢.1413T>C; p.L471L und ein Proband (3,7%) tragt die Veranderung
homozygot (Abb. 3-5). Hinsichtlich der Referenzsequenz hg19 in Sequence Pilot ist
die Wildtyp-Variante das Allel mit der Base Thymin und wird durch ein Cytosin an der
kodierenden Position 1413 ersetzt. Diese synonyme Variante fuhrt nicht zu einem
Austausch der Aminoséauren, da durch den degenerierten genetischen Code Leucin
sowohl durch das Basentriplett CUU als auch durch CUC kodiert wird. In den

Datenbanken ist die Variante unter rs2043031 zu finden.

.
G C|CTT|GCC| TG G C|CTC|GCC| TG
D L A M D L A M

€.1413T>C; p.L471L

Abb. 3-5: Chromatogramme des homozygoten SNPs ¢.1413T>C; p.L471L
Wildtypvariante (links) und homozygote Variante (rechts) dargestellit.

Die Verteilung der Allele kann den Datenbanken entnommen werden. Laut
ESP wurde bei einer Kohorte von 6133 Probanden in 2160 Fallen das seltenere Allel
mit der Nukleotidbase C gefunden, was einer MAF von 17,61% entspricht. Es lasst
sich ein gehauftes Auftreten bei europaisch-amerikanischen Probanden im
Gegensatz zu den Amerikanern afrikanischen Ursprungs erkennen. Die europdische
Bevolkerung weist eine MAF von 19,31% auf. Bei den Afrikanischen Amerikanern
(AA) lag die MAF bei 14,05%. Bei einer Kohorte mit gemischtem ethnischen
Hintergrund nahm die MAF einen Wert von 18,4% (Ensembl) beziehungsweise 19%
(GeneCards®) an. Betrachtet wurden bei GeneCards® die DNA von Europaern,
Westafrikanern, Nordamerikanern, Ostasiaten und Probanden mit multi-nationalem
Hintergrund. Eine Recherche bei dbSNP ergab eine MAF von 19,26% fir Probanden
mit europaischem Hintergrund. Die Genotypverteilung ist hier mit 3,1% flr

homozygote Trager des C-Allels angegeben, wahrend heterozygote Genotypen in
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32,3% der Falle gefunden wurden. Die Werte sind durch die Mittelung aller

angegeben europaischen Kohorten entstanden.

In der Datenbank EXAC sind die Angaben den bereits oben genannten
Populationen zugeordnet und die in Tabelle 3-4 angegebenen Werte fur die Variante
€.1413T>C; p.L471L aufgefiihrt. Von insgesamt 118440 untersuchten Allelen wurde
24910 Mal das C-Allel gefunden, was einer MAF von 21,03% entspricht. Die fur
Afrikaner angegebene MAF von 15,39% entspricht der MAF in ESP (14,0515%) und
auch die Angaben fur Européer (18,39% beziehungsweise 19,49%) sind mit denen
aus ESP und dbSNP vergleichbar. EXAC gibt die groRte MAF fir Sidasiaten
(31,91%) an. Die Angaben fur Europaer in den Datenbanken sind vergleichbar mit
denen in der Indexkohorte gefundenen Verteilungen.

Tabelle 3-4: Allelhdaufigkeit und Genotypverteilung von c.1413T>C; p.L471L in der EXAC-
Datenbank

>: Summe aller untersuchten Probanden, Allele: Allelverteilung der angegebenen Kohorte, GT:
Genotyp

Europaer Européaer Afrikaner z

(finnisch) (nicht-finnisch)
Allele C=1213/T=5383 C=12716/T=52512  C=1433/T=7881 C=24910/T=93530
GT CC=121 (3,67%) CC=1214 (3,72%) CC=107 (2,29%) CC=2754 (4,65%)

CT=971 (29,44%) CT=10288 (31,55%) CT=1219(26,18%) CT=19402 (32,76%)
TT=2206 (66,89%) TT=21112 (64,73%) TT=3331(71,53%) TT=37064 (62,59%)
MAF% 18,39 19,49 15,39 21,03

Dieser Nukleotidaustausch entspricht laut Mutation Taster mit einer
Wahrscheinlichkeit von 99% einem Polymorphismus und hat somit mit einer gro3en
Wabhrscheinlichkeit keinen schadlichen Einfluss auf die Proteinfunktion. Die drei
SpleiRvorhersageprogramme finden keine signifikant veranderten Spleidmotive,
weshalb die Veranderung wahrscheinlich keinen Einfluss auf das Spleil3en hat.

Tabelle 3-5 zeigt den Vergleich der Genotypverteilung und MAF der
européaischen Referenzkohorten mit denen der mutationsnegativen Indexpatienten.
Dabei fallt auf, dass beziglich der Veranderung c¢.82+62C>T die MAF der
Indexpatienten mit denen der Datenbank dbSNP weitestgehend Ubereinstimmt. Far
die Variante ¢.542C>T; p.P181L (b) sind sich die Angaben aus den Datenbanken
und die der Indexpatienten sehr ahnlich. Beim SNP ¢.1413T>C; p.L471L (c) zeigt
sich mit 3,7% eine identische Genotypverteilung flir CC. Heterozygote Trager sind in
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dieser Studie mit 22,2% seltener als in den europaischen Referenzpopulationen
(Mittelwert aus dbSNP, ESP und EXAC: 31,68%) und auch die MAF ist mit 14,8%
kleiner. Insgesamt sind die Genotypverteilung und MAF der 27 Indexpatienten jedoch
mit denen der Datenbanken dbSNP, ESP und EXAC vergleichbar.

Tabelle 3-5: Vergleich Genotypverteilung und MAF zwischen Datenbanken und Patienten

TT/CT/TC/CC — Genotypverteilung in % fur a) ¢.82+62C>T, b) ¢.542C>T; p.P181L, c¢) ¢.1413T>C;
p.L471L; MAF — minor allele frequency

a) b)

dbSNP Indexpatienten ESP  EXAC Indexpatienten
1T 50,5 37 1T 0 0 0
CT 41,5 59,3 CT 0,2 0,21 3,7
CC 8 3,7 CC 99,8 99,79 96,3
MAF% 28,8 33,3 MAF% 0,1084 0,0928 1,85
c)

dbSNP ESP EXAC Indexpatienten
CC 3,7 3,7 3,72 3,7
TC 32,2 31,3 31,55 22,2
1T 64,6 65 64,73 74,1
MAF% 19,26 19,3 21,03 14,8

In Tabelle 3-6 sind die bei den Indexpatienten gefundenen Verédnderungen
zusammengestellt. Es fallt auf, dass einige Indexpatienten (Nr. 1, 4, 7, 11, 12, 15, 17,
24 und 27) ausschlie3lich homozygote Ver&nderungen tragen beziehungsweise
keine Abweichung von der Wildtyp-Sequenz zeigen (grau hinterlegt). Ein einziger
Indexpatient (Nr. 21) zeigt zwei homozygote Veranderungen (fett markiert). Beztglich
der in Intron 2 gelegenen Verdnderung ¢.82+62C>T (rs9900141) werden Patienten,
die das T-Allel homozygot tragen, als Trager des Wildtypallels angesehen, da es

wesentlich haufiger (71,2% laut doSNP) in der europaischen Bevolkerung vorkommt.

44



Ergebnisse

Tabelle 3-6: Detektierte Veranderungen in FAM222B nach SANGER-Sequenzierung

Grau hinterlegt sind alle Probanden, die ausschlieBlich homozygote Veradnderungen tragen.
Dargestellt sind die jeweiligen Genotypen der Probanden an dieser Position.

Patient Intron 2 Exon 3 Exon 3
€.82+62C>T C.542C>T; p.P181L ¢.1413T>C; p.L471L
rs9900141 rs200961802 rs2043031
1 TT CcC TT
2 TC CcC TT
3 TT CcC CT
4 CcC CcC TT
5 TC CcC TT
6 TC CcC CT
7 TT CcC TT
8 TC CcC TT
9 TC CcC CT
10 TC CcC TT
11 TT CcC TT
12 TT CcC TT
13 TC CcC CT
14 TC CcC TT
15 TT CcC TT
16 TC CcC TT
17 TT CcC TT
18 TC TC TT
19 TC CcC TT
20 TC CcC CT
21 TT CcC CcC
22 TC CcC CT
23 TC CcC TT
24 TT CcC TT
25 TC CcC TT
26 TC CcC CT
27 TT CcC TT

3.4 SANGER-Sequenzierung der 3‘-UTR von FAM222B und des downstream
gelegenen Bereichs

Das ausschlie3liche Auftreten homozygoter Varianten in einem grol3en
Genbereich kann ein Hinweis auf den heterozygoten Verlust von grofl3eren
Nukleinsédurebereichen sein. Um diese Hypothese bezogen auf die vorliegende
Kohorte zu testen, wurden zundchst weitere SNPs in nicht-kodierenden

Genabschnitten charakterisiert. Es erfolgte daher eine SANGER-Sequenzierung des
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Bereiches stromabwarts von FAM222B (Abb. 3-6). Bei den Patienten, die aul3er der
homozygoten Variante noch heterozygote Tréger einer Veranderung waren, wurde
die 3*-UTR nicht sequenziert, weil hier keine grof3eren Deletionen vermutet wurden.
Dementsprechend wurden die Probanden 1, 4, 7, 11, 12, 15, 17, 21, 24 und 27 in die
erweiterten Untersuchungen einbezogen. Die Auswahl entspricht den in Tabelle 3-6

grau hinterlegten Probanden.

ATG TAG

,l, J, 3-UTR
Int2

— T &8 |

| ]

1 2 3

Intl

— E1 — 2 |

Abb. 3-6: Sequenzierter Bereich (3‘-UTR und downstream-Bereich) von FAM222B

Lokalisationen des Startcodons (ATG, grin) und des Stopcodons (TAG, rot). Der sequenzierte
Abschnitt in der 3-UTR und im angrenzenden downstream-Bereich sind gelb markiert. 1-3:
Lokalisation der detektierten Veranderungen.

Bei der Sequenzierung der 3‘-UTR und des downstream-Bereichs von
FAM222B wurden drei Varianten bei den Indexpatienten gefunden. Fett markiert ist

ein weiterer nachgewiesener homozygoter SNP beim Patienten 21 (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Detektierte Varianten in der 3‘-UTR und im downstream-Bereich nach SANGER-
Sequenzierung

Patient 3'-UTR 3'-UTR stromabwarts der 3‘-UTR
c.*1700G>A c.*64_*67delGTAA ¢.*2290+60_ *2290+62dupACA
rs190603192 rs10666548

1 Wildtyp heterozygot Wildtyp
7 heterozygot Wildtyp Wildtyp
21 Wildtyp Wildtyp homozygot

Bei Indexpatient Nummer 7 wurde eine heterozygote Variante (rs190603192)
gefunden, die einen Basenaustausch 1700 Nukleotide nach dem Stopcodon zur
Folge hat, bei dem das Guanin durch Adenin ersetzt wird: ¢.*1700G>A. Dies ist laut
Mutation Taster ein Polymorphismus ohne pathogenen Einfluss. Die MAF dieser
Veranderung ist in den Gendatenbanken mit 0,05% (dbSNP) beziehungsweise 0,6%
(1000 Genomes) angegeben. Bei diesem Patienten ist ein durch Verlust der
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Heterozygotie gekennzeichneter Allelverlust des gesamten FAM222B-Gens somit

unwahrscheinlich.

GTT|GGC|CGC|C T|CTC GTT|GGC|CGC|C T|CTC

c.*1700G>A

Abb. 3-7: Chromatogramme der heterozygoten Variante ¢.*1700G>A
Wildtypvariante (links) und heterozygote Variante (rechts) dargestellt.

Bei einem der mutationsnegativen, jedoch klinisch nicht gut charakterisierten
Indexpatienten (Nr. 1, Tabelle 3-1) wurde eine Deletion detektiert, die bisher noch
nicht in den Datenbanken zu finden ist: c.*64_*67delGTAA. Diese 4-Basenpaar-
Deletion ist 64 Basen hinter dem Stopcodon in Exon 3 lokalisiert. Die Einstufung
mittels Mutation Taster ergab, dass diese Deletion einen pathogenen Einfluss
ausuben konnte. Laut der Vorhersage des HSF (Human Splicing Finder) ist eine
Anderung des SpleiRens nicht grundséatzlich auszuschlieRen, aber eher

unwahrscheinlich.

CTGGAT AGT
TAAkTAhcﬂGGA TAAkTAhcﬂGGA

c.*64_*67delGTAA

Abb. 3-8: Chromatogramme der heterozygoten Variante c.*64_*67delGTAA
Wildtypvariante (links) und heterozygote Variante (rechts) dargestellt.
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Bei dem Patienten mit der Indexnummer 21 wurde eine weiterer homozygoter
SNP detektiert: ¢.*2290+60_*2290+62dupACA. Dieser ist im Bereich stromabwaérts
der 3-UTR lokalisiert und besteht aus einer Duplikation des Basentripletts ACA. In
den Datenbanken ist diese Veranderung unter der ID rs10666548 registriert und mit
einer MAF von 18,55% (dbSNP) oder 20,9% (1000 Genomes) angegeben.

ACAGTT
TTalacaleT T|rer  TrafacalgTTrer  trafacalacalerT

l

€.*¥2290+60_*2290+62dupACA C.*2290+60_*2290+62dupACA

Abb. 3-9: Chromatogramme des SNPs ¢.*2290+60_*2290+62dupACA
Wildtypvariante (links), heterozygote Variante (Mitte) und homozygote Variante (rechts) dargestellt.

3.5 Quantitative PCR zur Detektion grofRRerer Deletionen innerhalb von
FAM222B

Da acht der 27 Patienten (Nr. 4, 11, 12, 15, 17, 21, 24 und 27) ausschlief3lich
homozygote Verdnderungen tragen, sollte anhand von genomischer Patienten-DNA
untersucht werden, ob gréRere Deletionen in FAM222B bei den Patienten vorliegen.
Solche deletierten Bereiche entgehen der SANGER-Sequenzierung, kénnen jedoch
mittels qPCR durch relative Quantifizierung ermittelt werden. Dies erfolgt durch den

Vergleich der Ziel-DNA mit einer Referenz-DNA bei Einsatz gleicher Mengen.

Die gPCR erfolgte im Bereich stromauf- und stromabwarts der Variante
€.1413T>C; p.L471L (Abb. 3-10). Die gewahlten Primerpaare umfassen sehr kurze
Sequenzabschnitte von 86 beziehungsweise 82 Basenpaaren. Dies ermoglichte eine

PCR mit kurzen Elongationszeiten.
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e e
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c.1413T>C

Abb. 3-10: Lage der Amplikons bei der quantitativen PCR fur FAM222B

Amplikons upstream (blau) und downstream (orange) des SNP ¢.1413T>C; p.L471L (schwarzer Pfeil).
Dieser wurde bei sieben der Indexpatienten in heterozygoter Form gefunden. Patient 21 tragt
ihn homozygot.

Die qPCR wurde zunéchst anhand der DNA des Indexpatienten 21 und
dessen Angehdrigen durchgefuhrt und im Anschluss auch bei allen weiteren
Indexpatienten, die ausschlie3lich homozygote Veranderungen trugen (4, 11, 12, 15,
17, 24 und 27). Als Referenz-Gen wurde TBP (TATA-Bindeprotein) verwendet. Als
Referenz-DNA diente die eines CCM1-3-mutationsnegativen Probanden (=NP 1), der
nicht ausschlie3lich homozygote Veranderungen in FAM222B trug und somit eine
grol3e Deletion von FAM222B ausgeschlossen wurde. Der Vergleich der Ratios der
Patienten mit der standardisierten Ratio der Normalperson 1 (NP 1, heterozygot fur
alle Varianten) zeigte keine Deletion eines Allels, weder im up- noch im downstream-
Bereich der homozygoten Veradnderung. Keine der Ratios wich signifikant von 1 ab,
was in den nachfolgenden Tabellen 3-8 und 3-9 und den Abbildungen 3-11 und 3-12
aufgezeigt ist. Bei quantitativ verminderter DNA-Menge waren im Vergleich zur
Normalperson mehr Zyklen nétig, um den C,Wert zu erreichen. Alle Cp-Werte in
Tabelle 3-8 werden nahezu zur selben Zeit erreicht, also ist ungefahr dieselbe Anzahl
an Zyklen nétig, um zu einer exponentiellen Vermehrungsphase zu gelangen. Dies
spricht dafur, dass die DNA-Mengen gquantitativ kaum einen Unterschied aufweisen

und somit keine groRere Deletion vorlag.

Tabelle 3-8: Ergebnis der gPCR beim Indexpatienten 21 und Angehdrigen

a) FAM222B-upstream Referenz-DNA Ratio
DNA-Probe C,-Wert o Cp-Wert o Ziel/Ref. o
NP 1 25,85 0,08 24 0,05 1

Pat 21 25,19 0,06 23,49 0,15 1,115 0,1178
GroBmutter 25,18 0,01 23,45 0,09 1,097 0,0833
Tante 25,14 0,03 23,49 0,17 1,158 0,1287
Mutter 25,05 0,03 23,54 0,08 1,265 0,0907
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b) FAM222B-downstream Referenz-DNA Ratio
DNA-Probe Cp-Wert o Cp-Wert o Ziel/Ref. o
NP1 25,16 0,02 24 0,05 1

Pat 21 24,52 0,02 23,49 0,15 1,096 0,0969
Grol3mutter 24,7 0,29 23,45 0,09 0,9445 0,1589
Tante 24,52 0,02 23,49 0,17 1,097 0,1101
Mutter 24,54 0,03 23,54 0,08 1,12 0,00634

o: Standardabweichung: MaR fir die Streuung der C,-Werte beziehungsweise der Ratio um den
Erwartungswert. NP 1: Normalperson 1.

1,5

upstream

m downstream
él 'é- ,bo \)
& Q,@ AR\
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Abb. 3-11: Darstellung der Ergebnisse fir den up (grin)- und downstream-Bereich (rot)
Auf der Ordinate in Abb. 3-11 und 3-12 ist jeweils die Ratio aufgetragen. Das
Saulendiagramm (Abb. 3-11) zeigt das Ergebnis der gqPCR anhand des Vergleichs
der Ratios zwischen Normalperson und Indexpatient 21 und dessen Angehoérigen. Es

ist keine Reduktion der Ratio zu erkennen.

Tabelle 3-9 zeigt die Ergebnisse der gPCR der Ubrigen sieben Probanden.
Auch hier sind sich die C,-Werte ahnlich und keine Ratio weicht signifikant von 1 ab,

was grofiere Deletionen in diesem Bereich ausschlief3t.

Tabelle 3-9: Ergebnis der gPCR bei homozygoten Indexpatienten

FAM222B-upstream Referenz-DNA Ratio

o C,-Wert o CoWert o  ZiellRef. o
NP1 25,61 0,05 24,25 0,08 1

Pat 4 25,56 0,04 24,15 0,04 0,9595 0,0589
Pat 11 25,25 0,04 23,84 0,02 0,9568 0,054
Pat 12 25,07 0,07 23,72 0,09 0,9996 0,0843
Pat 15 25,33 0,14 23,99 0,06 1,007 0,1021
Pat 17 25,02 0,08 23,76 0,01 1,068 0,0719
Pat 24 25,4 0,08 24,78 0,06 1,026 0,0656
Pat 27 25,47 0,19 24,42 0,13 1,236 0,1767
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Die Abbildung 3-12 zeigt das Séaulendiagramm der Normalperson und der sieben
Indexpatienten. Auch hier lasst sich keine verringerte Ratio erkennen. Da eine
grolRere Deletion in FAM222B bei diesen Patienten somit unwahrscheinlich ist, wurde

auf die Analyse des downstream-Bereichs verzichtet.
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Abb. 3-12: Darstellung der Ergebnisse flr den upstream-Bereich

3.6 Segregationsanalyse der homozygoten SNPs innerhalb der Familie von
Indexpatient 21

Beim Screening konnten bei einem Indexpatienten (Nr. 21) zwei homozygote
Varianten gefunden werden (Tabelle 3-6 und 3-7, fett markiert). Symptomatisch
wurde dieser Patient bereits im Alter von elf Jahren mit einer einfach-fokalen
Epilepsie, die durch zwei blutende Kavernome hervorgerufen wurde. Operativ
entfernt wurde ein linksseitiges hoch parietal bis frontal gelegenes Kavernom mit
einer Grofl3e von 2cm im Durchmesser und eines von 0,5cm Durchmesser periinsulér
temporal ebenfalls linkshemisphariell lokalisiert. Die Grofimutter und die Tante des
Patienten sind ebenfalls MRT-gesicherte Trager von Kavernomen. Symptomatisch
wurde die Tante des Indexpatienten durch eine Epilepsie, bei der GroRBmutter traten
rezidivierende Kopfschmerzen und Parasthesien an Handen und FURen auf. Die
letzte Bildgebung erfolgte bei der GroBmutter im Jahr 2008 im 7-Tesla-MRT in
Essen. Diagnostiziert wurden drei groRe Kavernome im Hirnstamm, den
Stammganglien, sowie 30 weitere kleine Kavernome. Aufgrund der ungeklarten
genetischen Konstellation in dieser Familie sollte abschlieend eine
Segregationsanalyse erfolgen. Zur Verfigung standen drei weitere DNA-Proben aus
dieser Familie (Abb. 3-13, orangene Pfeile). Die Mutter des Patienten koénnte
asymptomatische Tragerin einer Mutation sein, da die Kavernomatose eine
Penetranz von nur etwa 60% aufweist. Mittels Sequenzierung der entsprechenden
Bereiche in der DNA der Angehdrigen sollte Gberprift werden, ob die Veranderungen

(Tabelle 3-10) innerhalb der Familie segregieren.
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Abb. 3-13: Stammbaum der Familie des Indexpatienten 21 und Darstellung der Haplotypen

Gekennzeichnet sind der Indexpatient (schwarzer Pfeil) und die Angehorigen, die zur
Segregationsanalyse herangezogen wurden (orangene Pfeile). Schwarz ausgefillte Symbole
kennzeichnen die von mindestens einer kaverndsen Lasion betroffenen Familienmitglieder. Grau
gekennzeichnet ist die anamnestisch berichtete Epilepsie des GroRRonkels. Die Haplotypen der drei
Varianten  ¢.82+62C>T (TT  entspricht dem  Wildtyp), ¢.1413T>C; p.L471L und
€.*2290+60_*2290+62dupACA sind jeweils grau dargestellt, du: Duplikation.

Tabelle 3-10: Ergebnis der Segregationsanalyse der SNPs

Proband €.82+62C>T €.1413T7>C €.*2290+60_*2290+62dupACA
rs9900141 rs2043031 rs10666548

Patient 21 homozygot (WT) homozygot homozygot

Mutter homozygot (WT) heterozygot heterozygot

Tante homozygot (WT) heterozygot heterozygot

GroBmutter homozygot (WT) Wildtyp Wildtyp

Alle drei Angehdrigen tragen bezlglich der Veranderung ¢.82+62C>T das T-
Allel homozygot und werden somit als Trager des Wildtyp-Allels betrachtet. Die
Veranderung c.1413T>C; p.L471L im Exon 3 ist ebenso wie die weiter stromabwaérts
gelegene 3-Basenpaar-Duplikation heterozygot in Mutter und Tante des Patienten zu
finden. Die GroRmutter ist Tragerin des Wildtyp-Allels. Am Haplotyp wird deutlich,
dass der Indexpatient 21 nicht das groBmdutterliche Allel, sondern mit grol3er
Wahrscheinlichkeit von seiner Mutter das grof3vaterliche FAM222B-Allel geerbt hat.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-10 zusammengestellt. Eine mogliche mit den CCMs
in der Familie segregierende grofRere Deletion ist fur den 3'-Bereich von FAM222B
ausgeschlossen, da Heterozygotie vorliegt. Die gesamte genetische Konstellation in
dieser Familie ist nicht eindeutig zu klaren und bietet mehrere Interpretationsansatze,

die in der Diskussion nochmals aufgegriffen werden.
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4. Diskussion
Datenbankrecherchen und Auswerteprogramme

Das zur Zeit der Erarbeitung der vorgelegten Studie aktuelle
Referenzgenom war das Human Reference Genome 19 (hg19) in UCSC (University
of California Santa Cruz) beziehungsweise Genome Reference Consortium human
genome 37 (GRCh37) in NCBI und den anderen Datenbanken. Die Assemblierung
beider wurde von der DNA-Sequenzierung 13 anonymer Probanden aus Buffalo und
New York abgeleitet. Dieses Referenzgenom dient in den Datenbanken zur
Beschreibung von Mutationen und Polymorphismen. Die verwendeten Datenbanken
beschreiben die DNA-Veranderungen jeweils in verschiedenen
Referenzpopulationen, weshalb zur optimalen Validierung von FAM222B insgesamt
acht verschiedene Datenbanken berucksichtigt wurden. Fur die Beurteilung der
Sequenzabweichungen muss die Unterscheidung der ethnischen Hintergrinde der
beschriebenen Populationen berlcksichtigt werden. In dbSNP/NCBI, ESP, Alfred,
GeneCards®, 1000 Genomes, Ensembl und EXAC werden die Varianten fir
Probanden unterschiedlicher Abstammung unterschieden. In dbSNP beispielsweise
liegen die Daten fir zwei verschiedene Kohorten mit europaischem Hintergrund vor,
ESP unterscheidet zwischen Amerikanern mit afrikanischem oder europaischem
Hintergrund. Auch Alfred und GeneCards® nehmen eine Unterteilung in Kohorten
unterschiedlicher Kontinente vor, hier findet man beispielsweise Daten flur Afrikaner,
Asiaten, Amerikaner und Européer. EXAC gibt die Allel- und Genotypverteilung sowie
die MAF fur Europaer, Asiaten, Afrikaner und Lateinamerikaner an. Die in dieser
Arbeit untersuchten Allelfrequenzen und Genotypen beziehen sich entsprechend der
Indexpatienten auf Européer. Den Vergleich der minoren Allelfrequenzen aus den
acht verwendeten Datenbanken mit denen der mutationsnegativen Indexpatienten
zeigt Tabelle 4-1. Es sind ausschlieBlich die MAF von europaischen
Referenzkohorten angegeben. In den Spalten ohne eingetragene MAF liegen keine
Daten flr Europaer vor oder die Variante konnte nicht gefunden werden. Dabei fallt
auf, dass bezlglich der Veranderung ¢.82+62C>T die MAF der Indexpatienten mit
denen der Datenbanken dbSNP/NCBI/Alfred weitestgehend Ubereinstimmt. Bei der
Variante ¢.542C>T; p.P181L ist die MAF der Indexkohorte mit 1,85% fast so gering
wie in ESP und ExXAC. Auch bei der Veranderung c¢.1413T>C; p.L471L sind die
Ergebnisse vergleichbar. Die ExAC-Datenbank enthalt Sequenzdaten von circa
60.000 Exomen und existiert seit Oktober 2014. Somit wurden diese Daten zu
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Beginn dieser Studie (2013) noch nicht in die Validierung der gefundenen Varianten
einbezogen. Hier erfolgte lediglich eine Bewertung durch die ubrigen sieben
Datenbanken (Tabelle 4-1). Mit der EinfiUhrung des EXAC relativiert sich die
Bedeutung der validierten Mutation c¢.1651 1652delAG; p.R552Kfs*10, die
urspringlich bei Vater und Tochter mit bekannter CCM gefunden wurde und auf das
FAM222B-Gen aufmerksam machte. Im Jahr 2013 war diese 2-Basenpaar-Deletion
in keiner der sieben Datenbanken notiert und wurde somit als krankheitsursachlich
fur die Kavernome dieser beiden Indexpatienten in Erwagung gezogen. In der EXAC-
Datenbank ist diese Veranderung mit der Identifikationsnummer rs748255395 drei
Mal in 112612 Allelen gefunden worden, was einer MAF von 0,002664% entspricht.

Tabelle 4-1: Vergleich der MAF zwischen Datenbanken und Indexpatienten

MAF — minor allele frequency in % fiir ¢.1651_1652delAG, ¢.82+62C>T, ¢.1413T>C, ¢.542C>T

MAF%
c.1651 1652delAG; €.82+62C>T c.542C>T; ¢.1413T>C;

p.R552Kfs*10 p.P181L p.L471L
Indexpatienten - 33,3 1,85 14,8
ESP - - 0,1084 19,3086
dbSNP - 28,8 - 19,26
NCBI - 28,8 - 19,26
Alfred - 21,375 - 18,41
GeneCards® - - - 23
Ensembl - - - -
1000 Genomes - - - -
EXAC (Okt. 2014) 0,002664 - 0,0928 21,03

Ursache fur die leicht abweichenden Werte zwischen Referenzkohorten und
Indexpatienten kann die geringe Grof3e unserer Kohorte sein. Die Vergleichbarkeit
und Reliabilitdt der Daten ware optimaler bei rein europaischen Referenzkohorten,
wie es bei EXAC der Fall ist. Insgesamt kénnen jedoch auch die Angaben der
anderen Datenbanken mit eingeschrankter Aussagekraft betrachtet werden. Des
Weiteren ist eine Abweichung von den Referenzkohorten mdglich, da es sich bei den
Probanden der vorliegenden Studie um Kavernompatienten handelt und nicht um
gesunde Normalpersonen. Ein zusatzliches Problem besteht darin, dass die
Referenzsequenzen nicht immer den tatsachlichen Wildtyp darstellen. Es besteht die
Moglichkeit, dass die Mehrheit gerade dieser untersuchten Referenzkohorte eine

Variante aufweist, die real nicht dem Wildtyp entspricht, wie es bei der gefundenen
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Verédnderung ¢.82+62C>T der Fall war, die letztlich den Wildtyp darstellt und keine
Veranderung ist.

Tendenziell lasst sich sagen, dass die Veranderungen - insbesondere
€.82+62C>T und c.1413T>C; p.L471L - zu haufig in der Allgemeinbevélkerung
vorkommen, als dass sie an der Entstehung der Kavernomatose beteiligt sein
kbnnten. Insgesamt sind die Werte der Indexpatienten gut mit denen der
europdaischen Referenzkohorten vergleichbar. Diese Vergleichbarkeit mit den Daten
von Normalpersonen ohne Kavernomatose spricht eher gegen die Kausalitat dieser

Varianten beztglich der CCMs bei den mutationsnegativen Indexpatienten.

Die in dieser Arbeit verwendeten Auswerteprogramme Mutation Taster, SIFT
und PolyPhen-2 sollten eine Prognose Uber die mdgliche Konsequenz der
Veranderungen in FAM222B auf das entstehende Protein liefern. Mutation Taster
klassifiziert anhand drei verschiedener Modelle eine Veranderung in einem Gen
entweder als ,Polymorphismus® oder als ,krankheitsverursachende Mutation®. Wenn
SNPs mit allen drei Genotypen in HapMap, oder mehr als viermal homozygot in TGP
(1000 genome project) aufgelistet sind, werden sie automatisch als
.Polymorphismus” klassifiziert (Schwarz et al. 2010). Ebenso werden
Verédnderungen, die einen vorzeitigen Einbau eines Stopcodons bedingen und so
zum NMD (nonsense-mediated mMRNA decay) fuhren, falschlicherweise generell als
.krankheitsverursachend® eingestuft (Schwarz et al. 2010). Wenn der Bayes-
Klassifikator in diesen Féllen zu anderen Ergebnissen kommt, wird ein Wert von <0,5
in  Mutation Taster angegeben (http://www.mutationtaster.org/info/FAQs.html,
25.04.2015). Ein Problem ist, dass homozygote Varianten als pathogen eingestuft
werden, wenn sie noch nicht bei einem gesunden Probanden gefunden und in die
Datenbanken eingetragen wurden. Des Weiteren induziert hier eine hohe
angegebene Wahrscheinlichkeit nicht unbedingt eine hohe Wahrscheinlichkeit fr die
richtige Prognose. Die Klassifizierung hat damit ein erhéhtes Risiko falsch positive
Vorhersagen zu treffen, als richtig positive zu Gibersehen, was dazu fuhrt, dass SNPs

haufiger als pathogen eingestuft werden (Schwarz et al. 2010).

Beim SIFT Algorithmus ist nachteilig, dass N- und C-terminale Bereiche durch
das Alignment nicht optimal abgedeckt sind (Ng und Henikoff 2001) und auch hier
die Rate der falsch positiven Ergebnisse relativ hoch ist (Ng und Henikoff 2002).
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Bei PolyPhen-2 besteht wie bei den anderen Auswerteprogrammen das Risiko
einer erhohten falsch positiven Rate. Eine Studie von Adzhubei und Kollegen zeigte
jedoch, dass PolyPhen-2 im Vergleich mit anderen Auswerteprogrammen (PolyPhen,
SIFT, SNAP und SNPs3D) diesen hinsichtlich der Vorhersagewerte tberlegen war.
Bei einer falsch positiven Rate von 20% lag die richtig positive Rate je nach Gen bei
92% beziehungsweise 73% (Adzhubei et al. 2010).

Neben der erhohten falsch positiven Rate kommt hinzu, dass PolyPhen-2 und
SIFT nur AS-Substitutionen bewerten. In der hier vorgelegten Studie gab es nur
einen AS-Austausch im kodierenden Bereich (c.542C>T; p.P181L), alle anderen
Varianten waren entweder synonyme Varianten (c.1413T>C; p.L471L) oder in
intronischen Genabschnitten, 3’-UTR-Bereichen und stromabwarts gelegenen
Bereichen lokalisiert. Von den hier angewandten Vorhersageprogrammen bewertet
ausschlie8lich Mutation Taster auch SNPs und Varianten, die Splei3stellen oder
Polyadenylierungssignale betreffen. Somit wurde fur den Grol3teil der Genvarianten
nur ein Auswerteprogramm genutzt, welches zusatzlich noch mit einer relativ hohen
Fehlerquote belastet ist. Aus diesem Grund sind die mittels Auswerteprogrammen
erhobenen Daten lediglich als richtungsweisend und mit eingeschrankter

Aussagefahigkeit zu betrachten (Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2: Ubersicht zur Pradiktion der verwendeten Auswerteprogramme

Genetische SIFT PolyPhen-2  Mutation Taster EXAC:
Variante Score/Pradiktion Score/Prédiktion Score/Pradiktion  Allelfrequenz
c.1651_1652delAG - - kausal 0.00002664
€.82+62C>T - - Polymorphismus -
€.542C>T 0,18/tolerated 0,047/benign kausal 0.0009281
€.1413T>C - - Polymorphismus 0.2103

Moglicher Einfluss der genetischen Verdnderungen auf die Proteinbildung

Im kodierenden Bereich von FAM222B wurden zwei verschiedene
Veranderungen gefunden. Bei einem Indexpatienten konnte eine Missense-Variante
an der Position ¢.542C>T gefunden werden, wodurch die Aminosaure Prolin durch
ein Leucin ausgetauscht wird. Diese Verdanderungen konnen die Funktion und
Stabilitdt eines Proteins negativ beeinflussen oder zum vorzeitigen Abbau fuhren.
Demzufolge ist es mdglich, dass diese genetische Veranderung bei diesem

Indexpatienten mit multiplen Kavernomen und symptomatischer Epilepsie
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krankheitsrelevant ist. Die Tatsache, dass bisher kein homozygoter Trager dieser
Veranderung bekannt ist und nur eine niedrige minore Allelfrequenz von 0,0928%
(ExAC) vorliegt, unterstitzt diese Annahme. Hinzu kommt, dass dieser DNA-Bereich
sehr stark konserviert ist (Abb. 4-1 und GERP-Score von 3,73) und somit von
Bedeutung flr die Proteinfunktion ist. Die Pradiktionsprogramme SIFT und PolyPhen-

2 bewerten die Variante jedoch als benigne.

Um die Pathogenitat von Genverdnderungen einschatzen zu kénnen, ist die
Betrachtung der Konservierung eines Proteins unerlasslich. Diese kennzeichnet den
Erhaltungsgrad eines Gens im Verlauf der Evolution und damit die Ahnlichkeit und
Verwandtschaft zwischen den verschiedenen Spezies. Man geht davon aus, dass
hoch konservierte Bereiche evolutionar bedeutsamer sind als andere und Mutationen
darin demzufolge eher einen pathogenen Einfluss haben als in nicht konservierten
Bereichen (Abb. 4-1) (Vingron 2005).

Abbildung 4-1 (Waterhouse et al. 2009) stellt die Ahnlichkeit von FAM222B
zwischen den Spezies Mensch, Chimpanse, Kuh, Maus und Zebrafisch dar. Die
dunkelblau markierten Bereiche sprechen fiir eine starke Konservierung und damit
fur evolutiondr bedeutendere Genabschnitte, in denen Mutationen durchaus
pathogen sein konnten. Die Variante rs200961802 an Position ¢.542C>T; p.P181L
(Pfeil) liegt in einem Bereich hoher Konservierung, wohingegen sich der SNP
rs2043031 an Position ¢.1413T>C; p.L471L in einem Bereich sehr geringer
Konservierung befindet. Hier haben Verdnderungen wahrscheinlich weniger
Relevanz. Dies bestatigt die bisherige Vermutung, dass die beim Indexpatienten 18
gefundene Missense-Variante (c.542C>T; p.P181L) im Gegensatz zu den Ubrigen
SNPs ein moglicherweise pathologisches Potenzial aufweist und die genetische
Grundlage fur die Ausbildung zerebraler Kavernome beim Patienten darstellen

konnte.
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. 4-1: Konservierung der cDNA von FAM222B (Ensembl; Jalview (Waterhouse et al. 2009); erstellt im Oktober 2014)

Das Alignment wurde fiir Mensch, Chimpanse, Kuh, Maus, sowie beide Duplikate des Zebrafischs erstellt. Dunkelblau gekennzeichnete Bereiche weisen eine
hohe Konservierung auf, hellere Blautdne eine geringere Konservierung und weif3 keine Konservierung. Die Pfeile markieren die Positionen der SNPs ¢.542C>T;
p.P181L und c.1413T>C; p.L471L.
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Der SNP ¢.1413T>C ist ein Basenaustausch, der nicht zum veranderten
AS-Einbau fuihrt und somit eine synonyme oder stille Variante darstellt. Es ist zwar
bekannt, dass auch stille Mutationen krankheitsverursachend sein kdnnen, da sich
die Faltung der mRNA auf dem Weg vom Zellkern zum Ribosom andern kann und
es somit zu Translationsfehlern kommt (Helmich 2015). Jedoch kann in diesem
Fall bei einer hohen MAF von 21,03% (ExAC) nicht von Kausalitdt ausgegangen

werden.

Neben den SNPs im kodierenden Abschnitt von FAM222B wurden auch
zwei Veranderungen in der 3-UTR gefunden: ¢.*1700G>A (rs190603192) und
c.*64_*67delGTAA. Allgemein kdnnen Mutationen in der 3’-UTR von Genen, wie
sie auch bei einigen der 27 Indexpatienten gefunden wurden, die
Translationskontrolle beeinflussen oder sogar inhibieren (Mazumder et al. 2003).
Die Translationskontrolle erfolgt durch Interaktion von microRNAs mit der 3‘-UTR
der mRNA. Je nach Komplementaritat wird die Translation entweder inhibiert oder
es erfolgt eine Degradation der mRNA (Wienholds und Plasterk 2005). Mazumder
und Kollegen konnten beispielsweise die Interferon-y-vermittelte Hemmung der
Coeruloplasmin-Expression nachweisen. Dabei bindet der Interferon-y-aktivierte
Translationsinhibitors (GAIT) an ein Strukturelement in der 3-UTR des
Coeruloplasmin-Gens und fuhrt somit zur Translationsinhibition (Mazumder et al.
2005). Inwieweit die detektierten Veranderungen in FAM222B einen pathogenen
Effekt auf die Proteinbildung und letztlich auf die Ausbildung von Kavernomen
haben, lasst sich bis dato nur schwer sagen. Vor allem die bis dahin mangelnden
Informationen Uber die Domanenstruktur, Funktion und Bindestellen von

FAM222B lassen konkrete Aussagen nicht zu.
Diskussion der genetischen Konstellation der Indexfamilie des Patienten 21

Die genetische Konstellation des Indexpatienten 21 und seiner Angehdrigen
nahm eine zentrale Rolle in der Erarbeitung dieser Studie ein und soll deshalb hier

noch einmal aufgegriffen werden.

Mdglicher Verlust der Heterozygotie und angewandte gPCR

Nachdem bereits 2005 der genaue Genlokus von CCM3 durch ein Loss-of-
Heterozygosity-Mapping ermittelt wurde (Bergametti et al. 2005), kdnnte dies auch

bei einem vierten CCM-Gen der Fall sein. Das Vorkommen homozygot
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erscheinender SNPs oder Mutationen bei einem Probanden kann ein Hinweis auf
eine grol3ere Deletion und damit einen Verlust der Heterozygotie sein. Eine solche
heterozygote Deletion gréRerer Genabschnitte oder sogar des gesamten Gens

kdnnte den Funktionsverlust des Proteins erklaren.

Unter den 27 Patienten wurden bei dem Indexpatienten Nr. 21 (Tabelle 3-6
und 3-7, fett markiert) ausschlieBlich homozygote Varianten gefunden
(c.1413T>C; p.L471L, ¢.*2290+60_*2290+62dupACA). Zum Nachweis grol3erer,
zuvor nicht detektierter Genverluste und somit einem maoglichen Nachweis des
Verlustes der Heterozygotie als Ursache der Kavernomatose erfolgte eine
quantitative Analyse. Durchgefiihrt wurde die gPCR beim Indexpatienten 21 und
dessen Angehorigen (Mutter, GrolBmutter und Tante), ebenso wie bei allen
weiteren Indexpatienten, die ausschlie3lich homozygot waren. Es konnte keine
quantitative Verminderung im Gen FAM222B im Vergleich zu einer Normalperson
nachgewiesen werden. Bei den Patienten wurde lediglich ein Bereich von 168
Basenpaaren um den SNP c¢.1413T>C; p.L471L untersucht, da hier ein Verlust
von genetischem Material aufgrund der homozygoten Veranderung c.1413T>C;
p.L471L beim Indexpatienten 21 am wahrscheinlichsten erschien. Durch die
einheitliche Primerkonstruktion und Etablierung der gPCR fir diesen Genabschnitt
erfolgte die Analyse auch bei den anderen sieben Patienten in diesem Bereich.
Somit ist auch mit diesem Ergebnis eine grol3ere Deletion beim Indexpatienten 21
nicht eindeutig auszuschlieBen, da die Analyse nur flr einen kleinen DNA-

Abschnitt vom Kandidatengen erfolgte.

Segregationsanalyse in der Indexfamilie 21

Zur weiteren Abklarung der genetischen Konstellation in der Indexfamilie
wurde die DNA des Indexpatienten und seiner Angehdrigen (Mutter, Tante und
GrolBmutter) einer Segregationsanalyse unterzogen (Abb. 3-13). Wie in den
Ergebnissen beschrieben (Tabelle 3-10), tragen alle vier Familienmitglieder den
Wildtyp TT an Position ¢.82+62C>T. Die beiden anderen Varianten wurden bei der
Mutter und der Tante in heterozygoter Form gefunden, die Groldmutter tragt
jeweils den Wildtyp. Es erfolgte somit kein Segregationsnachweis fur die SNPs
€.1413T>C; p.L471L und c¢.*2290+60 *2290+62dupACA innerhalb der Familie.
Eine mdgliche mit den CCMs in der Familie segregierende gré3ere Deletion ist fur

den 3'-Bereich von FAM222B somit ausgeschlossen, da Heterozygotie vorliegt.
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Damit ist unwahrscheinlich, dass die Angehérigen des Indexpatienten von einem
Verlust der Heterozygotie in FAM222B betroffen sind, der die Kavernomatose

erklaren konnte.

Die Mutter des Indexpatienten tragt dieselben heterozygoten
Veranderungen wie ihre erkrankte Schwester (Tabelle 3-10). Bei der variablen
Expressivitat und unvollstandigen Penetranz der CCMs ist es moglich, dass sie
asymptomatische Kavernomtragerin ist (Abb. 3-13). Ob bildmorphologisch mittels
MRT ein Kavernomnachweis oder -ausschluss bei der Mutter erfolgte, ist nicht
bekannt. Anamnestisch berichtet wurde auch eine Epilepsie des Grol3onkels (Abb.
3-13, grau markiert). Er wurde jedoch nie bild- oder molekulardiagnostisch
untersucht. Am Haplotyp (Abb. 3-13) wird deutlich, dass der Indexpatient 21 nicht
das grofBmutterliche Allel, sondern mit groBer Wahrscheinlichkeit von seiner
Mutter das groR3vaterliche FAM222B-Allel geerbt hat. Da die Grolimutter MRT-
gesicherte Tragerin von drei groRen und 30 kleineren Kavernomen ist, sie jeweils
den Wildtyp fur die untersuchten Varianten tragt, ist es sehr unwahrscheinlich,
dass FAM222B bei ihr die Ursache fir die Kavernomatose ist. Aufgrund der
ausgepragten MRT-Befunde wird in dieser Familie jedoch weiterhin von einer
hereditiren Kavernomatose ausgegangen. Theoretisch denkbar ist in der
Indexfamilie auch das Vorkommen zweier voneinander unabhangiger Mutationen,
da sowohl die miitterliche als auch die vaterliche Seite der Mutter mdglicherweise

von CCMs betroffen sind.

Weitere mdgliche Ursachen fur Mutationsnegativitéat in der Indexfamilie 21

Mutationen in intronischen Bereichen

Wieviel Einfluss Verdnderungen in intronischen Bereichen ausiuben, kann
nicht mit Sicherheit geklart werden. Bekannt ist, dass Mutationen in Introns
Spleil3stellen betreffen kénnen, die nachfolgend veranderte mRNAs hervorbringen
und so zur fehlerhaften Translation fihren. Ein bekanntes Beispiel hierfr ist die 3-
Thalassamie, bei der Mutationen in intronischen Bereichen zu einem veranderten
Spleil3en fuhren (lida 1993). Auch bei den CCM-Genen spielt dieser Mechanismus
eine Rolle. Stahl und Kollegen fanden, dass Spleildmutationen in hoch-
konservierten Bereichen fast 20% aller identifizierten CCM-Mutationen

ausmachen. Beispielsweise flihrte eine Mutation am 3'-Ende des Intron 2 von
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CCM2 zur Nutzung einer kryptischen Spleil3akzeptorstelle und letztlich zum
vorzeitigen Einbau eines Stopcodons (Stahl et al. 2008). Es wurden jedoch nicht
alle intronischen Bereiche untersucht. Bei Patienten mit zerebrovaskularen
Erkrankungen kénnen gelegentlich hereditdare hamorrhagische Teleangiektasien
(HHT) gefunden werden. Eine geflirchtete Komplikation der HHTs sind pulmonale
arteriovendése Malformationen (PAVM), welche zu embolisch bedingten
Schlaganféallen fihren kdnnen. Bei einer japanischen Familie mit PAVM wurde
kirzlich eine heterozygote Mutation im intronischen Bereich des Gens ENG
(Endoglin) identifiziert: ¢.360+4delAGTG. Diese fuhrte zu einer in-frame-Deletion
von Exon 3 und damit zu einem verkurzten ENG-Protein (Saji et al. 2015). Die
Relevanz von intronischen Veranderungen bei anderen GefaRmalformationen, wie
zum Beispiel der PAVM, zeigt, dass diese mdglicherweise auch bei den CCMs
Bedeutung haben konnten. Da bei der SANGER-Sequenzierung von FAM222B
nur ein Bereich von ungefahr 100 Basenpaaren von Intron 2 untersucht wurde, ist
eine den SpleiRvorgang betreffende Mutation in tiefen intronischen Bereichen
nicht sicher auszuschliel3en. Ebenso sind intronische Mutationen auch fur CCM1-3

als Ursache fir zerebrale Kavernome in Betracht zu ziehen.

Neben intronischen Mutationen, die nicht standardmalfig tberprift werden,
sind es auch Promotorregionen oder die UTRs, die nicht analysiert werden und
damit mdoglicherweise kausale Mutationen in diesen Bereichen nicht detektiert
werden. So konnte die Ursache der Kavernomatose bei der Indexfamilie dennoch
in CCM1-3 liegen, obwohl bei der Standardstufendiagnostik Mutationsnegativitat

festgestellt wurde.

Genomische Rearrangements

Genomische Rearrangements umfassen Insertionen, Deletionen,
Duplikationen und Translokationen. Diagnostiziert wurden genomische
Rearrangements in Familien mit hereditarem Brust- und Ovarialkarzinom (HBOC)
(Fachal et al. 2014). Die Deletion oder Insertion von DNA-Sequenzen im
kodierenden Bereich fiihrt beispielsweise zu Translationsfehlern und damit zum
Funktionsverlust des Proteins (Preisler-Adams et al. 2009). Sowohl in BRCAL1 als
auch in BRCA2 sind solche Rearrangements bekannt (Hansen et al. 2009).
Woodward und Kollegen konnten 2005 bei Patienten mit hereditdrem Brust- und

Ovarialkarzinom nachweisen, dass Rearrangements in BRCA1 haufiger bei
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Patienten vorkommen, die sowohl an einem Mammakarzinom als auch an einem
Ovarialkarzinom leiden. AulRerdem zeigten die Patienten mit einem genomischen
Rearrangement in BRCA1 ein jungeres Erkrankungsalter. BRCA2-Mutationen
kamen vor allem in Familien mit mindestens einem mannlichen Patienten mit
Brustkrebs vor (Woodward et al. 2005). Da die DNA-Sequenzierung keine
quantitative Detektionsmethode ist, konnen solche grol3en genomischen
Rearrangements im normalen Screening Ubersehen werden (Armour et al. 2002).
Auch im Fall der Indexfamilie wéare ein Vorkommen von Rearrangements moglich,

welche mit der bisherigen Diagnostik nicht detektiert werden kdnnen.
Weitere allgemeine mogliche Ursachen fir Mutationsnegativitat
Stufendiagnostisch nicht detektierte Mutationen in CCM1, 2 und 3

Neben der Vermutung, dass weitere Gene existieren, in welchen
Mutationen zur Ausbildung von kaverndsen Malformationen fihren, gibt es noch
andere Erklarungsansatze fur eine erfolglose Mutationssuche in CCM1, 2 und 3.
So kénnten die verbliebenen 13% der klinisch auffalligen und mutationsnegativen
Patienten mit positiver Familienanamnese beispielsweise durch Mutationen

bedingt sein, die in der Standarddiagnostik unentdeckt bleiben.

Die Standarddiagnostik besteht neben der MRT-Bildgebung in einer
molekulargenetischen Stufendiagnostik, wie sie bereits in der Einleitung
beschrieben wurde. Da die Sequenzierung der kompletten Gene zu zeit- und
kostenintensiv ware, beschrankt man sich lediglich auf die proteinkodierenden
Abschnitte. Im CCM1-Gen sind das die Exons 5-20, in CCM2 1-10 und in CCM3
4-10. Die restlichen nicht proteinkodierenden Exons in CCM1 und 3 werden nicht
analysiert ebenso wie Promotorregionen, intronische Bereiche oder die 3’-UTR,
die Einfluss auf Transkription und Translation haben kénnen. Dies fuhrt dazu, dass
einige Patienten als mutationsnegativ fur CCM1, 2 und 3 eingestuft werden,
obwohl die Krankheitsursache moglicherweise in einem dieser Gene liegt, nur
stufendiagnostisch nicht erfasst wurde. Ebenso kénnen solche Bereiche bei der
Sequenzierung von FAM222B der hier untersuchten Kohorte unentdeckt

geblieben sein.
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Somatische Mosaike

Somatische Mutationen treten postzygotisch wéhrend der mitotischen
Zellteilung auf und fihren zu somatischen Mosaiken. Damit wird es moglich, dass
sich pathogene genetische Veranderungen nur lokal im betroffenen Gewebe, nicht
jedoch in den standardgemal untersuchten Leukozyten nachweisen lassen und
somit gar nicht detektiert werden. So ergaben Untersuchungen einen
unterschiedlichen DNA-Status im Blut und Gehirn bei Alzheimer Patienten
bezuglich vorkommender SNVs (single nucleotide variations) (Parcerisas et al.
2014). In einer anderen Studie lag der Anteil somatischer Mutationen im
Presenilin-1-Gen bei einem Alzheimer Patienten bei 8% in den peripheren
Lymphozyten und 14% im Zerebralkortex (Beck et al. 2004). Auch bei der
Parkinson Erkrankung wird angenommen, dass somatische Mutationen in Zellen
des ZNS vorliegen und die krankheitsursachlichen dopaminergen Neurone
betreffen und somit auch ohne Keimbahnmutation zur Erkrankung fuhren (Han-
Joon und Beom 2014).

Auler bei Parkinson (Han-Joon und Beom 2014) und Alzheimer (Parcerisas
et al. 2014; Beck et al. 2004) wurde Uber somatische Mosaike ebenso bei der
hereditaren spastischen Paraplegie im Gen SPG4/SPAST (Depienne et al. 2007)
und bei einem isolierten Fall der Creutzfeldt-Jakob Krankheit berichtet (Alzualde et
al. 2010). Identifiziert wurden somatische Mosaike zum Beispiel auch beim Rett-
Syndrom (Armstrong et al. 2001; Pieras et al. 2011; Topcu et al. 2002), beim
Morbus Huntington (Hashida et al. 2001; Swami et al. 2009) und der Friedreich-
Ataxie (Montermini et al. 1997).

Das Vorkommen biallelischer somatischer Mutationen, die durch eine
Knudson’sche Zwei-Treffer-Hypothese zu erklaren sind, ist auch fur die zerebralen
Kavernome bekannt (Akers et al. 2009; Gault et al. 2005; Kehrer-Sawatzki et al.
2002). Die Knudson’sche Zwei-Treffer-Hypothese wurde zusatzlich durch
immunbhistologische Untersuchungen unterstiitzt (Pagenstecher et al. 2009). In
zerebralen Lasionen von Patienten mit isolierten CCMs wurden somatische
Mosaike in den CCM-Genen erst spater identifiziert (Mc Donald et al. 2014). Von
Patienten mit negativer Familienanamnese wurden elf chirurgisch exzidierte
Kavernome untersucht. Vier von ihnen wiesen neue somatische Mutationen auf,

dabei hatten drei eine einzelne somatische Mutation und eine Lasion beinhaltete
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zwei biallelische somatische Mutationen (Mc Donald et al. 2014). Der Nachweis
einer somatischen Mutation ist nur schwer realisierbar, da DNA aus dem oftmals
kalzifizierten Kavernomgewebe zur Analyse bendtigt wird. Innerhalb des
Kavernomgewebes tragt nur ein kleiner Anteil der Zellen die Mutation, wohingegen
umliegende nicht-endotheliale Zellen intakt sein kdnnen. Diese Heterogenitat des
Vorkommens von somatischen Mutationen in zerebralem Gewebe zeigte auch die
Publikation von Lodato und Kollegen (Lodato et al. 2015). Mittels Einzelzell-
Sequenzierung wurden 36 Neuronen von drei verschiedenen Patienten untersucht
und in jedem Neuron jeweils zwischen 1458 und 1580 somatische SNVs (single
nucleotide variants) gefunden. Diese kamen mit einer unterschiedlichen Haufigkeit
in den unterschiedlich lokalisierten Neuronen des Kortex vor. Entscheidend ist hier
die Entstehung wahrend der Entwicklung, friih aufgetretene Mutationen sind
prozentual in mehr Zellen zu finden als spater aufgetretene Mutationen. Aufgrund
dieser Tatsache kann eine Diagnostik trotz Probeentnahme aus dem betroffenen
Gewebe negativ ausfallen, obwohl eine somatische Mutation vorliegt. Insgesamt
konnte gezeigt werden, dass Gene, die eine wichtige Funktion im menschlichen
Gehirn ausuben, haufiger somatische SNVs tragen und somit anfalliger far
Mutationen sind (Lodato et al. 2015). Diese entstehen bei den postmitotischen
Zellen transkriptionsabhangig, im Gegensatz zu SNVs in der Keimbahn oder in
Krebszellen, welche abhangig von der Replikation einer Zelle entstehen (Lodato et
al. 2015). Geht man davon aus, dass solche somatischen Mutationen in Form von
Endothelzellmosaiken auch fir FAM222B vorkommen konnten, wéaren diese

mittels SANGER-Sequenzierung von Leukozyten-DNA nicht detektiert worden.

Uniparentale Isodisomie

Unter uniparentaler Isodisomie (UPD) versteht man die Duplikation eines
mutierten Allels als Kompensationsversuch bei Verlust des Wildtyp-Allels mit der
Folge eines Funktionsverlustes oder einer Funktionsanderung. Dementsprechend
stammen dann beide Allele von einem Elternteil (Robinson 2000). Eine zur Zeit
der Erarbeitung dieser Dissertation veroffentlichte Publikation beschreibt die
Identifizierung von somatischen uniparentalen Isodisomien als Ursache der
glomuvenésen Malformationen (GVM) (Amyere et al. 2013). Diese treten, wie
auch die CCMs, multifokal mit variabler Expressivitat und unvollstandiger

Penetranz auf. Daher vermuteten Vikkula und Kollegen, dass das Knudson‘sche
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Zwei-Treffer-Modell hier eine Rolle spielen kdnnte. Bei Patienten mit demselben
Genotyp hinsichtlich der Keimbahnmutation zeigten sich unterschiedliche
Phanotypen, was eine zweite somatische Mutation vermuten liel3, die in
Glomuszellen durch Laser-Mikrodissektion bei 16 von 28 Patienten nachgewiesen
werden konnte. Darunter waren 17,65% Deletionen und 11,75% Punktmutationen.
Die haufigste Form stellten jedoch die UPD mit 70,6% in Chromosom 1p dar
(Amyere et al. 2013). Diese entstehen als Duplikation des mutierten Allels bei
Verlust des Wildtyp-Allels, ohne einen quantitativen Verlust von Genen zu
verursachen. Wie auch beim Knudson‘schen Zwei-Treffer-Modell liegen die UPD
als somatische Mosaike vor und sind somit schwer zu identifizieren. Der Verlust
der Heterozygotie durch Isodisomie oder eine zweite somatische Mutation in den
Glomuszellen erklart die klinische Variabilitat dieser Gefa3malformationen. Die
Aquivalenz des Erbganges mit variabler Expressivitit und unvollstandiger
Penetranz, ebenso wie das multifokale Auftreten lassen das Vorkommen von UPD

auch bei den CCMs vermuten.

Neumutation

Auch das Auftreten einer Neumutation in der elterlichen Keimbahn in den
drei bekannten CCM-Genen oder im Kandidatengen FAM222B wéare denkbar.
Diese ware dann nur in der DNA des Patienten nachweisbar, nicht jedoch bei den
Angehdrigen. Neumutationen wurden fur die Gene CCM1-3 bislang nur sehr

selten experimentell eindeutig belegt (Bergametti et al. 2005; Stahl et al. 2008).

Phanokopien

Des Weiteren ist das seltene Vorkommen von Phanokopien zu beachten.
Bei Phanokopien werden bestimmte Erscheinungsbilder hervorgerufen, die dem
jeweiligen Krankheitsbild stark ahneln, jedoch einzig und allein durch den Einfluss
eines Umweltreizes zu einem bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung
hervorgerufen wurden und nicht durch vererbte Mutationen in den ursachlichen
Genen. Ein bekanntes Beispiel dafur ist die Thalidomid-Embryopathie, die sich
beispielsweise wie der Phéanotyp des Holt-Oram-Syndroms darstellt (Van
Regemorter et al. 1982). Symptome wie Dysmelie, Phokomelie und Aplasien
ganzer GliedmalRen wurden durch die Einnahme von Thalidomid wahrend der

Schwangerschaft in den 1960er Jahren hervorgerufen. Ahnliche Symptome zeigen
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beispielsweise auch das Okihiro-Syndrom und das Akro-reno-okulare-Syndrom,
die jedoch durch Mutationen im SALL4-Gen (Sal-Like Protein 4) auf Chromosom

20 hervorgerufen werden (Kohlhase et al. 2003).

FAM222B - ein fragliches Kandidatengen flUr zerebrale kaverndse

Malformationen

Ziel der Arbeit war eine Uberprifung des Kandidatengens FAM222B
bezuglich der mdglichen Relevanz fur die Ausbildung zerebraler kaverntser
Malformationen. Anlass war eine 2-Basenpaar-Deletion mit nachfolgender
Leserasterverschiebung in FAM222B bei einem betroffenen Vater und seiner
Tochter. Die im Rahmen dieser Studie gefundenen Verénderungen in FAM222B
zeigten sich insgesamt eher als SNPs oder Varianten und nicht als eindeutige
Mutationen. Die MAF der SNPs entspricht grol3tenteils denen gesunder
europdaischer Referenzprobanden und ein eindeutiger Einfluss auf die
Proteinbildung war nicht erkennbar. Bei 25 der 27 Patienten wurde keine eindeutig
pathogene Mutation nachgewiesen. Bei den anderen beiden Patienten sind die
Verdanderungen in FAM222B als fraglich hinsichtlich ihrer Auswirkung zu
betrachten. Bei Patient 18 besteht die Moglichkeit einer Kausalitdt zwischen der
Missense-Variante (c.542C>T; p.P181L) und der klinischen Symptomatik, da
deutbar ist, dass diese die Funktion und Stabilitdt des Proteins negativ
beeinflussen oder zum vorzeitigen Abbau fihren kann. Ebenso interessant wie
fraglich ist der Befund des Patienten 21 und seiner Angehdrigen. Das Vorliegen
von zwei homozygoten Verdnderungen konnte bei keinem anderen Patienten
festgestellt werden und koénnte auf einen Verlust der Heterozygotie hindeuten,
welche aber durch die quantitativen Analysen nicht bestétigt werden konnte. Eine
groRere Deletion beim Indexpatienten 21 ist somit unwahrscheinlich, lasst sich
aufgrund der geringen GréRRe des quantitativ untersuchten DNA-Abschnittes aber
nicht eindeutig ausschlielen. Trotz einiger Erklarungsansatze fir die
Mutationsnegativitdt in FAM222B in der Indexfamilie ist dieses Kandidatengen
eher nicht als Ursache der hereditaren Kavernomatose zu betrachten. Auch in
Bezug auf die gesamte untersuchte Kohorte und in Zusammenschau der
Ergebnisse konnte keine Evidenz fiir eine Assoziation von FAM222B mit den

CCMs gefunden werden.
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Unterstutzt wird diese Annahme durch funktionale Untersuchungen von
FAM222B im Rahmen der Promotion von Stefanie Spiegler. Weder in Talen-
induzierten mutierten Zebrafischlinien, noch in einem in vitro Angiogenese-Assay
liel3 sich eine funktionelle Bedeutung von FAM222B in der Angiogenese belegen
(Spiegler et al. eingereicht).
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5. Zusammenfassung

Nach der Identifizierung einer Frameshift-Mutation im FAM222B-Gen im
Rahmen einer Exomstudie bei einem familiaren Fall sollte in der vorliegenden
Arbeit die Hypothese gepruft werden, ob das Gen FAM222B im mutierten Zustand
zerebrale kaverndse Malformationen verursachen kann. Mittels SANGER-
Sequenzierung des kodierenden Abschnitts sollte geklart werden, ob bei weiteren
fur CCM1-3 mutationsnegativen Kavernompatienten kausale Mutationen in
FAM222B vorliegen. 2013 waren in FAM222B zwar Missense- und synonyme
Varianten bekannt, jedoch keine Loss-of-Function-Mutationen. Als Ergebnis der
hier durchgefuhrten Sequenzierung wurden sowohl im kodierenden als auch im
nicht-kodierenden Bereich zwar seltene oder nicht beschriebene Varianten
identifiziert. Der Abgleich mit Referenzdatenbanken und die bioinformatische
Bewertung liel3en deren Einfluss jedoch unwahrscheinlich erscheinen. Ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit war die quantitative Untersuchung des FAM222B-Gens
zum Nachweis von groReren Deletionen. Auch hier konnten jedoch keine
groReren Allelverluste nachgewiesen werden. Letztlich konnte bei keinem der 27
mutationsnegativen Indexpatienten eine sicher kausale Mutation in FAM222B
identifiziert werden. Die gefundenen Genvarianten sind nicht als ursachlich fur die
Ausbildung von zerebralen Kavernomen zu werten. In Zusammenschau des
Datenbankabgleiches mit aktuellen Vergleichskohorten, der bioinformatischen
Bewertung, der quantitativen Analyse und der parallel durchgefihrten in vivo
Studie gibt es keine sichere molekulargenetische Evidenz fir FAM222B als neues

Kandidatengen fur zerebrale kaverndse Malformationen.
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