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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Small for Gestational Age (SGA): Definition, Ursachen, Auswirkungen

SGA (SGA = small for gestational age) geborene Kinder liegen bei der Geburt dem
normalen Reifegrad fir das Schwangerschaftsalter zuriick. Die Definitionen fur die
SGA-Geburtlichkeit variieren, in der Regel gilt diese als ein Geburtsgewicht und/ oder
eine Geburtslange von mehr als -2 Standardabweichungen (SD) unterhalb des dem
Gestationsalter entsprechenden Durchschnitts (Lee et al. 2003). Gelegentlich wird
SGA auch als GeburtsmalRe unterhalb der 10. Perzentile definiert. Etwa 3-5% aller

Neugeborenen fallen in diese Gruppe (Zegher et al. 1998).

Fur diese Arbeit wurde SGA-Geburtlichkeit auf ein vermindertes Geburtsgewicht und/
oder -lange von mehr als -2 SD von dem Gestationsalter entsprechenden Mittel
definiert. Als Referenzwerte dienten hierflr geschlechtsspezifische Normwerte fur die
24. Schwangerschaftswoche bis zum 24. Lebensmonat, die 2008 von Niklasson und
Albertsson-Wikland anhand aktueller Daten erhoben wurden (Niklasson &
Albertsson-Wikland 2008).

Als Ursache fiur eine SGA-Geburtlichkeit sind viele Faktoren bekannt. Zum einen sind
matterliche Faktoren und Umweltfaktoren wie eine Schwangerschaftshypertonie,
Uterusanomalien, eine Plazentainsuffizienz, Nikotin- und Alkoholabusus,
Untergewicht, Mehrlingsschwangerschaften und intrauterine Infektionen mit SGA-
Geburtlichkeit assoziiert (Doctor et al. 2001). Zum anderen kénnen genetische
Stérungen wie chromosomale Aberrationen und Erkrankungen mit einem
fehlerhaften genomischen Imprinting, wie z. B. das Silver-Russell-Syndrom (SRS)
oder der transiente neonatale Diabetes mellitus (TNDM), mit einer intrauterinen

Wachstumsverzogerung einhergehen (siehe 1.4).

Die meisten der SGA-geborenen Kinder zeigen vor allem in den ersten sechs
Lebensmonaten ein Aufholwachstum, das spéatestens bis zum 3. Lebensjahr
abgeschlossen ist, und erreichen so normale KdrpermalRe (Karlberg & Albertsson-
Wikland 1995). Bei 10-15% bleibt hingegen das Aufholwachstum aus und es

resultiert ein permanenter Kleinwuchs (Chatelain et al. 2007).
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Neben einem erhéhten Risiko fur Kleinwichsigkeit sind SGA-geborene Kinder zudem
haufiger mit medizinischen Problemen konfrontiert als Kinder mit normalen
Geburtsmal3en. Das Risiko fur neonatale Hypothermien und Hypoglykédmien ist
deutlich erhoht, sodass postnatal eine besonders sorgfaltige Uberwachung des
Neugeboren indiziert ist (Doctor et al. 2001). Auch in der spateren Entwicklung
weisen SGA-geborene Kinder gehauft neurologische und psychomotorische Defizite
auf. Die Pravalenz des metabolischen Syndroms mit erhohter Insulinresistenz ist bis
zu zehnmal hoher als bei nicht-SGA-geborenen Kindern (van Dijk et al. 2007;
Chatelain et al. 2007).

Fur einige SGA-geborene Kinder, die fehlendes Aufholwachstum zeigen, kommt
unter bestimmten Voraussetzungen eine Behandlung mit Wachstumshormonen in
Frage. Mit der Therapie wird ab dem vierten Lebensjahr begonnen, wenn das Kind
weiterhin eine erniedrigte Wachstumsgeschwindigkeit und eine Koérperhdhe von
mindestens 2,5 SD unter dem altersentsprechenden Durchschnitt aufweist. Ein
weiteres Kriterium ist eine Abweichung von mindestens -1 SD von der
prognostischen Zielgrof3e. Andere Grinde fur den Kleinwuchs miussen vorher
ausgeschlossen werden, daher ist eine frihe und umfangreiche Diagnostik zur

Abklarung von Differentialdiagnosen besonders wichtig (Chatelain et al. 2007).

1.2 Genomisches Imprinting

Die Epigenetik beschaftigt sich mit vererbbaren Eigenschaften, die nicht in der DNA-
Sequenz festgelegt sind (Cutfield et al. 2007). Die Mechanismen, die die Aktivitat von
Abschnitten oder ganzen Chromosomen beeinflussen, bezeichnet man dabei als
epigenetische Modifikation. Epigenetische Verdnderungen kénnen dazu fihren, dass
die Expression eines Gens abhéngig davon ist, von welchem Elternteil das Allel
stammt (Imprinting) (Cattanach & Kirk 1985). Diese dem Imprinting unterliegende
Gene besitzen eine genomische/elterliche Pragung.

Genomisches Imprinting wurde in den frihen 80er Jahren entdeckt, als man in
Experimenten mit Mausen herausfand, dass Gene bei gleicher DNA-Sequenz
abhangig von ihrer parentalen Herkunft unterschiedliche exprimiert werden kénnen
(McGrath & Solter 1984; Surani et al. 1984). Weitere Hinweise lieferten paternale und
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maternale uniparentale Disomien (UPDs), bei denen beide Kopien oder Anteile eines
Chromosoms von einem Elternteil stammen (Engel 1980). Bei einer UPD liegen
beide Allele mit derselben elterlichen Pragung vor. Sofern bei einer UPD eine dem
Imprinting unterliegende Region betroffen ist, kann es somit zu einer vermehrten
Aktivierung bzw. Inaktivierung von Erbanlagen kommen. Dies kann mit Stérungen

der normalen Entwicklung und des Wachstums einhergehen (Horsthemke 2006).

Neben einer UPD kann einer unterschiedlichen Expression von Erbanlagen innerhalb
von Regionen, die dem Imprinting unterliegen, eine fehlerhafte Pragung eines
elterlichen Allels zugrunde liegen (Epimutation) (Horsthemke 2006). Bisher sind
beim Menschen mehr als 100 verschiedene Gene postuliert, die einer elterlichen

Pragung unterliegen (www.geneimprint.com).

Es sind verschiedene Mechanismen der epigenetischen Regulation bekannt. Hierzu
zdhlen die DNA-Methylierung, die Histon-Modifikation, Veré&nderungen der
Chromatinstruktur sowie die Regulation der Genexpression mittels non-coding RNAs
(ncRNA) (Choudhuri et al. 2010). Der bisher am besten untersuchte Mechanismus
der genomischen Pragung ist die DNA-Methylierung. Diese erfolgt an 5‘-Cytosin-
Nukleotiden innerhalb von CG-Dinukleotiden (CpGs) durch eine DNA-
Methyltransferase (DNMT), einzeln vorliegende Cytosin-Nukleotide werden dabei in
der Regel nicht methyliert (Li et al. 1993).

Die elterliche Pragung wird in den primordialen Keimzellen geléscht, um dann in der
spateren Keimzellentwicklung geschlechtsspezifisch neu etabliert zu werden. Sie
wird dann bei den somatischen Zellteilungen wahrend der gesamten postzygotischen
Entwicklung stabil weitergegeben (Reik & Walter 2001).

Gene, deren Expression Uber die elterliche Pragung reguliert wird, sind meist in
Clustern mit anderen gepragten Genen organisiert (Constancia et al. 1998). Ihre
Expression wird von sogenannten Imprinting Centers (IC) kontrolliert. Diese sind
reich an CpG-Inseln (Paulsen et al. 2000), deren Sequenzen sich durch einen hohen
Cytosin-Guanin-Gehalt auszeichnen. Sie weisen in Regionen der elterlichen Pragung
eine unterschiedliche DNA-Methylierung zwischen paternalem und maternalem Allel
auf und werden daher als differentiell methylierte Regionen (DMRSs) bezeichnet
(Neumann et al. 1995). Die DMRs kénnen unterschiedliche Eigenschaften haben: bei

einigen ist das inaktive (imprintete) Allel methyliert, andere liegen auf dem aktiven

3
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Allel methyliert vor (Choudhuri et al. 2010). Durch die monoallele Expression kann
ein Funktionsverlust des aktiven Allels nicht durch das zweite Allel kompensiert

werden.

Ein grof3er Anteil der bisher identifizierten Gene, die dem Imprinting unterliegen, ist in
seiner Funktion bisher noch nicht entschlisselt. Es wurde gezeigt, dass die
Genprodukte vieler bekannter elterlich gepragter Gene in die Kontrolle des pra- und
postnatalen Wachstums involviert sind, weshalb auch SGA-Geburtlichkeit mit

Imprintingstoérungen assoziiert wird (Miozzo & Simoni 2002).

1.3 SGA als Phanotyp von Imprintingstérungen

Bei einer Subgruppe von SGA-geborenen Kindern lasst sich die Atiologie auf eine
Stérung des Imprinting zurlckfuhren. Viele dem Imprinting unterliegende Gene sind
in die Kontrolle des fetalen Wachstums und in die Steuerung von Verhalten und
Gehirnfunktionen involviert (Tycko & Morison 2002). Beispiele hierfur sind der Insulin-
Like-Growth-Factor (IGF2), der direkt als Wachstumsfaktor fungiert, und GRB10,
welches Uber die Regulation der Genexpression Einfluss auf die Kontrolle des
Wachstums nimmt (Butler 2009). Bei vielen bekannten Imprintingsyndromen, wie
beispielsweise dem TNDM oder dem SRS, kann eine intrauterine
Wachstumsretardierung beobachtetet werden (siehe 1.4). Aus diesen Uberlegungen
wurde die Vermutung abgeleitet, dass SGA-Geburtlichkeit mit Veranderungen der
elterlichen Pragung an bekannten oder bisher nicht identifizierten Loci verbunden

sein kdnnte.

1.4 Imprintingsyndrome

Einige Imprintingdefekte fuhren zu bekannten Syndromen, von denen eine Auswabhl

im Folgenden naher beschrieben werden soll.
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1.4.1 Prader-Willi-Syndrom (PWS) und Angelman-Syndrom (AS)

Das Prader-Willi-Syndrom (PWS) und das Angelman-Syndrom (AS) sind die ersten
bekannten Beispiele menschlicher Erkrankungen, in welche genomisches Imprinting
involviert ist (Buiting 2010). Beide Syndrome sind auf Verdnderungen an eng
benachbarten Genen in der chromosomalen Region 15g11-q13 zurickzufuhren,
welche ein grolRes Cluster imprinteter Gene beinhaltet (siehe Abb. 1). Der klinische
Phanotyp ist jedoch sehr unterschiedlich. Gene, die auf dem maternalen Allel durch
DNA- Methylierung der Promoterregion inaktiviert sind, werden paternal exprimiert.
Hierzu z&hlen u. a. MKRN3, MAGEL2, NDN und SNURF-SNRPN, welche bei
Funktionsverlusten zum PWS fuhren (Buiting 2010). Als verantwortliches Gen fir den
AS-Phéanotyp wurde UBE3A identifiziert, das durch Mutationen oder
Imprintingdefekte inaktiviert sein kann (Runte et al. 2004). Es wird physiologisch vom
maternalen Allel exprimiert, weist aber keine differentielle DNA-Methylierung auf, so
dass eine Regulation tber das paternal exprimierte SNURF-SNRPN sense/UBE3A
antisense Transkript vermutet wird (Runte et al. 2004).

&
R o
S o &
a K NN N A N o DO P N
v o o S SES& EELL L Ex & SFE F &
PSP SFL2ELES o S S &P & S&E I ¢
TS FFITTFET o6 T8 & FFF & ¥
L - r‘."'-"*-. I S ﬁ - ‘7 - r’ > - ‘1
cen HE BN U B NN BENEeOnl i M B EEE " tel
-

Abbildung 1: Schematische Darstellung der imprinteten Region 15gq11-q13 (modifiziert
nach Buiting 2010).

Abgebildet ist die imprintete Region 15q11-13. Die Farbe der Quadrate gibt die Art der
Expression des jeweiligen Gens an. Blau = paternale Expression, rot = maternale
Expression, schwarz = biallele Expression. Die horizontalen Pfeile geben die
Transkriptionsrichtung an. Cen = Zentromer, tel = Telomer, IC = Imprinting Center.

Beide Syndrome sind zum Groldteil (~70%) auf de novo Deletionen der jewells
aktiven Region 15q11-q13 zurickzufuhren. Die maternale UPD 15 ist flr etwa 25%
der PWS-Falle verantwortlich, wahrend beim AS eine paternale UPD 15 nur in 2-5%
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vorkommt und zu etwa 10% Mutationen des UBE3A-Gens ursachlich sind (Buiting
2010). Bei ca. 1-4% der PWS- und AS-Patienten ist die Erkrankung auf
Imprintingdefekte zurtickzufuhren (Buiting 2010).

Das PWS wurde erstmals 1956 von Prader, Labhart und Willi beschrieben und tritt
mit einer Haufigkeit von etwa 1:10.000 bis 1:20.000 Geburten auf. Im klinischen
Verlauf steht im Sauglingsalter zunachst eine muskulare Hypotonie im Vordergrund,
die sich in Form einer ausgepréagten Trinkschwache &uf3ert und haufig zu
Gedeihstorungen fuhrt (Butler 2009). Die Patienten sind zunéachst untergewichtig. Ab
etwa dem 1. Lebensjahr pragt sich aufgrund eines fehlenden Sattigungsgefihls eine
Hyperphagie aus, aus der sich eine zunehmende Adipositas entwickeln kann
(Goldstone 2004). Diese stellt im weiteren Verlauf das grof3te Problem der Patienten
dar. Zu den charakteristischen Dysmorphiezeichen zahlen eine schmale Stirn, ein
zeltférmiger Mund und mandelférmige Augen sowie ein Kleinwuchs und kleine
Hande und FuRBe (Butler 1990). Weiterhin zeigen die Patienten eine genitale
Hypoplasie sowie Verhaltensauffalligkeiten und weisen haufig eine geistige
Retardierung (1Q durchschnittlich 65) auf (Butler 2009).

Die Inzidenz des AS ist vergleichbar mit der des PWS. Charakteristisch fur das AS
sind eine Mikrozephalie, eine Gangataxie, eine mentale Retardierung und eine
fehlende Sprachentwicklung (Williams et al. 2006). AuRerdem zeigen Patienten mit
AS Verhaltensauffalligkeiten wie grundloses Lachen und Schlafstérungen, etwa 80%
haben epileptische Anfalle mit charakteristischen  EEG-Veranderungen
(symmetrische, langsame Kurven mit hoher Spannung) (Williams et al. 2006).
Typische Dysmorphiezeichen sind ein flaches Hinterhaupt, ein relativ groRer Mund
mit kleinen, weit auseinanderstehenden Z&hnen und einer ungewo6hnlich
hervorstehenden Zunge. Die Patienten haben haufig eine hypopigmentierte Haut,
helle Haare und blaue Augen, ab der Pubertat kann sich eine Skoliose entwickeln
(Williams et al. 2006).
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1.4.2 Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) und Silver-Russell-Syndrom
(SRS)

Das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS), dessen Erstbeschreibung 1964 erfolgte
(Wiedemann 1964, Beckwith 1969), und das Silver-Russell-Syndrom (SRS), erstmals
1953 beschrieben (Silver et al. 1953, Russel 1954), sind Wachstumsstorungen mit
gegensatzlichem Phéanotyp.

Das BWS tritt mit einer Haufigkeit von 1:15.000 Geburten auf. Klinisch manifestiert es
sich mit einer Makrosomie, hoher Muskelmasse, Makroglossie, Hemihyperplasie und
neben weiteren charakteristischen Merkmalen einem erhdhten Risiko fur
intraabdominelle Tumoren (z.B. Wilms-Tumor). Zum Grof3teil sind Imprintingdefekte
auf Chromosom 11 Ursache fur das BWS, in weiteren 20% liegt eine paternale UPD
11p15.5 zugrunde (Temple et al. 2007).

Kinder mit SRS zeigen eine prd- und postnatale Wachstumsretardierung, eine
relative Makrozephalie, ein dreieckiges Gesicht, Skelettasymmetrien und weitere
milde Dysmorphiezeichen (Price et al. 1999). Die Inzidenz liegt bei 1:75.000
Geburten. Ursachlich sind viele Gene auf verschiedenen Chromosomen involviert.
Etwa 50% sind auf epigenetische und genetische Mutationen auf Chromosom 11p15
zurtckzufihren und weitere 10% der Falle sind mit einer maternalen UPD 7

assoziiert (Abu-Amero et al. 2008; Eggermann et al. 2010).

In der dem Imprinting unterliegenden chromosomalen Region 11p15.5 befinden sich
gepragte Gene, die eine entscheidende Rolle fir das fetale Wachstum haben
(Demars et al. 2010). Diese Gene sind in zwei benachbarten Bereichen organisiert,
IGF2/H19 und KCNQ1 (siehe Abb. 2). Die Genexpression dieser Bereiche wird
jeweils durch eine Imprinting-Kontroll-Region (ICR1 und ICR2) reguliert (Abu-Amero
et al. 2008). Epigenetische Mutationen dieser Regionen sind bei etwa 60-70% der
Patienten mit BWS und SRS zu finden (Demars et al. 2010). Das ICR1 ist
ausschliel3lich paternal methyliert und reguliert durch Bindung des Zinkfinger-
Proteins CTCF den Aktivitatszustand der Gene IGF2/H19 (Bell & Felsenfeld 2000).
Eine paternale Prdgung des maternalen Allels der Region ist fir ~10% der BWS
ursachlich. Eine Hypomethylierung des paternalen Allels hingegen flhrt zu einem
SRS (~60% der SRS). Methylierungsverluste der ICR2-KCNQ1-Region filhren zum
BWS (~60%) (Demars et al. 2010).
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Die genetische Grundlage des SRS ist sehr heterogen. Neben der chromosomalen
Region 11p15.5 sind weitere chromosomale Regionen, wie z.B. 7932, mit dem SRS
assoziiert (Abu-Amero et al. 2008). So sind auch imprintete Gene mit paternaler
Expression der Region 7932, u. a. MEST und PEG1, sowie auch das uberwiegend
maternal exprimierte GRB10 (7p11-p13) Kandidatengene (Abu-Amero et al. 2008).
Eine maternale UPD 7 ist in etwa 10% Ursache fir das SRS (Butler 2009).

Domain 2 Domain 1
TSSC3  SLC22A1L CDKN1C KCNQ1 TSSC4 PHEMX IGF2 H19

KCNQ10T1 & —~- Eas
CH.
m e . e,

—
B e,

DMR2 DMR1

Abbildung 2: Schematische Darstellung der imprinteten Region in 11p15 (modifiziert
nach Weksberg et al. 2003).

Dargestellt sind die Domain 1 und 2 der imprinteten Region in 11p15. Pat/ Mat = paternales/
maternales Allel. Maternal exprimierte Gene = rote Kéasten, paternal = blau, grau = nicht-
imprintete Gene. Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an. DMR 1 und 2 sind als
blauer bzw. roter Balken dargestellt. Methylierung wird mit Kreisen mit Methylgruppen (CH3)
angezeigt.

1.4.3 Temple-Syndrom (TS)

Karen Temple (Temple et al. 1991) beschrieb 1991 erstmals den Phéanotyp einer
maternalen UPD 14. Dieser ist gekennzeichnet durch eine prd- und postnatale
Wachstumsretardierung, Hypotonie, hyperextendible Gelenke, eine motorische
Entwicklungsverzogerung und eine mentale Retardierung. Aul3erdem treten eine
vorzeitige Pubertat und dezente Dysmorphiezeichen an Fazies, Handen und FiR3en
auf. Patienten mit Temple-Syndrom (TS) zeigen einen &ahnlichen Phanotyp ohne

Nachweis einer maternalen UPD 14 (Temple et al. 2007).
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Mit dem TS wurde ein Lokus auf Chromosom 1432 assoziiert, der eine Reihe
gepragter Gene beinhaltet. In dem Gen-Cluster befinden sich das paternal
exprimierte Gen DLK1, ein Wachstumsregulator, sowie das maternal exprimierte Gen
MEG3 (auch GLT2) (Geuns et al. 2007). Diese Region steht unter Kontrolle zweier
differentiell methylierter Regionen, der paternal methylierten intergenetischen IG-
DMR und der MEG3-DMR. Stérungen der Methylierung innerhalb dieser Region
kénnen ursachlich fur ein TS (upd(14)mat Syndrom) sein (Geuns et al. 2007).

1.4.4 Transienter neonataler Diabetes mellitus (TNDM) und assoziiertes

Hypomethylierungssyndrom

Die Inzidenz des transienten neonatalen Diabetes mellitus (TNDM) betragt 1:400.000
Geburten (Mackay et al. 2002). Der TNDM manifestiert sich innerhalb der ersten
Lebenswochen mit einer Wachstumsretardierung und  persistierenden
Hyperglykdmien. Meist ist eine Insulintherapie zur Normalisierung des Blutzuckers
notig. Bis zum 18. Lebensmonat kommt es zur Remission, das weitere Wachstum
verlauft normal. Etwa 40% der TNDM- Patienten entwickeln in ihrem spateren Leben

einen Diabetes mellitus Typ 2 (Temple 2007).

Ursache fir den TNDM ist die Uberexpression der paternal exprimierten Gene
PLAGL1/ZAC und HYMAI in der chromosomalen Region 6924 (Mackay et al. 2002).
Die Expression beider Gene steht unter Kontrolle einer differentiell methylierten CpG-
Insel, welche auf dem maternalen Allel methyliert und inaktiv sowie auf dem
paternalen Allel unmethyliert und aktiv vorliegt. PLAGL1 kodiert fir ein
Zinkfingerprotein, das als Transkriptionsfaktor fungiert und die Zellproliferation
inhibiert (Mackay et al. 2002).

Mechanismen, die zur Uberexpression von PLAGL/HYMAI fiihren, sind in 40% eine
paternale UPD 6, in 40% eine paternale Duplikation der Region 6924 und zu 20% ein
Methylierungsverlust des maternalen Allels (Loss of methylation, LOM) in der TNDM-
DMR (Temple 2007).

Etwa 50% der Patienten mit TNDM zeigen neben dem Methylierungsverlust der
Region 6924 eine Hypomethylierung anderer gepragter Genorte und zusatzliche

klinische Merkmale wie Entwicklungsverzégerung und angeborene Herzfehler
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(maternales  Hypometylierungssyndrom). Zu den zusatzlich von einer
Hypomethylierung betroffenen Genorten zdhlen z. B. GRB10 und PEG3. Maternale
Hypomethylierungssyndrome kénnen mit Mutationen des Gens ZFP57 assoziiert
sein. Auch bei einem dem BWS ahnlichen Phanotyp konnte eine multiple

Hypomethylierung beobachtet werden (Mackay et al. 2008).
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1.4.5 Ubersicht tiber die hier vorgestellten Imprintingsyndrome

Die unter 1.4 vorgestellten Imprintingsyndrome werden in Tab. 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die vorgestellten Imprintingssyndrome (siehe 1.4)

Betroffene Gene

Ursachen und

und Haufigkeit
Syndrom Inzidenz von Klinische Merkmale
chromosomale L
Region Imprinting
Defekten (ID)
Sauglingsalter: Hypotonie,
Trinkschwéche
0 1
MKRN3 ;(;gt?oennovo Gedeihstérung; spater
Prader-Willi- MAGEL2 1:10.000 Hyperphagie, Adipositas;
Syndrom NDN bis 0 Fazies: schmale Stirn,
(PWS) SNURF-SNRPN | 1:25.000 | 227 MatuPDLs zeltformiger Mund,
(15911-g13) D ~1% mandelférmige Augen;
° Kleinwuchs, kleine Hande und
FuRe, Hypogonadismus
0,
Z)?f 2?52/2\/0 Mikrozephalie, Gangataxie,
Angelman- UBE3A 1:12.000 N mentale Retardierung,
. patuUPD15, .
Syndrom ATP10 bis 10% Mut. d fehlende Sprachentwicklung,
(AS) (15911-g13) 1:20.000 L grundloses Lachen,
UBE3A-Gens, Krampfanfalle, typische Fazies
ID ~4% p » typ
Beckwith- IGE2 ) Makrhosomdiz, ?/Iikroglossie,
Syndrom KNCQ1 " galie, ypertropnie,
(11p15.5) ID ~60% neonatale Hypoglykamie,
(BWS) plo. intraabdominelle Tumore
Pra-/postnatale
- IGF2 (11p15.5) .
Silver-
H19 (11p15.5) 1:3.000 | 10% matUPD7 Wachstumsretardierung,
Russell- . Skelettasymmetrie, dreieckige
Syndrom MEST/PEGL bis Gesichtsform; vermehrtes
3(/S.RS) (7432) 1:100.000 | 1D ~50% Schwitzen ;/erzt'jgerte
GRBI0 (7p11-p13) Knochenreife, Herzfehler
Temple- divosi Ul
osimat | folestes s
(TS) bzw. DLK1 Ent\sllv?cklung’sverzbgerung
7 1
upd(14)mat (14932) D Kleinwuchs, Pubertas praecox
Syndrom
Transienter 40% patUPDB, Schwere intrauterine
neonataler 40% pat Wachstumsretardierung;
Diabetes PLAGL1 (6g24) 1:400.000 | Duplikation Hyperglykdmien bis zum 18.
mellitus 6024, LM, Dehydration
(TNDM) ID ~30%

Del. = Deletion, Mut. = Mutation, LM = Lebensmonat, pat. = paternal, mat. = maternal, ID =
Imprintingdefekt, UPD = unipaternale Disomie.
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1.5 Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit

Wie dargestellt kdnnen Stérungen des genomischen Imprinting eine, wenn auch
seltene, Ursache fir SGA-Geburtlichkeit darstellen. In dieser Arbeit wurden 50
Kinder, die die Kriterien der SGA-Geburtlichkeit erfillen, auf das Vorliegen von
Methylierungsveranderungen untersucht. Fur das Screening wurde eine
Methylierungsanalyse an 11 verschiedenen elterlich gepragten Genorten (siehe Tab.
2) durchgefiihrt. Die ausgewahlten Genorte sind in die Regulation des fetalen
Wachstums involviert oder spielen bei bekannten Imprintingsyndromen, die mit

Wachstumsstdrungen einhergehen, eine Rolle.

Ziel dieser Arbeit war es, Methylierungsstérungen zu identifizieren und Aufschluss
Uber die Haufigkeit und das Spektrum des Vorliegens von Imprintingstérungen bei
SGA-geborenen Kindern zu erlangen. Die Ergebnisse sollen zu einem besseren
Verstandnis der SGA-Geburtlichkeit beitragen und eine diagnostische

Differenzierung der verschiedenen Ursachen von SGA-Geburtlichkeit verbessern.

Tabelle 2: Ubersicht Giber die untersuchten Genorte

Assoziierte : o
chromosomale . methyliertes | exprimiertes
Gen . Imprinting- Referenz
Region N Allel Allel
storung
DIRAS3 | 1931 maternal paternal (Yu et al. 2003)
PLAGL1 | 6g24 TNDM maternal paternal (Arima et al
2001)
(Smrzka et al.
IGF2R 60925 t I t I
q materna paterna 1995)
(Abu-Amero et
MEST 7913 SRS/BWS maternal paternal al. 2008)
D l.
IGF2 11p15 SRS/BWS | maternal paternal (Demars et a
2010)
(Abu-Amero et
H19 11p15 SRS/BWS paternal maternal al. 2008)
Upd(14)mat. (Temple et al.
ME 14932 I I
G3 q3 Syndrom paterna materna 2007)
(Zeschnigk et
SNRPN | 15qg11 PWS/AS maternal paternal al. 1997)
NDN 15911 PWS/AS maternal paternal (Buiting 2010)
NESP 20913 PHP paternal maternal (Izzi et al. 2010)
NESPAS | 20g13 PHP maternal paternal (Izzi et al. 2010)
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2 Material und Methoden

Dieser Abschnitt erlautert die in dieser Arbeit angewandten Untersuchungsmethoden

und fuhrt die dafiir notwendigen Materialien auf.

2.1 Untersuchungsmaterial

Fur die Methylierungsanalysen wurde ein Kollektiv aus 50 SGA-geborenen Patienten

sowie ein Kontrollkollektiv aus gesunden Probanden bendétigt.

2.1.1 Patientenkollektiv

Diese Studie wurde im Rahmen des BMBF-geférderten Konsortiums ,Diseases
caused by imprinting defects: clinical spectrum and pathogenetic mechanisms®
durchgefuhrt. Es wurde ein Patientenkollektiv bestehend aus insgesamt 50 Kindern,
die die Kriterien der SGA-Geburtlichkeit (Niklasson & Albertsson-Wikland 2008)
erfillten, untersucht. Hierzu wurden Patienten einbezogen, die bereits im Institut flr
Humangenetik oder in der Abteilung fur Padiatrie des UKSH betreut wurden und bei
denen ein Einverstandnis der Eltern bzw. Patienten zur Studienteilnahme vorlag. Ein
weiterer Teil der Probanden wurde Uber die Klinik fur Gynakologie und Geburtshilfe
neu rekrutiert. Mittels Fragebogen wurden Angaben zum Vorliegen von maternalen
Faktoren mit Einfluss auf die pranatale Entwicklung wie Nikotin- und Alkoholkonsum,
Gestationsdiabetes, EPH-Gestose und Plazentainsuffizienz erhoben. Fur die
Untersuchungen wurden Proben von peripherem Blut der SGA-geborenen Patienten
verwendet. Von den 50 untersuchten SGA-geborenen Patienten waren 35
mannlichen und 15 weiblichen Geschlechts, der Altersdurchschnitt lag bei 7,8
Jahren. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der

Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel genehmigt (Nummer B 305/08).

2.1.2 Kontrollkollektiv

Fur die Zusammenstellung eines Kontrollkollektivs von 50 Proben wurden je zehn

Proben von je funf ménnlichen und finf weiblichen gesunden Probanden aus den
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funf innerhalb des BMBF-geférderten Netzwerkes ,Imprintingerkrankungen®

kollaborierenden Zentren in Aachen, Essen, Lubeck, Mainz und Kiel bereitgestellt.

Im Rahmen der Pyrosequenzierung wurden als Positivkontrolle eine vollstandig
methylierte Probe (Millipore, Schwalbach, Deutschland) sowie eine physiologisch
methylierte Probe, bestehend aus peripherem Blut von jeweils zehn gesunden

mannlichen und weiblichen Probanden, mitgefuhrt.

2.2 Materialien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgefihrt.

2.2.1 Reagenzien und Chemikalien

Tab. 3 zeigt die verwendeten Reagenzien und Chemikalien und deren Hersteller.

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien/ Chemikalien

Hersteller

DNA-Extraktion:

Cell Lysis Solution

Gentra Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

Ethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Protein Precipitation Solution

Gentra Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

RCB-Lysis Solution

Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen, Hilden,
Deutschland

Bisulfitkonversion:

Ethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Universell methylierte DNA

Millipore, Schwalbach, Deutschland

PCR:

AccuPrime 10x PCR Puffer Il

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

AccuPrime Taq DNA-Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

AmpliTag Gold DNA-Polymerase

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

CoralLoad

Qiagen, Hilden, Deutschland

Aqua bidest (ddH20) Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland
dNTPs Roche, Mannheim, Deutschland

MgClI2 , 25 mM Eurogentec, Seraing, Belgien
Gelelektrophorese:

Agarose Eurogentec, Seraing, Belgien

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH, Steinheim,
Deutschland
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Reagenzien/ Chemikalien

Hersteller

TriDye 100 bp DNA-Langenstandard

New England Biolabs, Frankfurt
Deutschland

am Main,

Pyrosequenzierung:

Annealing-Puffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

Binding-Puffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

NaOH

Merck, Darmstadt, Deutschland

Streptavidin coated Sepharose Beads GE-Healthcare  Europe  GmbH,

Deutschland

Freiburg,

2.2.2 Puffer, Losungen und Gele

Gelelektrophorese:

2%iges Agarosegel: 6 g Agarose wurden mit 300 ml 10x TBE-Puffer durch Erhitzen

in der Mikrowelle gelost. Nach Abkihlen auf Handwarme wurden 15 pl

Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugefigt und das Gel zum Erkalten in eine

Gelkammer gegossen und mit Taschenkammen versehen.

TBE (Tris-Borat EDTA)-Puffer (10 x Stock Solution): 108 g Tris Base (890 mM), 55 g
Borsaure (890 mM) und 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 (20 mM) werden in Aqua dest.

auf eine Gesamtmenge von einem Liter geldst.

Pyrosequenzierung:

Waschpuffer: 1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan wurden mit ddH20 zu einer

Gesamtmenge von 1 L aufgefullt.

2.2.3 Kits

In Tab. 4 folgt eine Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Kits.

Tabelle 4: Verwendete Kits

Kit Hersteller

EpiTect Bisufite Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Gentra Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

PyroMark PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Pyromark Gold Q96 Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.2.4 Primer

Die Primersequenzen fur die Methylierungsassays wurden von Frau Dr. J. Richter

und Frau Dipl. Bio. A. Haake fir das Institut fir Humangenetik erstellt (Haake, 2009)

und von Biomers (Ulm, Deutschland) bezogen und sind in Tab. 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Auflistung aller verwendeten Primer

Sequenzier-
Assay Vorwartsprimer Ruckwartsprimer primer
(Name; Sequenz) (Name; Sequenz) (Name;
Sequenz)
F-6848; R-6849; 6850;
DIRAS3 1931 5-TTTTAAGTTTTAT 5'-Biotin-CTTCCAAA 5-AGTTTTATAG
AGGAAGATTAGA-3' ATTTCCTTCTTA-3' GAAGATTAG-3*
F-5617; R-5618; 5620;
5-GGTATTTTTGGAGGT | 5'-Biotin-CCACCT 5-TAGGTTTATAT
H19_6CTCF_11p15 TTTTTTTTAGGTTTTATA | AAAAATCTAATACCACTCC ATTATAGTTTGAG
GT TTGGATGGTA-3' YATAAATATCCTATTCC-3 T-3*
F-5608; R-56009; 5611;
IGF2_11p15 5-GGATTTAGATTTTT 5'-Biotin-AAAA AACCCAAACCC | 5-TTTGGAG
— AGRTTTATTTAGGGT TTCTATTAAACAAACTACCCTAT | GTGGAGGA-3
GGTGTTTGTGG-3* TC-3*
F-7152; R-7153; 7154:;
IGF2R_6g25 5.-Biotin-AGTTTTTGT 5-TAACCCCTCTA 5-TATCAAAAA
TTGGTTTTTGT-3' TATCAAAAA-3* CCCCTAC-3
F-5956; R-5833; 5835;
MEG3_ 14432 5'-Biotin-GTGGTA 5'-CTTCCCCCCCAA | 5-AACCACTAA ‘
GGTTTTTGGAAG ACATCAACATCAC-3 AAATCAACTA-3
GTTTTTT GGTTGGT-3
F-5815; R-5816; 5822;
MEST 7032 5'-Biotin-GGAGG 5'-CCATTACCAACAAAA 5'-AAAAATAC
- GGTTTTGAGGAGAG ATAACACCCCCTCC CCAAATATAC
TAAGGGAGTAG-3* TCAAATAAAC-3' TAATTAC-3'
F-5773; R-5774; 5775;
NDN 15011 5-Biotin-AGATTTTGGT | 5-“AACAACCCCATACCC 5-CATAATCCTAA
1> TAGGAATTTTATGATT ATAACAAACCTCCTACT-3 ACCTCATCTAC-3'
TGTATTTTGGTGA-3'
F-7102; R-7103; 7105;
NESP_20q13 5-Biotin-TTTAGAGT 5-CTTCTCACCTCC 5-CCTTTTTAAA
TTTAGGGAAGGG-3' TTTCCA-3* AAAAAACT-3*
F-7106; R-7107; 7108;
NESPAS_20qg13 5-GGTAGTTTATTT 5'-Biotin-CCTCCTCAAC 5-GTTTATTTTA
TAAGAGGTTGTTAGA-3* | TAAAAATCTCTCTA-3" AGAGGTTG-3'
F-5525; R-5526; 5527;
PLAGL1 6024 5-GGGTAGTTGTAT 5'-Biotin-AACCCAATCA 5-TAGAGTTTTTT
—°q TTGGGAGTTGTTGG CCCATAAAAACAAA ATGTGTGATTG-3'
TATAGGAGGTAA-3 ACCAAAATC-3
F-5786; R-5787; 5788;
5-Biotin-GGTG AGG 5'-CCCCTCCCCAA 5'-CCCACACAAC
SNRPN_15q11 GAGGGAGTTGGG ACTATCTCTTAAAAA TAACCTTAC-3'
ATTTTTGTAT-3* AAACCACC-3
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2.2.5 Gerate und Software

Die verwendeten Gerate und Software sind in Tab. 6 aufgefthrt.

Tabelle 6: Verwendete Gerate und zugehdrige Software

Gerat Typbezeichnung Hersteller
Geldokumentation BioDoc Analyzer Biometra, Gottingen, Deutschland
Gelkammer Hoefer HE 33 Amersham Biosciences, Freiburg,

Deutschland
Gelkammer Modell 41-2026 peqLab Biotechnologie, Erlangen,

Deutschland

Hybridisierungsofen

Biometra, Gottingen, Deutschland

Laborzentrifuge Universal 16 Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Mikrowelle M500 Philips, Hamburg, Deutschland
PCR- VacuumPrep Workstation Qiagen, Hilden, Deutschland

Aufreinigungsstation

Plattenschuttler

MS 3 basic

IKA, Staufen, Deutschland

Pyrosequenzierer

PyroMark ID

Biotage, Uppsala, Schweden

Spektrophotometer

NanoDrop ND-1000

peglLab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Thermocycler

T3000

Biometra, Géttingen, Deutschland

Vakuumpumpe

MultiScreen HTS Vacuum
Manifold

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Vakuumzentrifuge

SpeedVac RC 1010

Thermo Scientific, Waltham, USA

Vortexer

REAX2000

Heidolph, Schwalbach, Deutschland

Waage MC 1 Laboratory LC620P Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Wasserbad Julabo Seelbach, Deutschland

Zentrifuge Biofuge primoR Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Mikro 200 Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Software BioDoc Analyze Software Biometra, Gottingen, Deutschland
Version 2.1

Software Excel Microsoft, Redmond, USA

Software Methylierungssoftware Biotage, Uppsala, Schweden
Version 3.4

Software GraphPad Prism Version GraphPad Software, San Diego,

5.0 fur Windows

California, USA
(www.graphed.com)
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2.3 Methoden

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit angewandten Untersuchungsmethoden

erlautert.

2.3.1 DNA-Extraktion und -Quantifizierung

Dieser Abschnitt erlautert die Methoden zur DNA-Extraktion und -Quantifizierung.

2.3.1.1 DNA-Extraktion

Wahrend der Rekrutierungsphase wurden die Blutroben bei -80°C asserviert. Die
Isolation der genomischen DNA aus peripherem Blut erfolgte gesammelt mit dem Kit
Gentra von Qiagen (Hilden, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers. Zur
Extraktion der DNA wurden folgende Arbeitsschritte durchgefihrt.

Zunachst wurde das Probenmaterial (hier EDTA-Blut) aufgetaut, hierzu wurde es fur
ca. 10 min bei 37°C im Wasserbad erwarmt. AnschlieBend wurden 5 ml des
Probenmaterials (bei abweichendem Probenvolumen mussten alle weiteren
Lésungsmengen im entsprechenden Verhaltnis angepasst werden) in ein 50 ml
Rohrchen Uberfihrt und 15 ml RCB-L6sung hinzugefiigt, durch Schwenken des
Rohrchens vermischt und dann fir 10 min bei 2600 U/min zentrifugiert (Megafuge 1.0
R, Heraeus). Dabei setzte sich am Boden des Roéhrchens ein Pellet ab, der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet noch weitere zweimal mit RCB-LOsung
gewaschen. Das nun weildliche Pellet wurde dann in 5 ml Cell Lysis Solution
resuspendiert und 72 Stunden im Hybridisierungsofen bei 37 °C inkubiert.

Nach der Inkubation sollte sich das Pellet gelést haben und die Probe eine klare
Farbung zeigen. Die Probe wurde nun auf Raumtemperatur abgekthlt, mit 1,7 ml
Protein Precipitation Losung versetzt und anschlieRend gevortext. Dann wurde die
Probe fur mindestens 15 min bei 3600 U/min zentrifugiert (Megafuge 1.0 R,
Heraeus), der Uberstand in ein frisches 15 ml Rohrchen uberfiihrt und etwa die

gleiche Menge Isopropanol dazugegeben.

Nun wurde das Réhrchen geschwenkt, bis die DNA als weil3er Faden ausfiel. Dieser

wurde dann mit einer Pipette in ein 1,5 ml Eppendorfgefald gegeben und mit 500 pl
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70 %igem Ethanol gewaschen. Nachdem das Eppendorfgefal® bei 15000 U/min ca. 1
min zentrifugiert (Biofuge primoR, Heraeus) wurde, wurde der Uberstand abgekippt
und das im Eppendorfgefald verbliebene Pellet fir 10-20 min in der Speedvac

getrocknet und mit ca. 100 pl Aqua dest. Gber Nacht gelost.

2.3.1.2 DNA-Quantifizierung

Die Konzentration der DNA sowie deren Qualitat wurden mit dem NanoDrop ND-
1000-Spektrophotometer und zugehdériger Software (Version 3.2.1.) nach Anleitung
des Herstellers bestimmt. Das Spektrophotometer misst die optische Dichte der
Probe bei einer Wellenlange von 260 nm, als Referenzwert dient destilliertes H,O.

Zur Durchfuihrung wurden 2 pl der Probe auf die Messapparatur pipettiert und der
Messvorgang gestartet. Die ermittelte Nukleinsaure-Konzentration (ng DNA pro pl
H,0) war direkt einsehbar. Als Mal} fur die Reinheit der Probe wurde die Absorption
in Abhangigkeit von der Wellenléange (in nm) ermittelt und der Ratio-Wert 260/280
bzw. 260/230 bestimmt. Dieser sollte bei reiner DNA etwa 1,8 bzw. 1,8 bis 2,2
betragen, deutlich niedrigere Werte sprachen fir eine Verunreinigung der Probe z. B.

durch Proteine.

2.3.2 Bisulfitkonvertierung

Vor der Analyse des Methylierungsstatus der DNA erfolgte eine Natrium-Bisulfit-
Vorbehandlung. Das Prinzip der Methode beruht auf der chemischen Umwandlung
nicht-methylierter Cytosin-Basen zu Uracil, wohingegen methylierte Cytosine durch
die Methylgruppe an Position C5 gegen die Desaminierung geschitzt sind (siehe
Abb. 3). Anschlieend ist die DNA fur alle gangigen Methoden der

Methylierungsanalyse, u. a. die Pyrosequenzierung, geeignet.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Natrium-Bisulfit-Konversion (modifiziert
nach Hayatsu, 2009)

Schematische Darstellung der Natrium-Bisulfit-Konversion von unmethyliertem Cytosin zu
Uracil. Im ersten Schritt erfolgt die Sulfonierung von Cytosin [C] zu Cytosin-Sulfonat [C-
SOg], welches anschlieBend zu Uracil-Sulfonat [U-SO3] desaminiert und letztendlich durch
Desulfonierung in Uracil [U] Uberfuhrt wird (Step 3).

Die DNA-Bisulfitkonversion erfolgte mit dem EpiTect Bisulfit Kit der Firma Qiagen

nach Anleitung des Herstellers. Pro Ansatz wurde 1 ug DNA konvertiert.

Zur Durchfihrung wurden je Ansatz zu ca. 1 pug DNA in 20 ul RNAse-freiem H,O 85
pl Bisulfit Mix und 35 pl DNA-Protect-Buffer hinzugegeben und anschlieRend nach
folgendem Protokoll im Thermocycler (Biometra T3000) inkubiert:

Schritt Zeit Temperatur
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 25 min 60°C
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 85 min 60°C
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 175 min 60°C
Pause o0 20°C

Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung der konvertierten DNA im 96-Well-Format. Die
Proben wurden dazu kurz abzentrifugiert und jeder Ansatz mit je 560 pl BL-Puffer auf
die Saulen der 96-Well-Platte gegeben und mit der Pipette kurz gemischt. Durch
Anlegen des Vakuums wurde die gesamte Flussigkeit durch die Membran gesogen.
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Nun wurden zu jedem Ansatz 500 pl BW-Puffer zugefugt und mittels Vakuum
ebenfalls durch die Membran gesogen und nach Hinzufiigen von 250 pl BD-Puffer fur
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der Inhalt wieder mittels Vakuum
abgesaugt und die Membran noch zweimal mit je 500 pl BW-Puffer gewaschen.
Anschliel3end wurden 250 ul Ethanol zu jeder Probe pipettiert und mit maximalem
Vakuum durch die Membran gesogen. Das Vakuum blieb fr 10 min angelegt, um die
Membranen zu trocknen. Nachdem die Eluierungsplatte unter der 96-Well-Platte
platziert wurde, wurde nach Zugabe von 70 ul EB-Puffer und 10 ul Top Elute Fluid in
jeden Well fir 1 min das maximale Vakuum angelegt und somit die aufgereinigte
DNA in die Eluierungsplatte tberfihrt. Diese konnte nun zur weiteren Aufbewahrung
in 1,5 ml Eppendorfgefalie pipettiert werden.

2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerasekettenreaktion koénnen spezifische Abschnitte eines DNA-
Stranges vervielfaltigt werden. Zunachst wird dazu die DNA im Thermocycler
denaturiert und so in Einzelstrange aufgespalten, anschlieRend kénnen synthetische
Primer an die komplementaren Einzelstrdnge binden und durch eine hitzestabile
DNA-Polymerase mit den entsprechenden Nukleotiden verlangert werden. Dieser
Zyklus wird mehrfach durchlaufen, wobei sich die Anzahl des zwischen den beiden

gegenlaufigen Primern liegenden DNA-Abschnittes exponentiell amplifiziert.

Die Amplifizierung der bisulfitkonvertierten DNA erfolgte je nach Genort mit Assay-
spezifischen Primern (siehe Tab. 5, S. 16) sowie optimierten Reaktionsansatzen und
Thermocycler-Protokollen. Die Assays wurden zuvor im Rahmen einer Diplomarbeit
(Haake, 2009) erstellt. Die verwendeten Reaktionsansatze und

Thermocyclerbedingungen sind im Anhang (Tab. 13, S. 66) tabellarisch aufgelistet.

Im Anschluss erfolgte zur Kontrolle der PCR-Produkte die Auftrennung mittels
Gelelektrophorese in einem 2 %igem Agarosegel. Hierzu wurden ca. 4,5 pl des PCR-
Produkts mit 3,5 pl Ladepuffer versetzt und mit einem 100 bp L&ngenstandard auf
die Taschen des Gels (siehe 2.2.2) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer

Spannung von etwa 200 V und einer Laufzeit von etwa einer Stunde. Danach wurde
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das Gel unter UV-Licht mit dem BioDoc Analyzer und der BioDoc Software Version

2.1 dokumentiert.

2.3.4 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist eine quantitative Methode, die es ermdglicht, den
Methylierungszustand der analysierten CpGs zu ermitteln. Das Prinzip beruht auf der
Detektion eines Lichtsignals, das unter Beteiligung verschiedener Enzyme aus bei
der DNA-Synthese gebildetem Pyrophosphat entstent. Durch Einflgen des
passenden Nukleotids durch die DNA-Polymerase in den synthetisierten DNA-
Strang wird in einer enzymatischen Kaskade Pyrophosphat freigesetzt. Dieses wird
enzymatisch durch die Sulfurylase zu ATP konvertiert, welches eine Lichtreaktion
bewirkt. Das Lichtsignal wird detektiert und erscheint als Peak im Pyrogramm (siehe
Abb. 4). Hieraus kann Uber eine spezielle Software der Methylierungszustand der
CpGs ermittelt werden. Uberschiissige, nicht-eingefiigte Nukleotide werden durch

das Enzym Apyrase abgebaut.
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Pyrogramm
Nucleotide sequence
G ¢ - A 66 C T
ATP
dADP \
G c T A G C T
Nucleotide added
dAMP
Lichtsignal

Abbildung 4: Prinzip der Pyrosequenzierung (modifiziert nach England & Pettersson
2005).

Schematische Darstellung der Pyrosequenzierung. Nach Zugabe des einzubauenden
Nukleotids (hier dATP = Thymin) wird beim Nukleotideinbau Pyrophosphat (PPi) freigesetzt.
Dieses wird enzymatisch durch die Sulfurylase zu ATP konvertiert und bewirkt eine
Lichtreaktion, die detektiert wird und als Peak im Pyrogramm erscheint. Die Starke des
Lichtsignals und die Hohe des Peaks sind proportional zur eingebauten Menge an Nukleotid.
Uberschiissiges Nukleotid wird durch die Apyrase abgebaut.

Nach Bisulfitkonvertierung und PCR-Amplifikation wurden die PCR-Produkte tber die
VacuumPrep Workstation aufgereinigt. Dazu wurden die PCR-Produkte auf eine 96-
Well-Platte Ubertragen und mit je 40 ul Aqua dest. aufgefillt. Pro Well wurden
anschlieBend 5 pl Streptavidin Sepharose Beads und 40 pl Bindungspuffer hinzu
gegeben, die Platte mit einer Klebefolie abgedichtet und fur ca. 10 min auf dem
Plattenschittler geschittelt. In der Zwischenzeit wurde die Sequenzierplatte
vorbereitet. Dazu wurden in jedes Well 40 pl Annealing-Puffer und der Assay-
spezifische Sequenzierprimer vorgelegt. Dann wurde die Platte auf die Workstation
platziert. Die PCR-Platte wurde vom Schittler genommen und neben die
Sequenzierplatte auf die Workstation gestellt. Das Vakuum wurde angeschaltet und
das PrepTool zunéchst mit Aqua dest. gereinigt. Im Anschluss wurden die PCR-
Produkte aufgenommen, mit 70 %igem Ethanol gewaschen, in 0,2 M NaOH-L6sung
denaturiert und anschlieRend mit Waschpuffer gewaschen. Das PrepTool wurde nun

Uber der Sequenzierplatte platziert, das Vakuum abgeschaltet und so die gereinigten
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PCR-Produkte auf die Sequenzierplatte Ubertragen. Jetzt wurde die Platte zur
Hybridisierung des Sequenzierungsprimers bei etwa 85 °C fiur 2 min auf die
vorgeheizte Heizplatte gesetzt.

Die bendtigten Mengen an Enzym- und Substratmix sowie Nukleotiden wurden tGber
die zugehorige Software errechnet und in die hierfir vorgesehene Kartusche gefullt.
Die beflllte Kartusche und die Sequenzierplatte wurden dann in den vorgesehenen

Platzen des PyroMark ID positioniert und die Analyse gestartet.

Die Auswertung der Pyrogramme (siehe Abb. 5) erfolgte durch Mitarbeiter des
Instituts mit der Methylierungssoftware Version 3.4 (Biotage). Fur auswertbare
Proben wurden anschlielend die Methylierungswerte der einzelnen CpGs zur
weiteren Auswertung in das Programm Excel von Microsoft Uberfuhrt. Die Daten des
Patientenkollektivs wurden mittels eines zweiseitigen t-Tests fir ungepaarte Proben
mit Hilfe der Software GraphPad Prism mit denen des Kontrollkollektivs verglichen

und die einzelnen Proben auf eine Hypo-/Hypermethylierung untersucht (siehe 2.4).
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Abbildung 5: Pygrogramme des Genortes SNRPN. a) des Pools, b) der Methylierten

Kontrolle

Gezeigt sind Pyrogramme der Analyse des Genortes SNRPN. Die durch die enzymatische
Reaktion generierten Lichtsignale erscheinen als Peaks im Pyrogramm, die PeakhOhe
korreliert mit der Anzahl eingebauter Nukleotide. Oberhalb der Graphiken der einzelnen
Pyrogamme befindet sich jeweils die zu analysierende Sequenz. Die Sequenz unterhalb der
Graphik zeigt die nacheinander hinzugegebenen Nukleotide. Die grauen Regionen heben
die Prozentzahlen geben den Methylierungsgrad des
betreffenden CpG-Dinukleotide an. Pyrogramm b) zeigt, dass die methylierte Kontrolle (MK)

analysierte C/T-Sites hervor,
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(MK), c) einer Patientenprobe

deutlich héhere Methylierungswerte aufweist.
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2.3.5 SNP-Array

Des Weiteren wurde bei einer Patientin mit Auffalligkeiten in der
Methylierungsanalyse ein SNP-Mikroarray durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um
eine Methode, mit der genomweit submikroskopische Chromosomenveranderungen
nachgewiesen werden konnen und so chromosomale Imbalancen erfasst werden

konnen.

Die Ausfuhrung erfolgte durch Mitarbeiter des Instituts fir Humangenetik nach
Standardmethoden und soll in dieser Arbeit deshalb nicht naher erlautert werden.

2.4 Auswertung der Bisulfit-Pyrosequenzierung

Zunachst wurden die Ergebnisse der Methylierungsanalysen der Patientengruppe mit
denen der Kontrollgruppe verglichen. Um zu untersuchen, ob sich die Mittelwerte
beider Gruppen systematisch voneinander unterscheiden, wurde flir jeden einzelnen
Genort ein zweiseitiger t-Test fur ungepaarte Proben durchgefihrt. Die
Berechnungen wurden mit der Software GraphPad Prism Version 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Dabei wurde der sogenannte P-Wert
ermittelt, der als MalR fur die Signifikanz eines Unterschiedes zwischen beiden
Gruppen dient. Der P-Wert wurde nach Bonferroni fur multiples Testen korrigiert,
hierzu wurde das a-Niveau (0,05) durch die Anzahl der durchgefihrten Tests (n=11)
dividiert. Damit sprich ein P-Wert <0,0045 (0,05/11) fur einen signifikanten

Unterschied.

In einem weiteren Ansatz wurde eine individuelle Analyse der Einzelproben
durchgefuhrt. Hierfir musste zunédchst fur alle Genorte ein Normalbereich der
Methylierung basierend auf den Ergebnissen der gesamten Kontrollkohorte ermittelt
werden. Dazu wurde der Methylierungsmittelwert gemittelt Gber alle analysierten
CpGs (MW) flr jede einzelne Kontrollprobe fir jeden spezifischen Genort errechnet.
Anschlieend wurde der Gesamtmittelwert der Kontrollgruppe und dessen
Standardabweichung (SD) aus den 50 Methylierungsmittelwerten der Einzelproben
bestimmt. Die Grenzen des Normalbereichs wurden auf +/- 3 SD vom
Gesamtmittelwert festgesetzt. Methylierungswerte oberhalb des Normalbereichs
wurden als hypermethyliert, Werte unterhalb des Normalbereiches als hypomethyliert
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definiert. Eine Hyper-/ Hypomethylierung einer Patientenprobe lag vor, wenn der
Mittelwert aller analysierten CpGs im Vergleich zu dem spezifischen Normalbereich
ermittelt aus dem Kontrollkollektiv eines Genortes hyper-/ hypomethyliert waren. In
diesem Fall wurde fir die betreffende Patientenprobe nach demselben Prinzip
bestimmt, ob die Methylierungswerte der einzelnen getesteten CpGs aul3erhalb von
+/- 3 SD des gemittelten Methylierungswertes der gesamten Kontrollgruppe
desselben CpGs lagen. Die Ergebnisse jeder Patientenprobe wurden mit den
ermittelten Grenzwerten verglichen und auf eine Hyper-/ Hypomethylierung jedes
Genortes hin untersucht. Die Ermittlung von Mittelwerten, Standardabweichungen

und Grenzen flr eine Hypo- bzw. Hypermethylierung erfolgte Uber Microsoft Excel.

Da bei dem Genort IGF2R bei einigen Kontrollen sehr hohe Methylierungswerte
auffielen und in der aktuellen Literatur auch Hypermethylierungen des Genortes
innerhalb von Kontrollkohorten beschrieben wurden (Poole et al. 2010; Turner et al.
2010), musste hier die Berechnung des Bereiches der normalen Methylierung
entsprechend modifiziert werden. Zunachst wurde ein oberer Grenzwert berechnet.
Dazu wurde der Methylierungsmittelwert der mitgefuhrten Positivkontrollen
(methylierten Kontrollen (MK)) bestimmt und anschlie3end der obere Grenzwert als -
3 SD vom Gesamtmittelwert der MK festgelegt. Innerhalb der Kontrollkohorte lagen
zwei der 50 Kontrollen oberhalb dieses Grenzwertes. Diese wurden aus den weiteren
Berechnungen fur die Ermittlung eines Normalbereiches der Methylierung fur IGF2R
ausgeschlossen und der Normalbereich von +/- 3 SD vom Mittelwert anhand der

verbliebenen 48 Kontrollen errechnet.

Bei dem Genort H19 6CTCF wiesen die Ergebnisse der Methylierungsanalyse eine
starke Heterogenitat auf. Aufgrund dessen fiel die Berechnung der unteren Grenze
des Normalbereiches (-3 SD vom Mittelwert) in den negativen Bereich, sodass eine
Hypomethylierung des Genortes formal nach dem angewandten statistischen

Vorgehen zur Auswertung der Methylierungsdaten nicht detektiert werden konnte.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, SGA-geborene Kinder auf Stérungen des genomischen
Imprinting zu untersuchen. Dazu wurde die DNA-Methylierung von 50 SGA-
geborenen Kindern an den 11 elterlich gepragten Genorten DIRAS3, PLAGLI,
IGF2R, MEST, IGF2, H19, MEG3, SNRPN, NDN, NESP und NESPAS mittels
Bisulfit-Pyrosequenzierung untersucht und mit den Ergebnissen von 50 gesunden
Kontrollprobanden verglichen. Nach Bisulfitkonvertierung wurden die zu
untersuchenden  Genabschnitte  mittels PCR  amplifiziert und  mittels

Pyrosequenzierung auf inre DNA-Methylierung hin analysiert.

3.1 Vorliegen maternaler Einflussfaktoren innerhalb der SGA-Gruppe

Mittels Fragebogen wurden Angaben zu mutterliche Faktoren erhoben, die Einfluss
auf die pranatale Entwicklung haben. Tab. 7 zeigt einige ausgewahlte relevante
maternale Faktoren und deren Haufigkeit innerhalb der untersuchten SGA-Gruppe.
Eine Plazentainsuffizienz lag bei 30% der Patienten in dieser Arbeit vor. 24% der
Mutter gaben an, wahrend der Schwangerschaft geraucht zu haben. Bei 8% lag eine
EPH-Gestose vor, bei jeweils einem Patienten wurde ein mitterlicher Alkoholkonsum

bzw. ein Gestationsdiabetes angegeben.

Tabelle 7: Charakterisierung maternaler Faktoren mit potentiellem Einfluss auf die
pranatale Entwicklung innerhalb der SGA-Gruppe (n=50)

Faktor Ja Nein Nicht bekannt
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft 12 34 4
Alkoholkonsum wahrend der Schwangerschaft 1 43 6
Gestationsdiabetes 1 5 44
EPH-Gestose 4 32 14
Plazentainsuffizienz 15 20 15

Auflistung einiger Faktoren mit Einfluss auf die pranatale Entwicklung und deren Haufigkeit
innerhalb der untersuchten Patientenkohorte. EPH-Gestose = edema-proteinuria-
hypertension gestosis.
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3.2 DNA-Methylierungsanalyse bekannter elterlich gepréagter Genorte

Die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalyse der 11 untersuchten elterlich
gepragten Genorte werden in diesem Abschnitt vorgestellt.

3.2.1 Auswertung der Bisulfit-Pyrosequenzierung

Die Auswertung der Ergebnisse der Methyllierungsanalysen erfolgte wie unter 2.4
beschrieben. Es wurde zunachst ein Gruppenverglich mittels zweiseitigem t-Test fur
ungepaarte Proben durchgeftuhrt, um die Gruppen auf einen signifikanten
Unterschied zu untersuchen. AnschlieBend erfolgte eine individuelle Analyse der
Einzelproben. Der Genort IGF2R wurde hierbei gesondert behandelt (siehe 2.4).
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Abbildung 6: Beispiel eines Pyrogramms des Genortes DIRAS3 (Patientenprobe)
Gezeigt ist beispielhaft ein Pyrogramm der Analyse des Genortes DIRAS3. Die durch die
enzymatische Reaktion generierten Lichtsignale erscheinen als Peaks im Pyrogramm, die
Peakhohe korreliert mit der Anzahl eingebauter Nukleotide. Oberhalb ist die zu
analysierende Sequenz, unterhalb die nacheinander hinzugegebenen Nukleotide aufgefuhrt.
Die grauen Regionen heben analysierte C/T-Sites hervor, die Prozentzahlen geben den
Methylierungsgrad des betreffenden CpG-Dinukleotide an.

3.2.2 Genort DIRAS3 auf Chromosom 1

Der Genort DIRAS3 (ARHI) liegt in der chromosomalen Region 1g31. DIRAS3 gehort
zu der Familie der Ras-Gene, die in die Regulation von Proteinen eingreifen, die

Zellwachstum und -reifung kontrollieren (Yu et al. 2003). DIRAS3 supprimiert das

29



Ergebnisse

Zellwachstum und Ubernimmt damit die Funktion eines Tumorsuppressorgens (Yu et
al. 2003). Es ist maternal methyliert und wird vom paternalen Allel exprimiert (Yu et
al. 2003).

Bei der Analyse der Methylierungswerte des Genortes fand sich im Gruppenvergleich
eine signifikante Abweichung der Patientengruppe von der Kontrollgruppe (P-Wert
<0,0001, t-Test). Die Methylierungsmittelwerte der Patientengruppe lagen im Bereich
von 38,1-53,6% (Gesamtmittelwert 44,1%), wahrend die Kontrollgruppe
Methylierungsmittelwerte von 40,2-70,6% (Gesamtmittelwert 52,3%) aufwies. Das
Ergebnis weist also auf eine geringere Methylierung der Patienten- gegeniber der
Kontrollkohorte hin (siehe Abb. 7).

Die Individualauswertung der Einzelproben zeigte sich, dass die Methylierungswerte
aller Patienten und Kontrollen innerhalb des ermittelten Normalbereiches lagen
(siehe Abb. 8).

Obwohl sich also die Gesamtergebnisse beider Gruppen signifikant voneinander
unterscheiden, liegen alle Einzelproben fir sich betrachtet innerhalb des
Normalbereiches. Eine Hypomethylierung einer einzelnen Patientenprobe zeigte sich
trotz der signifikant geringeren Methylierungswerte der Gesamtergebnisse der

Patientengruppe nicht.

DIRAS
DIRAS3 (K) - |— —
DIRAS3 (P) - |—[[|—|
© S ® & S

DNA-Methylierung in %

Abbildung 7: Ergebnisse der Methylierungsanalyse des Genortes DIRAS3

Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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DIRAS3_1q31

MW | CpG1|CpG2|CpG3|CpG4|CpG5 |CpG6 |CpG7|CpG8|CpG9

SGA-Patienten

Abbildung 8: Darstellung der Individualauswertung des Genortes DIRAS3

Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fur ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung.

3.2.3 Genort PLAGL1 auf Chromosom 6

Veranderungen, die elterlich geprégte Gene der chromosomalen Region 6q24
betreffen, sind die Hauptursache fir den TNDM. Dabei sind 20% mit einer
Hypomethylierung der DMR des Gens PLAGL1 assoziiert (Mackay et al. 2008;
Mackay et al. 2002). Es resultiert ein charakteristischer Phanotyp mit

Wachstumsretardierung und Hyperglykdmien innerhalb der ersten Lebenswochen.

Fur den Genort PLAGL1 ergaben die Methylierungsanalysen mit Mittelwerten von
24,6-38,2% (Gesamtmittelwert 32,4%) in der Patientengruppe und 24,6-38,9%
(Gesamtmittelwert 32,4%) in der Kontrollgruppe im Gruppenvergleich keinen
signifikanten Unterschied (P-Wert 0,9756, t-Test), der auf eine signifikante
Anreicherung von Methylierungsstérungen innerhalb der Patientenkohorte hinweisen
wuirde (siehe Abb. 9).

Die Individualauswertung ergab, dass die Methylierungswerte aller Patienten und

Kontrollen im ermittelten Normalbereich lagen (siehe Abb. 10).
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PLAGL1
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Abbildung 9: Ergebnisse der Methylierungsanalysen der Genorte PLAGL1

Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.

PLAGL1_6q24

CpG 7 | CpG 8 | CpG 9 |CpG 10 | CpG 11 | CpG 12 | CpG 13

SGA-Patienten

Abbildung 10: Darstellung der Individualauswertung des Genortes PLAGL1

Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht flr ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung.
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3.2.4 Genort IGF2R auf Chromosom 6

Der Genort IGF2R befindet sich in der chromosomalen Region 6g25. Er codiert fur
den IGF2-Rezeptor, der v.a. fetal exprimiert wird und dem vornehmlich eine

antiproliferative Funktion zugeschrieben wird (Braulke 1999).

Bei der Methylierungsanalyse des IGF2R-Genortes ergab der Gruppenvergleich
einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe (P-Wert <
0,0001, t-Test), der auf eine signifikant geringere Methylierung innerhalb der
Patientenkohorte hinwies (siehe Abb. 11).

In der Individualauswertung zeigten drei der 50 untersuchten SGA-geborenen
Patienten  mittlere  Methylierungswerte, die oberhalb des berechneten
Normalbereiches lagen (siehe Abb. 12). Sie wiesen jeweils eine Hypermethylierung
von 4 bis 6 der 6 analysierten CpGs auf. Alle anderen 47 SGA-geborenen Patienten
lagen mit Methylierungsmittelwerten von 38,9-57,1% (Gesamtmittelwert 46,1%) im
Normalbereich. Auch im Kontrollkollektiv konnten zuséatzlich zu den zwei Kontrollen,
die bereits initial Methylierungswerte oberhalb des oberen Grenzwertes der
Normalmethylierung aufwiesen (siehe 2.4), drei weitere Individuen mit einer
Hypermethylierung des Genortes identifiziert werden (Mittelwert Kontrollgruppe
52,5% Methylierung). Insgesamt wiesen somit finf Kontrollproben eine
Hypermethylierung auf.
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Abbildung 11: Ergebnisse der Methylierungsanalysen der Genorte IGF2R

Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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IGF2R_6q25

CpG22 | CpG21 | CpG 20 | CpG 19 | CpG 18 | CpG 17

SGA-Patienten

Abbildung 12: Darstellung der Individualauswertung des Genortes IGF2R

Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fur ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung. Bei drei
Patienten fallt eine Hypermethylierung des Genortes auf.

3.2.5 Genort MEST auf Chromosom 7

MEST (mesoderm-specific transcript, auch als PEG1 bezeichnet) ist ein Genort, der
sich in der Region 7913 des Chromosoms 7 befindet. MEST wird in der Regel
paternal exprimiert und nimmt eine Wachstums-stimulierende Funktion ein (Abu-
Amero et al. 2008). Bei 7-10% der Patienten mit der klinischen Diagnose eines SRS
wurde eine maternale UPD des Chromosoms 7 nachgewiesen, weshalb
epigenetische Verédnderungen dieser Region ebenfalls mit Merkmalen des SRS in
Verbindung gebracht werden (Abu-Amero et al. 2008).

Bei der Methylierungsanalyse von MEST ergab der Vergleich von Patienten- und
Kontrollkollektiv einen signifikanten Unterschied (P-Wert 0,0002, t-Test). Die
Methylierungswerte der SGA-geborenen Patienten lagen zwischen 27,6-38,7%
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(Gesamtmittelwert 33,7%), die Kontrollgruppe zeigte Werte von 23,8-44,1%
(Gesamtmittelwert 30,9%) (siehe Abb. 13).

In der individuellen Auswertung der Einzelproben befanden sich die
Methylierungswerte aller Individuen innerhalb des ermittelten Normalbereiches (siehe
Abb. 14).

Trotz des Unterschiedes im Gruppenvergleich, in dem die Patientengruppe
signifikant hohere Methylierungswerte aufwies als die Kontrollkohorte, zeigte sich bei
keiner Patientenprobe eine Hypermethylierung des Genortes. Somit unterscheiden
sich zwar die Gesamtergebnisse beider Gruppen signifikant voneinander, die
einzelnen Proben fur sich betrachtet lagen aber noch im Bereich der

Normalmethylierung.

MEST
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Abbildung 13: Ergebnisse der Methylierungsanalyse des Genortes MEST

Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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MEST_7q32
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SGA-Patienten

Abbildung 14: Darstellung der Individualauswertung des Genortes MEST

Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fir ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung.

3.2.6 Genorte IGF2 und H19 auf Chromosom 11

Auf Chromosom 11 wurden die Genorte IGF2 und H19 bezuglich ihres
Methylierungsstatus untersucht. Beide Genorte liegen in der chromosomalen Region
11p15.5 und Methylierungsdefekte dieser Regionen sind mit dem klinischen
Erscheinungsbild des BWS bzw. SRS (siehe Einleitung) assoziiert. Fir beide
Syndrome sind Wachstumsstérungen charakteristisch, die sich beim BWS mit einem
GroRRwuchs und beim SRS mit einer Wachstumsretardierung auf3ern. In etwa 60-70%

liegen Imprintingdefekte zugrunde (Demars et al. 2010).

Fur den IGF2-Genort wurden drei CpG-Positionen mittels Pyrosequenzierung
analysiert. Die mittleren Methylierungswerte der untersuchten SGA-geborenen
Patienten lagen zwischen 39,2-59,5% (Gesamtmittelwert 46,2%), die der
Kotrollproben zwischen 31,2-58,4% (Gesamtmittelwert 44,7%). Der
Gruppenvergleich ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen
(P- Wert 0,1451, t-Test) (siehe Abb. 15 A).
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In der Individualauswertung von IGF2 zeigte keiner der Patienten oder

Kontrollprobanden eine Hypo-/ Hypermethylierung (siehe Abb. 16 A).

Der analysierte Genort H19 umfasste neun CpGs. Hier lagen die mittleren
Methylierungswerte  der SGA-geborenen  Patienten  zwischen  7,8-33,2%
(Gesamtmittelwert  22,4%), die der Kontrollgruppe zwischen 4,1-43,7%
(Gesamtmittelwert 25,7%). Der Gruppenvergleich zeigte keinen signifikanten
Unterschied (P- Wert 0,0412, t-Test) (siehe Abb. 15 B).

Bei der individuellen Auswertung der Einzelproben konnte aufgrund der starken
Heterogenitdt der Ergebnisse der Methylierungsanalysen keine Untergrenze des
Normalbereiches fur den Genort H19 berechnet werden. Eine Hypomethylierung
konnte also nicht detektiert werden. Keine der Einzelproben zeigte eine

Hypermethylierung des Genortes (siehe Abb. 16 B).

IGE2 H19_6CTCF
K I—[l:—l K] I
() |-|I—| (F) — —
S e N
DNA-Methylierung in % Methylierung in %

Abbildung 15: Ergebnisse der Methylierungsanalysen der Genorte A) IGF2 und B) H19
Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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IGF2_11p15 H19 6CTCF 11p15
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SGA-Patienten
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Abbildung 16: Darstellung der Individualauswertung der Genorte A) IGF2 und B) H19
Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fir ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung.

3.2.7 Genort MEG3 auf Chromosom 14

Auf Chromosom 14q32 befindet sich der Genort MEG3 (auch GTL2 bezeichnet). Mit
dem benachbarten Gen DLK1 liegt MEG3 innerhalb eines Clusters mit weiteren
gepragten Genen unter Kontrolle der intergenetischen, paternal-methylierten DMR
(IG-DMR) und der MEG3-DMR im Promotorbereich (Geuns et al. 2007).
Methylierungsverluste dieser Region fihren zu einem Phanotyp ahnlich der
maternalen UPD 14 (Temple-Syndrom), charakteristischer ist ein intrauteriner

Kleinwuchs (Temple et al. 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die MEG3-DMR auf Methylierungsstérungen
einbezogen untersucht. Die Analyse ergab mittlere Methylierungswerte von 11,7-
47,8% (Gesamtmittelwert 38,5%) in der Patientengruppe und 27,4-52,5%
(Gesamtmittelwert 39,5%) in der Kontrollgruppe. Wahrend sich insgesamt zwischen
beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied zeigte (P-Wert 0,3645, t-Test) (siehe
Abb. 17), fiel in der Individualauswertung der Einzelproben eine SGA-geborene
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Patientin deutlich aus dem berechneten Normalbereich heraus und zeigte eine
Hypomethylierung aller analysierten CpGs (siehe Abb. 18). Der mittlere
Methylierungswert lag bei dieser Patientin (Klru280204) bei 12% und somit deutlich
unterhalb des Normalbereiches von -3 SD vom MW (20,1-56,3%), sodass der

Verdacht auf das Vorliegen eines Temple Syndroms gestellt wurde (siehe Abb. 19).
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Abbildung 17: Ergebnisse der Methylierungsanalyse des Genortes MEG3
Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle

analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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MEG3_14q32

MW CpG 20 | Cpg19 | CpG 18 | CpG 17 | CpG 16 | CpG 15 | CpG 14 | CpG 13 | CpG 12 | CpG 11

SGA-Patienten

Abbildung 18: Darstellung der Individualauswertung des Genortes MEG3
Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte

eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fir ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung. Eine
Patientin zeigt eine Hypomethylierung des Genortes.

Vergleich KIru280204 mit Patienten- und Kontrollgruppe
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Abbildung 19: Vergleich der Methylierungswerte von MEG3
In der Abbildung sind die Methylierungswerte der einzelnen analysierten CpGs des Genortes

MEG3 der Patientin Klru280204 (blau) im Vergleich zu den Mittelwerten der Patienten (rot)-
und der Kontrollgruppe (griin) dargestellt. Es zeigt sich eine deutliche Abweichung der Kurve
von Klru280204, bei der Patientin liegt eine Hypomethylierung des Genortes vor.
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3.2.8 Genorte SNRPN und NDN auf Chromosom 15

Die chromosomale Region 1511 beinhaltet verschiedene gepragte Gene.
Funktionsverluste in diesem Bereich fuhren unter anderem zu den Krankheitsbildern
Prader-Willi- und Angelman-Syndrom. Beide Syndrome sind zu einem geringen
Anteil (PWS 1-3%, AS 2-4%) auch auf aberrantes genomisches Imprinting zuriick zu
fuhren (Buiting 2010). In der Region 15911-q13 wurden die gepragten Genloci
SNRPN und NDN auf Methylierungsstérungen untersucht.

Die Methylierungsanalyse des Genortes SNRPN zeigte im Gruppenvergleich keinen
signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv (P-Wert 0,6490, t-
Test) (siehe Abb. 20 A). Die Methylierungswerte der Patientengruppe lagen zwischen
28,5-41,6% (Gesamtmittelwert 34%), die der Kontrollen bei 26,8-48,7%
(Gesamtmittelwert 34,4%).

Auch bei der Analyse des NDN-Genortes wichen die Methylierungswerte beider
Gruppen nicht signifikant voneinander ab (P-Wert 0,4570, t-Test) (siehe Abb. 20 B).
Hier zeigten die SGA-geborenen Patienten Mittelwerte von 36,2-62,8% Methylierung
(Gesamtmittelwert 47,9%), die der Kontrollgruppe lagen im Bereich von 32,2-59%
(Gesamtmittelwert 47,5%).

Bei beiden Genorten lagen in der Individualauswertung alle Einzelproben der
Kontroll- und der Patientengruppe innerhalb des ermittelten Normalbereiches (siehe
Abb. 21).
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Abbildung 20: Ergebnisse der Methylierungsanalysen der Genorte A) SNRPN, B) NDN
Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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SNRPN_15qg11 NDN1_15qg11
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Abbildung 21: Darstellung der Individualauswertung der Genorte SNRPN und NDN
Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fir ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung.

3.2.9 Genorte NESP und NESPAS auf Chromosom 20

Die Genloci NESP und NESPAS liegen auf Chromosom 20qg13 innerhalb einer
Region, die weitere gepragte Gene mit komplexem Expressionsmuster beinhaltet
und als GNAS-Cluster bezeichnet wird (Izzi et al. 2010). Eine fehlerhafte Regulierung
innerhalb  dieses Clusters fuhrt zu den verschiedenen Formen des
Pseudohypoparathyreodismus (PHP), einem Krankheitsbild, das mit Stérungen des
Parathormon-Stoffwechsels in verschiedener Auspragung einhergeht (Izzi et al.
2010).

Die Methylierungsanalyse des Genortes NESP ergab keinen signifikanten
Unterschied im Gruppenvergleich  (P-Wert 0,1957, t-Test) (Abb. 22 A). Die
Methylierungswerte der Patientengruppe lagen bei 33,1-42,3% (Gesamtmittelwert
37,6%) und die der Kontrollgruppe bei 33,1-48,6% (Gesamtmittelwert 38,6%).

Auch bei NESPAS zeigte der Vergleich von Patienten- und Kontrollgruppe keinen
signifikanten Unterschied (P-Wert 0,005, t-Test) (sieche Abb. 22 B). Die
Methylierungswerte betrugen bei der Kontrollgruppe 38,3-50,8% (Gesamtmittelwert
44,7%) und bei den SGA-geborenen Patienten 37,1-57,7% (Gesamtmittelwert
46,7%).
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Fur beide Genorte befanden sich die Methylierungswerte der analysierten CpGs aller

Individuen in der Einzelanalyse innerhalb des jeweils ermittelten Normalbereiches

(siehe Abb. 23).
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Abbildung 22: Ergebnisse der Methylierungsanalysen der Genorte A) NESP, B)
NESPAS

Graphische Darstellung der Methylierungswerte beider Gruppen gemittelt Uber alle
analysierten CpGs in einem Box-Whiskers-Plot. Kontrollgruppe (K)= rot, Patientengruppe (P)
= blau. Die Enden der Box markieren die 25./ 75. Perzentile, die Mittellinie den Median der
Methylierung. Die Whiskers zeigen die minimale/ maximale Methylierung an.
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Abbildung 23: Darstellung der Individualauswertung der Genorte NESP und NESPAS
Ergebnisse der Pyrosequenzierung der SGA-geborenen Patientengruppe. Die erste Spalte
eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe, jede weitere Spalte steht fur ein einzelnes
CpG-Dinukleotid. Jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Grau = Methylierungswert
innerhalb des Normalbereiches, rot = Hypermethylierung, griin = Hypomethylierung.
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3.3 Weiterfliihrende Analyse bei Verdacht auf Temple-Syndrom

Wie unter 3.2.7 beschrieben zeigte die Patientin Klru280204 mit einer Abweichung
von mehr als -3 SD vom MW der Kontrollgruppe eine signifikante Hypomethylierung
des Genortes MEGS3 in der chromosomalen Region 1432, sodass der Verdacht auf

ein Temple-Syndrom gestellt wurde.

Die Methylierungsanalyse der 10 weiteren in diese Arbeit einbezogenen Genorte

stellte sich bei Klru280204 mit Werten im jeweiligen Normalbereich unauffallig dar.

Im Vorfeld war bereits eine Chromosomenanalyse bei der Patientin durchgefuhrt
worden, hier zeigte sich ein regelrechter weiblicher Chromosomensatz. Eine FISH-
Untersuchung ergab keinen Anhalt fir eine Mikrodeletion im Bereich der

Subtelomere.

Zur Verifizierung der nachgewiesenen Hypomethylierung wurde Probenmaterial der
Patientin an das Institut fr Humangenetik in Essen versandt. Bei der Untersuchung
des MEG3 (GTL2)-Promotors der chromosomalen Region 14932 sowie des IG-DMR
am DLK1/MEG3-Locus mittels Methylierungs-spezifischer PCR (MS-PCR) konnte
nur die Bande fur das unmethylierte Allel nachgewiesen werden. Weiterhin wurde im
gleichen Institut eine Mikrosatellitenanalyse mit Markern fir Chromosom 14 an der
DNA von Klru280204 und beiden Elternteilen durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten,
dass eine biparentale Vererbung des Chromosoms 14 vorlag. Eine maternale UPD

14 konnte damit weitestgehend ausgeschlossen werden.

Um eine unbalancierte Chromosomenveranderung unter Beteiligung des MEG3-
Gens auszuschliel3en, wurde in unserem Institut eine SNP-Array-Untersuchung an
DNA von Klru280204 durchgefuhrt. Diese stellte sich fur den relevanten Bereich des
MEG3-Gens auf 14q32.3 einschliel3lich der fur die Regulation der Expression

verantwortlichen Regionen unauffallig dar.

Somit sprechen alle vorliegenden Ergebnisse (siehe Tab. 8) fur das Vorliegen einer
Epimutation als Ursache der MEG3-Hypomethylierung. Eine maternale UPD 14 und
eine paternale Deletion des Bereiches 14932 konnte weitestgehend ausgeschlossen

werden.
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Tabelle 8: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Untersuchungen bei Klru280204

Diagnostik Ergebnis
Chromosomenanalyse Normaler weiblicher Karyotyp
FISH-Analyse Kein Anhalt fir Deletion im Subtelomerscreening

Methylierungsanalyse im Rahmen

dieser Arbeit Hypomethylierung des MEG3-Gens

MS-PCR (Essen) Nur Nachweis des unmethylierten Allels

Mikrosatelitenanalyse mit Markern

fiir Chr. 14 (Essen) Biparentale Vererbung von Chr. 14

SNP-Array Relevante Region 14932.3 (MEG3-Gen) unauffallig

Diagnose Temple-Syndrom (upd(14)mat-Syndrom)

3.4 Untersuchung der IGF2R Hypermethylierung

Wie unter 3.2.4 beschrieben, wiesen insgesamt drei der 50 SGA-geborenen
Patienten eine signifikante Hypermethylierung des IGF2R-Genortes auf. Die mittleren
Methylierungswerte lagen jeweils bei 81,6%, 82,2% und 83,7% gemittelt Uber alle
sechs analysierten CpGs. An allen weiteren analysierten Genorten zeigten diese
Patienten keine Auffalligkeiten. Auch bei funf Individuen der Kontrollkohorte konnte
eine Hypermethylierung des IGF2R-Genortes detektiert werden.

Zum Vergleich wurde auch bei den Eltern der Patienten eine Methylierungsanalyse
des IGF2R-Genortes durchgefuhrt. Hierbei zeigte der Vater eines Patienten mit
IGF2R-Hypermethylierung ebenfalls eine Hypermethylierung von 81,2%, alle
anderen Elternteile der Kinder mit IGF2R-Hypermtehylierung wiesen normale

Methylierungswerte auf (siehe Tab. 9).

Tabelle 9: Ubersicht uiber mittlere Methylierungswerte der Patienten mit IGF2R-
Hypermethylierung sowie der dazugehérigen Eltern

Mittlere Methy- | Mittlere Methylierungs-

Pati ) Wei Bef
atient lierung IGF2R | werte der Eltern eitere Befunde
. Mutter: 49,9% Keine Auffalligkeiten an
Klci140795 1,6% )
! 81.6% Vater: 81,2% anderen analysierten Genorten
KIne180499 | 82,2% Mutter: 48,5% Keine Auﬁalllgkglten an
Vater: n. a. anderen analysierten Genorten

Mutter: 55,9%

0
Klvs280700 | 83,7% Vater: 50.2%

Heterozygote IGF1-Mutation

n. a.: nicht analysiert, da kein Material vorliegend
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Bei Patient Klvs280700 war vorbefundlich neben der IGF2R-Hypermethylierung auch
eine heterozygote Mutation des IGF1-Gens (IGF1 Mutation ¢.292C>T, p.R98L)
bekannt (Information aus vorliegenden Arztberichten), die jedoch laut Befundbericht
zu keiner funktionellen Einschrankung des IGF1-Gens fuhrt. Diese wurde ebenfalls
bei der Mutter des Kindes nachgewiesen, die normale Methylierungswerte fur den
IGF2R-Genort zeigte (siehe Abb. 24).
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O] = 3

Familie Klci140795 Familie KIne180499 Familie Klvs280700

Abbildung 24: Stammbaume der Familien der Patienten mit IGF2R-Hypermezhylierung
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend wiesen die Genorte DIRAS3, IGF2R und MEST im
Gruppenvergleich einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe auf, im Rahmen der Einzelanalysen ergaben sich jedoch bis auf

IGF2R keine aul3erhalb des Normbereichs liegenden DNA-Methylierungswerte.

Es konnten in der Individualanalyse bei insgesamt vier der 50 untersuchten SGA-
geborenen Patienten Aufféalligkeiten der DNA-Methylierung an je einem der 11
untersuchten Loci festgestellt werden (siehe Tab. 10). Bei drei SGA-geborenen
Kindern und funf Kontrollprobanden zeigte sich eine Hypermethylierung der IGF2R-

Region. Bei einer Patientin konnte ein upd(14)mat Syndrom festgestellt werden.

Bei allen weiteren analysierten Genorten ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe.

Tabelle 10: Ubersicht Uber die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalyse der 11
untersuchten Genorte.

Mltt!ere Mittlere
Methylierung Methylierun Hypo-/
Analysierter | Chromosomale SGA- y g P-Wert yp
. der Kontroll- Hyperme-
Genort Region geborene (t-Test) .
. kohorte (50) thylierung
Patienten (50) .
. in %
in %
IGF2 11p15.5 46,2 44,7 0,1451
H19 11p15.5 22,4 25,7 0,0412
SNRPN 15q11- q13 34 34,4 0,6490
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

In diesem Abschnitt werden fir diese Arbeit relevante methodische Aspekte

besprochen.

4.1.1 Wahl der Methoden

Die Diagnostik von Methylierungsstorungen ist erst seit Einfihrung methylierungs-
spezifischer Tests mdglich. Heutzutage stehen mehrere Methoden zur Verfligung,

auf die im Folgenden naher eingegangen wird.

4.1.1.1 Pyrosequenzierung

In dieser Arbeit wurde fur die Methylierungsanalysen die Bisulfit-Pyrosequenzierung
gewahlt. Die Pyrosequenzierung liefert ein (semi-) quantitatives Ergebnis, da die
Intensitat des detektierten Lichtsignals mit der Menge an eingebautem Nukleotid
korreliert. Sie ermoglicht so eine Quantifizierung des Methylierungsstatus jedes
einzelnen CpGs der analysierten Sequenz (Dupont et al. 2004). Als
Hochdurchsatzmethode ist die Ausfihrung im 96-Well-Format je Assay moglich.
Weitere Vorteile der Methode liegen in der genauen und reproduzierbaren Qualitat
der Ergebnisse und der einfachen Handhabung (Tost & Gut 2007). In eigenen
Erfahrungen mit Verdinnungsreihen verhielt sich der Methylierungsstatus jedoch
nicht immer linear und zeigte sich stark abhangig von der zu analysierten Region und

dem verwendeten Assay.

Die Pyrosequenzierung kann vielfaltig eingesetzt werden, unter anderem wird sie zur
SNP-Genotypisierung, Bakterientypisierung, Mutationsdetektion und, wie in dieser
Arbeit, zur quantitativen Methylierungsanalyse von CpGs verwendet (Tost & Gut
2007). Die Pyrosequenzierung stellt ein relativ neues Verfahren dar, bei dem die
Erfahrungen im Einsatz fur Methylierungsanalysen von gepréagten Genen und zur
Diagnostik von Imprintingstorungen noch begrenzt sind. Weitere Grenzen der

Methode liegen in der auf 100 bis 150 bp begrenzte Lange der analysierbaren
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Sequenz und somit der mdéglichen Anzahl analysierbarer CpGs (Ammerpohl et al.
2009).

4.1.1.2 Alternative Methoden

Als Alternative fur Methylierungsanalysen stehen mehrere Methoden zur Verfigung.
Den Goldstandard fur spezifische DNA-Methylierungsanalysen stellt die Bisulfit-
Sequenzierung dar. Die Sequenzanalyse Bisulfit-behandelter DNA ermdglicht eine
Auflésung jedes einzelnen CpGs der Zielsequenz. Diese Technik ist jedoch
aufwendig, zeit- und kostenintensiv und setzt vorhergehendes Klonieren der DNA
voraus (Dahl & Guldberg 2003).

Die Methylierungs-spezifische PCR (MS-PCR) ist die zurzeit wohl meist verbreitete
Technik. Sie ist eine ebenfalls sehr sensitive Methode, die auf der Amplifikation
Bisulfit-behandelter DNA mit spezifischen Primern flr sowohl methylierte als auch
unmethylierte DNA basiert. Im Gegensatz zur Pyrosequenzierung besteht hierbei der
Nachteil, dass ein quantitativer Nachweis der Methylierung der einzelnen CpGs nicht
maoglich ist. AuBerdem ist die Anzahl analysierbarer CpGs limitiert und, wie auch die
Pyrosequenzierung, von Qualitat von Primern und Proben abhangig (Brakensiek et
al. 2007).

Die Bisulfit-Pyrosequenzierung weist also gegeniber den anderen genannten
Methoden einige Vorteile auf, unter anderem die Quantitat der Ergebnisse und die
effiziente und zuverlassige Handhabung und konnte in dieser Arbeit erfolgreich zur

Methylierungsanalyse von 11 elterlich gepragten Genorten eingesetzt werden.

4.1.2 Auswahl der Genorte

Zum Screening nach Stérungen der DNA-Methylierung bei SGA-geborenen
Patienten wurden 11 Genorte, die dem Imprinting unterliegen, untersucht. Diese
wurden auswaéhlt, weil sie mit Imprintingsyndromen assoziiert oder in
wachstumsregulierende Funktionen involviert sind. Mit den Genorten PLAGL1
(TNDM), MEST, IGF2, H19 (BWS, SRS), MEG3 (TS), NDN und SNRPN (PWS, AS)

konnten sechs bekannte Imprintingsyndrome abgedeckt werden, die mit Stérungen
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der Entwicklung bzw. des Wachstums assoziiert sind: TNDM (Chr. 6g24), BWS (Chr.
11p15.5), SRS (Chr. 7932; 11p15.5), TS (Chr. 14932), PWS und AS (Chr. 15g911-
g13). Weiterhin wurde die DNA-Methylierung der Loci NESP und NESPAS, die in die
Atiologie des Pseudohypoparathyreodismus Typ Ib involviert sind, des IGF2-
Rezeptors, der eine wachstumshemmende Funktion vermittelt, und des
Tumorsuppressorgens DIRAS3 untersucht. Die 11 ausgewdahlten Genorte decken

damit die wichtigsten klinisch relevanten Imprintingstérungen ab.

4.1.3 Bewertung der Ergebnisse

In diesem Abschnitt wird auf die beiden angewandten Auswertmethoden
(Gruppenverglich und Individualauswertung) eingegangen und die damit erzielten

Ergebnisse besprochen.

4.1.3.1 Gruppenvergleiche

Um zu untersuchen, ob sich die Methylierungswerte der SGA-geborenen Patienten
von denen der Normalbevéolkerung unterscheiden, wurden die Daten mit einer
Kontrollgruppe gesunder Probanden verglichen. Da hier zwei unabhangige
Stichproben untersucht wurden, bei denen von einer Normalverteilung auszugehen
ist, wurde ein Zweistichproben t-Test gewahlt um festzustellen, ob ein systematischer
Unterschied zwischen beiden Gruppen vorliegt. Da die Richtung der Abweichung der
Methylierungswerte (Hypo- oder Hypermethylierung) nicht bekannt war, wurde ein
zweiseitiger t-Test verwendet. Der Zweistichproben t-Test gilt als Verfahren der Wahl
fur den Vergleich der Erwartungswerte zweier normalverteilter Zufallsvariabler mit
gleicher Varianz (Caliebe et al. 2008). Da mehrere Paarvergleiche mit den gleichen
Daten durchgefiihrt wurden, wurde die Alpha-Fehlerkumulierung nach Bonferroni
korrigiert (Caliebe et al. 2008). Dazu wurde fir das testspezifische Signifikanzniveau,
das fur die Prifung der Signifikanz der Ergebnisse der einzelnen Tests verwendet
wurde, das multiple Signifikanzniveau (0,05) durch die Anzahl der durchgefiihrten
Tests (n=11) dividiert (siehe 2.4).

Der Vergleich von Patienten- und Kontrollgruppe mittels zweiseitigem t-Test fur
ungepaarte Proben ergab fur die Genorte DIRAS3, IGF2R und MEST einen
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signifikanten Unterschied. Nur bei DIRAS3 betrug die Abweichung der Patienten- von
der Kontrollgruppe mehr als 10%, wobei bei der Auswertung drei Proben der
Kontrollgruppe mit sehr hohen Methylierungswerten am oberen Grenzwert des
Normalbereiches auffielen. Bei den anderen zwei Genorten waren die Unterschiede
mit Abweichungen von <10% nur sehr gering und hdchstwahrscheinlich nicht von
biologischer Relevanz. Sie sind am ehesten auf Ausreil3er zurtickzufihren, die nicht
das Bild der Gesamtgruppe widerspiegeln und den Gruppenvergleich verfalschen. In
einem zweiten Ansatz wurde daher eine individuelle Auswertung der Einzelproben

vorgenommen.

Die signifikanten Ergebnisse im Gruppenvergleich sind am ehesten auf die
Heterogenitdt der SGA-Gruppe und die Variabilitstt der DNA-Methylierung

zurtickzufiihren und nicht von biologischer Relevanz.

4.1.3.2 Individualauswertung der Einzelproben

Auch als Referenz fur die Individualauswertung wurde zur Ermittlung des Bereichs
der Normalmethylierung eine Kontrollgruppe von 50 gesunden Probanden
verwendet. Diese wurde aus funf verschiedenen Zentren zusammengestellt, um
technische Einflisse zu korrigieren. Diese Arbeit wurde mit dem Ziel eines
Screenings nach Methylierungsstérungen durchgefuhrt. Mit der verwendeten
Methode zur Ermittlung einer Hypo- bzw. Hypermethylierung einer Patientenprobe
mit einem Normalbereich von +/- 3 SD vom Mittelwert der Kontrollgruppe wurde ein
restriktives Vorgehen gewahlt, um eine moglichst hohe Sensitivitdt der richtig
positiven Ergebnisse zu erhalten. Es wurde angestrebt, die Falle mit normalem
Methylierungsmuster mit einer statistischen Wahrscheinlichkeit von 99,7 % korrekt zu
identifizieren. Bei 50 untersuchten Patienten an 11 verschiedenen Genorten wurden
insgesamt etwa 550 Methylierungsanalysen durchgefihrt. Unter Annahme einer
Normalverteilung der DNA-Methylierungswerte ware so zu erwarten, dass statistisch
etwa 1-2 Ergebnisse falsch als hypermethyliert bzw. hypomethyliert klassifiziert

wurden.
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4.2 Medizinisch-biologische Aspekte

In dieser Arbeit wurden insgesamt 50 SGA-geborene Patienten auf
Imprintingstoérungen an 11 verschiedenen elterlich gepragten Genorten untersucht.
Es konnten dabei drei Patienten mit einer Hypermethylierung des IGF2-Rezeptor-
Genortes detektiert werden. Die Haufigkeit der IGF2R-Hypermethylierung liegt
innerhalb der Patientenkohorte somit bei 6 % (3/50 Fallen). Aul3erdem wurde eine

Patientin mit einer Hypomethylierung des MEG3-Genortes identifiziert.

Zusammenfassend wiesen insgesamt vier von 50 SGA-geborene Patienten (8%)
Methylierungsveranderungen an einem einzelnen dem Imprinting unterliegenden

Genort auf.

421 H19 6CTCF

In der DNA-Methylierungsanalyse wiesen die Ergebnisse des Genortes H19 6CTCF
sowohl in der Kontroll- als auch in der Patientengruppe eine starke Variabilitat auf.
Bei der angewandten Methode zur Berechnung eines Normalbereiches fiel daher der
untere Grenzwert in den negativen Bereich (Normalbereich 0-40%), sodass eine
Hypomethylierung des Genortes statistisch nicht detektiert werden konnte. Das
Vorliegen eines SRS als Ursache fur eine SGA-Geburtlichkeit konnte damit bei den
untersuchten Patienten durch das Screening nicht erfasst werden und kann

demzufolge formal nicht ausgeschlossen werden.

Der grofdte Anteil der SRS beruht auf Epimutationen und Mutationen in der
chromosomalen Region 11p15. Der H19_CTCF-Genort spielt eine wichtige Rolle in
der Regulation der Expression H19/IGF2-Region, wobei hier insbesondere der
sechsten CTCF-Bindungsstelle eine Schlisselrolle zukommt (Takai et al. 2001).
Etwa 40% der Patienten mit SRS weisen eine Hypomethylierung der H19-DMR auf.
Der H19-Genort ist somit fir die Diagnose des SRS von grof3er Bedeutung
(Eggermann et al. 2010). Eine hohe Variabilitat der Methylierung der H19-ICR1
wurde auch in anderen Studien beschrieben. So konnte Coolen et al 2011 auch in
einer Zwillingsstudie eine hohe Variabilitat der Methylierung der H19-ICR bei ein- und
zweieiigen Zwillingen nachweisen (Coolen et al. 2011). Es scheint sich dabei also um
ein haufiges Phanomen zu handeln, das somit nicht auf eine mangelnde Qualitat des
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in dieser Arbeit verwendeten Assays oder der praktischen Durchfihrung schlieBen

lasst.

Aufgrund der hohen Relevanz des Genortes fur die Diagnose des SRS ware als
Alternative zu H19 6CTCF die Untersuchung eines anderen Locus der H19-IC1-
Region, z.B. des H19_3CTCF- Genortes, zu erwagen.

4.2.2 IGF2R Hypermethylierung

Bei drei SGA-geborenen Kindern fiel in der Methylierungsanalyse des IGF2R-

Genortes eine signifikante Hypermethylierung der untersuchten Region auf.

IGF2 ist ein Wachstumsfaktor, dessen proliferative Effekte tberwiegend Uber den
IGF1-Rezeptor vermittelt werden (Braulke 1999). Dem IGF2-Rezeptor hingegen wird
vornehmlich eine antiproliferative Funktion zugeschrieben, indem er IGF2 bindet und
mittels rezeptorvermittelter Endozytose aus der Zirkulation entfernt (Braulke 1999).
Der IGF2-Rezeptor wird vor allem fetal exprimiert (Braulke 1999). Turner et al stellten
die Hypothese auf, dass eine Hypermethylierung der DMR2 zu einer vermehrten
Expression des Rezeptors fihrt, wodurch die Konzentration des zirkulierenden
Wachstumsfaktors IGF2  abndhme. Dies wirde  folglich zu  einer
Wachstumshemmung fuhren (Turner et al. 2010). Die IGF2R-Hypermethylierung

kénnte demnach mit der Symptomatik der ,SGA-Geburtlichkeit assoziiert sein.

Eine Hypermethylierung des IGF2R-Genortes wurde auch in anderen Studien
beschrieben. Turner et al fuhrten 2010 Methylierungsanalysen bei 79 Patienten mit
Wachstumsretardierung durch. Hier wiesen insgesamt 7 Patienten eine
Hypermethylierung der IGF2R-Region auf, was einer signifikanten Haufung
gegenuber der untersuchten Kontrollkohorte (3/267) entsprach (Turner et al. 2010).
Dabei ist jedoch zu beachten, dass die untersuchte Patientengruppe Patienten mit
dem Verdacht auf ein SRS mit einschloss (Turner et al. 2010). Auch Poole et al
konnte im Rahmen einer Methylierungsanalyse bei 3 von 90 untersuchten Patienten
eine IGF2R-Hypermethylierung nachweisen, konnte jedoch keine signifikante
Haufung gegenuber der Kontrollgruppe feststellen (Poole et al. 2010). Hier wurden

Patienten untersucht, bei denen aufgrund klinischer Auffalligkeiten eine
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zytogenetische Diagnostik durchgefiihrt wurde und die ein negatives Array-CGH-

Ergebnis aufwiesen (Poole et al. 2010).

In dieser Arbeit wurde eine Hypermethylierung des IGF2R-Genortes neben den drei
Patienten auch bei funf Individuen der Kontrollgruppe nachgewiesen. Damit trat die
IGF2R-Hypermethylierung in beiden Gruppen mit &hnlicher Haufigkeit auf, es
bestand im Gegensatz zu oben genannten Studien (Turner et al. 2010, Poole et al.
2010) keine signifikante Anreicherung des Befundes innerhalb der Patientengruppe.
Bei der Untersuchung der Eltern der betroffenen Patienten lie3 sich nur bei dem
Vater von Kicil40795 ebenfalls eine IGF2R-Hypermethylierung nachweisen. Auch
die Korrelation der IGF2R-Hypermethylierung mit einem bestimmten Phéanotyp ergab
sich nicht (siehe Tab. 11). Dies fuhrt zu der Annahme, dass es sich bei der IGF2R-

Hypermethylierung am ehesten um einen epigenetischen Polymorphismus handelt.

Tabelle 11: Phanotyp der SGA-Patienten mit IGF2R-Hypermethylierung

Patient Alter Geschlecht Klinische Auffalligkeiten

Klcil40795 | 14 Jahre | mannlich Kleinwuchs, Klinodaktylie

Faziale Dysmorphiezeichen, Klinodaktylie,

KInel80499 | 10 Jahre | mannlich ) )
Leistenhernie

Adipositas, Kleinwuchs, rundes Gesicht, prominente
Ohrlappchen, prominente Stirn

Vorbefundlich bekannte het. IGF1 Mutation
€.292C>T, p.R98L, auch bei der Mutter vorhanden

Klvs280700 | 9 Jahre mannlich

4.2.3 Temple-Syndrom

Die Methylierungsanalyse des Genortes MEG3 ergab im Fall der Patientin
Klru280204 eine signifikante Hypomethylierung des Genortes. Das Ergebnis wurde
mittels MS-PCR bestatigt. Der maternal exprimierte Genort MEG3 befindet sich in
einem dem Imprinting unterliegenden Locus, der unter Kontrolle einer paternal
methylierten IG-DMR steht (Temple 2007). Normalerweise lage MEGS3 also auf dem
paternalen Allel methyliert und maternal unmethyliert vor. Eine Hypomethylierung
weist so am ehesten auf den Verlust der paternalen Methylierung hin. Mittels

Mikrosatellitenanalyse und SNP-Array konnten eine maternale UPD und
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chromosomale Imbalancen (z.B. eine paternale Deletion) weitestgehend
ausgeschlossen werden. Kleinste Chromosomenveranderungen und balancierte
strukturelle Aberrationen sowie eine partielle UPD kdnnen unter Umstanden durch
die angewandten Methoden nicht erfasst werden. Die Untersuchungsergebnisse
sprechen also dafir, dass bei Klru280204 am ehesten ein isolierter Imprintingdefekt
des paternalen Allels vorliegt. Dieser fuihrt zu einem Phanotyp ahnlich der maternalen
UPD, welcher unter anderem mit einer Wachstumsretardierung einhergeht. Die
vorliegende Methylierungsveranderung der Patientin wére also mit der SGA-

Geburtlichkeit und dem klinischen Phénotyp der Patientin vereinbar (siehe 4.2.3.1).

4.2.3.1 Klinischer Vergleich der Patientin Klru280204 mit dem Phanotyp des TS

Die Patientin Klru280204 kam nach spontaner Konzeption in der 38+3
Schwangerschaftswoche spontan als reifes Neugeborenes zur Welt. Die
Schwangerschaft und die Geburt verliefen ohne Komplikationen. Bereits wahrend der
Schwangerschaft war eine intrauterine Wachstumsretardierung aufgefallen, bei der
Geburt lag die Patientin mit einer Korperlange von 41 cm (-4,84 SD von der Norm),
einem Geburtsgewicht von 1690 g (-4,22 SD) und einem Kopfumfang von 31 cm (-
2,3 SD) deutlich unterhalb der 4. Perzentile. Sie wies eine symmetrische

Wachstumsretardierung auf und erfillte die Kriterien der SGA-Geburtlichkeit.

Korperlich zeigte die Patientin eine fur das TS charakteristische Fazies mit einer
hohen  vorgewoélbten Stirn, einem kleinen Gesichtsschédel, einer
Mittelgesichtshypoplasie, einem flachen Nasensattel, einem Telekanthus, einer
vollen Unterlippe, einem zeltférmigem Mund und einem flachen Philtrum. Weiterhin
fielen ein sparlicher Haarwuchs und eine Uvula bifida auf. Es bestand eine leichte

Klinodaktylie, das Nagelwachstum verlief sehr langsam.

Auch die weitere Entwicklung der Patientin verlief global verzogert. Sprachliche,
geistige und motorische Entwicklung lagen fir das Alter zurtick. Mit 12 Monaten
konnte Klru280204 krabbeln und sitzen, mit 13 Monaten sprach sie erste Worte,
freies Laufen erlernte sie mit 1 % Jahren. Ferner bestand eine postnatale
Wachstumsverzdgerung, mit 5 Jahren lag sie mit ihrer Kdrperlange immer noch

unterhalb der 3. Perzentile. Der Kleinwuchs ist bis dato persistierend. Das
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Knochenalter war im 2. Lebensjahr retardiert, weitere Verlaufsdaten hierzu lagen

nicht vor. Im 5. Lebensjahr wurde eine zentrale Pubertas praecox diagnostiziert.

Die Patientin weist somit viele fir das Temple-Syndrom typische Merkmale auf (siehe
Tab. 12). Der erhobene Befund ist mit dem klinischen Ph&notyp vereinbar.

Tabelle 12: klinischer Vergleich Klru280204 mit Phéanotyp TS

Typischer Phanotyp

Temple-Syndrom Kiru280204

Prominente Stirn, kurzes Philtrum,

Prominente Stirn
Kurzes Philtrum
Uvula bifida
Hydrocephalus

Uvula bifida, kleine Zahne
Mikrognathie, leicht
hypoplastisches Mittelgesicht
Telekanthus, flacher Nasensattel,
zeltférmiger Mund

Entwicklung

Pra- und postnatale
Wachstumsretardierung
IQ normal?

Motorische
Entwicklungsverzdgerung

Wachstumsretardierung

Globale Entwicklungsverzdgerung
(sprachlich und motorisch)
Pubertas praecox

Pubertas praecox

Kleine Hande und FiRe
Klinodaktylie V

Skoliose

Stammbetonte Adipositas
Weiter Mamillenabstand
Kleines Genitale

Kleine Hande

Weitere Klinodaktylie V beidseits

Dysmorphiezeichen

. Tremor
Neurologische . . :
. . Leichte Hemiplegie
Auffalligkeiten .
Hypotonie

4.2.4 Andere Ursachen der SGA-Geburtlichkeit

Die pranatale Entwicklung wird durch viele Faktoren beeinflusst. So spielen bei der
SGA-Geburtlichkeit neben genetischen und epigenetischen Aberrationen auch
maternale und umweltbedingte Faktoren eine Rolle und konnten auch in dieser
Studie nicht eliminiert werden. Beispielsweise ist bekannt, dass eine
Plazentainsuffizienz mit einem deutlich erhthten Risiko fir eine intrauterine

Wachstumsretardierung einhergeht. Campbell et al. konnte nachweisen, dass
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matterliches Alter = 35 Jahre, Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft,
Praekalmpsie, Primiparitdt und mutterliches Untergewicht mit SGA-Geburtlichkeit
assoziiert sind (Campbell et al. 2012). In dieser Arbeit kbnnten bei 56% der Patienten
maternale Faktoren zur SGA-Geburtlichkeit beigetragen haben. Bei 38% konnten
anamnestisch keine pranatalen Einflussfaktoren detektiert werden, bei drei Patienten

lagen keine Angaben vor.
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4.3 Fazit/Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine Gruppe von 50 SGA-geborenen Kindern einem
Screening nach Methylierungsveranderungen an 11 verschiedenen imprinteten
Genorten unterzogen. Um die Aussagekraft dieser Ergebnisse zu starken ware eine
Erweiterung der Studie sinnvoll, indem eine groRere Anzahl von SGA-geborenen

Patienten und weitere Genorte, wie z.B. H19 3CTCF, untersucht werden.

Es konnten insgesamt vier von 50 SGA-geborenen Kinder mit auffalligen
Methylierungsmustern an zwei verschiedenen Genorten identifiziert werden, darunter
ein Kind mit einem zuvor nicht diagnostizierten TS sowie drei Kinder mit einer
Hypermethylierung der IGF2R-Region, die in gleicher Haufigkeit auch in der
Kontrollkohorte vorkam. Im Falle der IGF2R-Hypermethylierung liegt am ehesten ein
epigenetischer Polymorphismus vor. Die Neudiagnose eines TS zeigt jedoch, dass
Imprintingdefekte bei SGA-geborenen Kindern eine Rolle spielen und unterstreicht
den Nutzen von Methylierungsanalysen bei Patienten die weitere Hinweise fur das

Vorliegen eines Imprintingsyndroms zeigen.

Diese Arbeit ist Teil eines Projektes zur Erforschung von Imprintingstérungen. In
diesem Subprojekt werden u. a. SGA-geborene Kinder auf Imprintingdefekte
untersucht. Im weiteren Verlauf soll das Kollektiv von bisher 50 SGA-geborenen
Patienten auf eine Gesamtzahl von 100 Patienten erweitert werden. Aul3erdem
wurde u.a. alternativ zu H19 6CTCF, dessen Ergebnisse aufgrund der starken
Variabilitdt nur eingeschrankt zu verwenden waren, der H19 3CTCF-Genort in die
Analysen eingeschlossen, ebenso wie GRB10, bei dem eine Assoziation mit dem
SRS diskutiert wird (Eggermann et al. 2010). Weiterhin sollen Array-Untersuchungen
bei allen SGA-Patienten mit auffalligen Methylierungsmustern sowie anderen
Imprintingstorungen durchgefiihrt werden um charakteristische chromosomale
Imbalancen und Genotypen zu erfassen. Die Weiterfuhrung lauft derzeit im Institut fur
Humangenetik des UKSH Kiel.
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5 Zusammenfassung

Etwa 3-5 % aller Neugeborenen erfillen bei Geburt die Kriterien der SGA-
Geburtlichkeit. Ursachlich spielen bei der SGA-Geburtlichkeit eine Vielzahl von
Faktoren eine Rolle, u. a. kdnnen Stérungen des genomischen Imprinting mit

Wachstumsstoérungen assoziiert sein.

Bei Genen, die der elterlichen Pragung unterliegen, ist ihre Expression abhangig von
der paternalen Herkunft. Sie liegen meist in Clustern vor und ihre Sequenzen
zeichnen sich durch einen hohen CG-Gehalt aus. An Cytosinbasen innerhalb von
CG-Dinukleotiden erfolgt die DNA-Methylierung, dem bisher am besten untersuchten
Mechanismus des genomischen Imprinting. Dadurch entstehen Regionen mit
paternal und maternal unterschiedlicher Methylierung, sogenannte DMRs, die die

Expression der gepragten Gene regulieren.

Um die Rolle von Imprintingstérungen als Ursache von SGA-Geburtlichkeit zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit bei 50 SGA-geborenen Patienten DNA-
Methylierungsanalysen an den 11 elterlich gepragten Genorten DIRAS3, PLAGL1,
IGF2R, MEST, IGF2, H19, MEG3, SNRPN, NDN, NESP und NESPAS durchgefuhrt
und die Ergebnisse mit einer Kontrollkohorte verglichen. Dazu wurde zunachst die
DNA aus EDTA-Blut extrahiert, anschlieBend erfolgte eine Bisulfitkonversion. Die
mittels PCR amplifizierten Genabschnitte wurden dann pyrosequenziert und auf ihren

Methylierungsstatus hin analysiert.

Bei den Genorten DIRAS3, IGF2R und MEST zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen beiden Gruppen, die aufgrund der Heterogenitdt der Gruppen
hochstwahrscheinlich nicht von biologischer Relevanz sind. In der individuellen
Auswertung der Einzelproben zeigte sich bei drei Patienten eine Hypermethylierung
des IGF2R-Genortes, die in dhnlicher Haufigkeit auch in der Kontrollgruppe auftrat,
sodass es sich am ehesten um einen epigenetischen Polymorphismus handelt. Die
Patientin Klru280204 wies eine Hypomethylierung des Genortes MEG3 auf. Das
Vorliegen eines Temple-Syndroms wurde mit alternativen Methoden verifiziert und

passt zum klinischen Phanotyp der Patientin.

Insgesamt sind Methylierungsveranderungen an elterlich gepragten Genorten bei

SGA-geborenen Kindern seltene Ereignisse.
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7 Anhang

Tabelle 13: Ubersicht Gber die PCR-Bedingungen

Assay-Name

PLAGL

MEST

IGF2

H19 6
CTCF

NDN_1

SNRPN

MEG3

DIRAS3

NESP

NESPAS

IGF2R

Verwendete
DNA-Poly-
merase

Pyro
Mark

Pyro
Mark

Accu
Prime

Ampli-
Taq

Ampli-

Pyro
Mark

Pyro
Mark

Pyro
Mark

Pyro
Mark

Pyro
Mark

ddH20 (pl)

16,5

20

17,3

18,3

15

Puffer Il
(Accu
Prime) (ul)

2,5

10xPCR
Puffer
(Ampli Taq)
(1)

2,5

2,5

2,5

PyroMark-
PCR-Puffer

(k)

25

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

25

Coral-Load

(k)

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

MgCI2 (ul)

dNTPs (ul)

Primer (ul)
(20 pmol/ul)

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

Accu Prime

(k)

0,5

0,5

Ampli-Taq
(k)

0,2

0,2

0,2

BIS-DNA (ul)

15

15

Annealing
Temperatur
(°C)

55

60

60

55

60

60

60

55

60

60

55

Amplifikat-
lange (bp)

225

554

310

240

304

251

452

293

301

226

266

Menge PCR-
Produkt (ul)

20

40

20

20

20

20

20

20

20

20

40

Zusammenfassung der PCR- Bedingungen fur die Assays der 11 untersuchten Genorte. Die
Tabelle gibt Auskunft Uber Art und Menge der verwendeten Zusatze, eingesetzte Proben-
DNA (BIS- DNA) und Termocyclerbedingungen.
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Tabelle 14: Methylierungswerte der Genortes DIRAS3 1932

SGA | MW |cpG 1|cpG 2|cpG 3|cpG 4|cpG 5|CpG 6|cpG 7|CpG 8| cpG 9 MW | cpG 1|cpG 2| cpG 3|CpG 4| cpG 5|CpG 6| CpG 7| CpG 8
Klen190400 | 42,8] 46,8 42,1| 418 47,0| 429 386] 37,1 426 460 48,7| 522| 49,1 458| 54,4 506| 444 452 481
KIci140795 44.4] 502 459 434| 472| 444 413] 384 454] 433 56,7| 59,3 54,9 53,1| 584 559 531| 533 589
Kiny111097| 45,6] 50,9 49,4 436| 48,7| 436 441] 408[ 436 458 54,7| 56,6] 54,4 51,2| 556| 559 524| 530/ 557
Kimh1os96 | 45,7] 50,9 48,3 44,9 468| 432 415] 407] 478 471 59,7| 62,1 585 54,3 62,7| 62,7] 555| 555 6438
KIi250398 43,3 485| 47,00 428 440| 425 387 37,7] 439 446 48,1| 49.4| 495 465| 501 493 464 444 488
Kiku160492 | 46,2] 50,4] 481 441] 517] 444 431] 41,3] 467] 46,0 57,1] 59,0 57,6] 533] 59,1] 575 54,8 537 602
Kine180499 | 42,4] 49,4 42,4] 39,7| 449| 41,3 385| 37,3 426 459 52,4] 54,0 502[ 46,9 537 537 523| 500 549
Kick260996 | 53,6] 556| 54,7| 53,2| 584| 51,3] 515 469 524| 586 453 465 459 426| 463 46,1 435| 419 471
Kimr231091 | 46,8] 49,0 465 443 458| 538 424] 420[ 476 497 52,1] 52| 50,1 50,2] 53,1 52,7] 521 49,2] 539
Kinl190493 41,9| 46,2| 43,8 39,6/ 458| 39,9| 38,2 37,8] 41,3| 44,7 57,5| 62,6/ 57,4| 49,6] 585| 589| 54,2 583 59,9
Kinn260496 | 47,00 52,0 445 488 494| 482 40,7 404 456| 537 46,1 46,3 47,1 428 57,1 559| 44,0 322 436
KIra011096 425 47,8 449 40,7| 446| 439 396] 346 421] 440 46,9] 496| 464 430 47,7 483| 454| 46,7 470
Kine280398 | 48,4 531| 47,7] 47.4] 539 469 432] 409 480 547 46,9] 49.1| 44,8] 44| 492| 467 449| 441] 471
Kinhos1294 | 46,6] 50,6] 47,0 44,4| 509 447[ 408| 410 477 522 427 42;7| 435 41,7] 454| 446| 408 403 425
KIre080104 42,4 468 42,7] 42,7| 458| 42,7] 414] 365 419 41,2 46,5| 483| 44,7] 437| 47,7 49| 435| 445 477
Kivs280700 | 43,6] 47,4 423 421] 462| 425 430] 381 449 458 445 462 453 424| 468| 464 414 414 463
Kikh3o0705 | 44,9] 517| 456 431] 465| 437] 39,8 405 468 465 42,7] 446| 433 388| 445| 425 416] 413 445
Klin180900 432| 46,2 46,2| 450 44,1 435 388 389 429 434 47,0l 48.4| 46,0 434 49,1 482| 46,1| 442 483
Kiboos1201 | 44,7] 49,1] 449 426| 488| 455 412| 360[ 44,1 506 51,3 488| 51,6] 46,9 534| 5200 516 514 515
KIzI311009 452 50.3| 42,6] 458 484| 453 404| 387 453] 495 44,1 452| 446 423| 46,7 456 421 406 458
Kina291009 | 41,6] 47,1] 442[ 417] 468] 403 358] 350[ 401] 438 51,6] 559 481 49| 508[ 514 49,0] 493 535
Kine090197 | 44,8] 49,9 465 429 506| 451 400| 37,3 424 487 54,4 581| 54,1 486| 556| 59,2 515 525 565
Klan101109 | 44,2] 535| 425 42,1 483| 469 37,7] 39,2[ 429 451 % 51,1 56,4 49,2] 47,6 49,0 498 486| 47,7] 544
Kinu201109 | 39,9| 451 43,7] 385 41,8] 386| 334 31,2] 415 447 = 63,3 67,4 74,1 67,8 525 685 575 57,9 615
Kiye200406 | 42,0] 46,7] 47,5 40,3[ 439 406] 36,3] 383 412 431 O 54,2] 60,4 524 518 594 542 504] 492 538
Klte210310 452 484| 46,3] 44,1] 462| 52,0 389 384 448 482| = 555| 585 54,8 51,3| 583| 57,3] 538| 52,1 547
Kina120909 | 43,3] 48,1| 44,6 435 514 424 382| 349 418 447 g 61,9] 631 64,1 593| 681 635 568 563 625
KinR270610] 38,1] 42,9 408| 37,2] 396] 36,2] 316] 343 417 390 ¢ 53,4 56,1 51,5 498 553| 51,2] 482| 51,0/ 551
KIru280204 459 50,3 47,9] 44| 501 445 395| 41,4[ 464| 485 53,2| 554| 56,3] 49,3| 535| 566 502| 488 56,6
KInl090606 44,6 489| 455| 44,7| 47,7 44,0 41,1 37,8 43,0 488 59,7 63,3 63,6/ 54,8/ 63,6/ 635 538 542 629
Kiyix20810 | 42,3] 47,1] 449 41| 462| 425 37,7] 37,3] 409 428 534 537 550 515 57,1 531 508| 51,2] 54,0
KIrf010509 44,9 480| 46,6 455 490| 474 395| 389 434| 456 56,00 57,7| 57,3] 537 59,5 587 526] 507 554
Kinh151209 | 40,2| 445 42,4| 388| 451| 404 356] 324 414 416 70,6] 72,7 70,0 66,9 734| 765 67,1 62,9 6938
Kinn211209 | 42,7] 43| 42,2] 41| 472| 443 394| 37,1 426] 47,7 56,6] 64,5 54,1] 535 59,2| 556 549| 505 57,5
Kltn160703 43,9 482 487 444| 470| 412 390| 387 437 447 56,1| 581| 52,5 499 566| 584 557| 545 565
Kihve100310 | 44,0] 504| 46,6 458 47,7 443 357] 37,9 423] 452 69,6] 730 71,1] 66,9 72,8 72,8 665] 658 70,0
Kinc240410 | 46,8] 49,6 46,8 457 525| 492 42| 389 476 47,8 51,4 557 52,1| 49,1 536| 526 47,8 47,8 514
Kidm150902 | 43,1 49,4| 43,6 446 47,3| 420 372] 342[ 436 466 57,4] 62,6 583 537 584| 565 558| 545 60,2
Kide120499 | 44,7] 51,0 483| 434| 458| 438 40,0] 39,9 448 451 558 599 57,6] 51,8 57,6] 564 531| 54,2 569
KIrl210402 41.4] 467 436] 39,7] 451 418 371] 343 406 433 57,8] 580 589 532 628 561 537 552 6138
Klirb040497 449| 46,7| 48,1 44,3| 46,8 42,8 39,8 41,4 46,3| 47,9 43,2| 48,9| 432 451| 42,6/ 44,3| 38,3 42,1 423
Kimdo4os9s | 41,0 457| 408| 394| 460| 408 371] 361 411 425 40,2| 406| 41,6] 41,7] 407] 36,7] 38,7 381 389
Klod300802 | 43,4 47,7| 446 429 473| 402 402] 387 419 473 454 506| 458 493| 445| 461] 403| 415 429
Kine100999 | 40,2[ 453| 44,00 39,0 423| 395 349 350[ 395 422 454 50,0 456 47,7| 46,4 450 433| 401] 431
Klee120498 | 43,5] 47,3 42,9] 420 435| 47,6] 386| 366 46,0 468 58,7| 62,3] 56,2] 56,0 61,1 580 546| 52,1 624
Kibh110597 | 46,4| 53,1| 480 47,7] 539| 494| 465| 17,6] 50| 51,2 50,2| 582 51,5] 54,8 46,6| 474 487| 458 463
Kimo120102 | 43,3] 49,0| 458 408 472| 402 387] 39,1 450 438 415 439| 39,8] 448| 419 370 387 376 434
Klca020702| 47,1| 49,8 48,6 44,2 50,4 53,8 40,7 39,4 47,5 49,7 63,5/ 72,1| 66,0 65,2| 62,2 63,0 56,5 61,2 60,1
Kina010999| 43,6] 47,5 42,7| 436| 469| 436 403| 363[ 418 495 48,7| 52,1| 446 47,1] 486 466 47,7| 480 51,2
Klero40398| 47,2] 512 46,7] 47,1 526| 489 450] 41,0] 394| 532 43,1] 46,7| 435 435 41,2| 431] 397 408 457

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes DIRAS. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fir
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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Tabelle 15: Methylierungswerte der Genortes IGF2R 6g25

CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG C
SGA |IMW| 5 | 5 | 20 | 19 | 18 | 1 A A el e el Il B

Klen190400 | 48,3 435 487 550/ 552| 394 478 52,0 46,8| 552| 5872 599 450 46,8
Kicil40795 | 81,6| 96,6 89,5 824| 925| 51,1 777 52,1| 506| 604 51,5 61,6/ 40,1 48,3
Kiny111097 | 45.1| 445| 491| 493| 484| 365 427 53,3| 56,4| 546 551 61,1] 41,9 50,9
Kimh180596 | 46,9 43,4| 46,8 51,6 587 375 434 51,6/ 52,0 50,1 52,3 61,2] 46,2] 47,9
KIvi250398 38,9 41,8 453| 505 493| 358 10,8 53,9| 54,3 553| 569 638 426 50,2
Klku160492 | 46,0 43,9 465 52,5 555| 36,2 41,4 51,3 50,6 53,8 54,9 592 43,4 46,0
Kine180499 | 82,2 96,55 87,7 82,3] 939| 531 796 58,5| 61,7 62,7| 62,6 66,1 433 54,3
Kick260996 | 57,1| 55,7 60,3| 60,8 66,6/ 434 558 52,8 54,0 54,8 56,7 61,4] 406| 49,4
Kimr231091 | 44,7| 445| 44,7 47,7 529| 36,9 415 475| 443| 490| 52,0 555| 39,0 45,0
Kinl190493 | 454| 42,7 472| 52,7| 535| 353 408 495| 47,1] 49.4| 525 538 42,1 52,3
Kinn260496 | 52,5 47,3| 52,4 56,8 61,7 46,2 504 480| 437| 495| 508 5873 41,9 44,2
KIra011096 | 47,5 46,4 49,7 52,5 558| 37,5 431 41,3 385| 41,1] 389 47,0

Kine280398 | 48,1 43,3 50,2 558| 52,4| 394 473 51,4 50,1| 554 52,1 554 451| 50,3
Kinh081294 | 44,4 415 447 46,8| 51,8 38,7 43,0 54,7| 50,5| 54,4| 59,7| 645 47,0 52,4
Kire080104 | 53,9 51,4 584| 60,2 61,4 42,3 501 478| 440| 480| 501 581 398 46,7
Kivs280700 | 83,7 96,5 89,1 84,1 94,1] 554 83,0 457| 450| 47,1 46,7| 55,7| 383| 41,6
KIkh300705 | 42,9 457 452| 46,1 483| 33,3 39,0 483| 452| 51,4| 492| 59,0 404 444
Kiin180900 | 47,1 41,2 495| 47,6] 60,1] 406 437 81,8/ 96,0 88,7 80,1 92,0 546 79,7
Kibo081201 | 46,3| 41,8 458| 536| 53,1 40,0 436 49.3| 63,8| 47,6] 48,4 539 394 429
KizI311009 | 42,8 39,2| 42,2 52,5 47,8] 352 398 475| 415| 489| 51,1 56,9 42,4 44,3
Kina291009 | 48,0 451 36,8 60,6] 555| 41,9 482 72,6 830 79,0 71,2] 822 52,1 68,1
Kine090197 | 46,2| 42,6| 49,1 52,0 552| 34,8 436 48,6| 44,8| 50,7 53,7| 57,7| 41,2| 43,3
Klan101109 | 41,9 434| 417 46,4| 47,1] 336/ 394 qC) 50,5 49,0/ 539 536| 581 42,0 465
Kinu201109 | 42,3 47.4| 46,0 450 433| 32,7| 393 — 51,1| 48,8 56,0 550 56,1] 445 46,4
Klye200406 | 44,0| 46,2| 457| 452 533| 34,2 398 O | 50,3] 447| 534| 586| 57,9 406 465
KIte210310 | 49,6| 46,3 53,6| 55,2| 56,5 39,8 46,1 + | 732 842 832 742 86,0 541 574
Kina120909 | 42,4| 36,7| 44.4| 519 46,3 34,3 411 g 54,0 46,8 57,4 588 642 46,1 505
KInR270610 | 43,7| 43,0 44,2 51,1 47,7| 382 382 ¥ 73,9 83,0 835/ 701 853 532 68,2
KIru280204 | 46,0 452 49,1 51,00 52,3] 358/ 425 47.6| 452| 49,7| 51,4 53,1 41,8 445
KInloooso6 | 50,2| 47,8 51,7 557 58,0| 402 47,9

Klylx20810 | 454| 43,8| 484| 52,7 50,6 37,7 39,2 49,2| 496| 49,3 51,4 56,5 44,0 445
KlIrr010509 47,2 47,2| 49,1 50,3| 54,9 38,1 43,9 432| 40,2| 437| 457| 535| 3572 40,7
Kinh151209 | 46,1 452 50,1 49,6 51,1 39,0 41,9 59,0 59,8 60,9 61,4 683 44,4 594
Kinn211209 | 45,1] 4055 43,8 52,4 50,2| 385 45,2 437| 430| 42,1| 42.8| 538 388 42,1
Kitn160703 | 49,2| 46,2 53,6 52,9 60,3] 40,0 42,0 80,8/ 959 86,3 76,5 92,8 548 78,6
Kivel00310 | 41,2| 43,6| 43,3 43,2 46,2 33,4 374 51,2 525 546 56,4 580 39,7 463
Kinc240410 | 455 451| 475| 505 49,1 36,5 443 52,00 51,0 52,3| 54,7| 588| 457 495
Kidm150902 | 44,7| 455 433| 46,9 51,9 37,9 428 55,1| 53,2| 589 592 649 425 52,1
Kide120499 | 42,9 41,4 449| 484| 50,3 332 394 489| 47.4| 51,8] 51,0 56,1| 40,7| 465
Kirl210402 452| 41,4| 471| 52,2 53,9 342 42,3 478| 485| 48.8| 484 57,0 394 449
KIrbo40497 | 47,6| 456 50,9 49,7 58,3| 38,1 432 49,6 47,7 51,3 585 53,9 388| 47,4
Kimdo40898 | 47,4 450 49,1| 52,8 54,5 37,9 449 483| 389| 494| 593| 554 41,3| 45,7
Klod300802 | 43,7| 41,6 46,2 487 49,0| 356/ 41,3 49,7| 438| 51,7| 57,5| 58,1 401| 47,0
Kine100999 | 47,0 42,8 50,3| 55,1| 52,6/ 36,6 445 44.6| 38,4 44,7 492| 585 34,1 42,8
Klee120498 | 46,6 44,4 471| 52,6 557| 365 434 47,1| 433| 47,1 51,2| 57,2| 357 481
Kibh110597 | 42,4| 40,9 43,9| 482 492| 336 387 454| 325| 457| 56,3] 5573| 37,3| 452
Kimo120102 | 47,00 42,9 483| 530| 53,7 402 44,0 47,0 40,0| 51,0 54,7 50,1| 43,0| 43,6
Kica020702 | 42,4| 39,1 436| 46,4 47,1 37,6] 407 46,3| 41,3 42,8 50,2| 49,8 449 489
KIina010999 | 44,4 38,7 455| 52,2 56,0 36,7 37.3 50,5| 44,0 496 558 61,8 42,6 49,2
Kler040398 | 51,4 452 537 57,3 62,9 404 488 51,2| 458 51,7 551 61,7 43,6] 49,1
Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes IGF2R. Die erste

Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fur
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %

Methylierung.
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Tabelle 16: Methylierungswerte des Genortes PLAGL1 6924

SGA | MW |cpG 7|cpG 8lcpG 9 CfOG CflG sze C{’SG MW |cpG 7|cpG 8lcpa 9 Clpf Cfle szG C{’SG
Klen190400 | 27,7| 28,6] 295 285] 286] 282 242] 262 289] 30,8] 290] 31.0] 27,7 311 255 27.4
Kici140795 | 352| 37,3] 365 359] 37,1 401 318 278 30,6] 29,7 304] 348 324 328 27.3] 272
Kiny111097 33,2 36,2 32,8 34,6 34,7] 39,5 283 26,6 35,1 36,3| 34,5 38,3 34,4| 389 304 32,6
Kimh180596| 36,7 38,2 37,5 37,1 37,00 43,5 31,7 32,0 32,1 33,4 32,7 345 31,2 33,70 30,0 294
KNi250398 | 34,6 34,4 351 361 358/ 39,3 30,7] 31,0 32,4] 363 31,9 345 316 359 27,7] 288
Kiku160492 | 25,6] 28,0] 236] 26,6] 250] 27.0] 213 27,9 345 356] 356] 37,00 347 368 318 299
Kine180499 | 355 39,3] 343 358] 354 404| 347 285 325 351 32,1 350/ 322 360 27,00 30,0
Kick260996 | 38,3] 41,6] 368 40,6] 389 429 337 332 332 336] 334 37,00 331 348 312] 293
Kimr231091 | 29,1] 31,7] 27,5] 30,2] 30,6] 282 27.9] 27,7 343 348 336] 388 339 364 318 3L0
Kinl190493 | 282] 29.1] 313 30,1 280 267 249 27.1 332 32,8 32,8 347 352 358 27,8 334
KInn260496 33,1 353| 32,2 352 36,4 36,0 30,7 26,2 32,00 356| 31,5 354 30,3] 34,6| 28,7 28,2
Klra011096 30,5/ 32,3] 29,6 32,2 31,2 36,8 26,9 24,7 32,00 33,9| 309 351 31,4| 36,1 28,0 28,7
Klne280398 33,3] 359| 33,1 33,4 33,7 37,3] 31,5 28,6 33,5 34,4 33,4 36,7 32,8/ 36,0/ 31,9 28,9
Kinh081294 | 33,7 36,1 311 358 345 389 286 30,9 33,7] 345 332] 37,5 336 37,1 29,0 307
Kire080104 | 33,8 37,3] 32.6] 351 343 385 309 281 358 36,6 357 39,0 357 37.9] 335 325
Kivs280700 | 354 39,0] 337 37,6] 37,8] 39.6] 32.6] 27,6 339 352 342] 369 333 359 318 304
KIkh300705 | 34,2] 37,8] 348 355 346] 388 307 273 329 358 31,9 359 321 37,1 27.7] 298
Kin180900 | 34,6] 33.2] 353 37,2] 362] 39,0 316 294 298] 30,7 30,9 32.2] 284] 313] 268 286
Kibo081201 | 36,8] 40,4] 357 39,9 388 42,7] 323 282 353 374] 345 375] 346 415 310 307
KizI311009 | 32,3] 349 316 334] 330] 318 317 297 348 352 350] 37,5] 338 37.6] 32.2] 322
KIna291009 30,00 31,9 30,4 33,6/ 30,4 28,1 28,2 27,3 27,6| 30,1 30,7| 33,6/ 30,7 11,0 27,8 29,6
KIne090197 28,3| 28,8 29,1 31,3] 28,9 25,6 255 289 36,9] 39,3] 39,4 33,6/ 38,6| 41,9| 359 29,7
Kian101100 | 289] 202] 28,2 29.2| 30.2| 356 260 240| & [ 339 335 306] 53] 363] 364 36,1 288
Kinuz01109 | 31,3] 32,2 308 32,7] 32,7| 388] 256 268 — | 27.7| 314] 290 314] 265] 294] 241 22,1
Klye200406 | 309] 310 320] 3L1| 336 361] 251 275 O [ 351] 359| 351 37.5| 358 37.7] 320 315
Kite210310 | 32,9] 345 32,7] 338] 342] 37.6] 309] 266 += | 255 27,7 247] 252 244] 298] 229 24,0
KInal20909 | 336| 365 332| 343| 344 375 293 300| & | 37.4] 351] 320 483 368 405 335 354
KinR270610 | 30,9 318] 315 312] 308] 352 275 286 N~ | 37.7] 403[ 37,3 353 41,7 456/ 330 305
Klru280204 355 38,2 36,1 36,00 36,6 39,7 32,2 29,3 39,0 43,1 38,7| 37,5 42,7 445 354| 309
KInl090606 34,7) 38,0 32,8 38,1 34,5 38,0 31,6 29,7 30,00 29,1 29,0f 30,2 30,3] 30,8] 31,7 28,8
Kiylx20810 | 32,5 34,1 32.4] 32,7] 32,3] 37,00 29,2 29,7 325] 36,2 324 342 326 365 27,7 281
KIr010509 | 34,.4| 358 337] 356 348 39,00 30,9 31,2 33,7] 347 341 355 333 37,3 30,9] 303
Kinh151209 | 31,9 33.3] 303 336] 32,8 362 289 285 344 360] 344 37,2] 331 381 29.3] 330
Kinn211209 | 334 36,6] 333 36,3 32,9] 392 313 239 32,1] 330] 32,6 349 313 352] 296] 280
Kitn160703 | 32,7| 345 333 32,7 338] 37.5] 282 292 32,8] 332 338 365 320 343 314] 287
Kive100310 | 32,00 33,0] 320] 36,1 333 296 298 302 358 36,6 357 39,6] 363 392 315 320
Kinc240410 | 28,1 287] 291 314] 286] 280 247 26,0 36.2] 362 364 380 354| 393 348 334
Kldm150902| 27,5 27,5 27,8/ 30,3| 27,5 26,9 24,2 28,4 349| 354| 352 36,6/ 34,7] 40,2 30,1 31,7
Klde120499 32,8/ 33,8/ 32,8 33,8/ 34,5 38,1] 28,2 285 35,5/ 35,7| 356 37,4 36,6/ 39,1 31,7 32,4
KlIrl210402 34,4) 357| 33,3| 34,8/ 36,5 38,8 303 31,3 35,1| 38,6] 34,8 39,4 36,7] 41,3| 28,8 26,0
KIrb040497 | 353| 358 353 37.5] 36,8 39,5 32,0 304 285 31,3 27.2] 287 283[ 32,7] 253 257
Kimdo40898| 36,2 389 362 36,5 37,3 409 342 295 309 316 32,0 316] 301 322 266] 323
Kiod300802 | 25.4] 26,1] 26,7] 27,4 257 243 22,8 251 259] 291 27.4] 26,7 249 272] 221 237
Kine100999 | 34,5] 343 351 34,7 364 392 301 318 31,1] 333 29,9 339 308 351 282] 267
Kiee120498 | 358 350 36,3 384] 36,7] 388 351 302 246 264] 263 218 263] 249 247 219
Kibh110597 | 31,5 335] 295 335 331 303 289 253 30,00 21,9] 27.6] 235 288 180 27.3
Kimo120102| 24,6 27,7 25,4 26,1 22,2 25,5| 20,6] 24,7 30,1 32,3] 30,0 32,5 30,5 31,5 27,2 26,9
Klca020702 31,3] 32,6| 31,3| 33,3 31,7| 38,5 26,4 25,4 28,2 29,1 27,9| 289| 27,5 305 26,7 27,0
KIna010999 32,4 32,71 32,7 35,9 32,3] 32,0] 304 311 30,8/ 31,6| 30,1 32,4 30,3] 32,8/ 29,1 29,2
Kler040398 | 36,0 39,4| 34,0 39,0] 36,9] 40,6] 355 26,9 31,7] 337 32,3 340] 312 343] 258] 304

Methylierungsergebnisse der SGA- und der
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine

Methylierung.

Kontrollgruppe des Genortes PLAGLL1. Die erste
einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fiir
analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %

69



Anhang

Tabelle 17: Methylierungswerte des Genortes MEST 7q32

SGA | Mw | D9 | D9 | RS | P9 |cpg 9| cog | cpa 7|cpg 6| cogs|cra 4| cpg 3| cog 2 [cpat MW | P8 | 9| P9 | P9 | cpg 9| cpg 8| cog 7| Cra 6| cpg 5| oy 4| cpy 3| cpg 2
Klen190400 | 345 364 314 323 328 295 318| 348| 37.0| 37,5 37,4 446 23.7] 388 28.7| 312 27.0] 202 257 265 27.3| 268 285 332 309 354 232
Kici140795 | 32,3| 359| 349 303| 34,7 369 314] 256] 26,2 33,6] 28,9] 38,9 29,7 33,6 283 302| 264 27,4 264 261 282 265 27.,7] 316 289 328 271
Kiny111097| 36,1 39.0| 36| 318 323| 325 34.6] 37.6] 38.9] 37,3 39,3 43,7 27,0] 38,9 27.6] 27.2] 268 258 283 27.6] 263 264 244 328 307 324 227
Kimhi80s96 | 30,6] 359 311 27,3] 284 64| 29.6] 33.9] 357] 351| 356] 426 23,3 33,3 27,9] 306] 280 27.6] 264 265 256 263 27.2] 325 290 314 241
Kni250398 | 303 289 299 27,1] 294] 285 29.2] 29.4] 300 350 30,5 357] 24.6] 36,4 265| 280] 255 260 267 244 239 262] 260 291] 27.5] 318 224
Klku160492 36,8 37,0 355 33,1 34,2| 338| 345 37,7 332 393 37,7 44,7| 398 374 29,4 319 298| 29.4| 27.6| 282| 275 282 271 328 305 336/ 259
KIne180499 36,6] 37,5 37,2 356| 354| 34,2 338| 361 333 393 364 405 348 413 24,7| 248 24,0 248 240| 23,7 22,7 231 235 283 265 303 21,3
KlIck260996 34,4 382 350 335/ 326| 29,7| 314| 340 31,4 372 363 409 292 375 33,6| 37,3] 33,7 335/ 320[ 320| 324| 315 306/ 36,7 350 380 308
Kimr231091 | 30,0] 32,7| 305] 27.0] 295 26,7 28:8] 302| 304] 29.0] 33,7 36,8 248 300 258] 208] 269 266] 255 35| 233 27.6] 27.7] 3L1] 302 335 246
Kin190493 | 326 354 324 296 287 27.8] 30,7 338| 329] 332 37.0] 42,3 26,7 334 324] 331 312 31,7] 309 300 323 205 326 37.2] 345 366 286
Kinn260496 | 27.6] 299 266 242 291] 283 27.5] 232 223 3L1| 26.4] 356] 22,2 324 250] 25:8] 24.2] 263 23.6] 232 236 246 237 27.2] 256 29.7] 229
Kira011006 | 33,3 371 343 346 312 303| 306 312 28,2 39,5 355 37.0] 27,7 36,1 25.6] 26,6] 249 255 234 235 229 244 252 302 283 298] 226
Kine280398 | 34,8] 368 357 345 316 308| 333 851] 30.2| 37.8] 358] 412 30,2] 39,8 260] 264] 258] 26,1 238 248 230 263 258 281] 271] 315 229
Kinhos1294 | 32,5] 34,7 326 301] 29,7| 29.6] 305 824| 329] 33,0 353 39,5 28,0 35,1 205] 305] 27.9] 302[ 200 27.5] 264 27.2[ 274 339 337 353 247
Kire0s0104 | 315 350| 30,7| 27,5] 292 268 29.8] 344] 349 313 333 40,7 23] 32,7 260| 285 258 256 257 248 233 249 246 286 27.0] 304 224
Klvs280700 29,8 335 293 253| 26,1 250| 30,6/ 31,2| 31,0 282 321 396 226 323 26,7 300 275 283| 26,0| 256| 24,8 26,7 278 309 17,7 31,6 24,0
KIkh300705 31,8 34,6 301 309 284| 27,5 304| 345 323 332 335 378 264 342 252 26,1 239| 24,1 245| 24,0| 236| 250/ 238 294 269 295 21,0
Klin180900 38,7 383| 36,8 34,3| 356| 361| 354| 40,2| 34,3| 41,9 40,0 480 40,7| 414 26,8| 29,6| 26,7 27,5 256| 24,5 239 257 253| 31,0 287 309 226
Kiboos1201 | 36,3 41,3] 39.4] 369 37,6] 34,2 351] 329 302] 414 336] 362 344] 388 28,1 284 267] 269 264 263 258 27.0] 252 365 309 335 24,2
KizI311009 | 36,0 406| 38| 36| 346 338 344] 334] 340 362 37.0] 39,3 345 36, 264] 27,7] 259 250 247] 247] 247] 255 249 312 284 306 238
Kina291009 | 33,3 359 319 294 315 312 306 327 33.1] 37,7 33,7 40,8 259] 38,5 37,8 404] 375] 368 357| 340 351 384 399 419 406 454 27,7
Kineo90197 | 35,1 395 343 32,1] 318| 306| 345 37.3| 334] 37.6] 36,3 4L9] 28,7 38,6 222] 431] 41,7] 41,2] 39,5 39,8 39,7] 43,1] 43,3] 488 43,7 503 313
Kian101100 | 32.3] 364 325 28.6] L8| 312 27 336 4L3] 325 349] aar| 239] 153 & [T35] 372 a2 339] 3as| 55| 3a0 a7l ass| 390] a7l 434] 267
Kinu201109 | 36,0 37.6] 36,3 340 328 325 354] 338 36,2] 39,9 355 43,6] 33,6] 37.0] — | 356| 364] 345] 350 33,1 31,8 322 37,8 356 401 396 439 27.6
Klye200406 36,0 34,7 329 31,0 34,1 336| 341 361 349 439 380 411 364| 372 e 36,8 380 355 37,4 353| 331| 34,3 388| 36,6 404 39,6 436 284
Klte210310 32,2 32,0[ 308 293| 30,7 294| 30,0| 347| 288| 34,9 344 42,0 228 384 ‘E 38,1 394 37,7 381 359| 358| 345 414| 365 429 401| 464 281
KIna120909 317] 356| 351| 31,4 312| 337 304| 282 248| 363 337 333 283 302 o 42,2| 44,4] 41,3| 437| 42,0/ 383| 39,0 443 39,7| 469| 44,0 47.8| 345
KInR270610, 36,9] 41,5 34,6 339 333 334 350 363 34,3| 40,3| 41,9| 433| 334| 392 ¥ 37,7 387| 37,6] 388| 37,2 357 340| 369 355 41,1 389 464 311
280204 | 305] 304 32.4] 310 288 29,9 299 268 283 30,3 31,0 36,7 309] 301 136] 43,6 44,0 436] 443] 42,3 408] 437] 409 489 47,2 487 355
KInl090606 | 34,8 39.0| 338 308 313 315 334] 365 358] 34,8] 385 44,8 253 36,6 38,0] 406] 37,9 367 383 329 354 387 375 42.1] 399 469 289
Kiy1x20810 | 322 342 316 27,7] 292 287 305 316| 324] 34,3 354] 39,3 26,5 37,3 30,1] 32,0] 28,6] 207] 209 289 281 27.4] 282 339 326 37.2] 248
Ki010509 | 34,2 343 320 27,7] 283| 305 314] 350 356] 39,0 414] 456] 28,9 350 28,0] 200] 27.6] 28,7] 263 253 259 203 282 206 283 328 248
Kinh151209 | 349 359| 36,3 330 343 341] s11| 302 322 36.2| 29.8] 459] 36,1] 38,9 264] 266] 255 266 251 251 251 264 248 300 280 321] 216
Kinn211209 | 3255] 359| 31,7| 288 306| 312 321| 335 29.2| 36,6] 33.6] 38,3 26,5 35.2 200[ 315] 2755] 281 286 27.5] 27.3] 27.3] 27.3] 321 304 332 275
KItn160703 32,1| 36,0 32,4 294 31,8/ 30,1 320/ 352 340 362 357 353| 150 345 283 299 279 290| 259| 263| 262| 27,1 276 324| 297 328 252
Kive100310 34,7 344 36,8 325| 352| 34,8 353 29,6/ 304| 41,3 324 400 301| 37,7 26,2 265 250 263| 254| 24,3| 24,3 237 258| 328 26,7 315 224
KInc240410 30,0 32,2 32,7 28,1 305| 30,9| 310 275 243 305 29,6 33,7 249 337 27,3| 29,9| 27,6] 272 26,0| 24,7 244 255/ 255 31,1] 29.4| 332| 235
Kidm1s0002 | 34,7| 338| 338 32,7 338 317 349] 334] 318 41,2 37,7 39,9 27.4] 39,4 25,0 236 24,8] 246 24,4 242 22,6] 241 247 287 27,1] 30,7 208
Kide120499 | 36,0 37,2| 32,2 306 31,4] 29,0 32,8 338 705 360 36,3 434 264] 282 315] 209] 206 282 278 260 27.3] 351 380 344 359 456 207
Kii210402 | 347| 366 350 324 313 325 329 324] 347 433| 38,6 39.4] 29,5 33,0 304] 31,7] 207] 304 307[ 27.2] 283 205 27.1] 353 324 363 263
Kiboaoas7 | 322| 320 299 290 302 315 282 315 30,7 33,9 350 39,9 32.1] 34,2 279 27,7] 27.0] 245 252 236] 255 280 284 334 322 36.1] 239
Kimdoaosos | 32,1 346 323 312 300 27.9] 316 304] 304] 320] 36.4] 38,0 28,5 34,6 202| 293] 284 266 261 246] 273 287 301 310 320 382 288
Kiod300802 | 350| 388 352 343 324] 29,3 323 34| 328 37,5 37.8] 40,5 31,7 38,1 235 243 248 188 241 213 225 225 232 27.0] 237 27.8] 224
Kine100999 | 330| 338 315 294 296 290 305 330 323 36.4] 40| 40| 27,7 356 26.2| 263 266] 235 242 261 26,1 258 243 272 27.8] 319 252
Klee120498 359 336| 346 320] 342| 339| 352| 352 675 394 379 17,0 27,0 389 30,6| 286 295 280 29,1 274| 300 309 284 358/ 315 364 31,0
KlIbh110597 34,1 365 325 29,1 300 303 346/ 331 309 357 379 439 36,0 335 32,0 32,6 298| 302 31,2 294| 288| 30,8 308 348 31,2 408 335
Kimo120102 | 32,6| 339| 32,3| 286| 31,3 31,1 31,8 325/ 337 339| 34,7 40.8| 258| 34,2 38,7 359 37,4 34,1 336| 364| 366 39,2| 383| 44,8 444 487 348
Klca020702| 34,7| 36,3| 34,6| 36,3| 31,8 324| 339 337 325/ 356| 390 37,7 312 369 37,4 303| 36,3| 28,1 31,1| 333| 353 405 422 423| 46,1 50,3 33,0
KIna010999| 37,7 415 384] 339 36,1] 34,6 368 39,3| 381 37.6] 399 46,7 27,1 39,6 289 28] 283 262 276 268 265 207 289 314 310 37,1] 247
KIer040398| 38,2] 390 384 349 37,3] 352 36,7 38,2 38,7 38,2 41.2] 46,9 3L1] 405 33,9] 347] 344] 202 313] 208 313 342 333 390 358 438 295

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fur
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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Tabelle 18: Methylierungswerte des Genortes H19 6CTCF 11p15

CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG
SGA MW cpG9 fo fl fz 1p3 f4 fs fe ?7 MW |cpG 9 {)0 fl fz fs §4 fs fs f7
Klen190400 |##H##| 13,7 11,8 13,6/ 13,9] 10,0( 14,1] 10,7 12,2 7,2 10,5/ 10,2 13,8| 10,6/ 11,2 10,2 124 7,7 10,2 7,9
Klci140795 179 17,4 19,3 20,0 19,7 17,3 21,0/ 150] 17,7] 139 37,3] 37,4 40,4 389 39,6 37,3] 41,1 31,8 36,1] 334
Kiny111097| 22,2 22,2| 24,1| 24,1 240[ 242| 24,0 188 19,9 183 39,8 39,7 42,8| 43,2 42,2| 40,1| 41,4| 34,6| 36,3 37,6
Kimh180596 | 29,8 25/1| 30,6] 31,7 32,3 31,9| 34,4| 24,7 284 293 38,5| 39,7 40,7 40,9 40,0 389 39,1 331 37,6/ 37,1
KIvi250398 19,4| 18,2 20,6 21,0 23,0/ 19,2 21,5/ 17,0 183| 16,2 41,3| 43,4| 44,00 455 43,71 43,0 41,0 36,2 37,9 37,3
Klku160492 20,5 19,6] 20,2| 21,4 22,2| 21,8 22,1 17,5 19,0 204 24,6| 245 254| 26,3 253| 250 257 22,3] 24,0 234
KIne180499 21,0 246| 186| 22,1 21,2 20,0 229 186 193] 21,3 41,3| 42,3] 42,2| 453| 43,8| 43,6] 405 36,9 38,0 394
Klck260996 27,2 30,1| 29,00 27,7 30,6/ 256| 289 250 26,8/ 208 43,8| 44,4| 45,0 459| 453| 454| 44,2| 39,1 42,2| 423
KImr231091 15,2| 152| 16,7 17,3 17,5 16,9 16,8 13,0 16,3 7,5 10,3| 11,3 10,1] 10,9 9,3 98| 10,7 79 11,1 118
Kinl190493 26,2| 25,6| 28,0 27,5 275/ 283| 252| 229 243| 263 25,4 24,1 27,9| 28,01 27,7 24,0 268 225 24,7 23,0
KInn260496 22,6| 26,4| 26,0 254| 258 255| 23,7 21,4 6,4 229 33,4 319 348| 352| 353 36,0 341 29,8 31,7/ 31,3
Klra011096 21,1 184 232| 22,6/ 231 214| 242 182| 19,1] 195 33,7 335/ 356| 356[ 351| 352| 34,0 301| 31,8 321
KIne280398 275 27,3] 27,8 28,6 29,5 293| 27,4 232 261 27,9 22,5 215 22,4| 235] 229 241 233| 20,0 224 22,0
KInh081294 28,1| 285| 288 281 29,3] 30,2 283| 24,4 279 274 14,7 13,7| 16,0 157 16,9] 14,1] 16,6 13,4 132| 124
Klre080104 19,5| 16,0 21,1 2055 21,0 21,7 22,1| 155 17,5 20,1 8,9 9,3 9,2 9,7 9,0 9,3 9,1 6,9 9,1 8,1
KIvs280700 19,2| 18,4 19,4 21,2 21,5 21,2 22,3] 159| 19,1 134 33,7 34,6 352| 353| 344 34,7 341 29,9 329 324
KIkh300705 153| 14,2| 179 16,2| 18,3| 135/ 186| 13,8/ 14,0 111 22,4| 22,6| 242| 239| 248 224| 237 204 212| 184
K1in180900 27,8| 285| 29,2| 28,3 288 283| 295 235 26,0 28,0 23,8| 24,6 265 24,5 24,2| 239 24,8 204 232 22,7
Klbo081201 285 25,7 30,0 28,7 282 352 29,7| 230| 265 291 253| 24,8| 259| 282 27,3| 26,1 258 222| 24,1] 232
KlzI311009 28,2 24,0] 29,2| 30,3 30,8 31,2 30,9 229 259 287 4,1 4,1 0,0] 4,9 0,0 0,0 22,6 5,8 0,0 0,0
KIna291009 26,7 26,4 27,7 27,3 32,5 27,8 27,5 22,2 239 249 13,4 14,6 12,8 13,4 13,5 13,2 150 11,4 13,8 12,6
KIne090197 11,7| 12,6| 12,5 134| 12,0f 122| 125 98 106| 97 41,6| 439 421| 442 42,6] 435 425 356| 403 398
Klan101109 23,2 24,0] 259| 253| 26,1| 22,8 259| 20,6 214 164 g 26,6/ 30,4 255| 31,2 26,0 29,3 29,0/ 20,8 254 21,6
Kinu201109 31,6/ 31,0 350| 364 366 342 360 157 288| 30,7 — 32,4 352| 352| 34,7 351| 36,5 37,1 295 34,7] 132
Klye200406 27,1 28,6| 27,9 27,6/ 308 26,7 283 243 264 235 e 249 26,4 250 26,0] 24,4 249 266| 21,4 252 243
Klite210310 16,7 16,5 19,9 17,4| 19,1 16,4 18,7 14,9] 156| 114 += 17,4 19,3 16,8 17,1 17,9 17,9 20,0 14,3| 16,7 16,6
KIna120909 288| 27,1 30,7 31,1] 32,00 32,0 31,2| 24,7| 28,0 222 g 19,0 19,7] 19,4 21,2 19,4 18,1 21,4 164 19,2 16,0
KInR270610[ 24,2| 26,3| 23,6] 26,9 251| 24,6] 250| 20,7 23,0 22,7 X 28,2| 29,2 285| 295 28,4 29,4 289| 245 281 27,1
Klru280204 17,5 185| 18,6| 19,1 17,9] 154| 173 157 16,8 175 10,9 14,5 99| 10,2 10,9 11,4| 12,5 7,6/ 10,6/ 10,2
KInl090606 | 25,3| 21,7 26,8] 27,0 284 27,8] 26,8 20,6 234 248 12,8| 15,6 12,5 13,3] 13,0 12,7 157 10,9 12,3 9,2]
Kly1x20810 239 22,3 259| 24,4 26,7 27,3] 259| 21,2 209 209 15,2 13,7 16,6] 16,7| 18,6/ 14,4 17,7| 14,8 14,4 9,6/
Kirr010509 28,3 29,00 29,2 29,7] 29,5 30,8 27,2 241 26,6/ 28,5 332] 319 359 352| 358 3500 34,1 29,0 31,6/ 30,7
KInh151209 29,6| 30,0/ 3055 31,0 306 31,1] 29,7 250 27,8 303 28,8 27,8 31,00 31,6/ 30,9 31,1 302| 256| 251 26,1
KInn211209 13,0/ 13,0 12,7 13,6] 14,5 15,0 143 9,5 129 11,2 34,8/ 319 37,00 36,0 36,1 350 36,7 30,6/ 350 34,7
Kitn160703 28,2 27,2| 30,00 30,00 30,7 283| 29,9 249 258 26,8 11,7 12,1 11,6] 11,6 12,3] 122 12,6 9,7 12,0 11,1
Kive100310 28,1| 29,3] 29,1 31,3 29,3 28,1 29,9 236/ 269 26,0 28,4 27,0 29,7] 315 31,1 30,3 284| 24,9 264 26,2
Kinc240410 11,7 12,7] 10,7] 12,3| 12,7 11,8 13,3 105 115 98 27,9 27,4 29,9 30,0 30,1 29,7 280 239| 26,3] 25,8
Kldm150902 | 27,9 28,1 28,8 29,4| 29,8/ 30,0 27,4 233| 257 288 35,7 354| 38,2 38,7 39,1 36,4| 36,9 30,3[ 334 329
Klde120499 24,2| 24,2 253| 26,0 259 239| 264 21,4 229 22,0 27,1 26,0 28,9| 29,5 29,3 28,0 27,3 230 257 26,1
Kirl210402 16,8 17,6/ 16,3 17,1 17,5 182| 182 14,0 16,2| 156 26,4| 26,0 271 30,7 289 283| 27,8 225 234| 226
KIrb040497 23,3| 26,8| 264 47| 27,1 28,9| 253| 22,0 234 251 22,4 19,6 24,1| 22,00 252 23,0 238| 202 218 21,8
Kimdo40898 | 12,6 12,9] 14,5 12,7 155[ 11,7] 139 12,1 115 89 30,5 24,1] 29,8 34,5 34,00 32,2 339 252| 27,4 33,6
Klod300802 78 115 7,4 8,6 9,1 7,0 9,5 6,5 6,9 3,3 22,5 20,8 22,3| 22,6] 24,7 236 263 19,7 21,3 215
KIne100999 23,2| 26,6] 22,4 251| 24,1 23,6| 224| 20,1 22,0 223 29,4 26,6| 27,7| 32,00 32,6/ 353 29,0| 24,5 27,7 288
Klee120498 19,6/ 206/ 19,6 21,8/ 19,1 19,7| 209| 158 19,2| 197 13,8| 17,6| 13,4 126| 18,0 122| 150 14,5 142| 6,8
Klbh110597 16,9| 17,8 17,0 17,4| 17,7 18,2 17,7 13,4] 16,5 16,3 32,5 32,4 32,8/ 33,7] 352 344 31,9 28,0 31,0/ 334
Kimo120102 | 18,4 16,9 20,1 209| 21,6 17,1| 20,2| 16,6/ 17,4 14,7 28,0 27,8| 284| 29,7 30,7] 323| 26,2 24,0 264 265
Klca020702| 23,7| 25,3] 21,3| 26,7 23,9| 231 24,0[ 21,0 243| 237 29,6/ 29,3 30,6] 31,00 339 315 268 269 275 288
KIna010999| 33,2| 30,9] 34,5 351| 36,2| 34,7 356 29,6 31,3] 30,9 19,7| 16,5 18,6] 21,9] 22,8 21,5/ 21,0/ 17,00 17,9 20,2
Kler040398| 27,8 27,2| 29,0 303] 28,6 30,0 29,8 219 268 263 26,5 24,3 26,2| 287 29,9 288| 27,1 216 249| 267
Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes H19 6CTCF. Die

erste Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht
fur einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in

% Methylierung.
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Tabelle 19: Methylierungswerte des Genortes IGF2 11p15

SGA MW | cpG4 | cpcs | cpGe MW | cpc4 | cpcs | cpGe
K1en190400 453 411 503] 445 408 447| 37,71 400
KIci140795 408 454 401| 368 416 459 403| 386
Kiny111097 413] 434| 443 363 425 416 432 426
KImh180596 494 479 508 497 429 469| 412 406
K1\i250398 441 438 51,2 373 415 423 423 397
K1ku160492 477 459 51,00 463 48,2 50,7] 477 461
KIne180499 50,6] 471 548 4938 386 406] 375 378
KIck260996 473 422 533 463 447 492 446| 403
KImr231091 4271 437 469 373 449 472  444] 432
Kinl190493 4000 431 415 356 400 366] 421 415
KINn260496 51,3] 506| 535 498 414 480[ 406| 357
K1ra011096 498 479 51,2 502 430 478] 388 423
KIne280398 408 447 430 347 442 484 437 404
KInh081294 460 446| 51,8 417 416 4170 4300 402
K1re080104 46,2 50,3 46,7 416 419  436] 433 390
KIvs280700 472 474 503 441 40,8 445 402| 376
K1kh300705 470 457 524] 430 39,8 423[ 381] 392
Klin180900 465 505 481 411 427] 461 416] 405
K1bo081201 446 428 508 403 31,2 352 282 303
K1z1311009 515 507 580 459 437] 454 435 423
KIna291009 52,1 534 569 461 484 549 491] 411
KIne090197 393 401 426/ 351 469 492 523 392
Klan101109 492 46,7 54,2 46,6 % 48,3 47,2 47,8 50,0
KInu201109 465 489 489 416 — 50,8] 559 52,8 436
Klye200406 494 499 501 482 O 496 507] 559 422
Klte210310 466 445 507 447 + 488 455 553 454
KIna120909 392 441 382 353 g 516 526] 51,8 505
KInR270610 436 428 472 408 X 464 486 480 426
K1ru280204 461 452| 509 422 51,7 522| 548 481
KInl090606 436] 485 42,00 403 584 621 61,6] 516
Kly1x20810 409 4170 450 360 436 460 41,7 431
KIrr010509 489 475 534| 459 415 451 406| 387
KInh151209 432 436 47,2 387 448 447 506] 392
KInn211209 48,7 505 511 445 31,3] 337 306/ 296
K1tn160703 497 472 550 469 373 415 368 336
Kive100310 456 46,70 49,0 410 394 434 387 360
KInc240410 50,2 52,00 527 46,0 439 409 462 445
KIdm150902 50,5 500 539] 475 427 432 4277 423
Kide120499 473 457 52,7 436 409 425[ 421] 380
KIrl210402 488 486 523 455 350 385 330 334
Kirb040497 483 455 52,2 473 499 526| 51,1 461
KImd040898 459 459 483| 435 457 464 495 411
K10d300802 505 608] 623 555 51,7 540 568 445
KIne100999 451 460 474 417 51,7 537] 519 495
Klee120498 417  423] 439] 389 49,2 543 486 449
KIbh110597 433 437 457 404 53,00 503 603[ 486
KImo120102 475 487 515 424 480 474| 563 404
Klca020702 428 434 461] 389 516 526] 564 459
KIna010999 424 557 379 335 51,9] 535 537] 485
Kler040398 466 458] 507 432 443 474 454] 400

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes IGF2. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fir
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.

72



Anhang

Tabelle 20: Methylierungswerte des Genortes MEG3 14q32

CpG | Ci CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | Cy
seA [mw) G |9 |50 |5 16 [T |50 | | 1% LAl el Il vl Il Pl
Klen190400| 41,5| 453| 57,8 42,0 413| 27,6] 41,1 419 42,0 405 36,1 44,3| 47,4 73,7| 483| 44,7 21,0/ 409 445  466| 351 412
Klcil40795 | 36,9| 40,3| 59,1 40,0[ 27,5 19,6] 357| 384| 39,1 341 356 46,9| 47,3| 66,2| 458| 415 392 42,7 457 51,7 452| 439
Kiny111097 | 36,4| 40,0 61,9| 36,7 36,8 19,5 33,8 351 37,3] 30,2 32,3 34,1| 381| 536| 334| 32,6] 245 286| 342| 348 29,5 319
Kimh180596) 36,3| 39,9| 63,1 379 369 181 351| 357 31,9 309 338 41,7| 44,0 585 41.4| 414| 315 37,9 393| 413| 380 436
KIvi250398 | 30,4| 353| 52,5 352 31,8 199| 305/ 320| 342| 00| 326 41,7| 42,8| 57,4 44,1 402 256| 48,0 436| 403| 353| 398
Klku160492 | 32,1| 32,0 515 31,6| 279 193] 30,3| 346 338 29,6/ 30,6 353| 35,7| 50,7| 33,7 342| 27,0/ 302| 355| 385/ 31,8/ 355
Kinel80499| 46,1| 50,9| 66,1| 51,6| 457| 243| 451| 46,8 473 40,7 425 33,3| 36,5| 47,6] 342| 31,7| 242| 284| 338| 361 281 329
Kick260996 | 43,1| 46,7| 64,5 456 431| 26,8] 41,0| 42,6| 43,6| 37,8 394 42,1| 459| 62,4 47,9 40,9 21,9 41,4| 409| 42,6) 34.8| 419
Kimr231091| 37,3| 39,6] 56,9| 40,8| 37,6] 183| 358 343 405 32,7 359 39,1| 41,8| 56,4| 383| 37,3 31,4 344| 343| 39,7 343| 429
Kinl190493 | 33,6| 39,9| 588 47| 32,7 22,1| 34,4| 37,3 39,7 30,6 36,0 37,8| 421 59,1 37,2 37,2 30,6] 33,1 355| 364 342| 329
KInn260496 | 45,4| 44,6] 63,2| 450 445 36,2| 42,7 42,8 49,0 43,8 424 33,1| 36,7 52,7| 31,5| 29,8 244| 27,6] 344| 343| 268 329
KIra011096 | 34,4| 39,4| 51,4 349| 32,8 20,3| 31,3] 348 353 32,0 316 36,2| 38,7] 51,2| 353| 36,3| 29,6| 31,8 358| 37,00 341 32,7
Kine280398| 34,1| 37,4| 538| 36,7 315 209| 29,7 354 34,7 286 32,7 41,8| 458| 656 42,4 38,7 356/ 350 37,3 419 394| 367
KInh081294 | 34,9| 39,0 52,7 37.3| 39,5 186| 358 371 248 312 32,7 38,7| 39,5/ 543| 384| 408| 29.6| 32,7| 369| 428| 365/ 353
KlIre080104 | 44,3| 50,5| 72,0 47,6] 443| 239| 4055 41,0 46,4 382 387 38,2| 41,1] 56,0| 39.4| 373| 288| 32,3| 350 402| 36,0 357
Klivs280700 | 42,2| 45| 68,3| 459| 42,8| 20,1 41,4 431 43,0 329 393 35| 386| 550| 359 325/ 201 30,1 36,2| 36,4 31,2| 354
KIkh300705 | 41,6| 45,0 64,7 445 399 24,6 408| 405| 41,2| 37,8 37,1 41,1| 42,0 62,0 41,3 403| 332 353| 37,5 406| 390| 394
Klin180900 | 44,6| 48,8 70,7 482 430 256| 431| 434| 456| 36,7 412 39,9| 419| 583| 454| 387| 199| 425 409| 41,7 31,3| 385
Klbo081201| 41,0/ 46,1| 62,6] 434 412| 255/ 355/ 405| 402| 380 371 32,2| 32,8 46,0| 334| 309| 19,8/ 255| 379| 36,6 26,1| 32,6
KizI311009 | 36,1| 41,0 56,5 34,5 36,6| 27,4| 303| 325 365 330 324 27,8 283| 46,3| 262| 24,7 19,2| 22,8 30,6] 30,0 21,8| 282
KIna291009 | 44,9| 49,8 63,5 46,3| 458| 288| 422| 46,2 452 388 42,2 41,6| 41,0/ 48,8 50,1| 44,8 284| 406| 42,1| 464| 333 407
KIne090197 | 38,1| 40,4| 56,5 39,6] 39,2| 225 369 379 415 351 319 45,6| 47,0/ 56,6 552| 51,9 245 482 489| 47,0 281 486
Klan101109| 46,0 49,5 62,0 51,2| 482| 24,6| 46,01 473 457 40,1 46,0 GC) 36,4| 408| 51,6| 434| 39,1 180 36,2| 384| 359 248 364
Kinu201109| 31,7| 435 61,9] 379| 402| 259| 345 348 63| 326] 00 — 39,8 41,7 51,7 472| 42,7 265| 384| 385| 445| 287 382
Klye200406 | 38,4| 384| 725 355| 382| 257| 31,9 352 381 33,6] 345 e 39,7| 44,0| 56,5| 44,7 39,01 249| 36,6 404| 41,3| 303| 394
Kite210310 | 43,0 47,6| 66,7 455 444| 253| 37,2 39,8| 47,5| 37,6/ 385 "E 35,7| 38,7| 46,8 39,7 355| 236| 333] 39,2 354 299 350
Kinal20909| 39,7| 419 627 421| 40,7| 206| 37,9] 403 411] 342 353 o 47,2| 50,2| 64,2| 52,9| 465 34,0 435 46,1 509 39,0| 449
KInB270610| 32,9| 37,9| 59,7 37,5 36,1 181 336| 17,6] 356| 20,7| 322 X 42,7| 42,5 54,7| 48,4| 419 31,3 42,1 43.8| 443| 344| 439
KlIru280204 | 11,7| 87| 316| 71| 109 10,0 83| 79 148 128 51 46,6| 52,7| 64,4 51,5 46,0 359 435 458| 492 342 431
KInlo9o606 | 36,2| 35,9 55,7 37,0 36,7 21,5| 32,7| 355| 39,0 344| 339 40,7| 456| 56,4 458| 402 27,8 37,7 44,7 413| 332 347
Klylx20810 | 39,7| 41,2| 63,9| 39,6| 40,4 20,8] 36,0/ 39,1| 42,6] 36,2 37,0 40,6| 41,4 625 416 398 295 361 391 413 382 37,0
KiIrr010509 | 39,8 39,9| 63,1 39,1 419 14,6| 37,8 53,4 41,1] 31,0 36,5 45,3| 46,8| 63,3| 44,9 445 37,0 395 422| 484| 454| 407
Kinh151209 | 41,9| 46,8| 64,6] 47,5 429| 203| 420| 405| 423| 343 37,9 32,2 36,3 488| 32,0 29,3| 231| 255| 34,0 354 26,6 314
Kinn211209| 435| 51,6| 639| 475 445 229| 423| 433 423 364 404 41,7| 43,6 62,5 50,2| 409 21,0 41,0 421 425 34,1 396
Kitn160703 | 34,9| 38,7 57,9| 343| 30,8 234| 30,8 330 362 315 328 42,1| 43,9| 60,8 40,9 423 346| 36,9 390 459 404| 362
Kivel00310 | 37,2| 39,2| 57,9| 39,1 37,7 19,0 350 37,1 36,6/ 32,0 387 41,6| 41,9 62,3 415 432 323 37,3 382 42,7 391 380
Kinc240410| 40,2| 44,2| 56,5 43,6] 40,8 21,9| 37,7 41,1 42,7 351 382 52,5| 61,0 781| 56,7| 54,7| 284| 47,2| 49,6] 57,6] 453| 46,6
Kldm150902) 41,0| 44,4 55,7 44,8 401| 231| 410 41,1 41,3 371 41,0 39,8| 43,5 555| 41,0 39,00 321 345 37,1 413| 36,5 373
Klde120499| 35,9| 37,7 59,3| 351 37,5 204| 31,8 34,7 369 325 335 44,3| 451| 61,9] 435 458| 38,7 37,9 386| 44,6) 446) 421
Kirl210402 380] 41,1 609| 387 343| 236| 340] 383| 400| 32,7| 364 433| 47,2| 63,6 433| 424 308 381 420 444 396| 412
KIrb040497 | 415| 449| 66,6] 42,4 41,1| 203| 385/ 40,6 455 36,0/ 386 42,7| 51,5 72,7| 43,8| 432 22,6/ 37.4| 421 448| 330/ 362
Kimd040898 43,4| 48,3| 62,5 47,5 43/4| 229| 436 459 434 363 403 30,3 339| 47.4| 308| 268 156| 29,6 299| 32,5 253| 31,6
Klod300802| 41,8 45/4| 683 43,7| 435 22,8 394| 41,6| 434| 336| 361 39,8| 458| 543| 422| 41,0 211 379 39,2| 44,0 341 39,0
KInel00999| 38,0 42,6] 655| 37,8 36,7 20,5 329 36,0 39,4 332 351 384| 406| 604| 41,8| 39,7 193] 385| 37,5 388 323] 354
Klee120498| 36,7| 37,8 57,5 37,7 349| 23,6] 332 358 380 352 337 453| 46,0 71,4 506| 42,7 19,8 406| 40,1| 503| 409 50,9
Klbh110597 | 40,4| 43,7| 56,5 429 420 24.8| 392| 386| 415] 366 388 37,2| 42,6| 583| 39,2| 363| 17,4| 352| 36,6 39,4 314 36,1
Kimo120102) 47,8| 56,9| 84,9 508 47,1| 24.8| 400| 42,1| 51,8 40,0 40,0 27,4| 315 475 29,9 241 115 244| 244| 288| 250| 272
Klca020702| 39,5 43,0 552| 41,1 416 22,7 363] 39,0/ 418 368 373 34,6| 355| 650| 348| 374| 17,8] 332| 32,7| 315 295/ 284
KIna010999| 29,4| 358| 57,6| 384| 355/ 16,7 333 00 338 113] 32,2 38,2| 43,7| 62,6| 422| 388| 17,1 36,8 357| 402| 29,3| 359
Kler040398 | 37,1| 39,3| 59,5| 37,2| 40,8] 251| 36,6 22,0 40,0 355 351 42,6| 48,4 66,55 47,1 484| 215 388 41,2 423 324| 397

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes MEG3. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht flr
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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Tabelle 21: Methylierungswerte des Genortes NDN 15q11

SGA |MwW ngG Czple c;;s Cng cf;’ cff Cst Cst MW |cpG 22| cpG 21| cpG 20| cpG 19| cpG 18| cpG 17| cpG 16| cpG 15
Klen190400 53,2 45,5| 50,1 52,4 49,5/ 54,9 60,3| 46,6/ 66,2 50,7 39,0 46,5 45,7 46,4 59,2 55,8 45,9 66,8
Klci140795 43,1 42,8| 43,4 457 39,3] 29,0 47,1] 359| 61,8 53,1 45,7 56,4 56,9 45,8 56,7 61,4 44,5 57,2
Kiny111097 47,7 40,1| 47,2 51,3 41,0 49,6/ 54,2 37,3] 60,7 45,5 32,1 45,6 46,5 36,6 51,3 52,5 40,7 58,5
KImh180596| 55,0/ 52,9 54,9| 56,2 49,0 55,9| 62,3 48,0 60,8 50,4 38,8 51,3 51,2 41,4 56,3 56,0 43,8 64,8
KIvi250398 455 36,6] 458 51,3 33,2| 52,9 535 35,3| 55,5 44,3 25,5 43,9 41,0 33,4 57,4 54,6 40,3 58,2
Klku160492 49,3 40,0 50,3| 46,2 37,2| 53,7 60,9 46,5 59,9 48,8 42,2 42,5 47,7 34,0 55,2 56,9 46,6 65,0
Klne180499 50,8 44,9| 46,6] 52,2 42,3| 54,0 57,5 45,0 64,0 44,3 32,4 40,3 42,9 34,2 54,6 50,3 42,6 56,8
KlIck260996 46,3| 40,3| 44,5| 451 37,4| 54,7| 52,4 37,5 58,9 44,3 37,8 43,0 37,4] 34,5 49,2 49,4 44,0 59,0
Kimr231091 | 39,8| 29,5/ 37,6 40,0| 32,2| 47,0 47,00 32,8 52,6 47,1 37,7 46,9 46,2 47,5 51,9 54,4 38,2 53,7
Kinl190493 51,3| 39,9 50,0 504| 47,1| 56,8 59,4 44,7 62,1 47,4 35,4 43,0 44,9 41,0 53,8 54,9 44,5 61,5
KInn260496 51,8 42,5| 47,6/ 47,9 46,1 59,0 56,6| 51,7 63,3 49,8 45,1 47,6 49,6 36,8 60,8 51,1 45,1 62,0
Klra011096 51,6/ 45,0 50,4| 50,9 40,1 54,5 60,3|] 46,3] 65,1 46,8 34,4 45,8 50,3 44,8 54,3 48,4 35,8 60,2
KIne280398 55,1| 49,2| 54,5 56,3 429| 56,9 64,4 49,7 66,6 47,1 38,1 47,5 46,3 44 4] 48,8 52,2 40,1 59,6
KInh081294 36,3| 32,7| 36,4 39,9 32,2| 455| 46,4 315 254 54,2 46,3 52,2 50,6 44,3 59,9 60,0 50,2 70,1
Klre080104 56,8/ 46,2 54,0 56,7 51,0 62,7 61,5 50,6| 715 46,1 41,7 44,9 40,3 37,7 50,8 53,0 42,6 57,6
Klvs280700 48,3 45,1| 43,01 44,2 46,6| 49,7 54,7 39,7 63,5 48,6 40,9 47,6 51,2 36,1 49,9 56,5 44,0 63,0
KIkh300705 40,4 33,01 39,91 39,4 305/ 44,1 46,9 32,2| 57,0 46,2 36,0 46,6 45,9 43,0 52,9 52,6 36,3 56,7
Klin180900 42,41 28,6| 42,6] 439 40,1 505 47,5 305| 555 43,9 36,5 40,8 42,4 33,4 53,6 49,0 39,0 56,3
Klbo081201 47,01 37,5| 43,2 42,6 39,7 56,1 57,0/ 405| 59,4 45,2 30,8 45,8 34,5 49,3 63,0 41,2 34,8 62,0
Kl1z1311009 50,0 43,0 45,6] 4509 44,8| 57,4 54,5 44,3| 64,5 44,1 25,6 41,8 44,9 36,4 53,5 51,3 41,8 57,6
Kina291009 | 50,6] 39,8] 47,8 486 441] 597] 57,1 433 6438 480 421] 466 509 330 528 512 490 586
Klne090197 51,0 44,7 50,3] 555 45,2 49,8/ 5872 453| 59,2 46,8 38,9 40,1 44,2 43,6 53,8 52,2 40,8 60,5
Klan101109 54,6| 40,8| 47,1 46,3| 42,7| 52,0, 839 60,5 63,2 % 48,7 38,3 45,9 48,6 38,2 55,1 54,6 48,5 60,4
KInu201109 50,2| 43,0] 50,0/ 52,7] 40,2 51,2| 59,4 424| 626 — 49,5 39,4 46,6 49,7 45,2 56,4/ 54,3 44,3 60,3
Klye200406 4521 35,1| 44,4 46,7 34,6| 49,7] 53,4 38,8/ 58,9 8 44,1 34,1 43,0 43,3 33,4 46,7 49,6 45,7 56,9
Kite210310 | 53,3 44,7] 49,7 492 462| 569 s586] 52.6] 684 += 373 257 a18] a11] 252 446 460 314 424
Klna120909 499 453| 42,00 47,1 42,6| 535 583| 44,3| 659 g 45,1 36,9 36,3 46,2 37,9 50,3 54,2 47,9 50,9
KInR270610 47,01 36,5 42,1| 445 38,9| 53,0/ 54,1| 442| 626 X 44,9 34,2 44,1 48,8 38,3 40,6 52,4 48,9 51,6
Klru280204 456 34,5| 43,6/ 42,6 39,9 52,2| 54,1 38,6/ 59,6 48,8 35,4 47,4 46,6 44,3 52,4 57,0 44,0 63,2
KInl090606 443 39,2| 43,01 43,2 353| 47,5 47,4 39,2 59,2 46,6 33,5 41,7 44,5 41,6 56,3 50,7 45,6 58,9
Kly1x20810 50,1| 43,0 44,4] 519 43/4| 56,00 57,4 42,6| 62,0 40,5 26,4 35,3 42,1 41,3 50,1 46,9 33,6 48,7
Klrr010509 38,2 30,4| 34,6/ 39,3 314| 44,2 458| 28,7 51,1 53,2 47,3 51,1 52,0 40,9 61,8 59,1 43,8 69,4
KInh151209 50,1| 41,8 50,2| 47,2 36,0/ 55,0 56,7 48,1 65,8 52,4 34,9 47,0 37,9 56,5 63,6 56,8 48,6 73,6
KInn211209 46,7 36,4| 43,00 40,2 39,7| 58,3| 54,0 42,2| 59,9 442 33,3 43,5 42,2 37,0 53,6 45,1 39,7 58,8
Kltn160703 41,0 29,0 38,4 43,4 32,6]/ 46,1 48,7 34,6/ 55,1 46,9 39,6 46,1 44,4 40,7 55,8 47,8 41,9 59,1
Klve1l00310 51,3| 46,4 48,8 51,9 38,1 51,3] 66,4 46,1 61,1 54,9 42,3 51,6 52,7 48,3 61,2 58,6 57,2 67,6
KInc240410 40,2 28,0 41,7 37,9 34,2 49,7 47,3] 30,0 52,7 45,4 26,9 31,9 50,1 31,2 61,0 53,7 42,6 66,0
Kldm150902| 46,6/ 38,0 455| 483| 39,7 49,1 54,1 37,9] 60,6 46,0 32,4 47,8 47,9 43,1 49,4/ 53,4 40,4 53,8
Klde120499 442 36,4| 38,4 45,6 37,6/ 48,7 50,8 39,8/ 56,6 457 34,6 47,4 48,4 35,3 47,6 51,9 40,3 60,0
Klrl210402 50,3| 452 485| 51,7 39,5 53,3] 59,2 41,4 63,9 52,7 37,4 52,6 49,7 42,3 66,1 56,6 47,0 69,6
KIrb040497 50,3| 45,5| 46,1 50,0 36,5/ 58,1 555| 44,1 66,8 59,0 49,3 60,8 48,0 56,6 68,4 66,8 56,0 66,3
Kimd040898| 41,5/ 32,2 38,55| 43,7 30,3 47,0 49,9 356| 54,8 53,1 44,4 51,8 46,8 43,8 64,8 61,1 46,4 65,9
Klod300802 48,3| 40,7| 46,2| 44,7 39,2| 56,3] 56,3 34,9 68,3 46,3 30,3 48,3 49,0 33,0 49,3 57,0 46,7 56,7
KIne100999 46,5 33,9| 43,9] 459 37,7 53,0 53,0 454| 59,3 47,7 38,9 42,8 449 46,4 56,9 49,9 37,8 64,4
Klee120498 455 40,4 44,2 42,7 34,5| 53,1 50,1 41,1 58,0 50,1 45,6 57,0 46,1 40,0 52,0 55,4 42,8 61,6
Klbh110597 48,6 39,2| 43,7 48,4 415| 56,9 54,6] 42,9| 61,9 49,8 31,0 46,1 42,3 51,2 55,3 57,1 47,4 68,2
Kimo120102| 62,8| 55,5/ 58,7 58,8 604 73,7 62,6/ 553 77,4 46,4 36,6 48,6 45,2 34,8 50,6 48,3 44,0 62,8
Klca020702 40,1 33,4| 37,5 36,4 33,8/ 452| 48,2 32,8/ 53,2 32,2 38,9 34,7 35,0 26,4 25,9 35,0 34,1 27,7
Kina010999 | 485 34,1 42,2| 440 454] 555] 546] 453 671 491 443 495 460 382 567 553 464 567
Kler040398 51,3| 44,4 48,2 52,5 42,1| 555/ 61,4 435| 62,9 50,9 36,6 47,2 45,3 45,5 62,1 56,5 48,0 66,4

Methylierungsergebnisse der SGA- und

der Kontrollgruppe des Genortes NDN. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fir
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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Tabelle 22: Methylierungswerte des Genortes SNRPN 15¢g11

CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | Cy
seA [mw) T |9 15 1T 16 [ |G | T | 1% LAl el el vl Il Pl
Klen190400| 32,7| 36,3| 36,8 351| 349 285 325 301 29,7 31,1 322 33,1 350| 356| 374| 365| 288 287| 29.4| 329 251| 418
Klcil40795 | 33,8| 37,7| 386 349 36,8 301| 331| 315 282| 328| 346 38,4| 39,3 435| 424| 426| 359 354| 343| 382 30,0[ 420
Kiny111097 | 32,9| 36,6] 39,0/ 339| 33,8 286| 331 29,7 284 32,6] 331 334| 364| 363 37,0 371 31,8/ 289| 281| 32,3] 27,3 384
Kimh180596) 34,3| 37,9| 39,9 359 358 309 337 309 301 335 346 32,8| 349| 364| 37,0 37,1 31,0] 285 286| 31,5 259 36,8
KIvi250398 | 34,0/ 36,4 38,7 336 36,7 330[ 321 314| 29,8 324| 355 33,0 373| 362 36,1| 36,0 31,2 27,5 280| 319 282 37,8
Klkul60492 | 285| 34,6| 351| 348| 338| 282 65/ 248 278 291 29,9 339| 36,0 394| 398| 394| 314| 299| 284| 32,7| 272| 347
Kinel80499| 31,9| 343| 349 29,6| 350 27,7 315 318 252 331 354 32,8| 36,1| 349| 342| 355/ 330[ 284| 289| 31,7 30,5/ 345
Kick260996 | 32,5/ 36,5 352 339 385 288| 330| 300| 294| 262 334 42,8| 44,2| 48,2 46,8 453| 39,1 39,8 386| 42,1 406| 433
Kimr231091| 33,6| 36,7| 36,2| 36,8 34,0 29,00 341 30,9 31,8 321 341 32,8| 341| 359| 364| 360 31,8/ 281 281| 33,3| 252| 39,3
Kinl190493 | 33,9| 37,6| 38,7 356 37,1 309 319 308| 29,6 302 366 30,7| 356| 348 353 380 00| 306| 308 339 280 39,7
KInn260496 | 34,8 39,2| 384| 37,4 37,4 30,9| 342 304 31,4 325 359 32,01 379| 39,0] 354| 350[ 304 29,7 27,4 30,1 29,2| 26,1
KIra011096 | 32,9| 37,4| 382| 350 34,0 30,3| 30,8 29,9 28,0 31,8/ 335 31,6| 346| 363 31,2 369 29,6| 27,7| 27,3| 30,1 248 37,9
Kine280398 | 34,4| 389 39,2| 36,4 369 289| 332 315/ 32,7] 325 341 33,8| 353| 387| 387| 379 320[ 293| 282| 338 26,7 379
KInh081294 | 36,2| 41,4| 42,1 39,0 381| 31,4| 332 310( 344 341 377 36,4| 40,7| 40,1| 405| 406| 338| 31,4 31,7| 34,7 293| 417
KlIre080104 | 32,4| 37,3| 35,7| 333| 347 287| 322 283 30,1 29,8 338 32,7| 345| 366| 365| 384| 319 279 27.8] 323| 263 349
Klvs280700 | 34,4| 388| 38,1 37,8 385 29,6] 347 30,8 29,7 31,1] 34,6 34,0| 34,7 369| 379| 37,8 336| 29,6] 29,3| 354 289| 36,0
KIkh300705| 33,1| 37,7 36,5 333| 34,1 292| 344| 29,3| 28,0| 324| 363 32,2| 348| 315 342| 36,1 308 301 29,4 30,5 29,6/ 354
Klin180900 | 37,3| 39,8| 44,3| 404| 383| 380 349| 337 316| 354| 365 28,1 28,7| 305| 309| 32,6] 285 242| 228 27,5 254| 30,1
Klbo081201 | 32,5/ 37,4| 34,6] 350 357| 294| 325| 289| 281 29,6/ 343 31,4| 353| 348| 340 357| 314 26,7 265| 292| 279 329
KizI311009 | 32,6| 37,4 34,3| 344 365 290[ 332 293| 29,2| 30,2 325 26,8 29,00 30,0] 31,5 31,3] 262 22,6] 21,6| 26,0 220 28,0
KIna291009| 37,9| 40,4| 428| 41,1 385| 352| 385 357 328 368/ 371 389| 404| 43,1 415| 42,7 456| 32,3| 31,8| 36,6] 344| 412
KIne090197 | 36,0 40,5 40,5 39,9| 387| 31,8| 346 326 31,8/ 32,7 371 32,8| 344| 375 323] 349 321 30,2 30,0 31,2 29,8] 357
Klan101109| 28,8| 33,6] 33,1| 29,8 30,5 22,3| 29,5 25,7 25,6 27,9] 29,6 GC) 36,3| 39,01 41,1 408| 424| 371 329 319 389 181| 408
KInu201109| 36,7| 39,9| 42,1| 386| 39,3 36,0 363| 32,0 319 353| 355| — 39,0 404| 439| 419| 426| 401 349 32,7 387| 335/ 412
Klye200406 | 29,9| 386| 41,7 37,8 37,7 335 335 31,8 29,00 0,0 152 e 383| 39,6 414| 419| 430 384| 336| 323] 382 33,6/ 413
Kite210310 | 41,6| 45/4| 448 421 421 220[ 39.8| 394| 362| 418 623 "E 29,1| 32,3| 340| 334| 322| 264 264| 252| 257| 26,6 29,0
Kinal20909| 32,5/ 33,1 311| 29,6] 314| 26,7 29,9] 293 298| 30,7| 532 o 38,6| 408| 422| 423| 428| 369| 341 329| 384| 357| 402
KInB270610| 33,0/ 36,5 37,9] 359 333 31,0 324 294| 289| 31,8 328 X 36,8| 39,6/ 42,8| 399| 406| 346| 331 31,2| 354 329 378
KlIru280204 | 35,7| 38,8| 40,7 37,4| 37,6 321| 369 31,4 31,7 355 352 36,5| 40,1| 41,7| 384| 403| 36,6] 329 29,6] 354 31,8/ 38,0
KInl090606 | 34,6/ 39,5 38,7 36,0 37,1 308 339| 322| 30,1 325 354 38,7| 38,7 404| 402| 409| 334| 331 32,1| 342| 34,0 605
Klylx20810 | 31,7| 34,3| 36,6] 342| 32,8 29,8 31,1 30,1 27,9 30,4 30,3 48,6| 51,7 554| 52,9] 52,8 46,6| 44,0 445  463| 436| 487
Kirr010509 | 35,2| 38,7| 40,8| 36,7 36,4 33,1 34,7 30,5 31,5 350 343 34,6| 37,3 39,8 39,5 384| 32,0 30,0] 293| 347 29,3| 355
Kinh151209 | 33,4| 36,9| 37,8 34,7 351| 300 316| 29,7| 30,9 324| 344 38,0] 43,0] 399| 426| 40,7] 37,6 339| 333| 352| 344| 394
Kinn211209| 36,5 39,6] 39,4| 39,0 382| 286| 322 299 31,8/ 312 553 279| 303| 315| 30,7| 31,8 269| 242| 237| 262| 252| 287
Kitn160703 | 33,4| 36,8 39,3| 34,1 344| 328| 30,7 282 30,9 32,0 350 31,1| 33,7| 36/4| 339| 342| 296| 263| 27,0/ 31,3| 232| 356
Kivel00310 | 34,8 389| 41,6| 36,3] 36,4 335/ 335 309 292 339 336 349| 348| 355| 354| 363 301| 289| 279 306| 309| 587
Kinc240410| 32,3| 39,6] 34,1 343| 352| 28,0 338 29,7 28,6] 28,2 32,0 33,1 36,3| 37,2| 387| 375 324 280 280| 31,8 27,3] 333
Kldm150902) 34,5/ 38,9 383 36,4 37,5 31,6| 337 291 32,7 320 349 33,2| 37,6 36,7| 382| 382| 31,1| 29,5 259| 31,6] 26,6/ 36,7
Klde120499| 33,6| 358 385 37,4 374 31,3 299| 280| 31,7 321 338 32,3 34,1 368| 356| 37,2 299| 283| 27,8 30,8 280 344
Kirl210402 40,6| 46,2| 46,0 360| 414| 351| 479| 381| 39,0| 386| 37.8 340| 389| 381 384| 382| 32,1| 30,7 29,2| 315 28,8 343
KIrb040497 | 31,3| 32,7| 36,2 31,7 30,3] 30,3] 29,7 281 29,3 315 336 37,5| 382| 428| 366| 403| 32,0 342| 32,8 403| 359 418
Kimd040898 32,3| 359| 355| 33,8] 349 288| 329 30,7 285 29,0 32,9 35,7| 384| 41,0 373| 386| 336| 319/ 304| 342| 346| 371
Klod300802| 33,1| 35,6 358 353 350 28,7 337 304| 321 337 313 352| 342| 399| 37,1 37,0 31,0 346| 31,2 337 353| 379
Kinel00999| 329| 359| 40,3| 37.4| 36,4 31,3] 29,00 29,2 28,7 30,7 30,6 358| 39,2| 369| 375| 380 339 323] 322| 357 356| 363
Klee120498| 36,1| 38,4| 43,2| 382| 383| 348 332 31,9 31,3 352 36,6 349| 350| 37,2| 408| 349 309 32,3] 308| 39,01 332| 349
Klbh110597| 35,6| 40,5 41,0 381 384| 336| 336| 302 316| 336| 357 39,3 41,3| 44.8| 422| 415] 393| 339 355| 373| 37,7 394
Kimo120102) 36,1| 39,6/ 40,5 37,6/ 381 338 339 301 342| 356| 381 330| 344| 381 36,7| 336| 325 301| 271 31,2 299| 36,7
Klca020702| 32,3| 36,3| 37,7| 336| 335/ 287| 334 285 276 311 329 28,7| 289| 33,7 335| 326| 237| 281| 232| 282| 259| 288
KIna010999| 31,6| 352| 36,7| 33,7 354| 282| 31,1 280 27,7 284 317 32,7| 36,6/ 365| 349| 350/ 31,0[ 288| 27,8 31,7 305/ 347
Kler040398 | 36,2| 33,6] 36,4| 356| 358| 30,2 30,0 284 30,1 31,1 70,9 33,1 36,3 39,3 357| 353| 289 282| 280| 32,8 308 353

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes SNRPN. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht flr
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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Tabelle 23: Methylierungswerte des Genortes NESP 20q13

SGA |MW CflG Cff CpG 9| CpG 8| cpG 7| cpG 6| cpc 5| cpc 4| cpc 3| cps 2 MW Cfle Cff cpG 9| cpc 8| cpc 7| cpc 6| cpc 5| cpG 4| cpe 3| cpe 2
KIen190400 | 38,7] 404 3806 4L,8] 411 436 362 350] 37,9 374 352 39.7| 413] 37,7] 405| 416 4L7] 385 34,3 412 400 401
Kicil40795 | 358| 39,1 36,6 38,8| 385 38.3| 34,3 304] 33,9 342 341 202|456 357 453| 434 452] 37.8] 345 37.8] 39.2] 37,7
Kiny111097 | 38,4] 42,3] 406] 40,8] 405] 404] 368 330] 36,2] 365 37,0 38,3 402] 34,7] 39.0] 40,7] 39.2] 375 33,3 395] 39.3] 39,0
KImh180596| 37,4] 405] 369] 42,7| 412] 412 353 3L6] 34,1] 363 342 38,8 403] 335 405] 411 395] 357] 36,2] 409] 38.8] 40,9
KIVi250398 | 350] 37.9] 313] 357 393 38.4] 326 283] 360 349 358 37.3] 39.0] 350 37.3] 40.3| 39.3] 359] 32,9] 39.8 357 382
Kku160492 | 385 41,3| 39,0 41,2] 404 41,0] 36,7] 32,7] 37,9] 37.9] 369 383 406] 358 39.7] 40,7] 39.7] 36,3 34.8] 39.4] 37.9] 381
Kine180499 | 38,6] 40.7| 39,1 42,0] 400] 414] 361 337 39,3 368 367 394 417 36,1 402] 418 408 387 345 420] 382 399
Kick260996 | 37,8] 414 405] 41,1] 390] 39.7] 352 337 348 365 363 394 409] 37,0 418] 425 414] 368 359 400] 384] 389
KImr231091 | 358| 394 34,7 38,3] 383 37.2| 336 32.4] 354] 348 339 39.3] 403] 36,4 423] 410] 424 356] 351 403| 38.6] 413
Kinl190493 | 33,1 36,2] 29.2] 33,7| 36,8 37.3| 320 27,5 32,0 330 337 383 410] 34,2] 410] 39,9 37.3] 36,8 34,0] 414] 382 389
KInn260496 | 41,6] 456 42.8] 453 446] 451] 37.0] 362 39.3] 412 388 34,6] 362 339 37.3] 363 355 33.4] 298] 36,7 33.8] 329
KIra011096 | 37,6] 41,9] 405] 41,7] 400| 38.6] 34.3] 312 37.0] 356 348 36,3 385] 33,1] 380| 384] 37,3 357 32,3] 386] 360 352
Kine280398 | 36,0 384 351 385 38,6 39,1 33,7] 318 350 353 343 333 353] 298] 36.4] 353 360 309] 20,7] 347 32.7] 325
Kinh081294 | 34,0] 384 204] 352 39.4] 350 325 283 31,9] 349 353 331 363 30,9 354] 347 339 318 289 345 317 324
KIre080104 | 38,2] 39.8] 36,5 41,8] 409 411 352 322 37,5 39.0] 378 353 37,0] 31,6] 371 365 37.2] 326 32,3] 37.3] 350 366
KIvs280700 | 41,8 44,1 42.8] 452 429 453 39.2] 38.4] 43,0 39.6] 380 34,6] 362 31,7] 37.7| 36| 36,1 324] 315 34,7 348 344
KIKh300705 | 34,6] 36,3 357] 36,6] 37,1 38,0 320 285] 36,1 340 312 344 37,2] 32,2] 343] 380 363 326 294 363 318 357
Kin180900 | 39,9] 40.9] 380] 42,1| 418] 446 387 341 41,5 387 386 34,6] 350] 32,7] 34.7] 37.4] 37.4] 329] 305 348 348 363
Kibo081201 | 41,6] 44,9 400] 451 430[ 42.8] 400] 37.8] 39,3 422[ 413 36,8] 39.0] 33,9 382] 37.3] 361 385 30,9 401 36,3 381
KizI311009 | 35| 39,3] 35.1] 37,5] 36.6] 37.0] 316| 303] 34,2] 355 337 358 37.4] 33,6 3838 38.1] 380 333 31,1 37.6] 34.2] 355
Kina291009 | 36,2| 37.6] 36,4] 39,8] 383 388 343 304] 348 347 37.1 374 39,7 332 39.2] 393 389 36,1 32,6] 390] 37.9] 37.9
Kine090197 | 39,0 430 330] 40,5] 437 43.1] 37.5] 320] 37.3] 402[ 394 206] 42,7] 374 419 42,8] 410] 39.3] 357 434] 391 431
Kian101100 | 57.4| 308 380] 403 401 381] 336] s2.0| a74[ a78] 360 & |[a11] 444l 357 441 423] 436 38,1 363] 406] 428 426
KInuz01109 | 37,0] 38,8 32,6] 38,9 442 38.2] 36,6 309] 36,2] 37.8] 360| — | 415] 458 36,6 41.3| 425 465] 38,0 362 42.1] 42,0] 445
Klye200406 | 33,8] 36,1 285 34,3] 39.0] 37| 36| 259] 339 317 350] O | 36,0 36| 3L7] 348 375 363] 44,5 328 353 34.7] 36.1
Kie210310 | 38.6] 414] 39.4] 408 410[ a11] 355 33.7| 308 365 36,6 4= | 372 386] 34,3 20 392] 383 358 327 399] 365 7.2
Kina120909 | 36,1 38,9 3L8| 36,0 410 395 347] 313| 347] 37.1] 356 o | 43.7] 475 396] 460] 462 44.8] 421 374 441 444 448
KInB270610 | 39,5| 40.8] 392 41,7] 4338] 438 368 327] 39.3] 386] 388 N | 407| 44,1 355] 435 422 438 383 355 403 404 433
KIruzs0204 | 41,9 464 43,1 452 438 452 405 354] 39,2] 404 398 385 393 34,1 408] 395 39.8] 37.4] 340[ 408 395 399
KInl090606 | 38,3| 418 402 41,5] 389 416 361 329] 36,7 382 355 37.6] 38,7 33,3 405] 402 406 353 353 37.3| 36.4] 37.9
Klylx20810 | 42,3| 46,1 439] 42,9] 456 44.2| 39.0] 36,7 43,6] 400[ 408 359 383 32,0] 345] 389 386 357 315 387 345 367
KIT010509 | 38,2] 37.8] 359] 40,5| 406] 411 36.6] 347 40,6] 37,2 375 36.2] 36,2 33,0 363] 37.9] 37.6] 358 33,0 410] 352 365
Kinh151209 | 37,4] 38,3 357] 39,7| 388 42.2] 350 3.7 39,6] 369 362 345 37,7] 31,0 355] 36.2] 350 339] 288 375 33.8] 354
Kinn211209 | 36,3 38,7 38,0 39,0 37,1 37,8] 340 331 351 36,3 342 37.0] 384] 32,5] 384 390,7] 400 338 32,8 390] 368 380
KIn160703 | 36,1 37.6] 350] 38,8] 408] 39,6] 340 308] 357 348 340 385 410 34,9 411 408 398 358 34.2] 369 404 403
Kive100310 | 40,4] 418 386] 41,1 439 459 389 343] 41,4] 400 386 34,5 358 29,9] 347 37.7] 36,3] 33.6] 30,0] 392 32,3 354
Kinc240410 | 36,7] 404 37,3] 40,0] 385 39.3| 34,7 327 351] 352 342 39.3] 415] 36,5] 418 405 403 362 357 395 39.8] 4L7
Kidm150902| 36,2] 37.8] 316] 384] 395 37,5 34,1 318] 37,9] 359 37.2 36,5] 36,2 34,3] 37.9] 37.8] 37.7] 358] 3L7| 39.7| 356] 387
Kide120499 | 37.4] 39.7| 349] 40,2] 39.7[ 409] 353 3L1] 37,5 37.8] 369 384 419] 332 4038] 400 39.7] 37.3] 33,3 39.6] 38.7] 39.6
KINi210402 | 385 430 335] 39,1 434] 412 365 311 382 399 388 37.2| 363] 34,0] 38.7] 39,9 391 347 338 391 37.7] 385
KIb040497 | 350 381 28,7 34,7] 42,9] 36,2] 359 26,7] 32,7] 352 389 44,2] 478 417] 481] 482 47.6] 42.4] 351 432 440 441
Kimdo40898| 39,3| 418 417 41,3] 403] 408 350 342 38,2 436 360 380 393 345 418 410 398 363 33,7 381 38.1] 37.6
Kiod300802 | 39,1| 42,7| 385] 41,3] 397 457 37,1 330] 37,7] 400] 355 425] 453 395 462 465 411 41,5] 386 435 414 411
Kine100999 | 38,2] 40.0] 36,7] 40,4 419] 40| 37.4] 318] 388 375 375 205] 41,0 418] 412 42,3] 463] 37.3] 37,7 406 39.3] 37.2
Klee120498 | 33,8] 37,3 29.2] 36,6] 414| 36.3| 333 259] 31,1 331 339 210] 459 399 435 42,1 413] 38,3 343 447 403 402
KIbh110597 | 38,0] 39.1] 37,7] 40,5] 405] 413 365 32.1] 384] 364 380 47,0] 504] 466] 47,0] 487 514] 42,9] 415] 47.6] 47.0] 47.0
Kimo120102| 34,2| 357 354] 355 36,7] 36.2] 333 29.4] 32.2] 343 330 423|436 424 460] 457 47.3] 404 345 43.1] 40,9] 396
Kica020702 | 37,4] 39,7 39,1 40,9] 39,9] 40,3] 355 32,3] 37,1 349 345 486 51,0 496] 516] 505 542 457 416] 483 462 47.3
Kina010999 | 37,2| 38,8 36,7] 38,7 383 39.4] 343 3L4] 43,2 363 353 21,3] 44.2] 37,7] 440 439 414] 388 382 397 437 412
Kler040398 | 39,5| 432 410] 42,4 393] 419 369 356] 39.4] 381 37,0 24,0] 458 401 450 47,1 465] 42,1 396 448 443 4438

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes NESP. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fir
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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Tabelle 24: Methylierungswerte des Genortes NESPAS 20q13

SGA MW | cpG1|cpG2|cpG3|cpGa|cpGs MW | cpG1|cpG2|cpG3|cpGa|cpGs
Klen190400 | 440 389] 585 458/ 406 363 446 398 57,8 436 404 414
Klci140795 455 475) 568 426 396] 410 504| 46,4 605] 51,5 495 442
Kiny111097 | 440 379| 574| 449| 404] 392 463 412 601] 467 430[ 404
Kimh180596| 44,2 39,9 571 455 400 387 478 438 606 470 453] 425
KIvi250398 446 399| 544 441 426] 422 480 433 602| 476 466] 425
KIku160492 | 450 408| 60,1 436] 401| 406 474 410 581| 468 439
Kine180499 | 433 387 56,2 455 376 384 433 385 538 403 408
Kick260996 | 50,8 465 636 51,3 486 437 51,9] 416 711 580 507 381
Kimr231091 | 445 407 57,3 436| 41,0 399 437 403| 545] 435 406] 397
Kinl190493 426 396| 559 404 385 384 456 395 582 461 436] 408
KInn260496 | 47.4] 41,6] 614 496] 435 407 465 418 52,3 493 425
KlIra011096 414 352| 546 426 393 355 456 393 601 474 426] 385
Kine280398 | 449 39,6] 571 460 419 400 437 406 574 4400 399 367
Kinh081294 | 459 409| 596 452| 430 407 452 388 573 469 437 391
KlIre080104 479 433| 604 484 452 423 445 393| 56,7 452 41,0 401
Kivs280700 | 49,0[ 452| 590 515/ 436 458 498 428 652 5000 465 448
KIkh300705 | 452 41,0 572 468] 416 396 415 354 555 428 389] 350
Klin180900 46,00 412| 580 467 420 420 451 414| 583| 447 404 409
Klbo081201 | 465 435 594 485 406 404 432 37,70 583 438 411 351
KIzI311009 434 391| 565 445 403| 365 399 360 511 393 378 353
KIna291009 | 450( 40,1 583 458/ 409 398 436 390 575 433 413 369
Kine090197 | 47,3 41,4 604 475 439 434 56,3 488 717 599 531 480
Klan101109 | 438 386| 570 446] 398 392 g 416 449 638 512 482 0,0
Kinu201109 | 41,3 375] 536 424 365 365 — 466| 438| 624] 444 431 392
Klye200406 | 44,7| 404 536| 439 447 409 O 462| 424 61,0 466 454 358
KlIte210310 470 412| 589 485 440 423] += 454 392 602 447 423] 406
Kina120909 | 44,8 39,8 61,1 435 396 402 g 53,0 46,2 720] 51,4 493 460
KinR270610 | 459 409] 57,7 453[ 430 428 ¥ 486 434 641] 480 444 433
KIru280204 383 375/ 538/ 356/ 307 339 409 311 547 438 403[ 349
KInl090606 454 405| 585| 457 414| 407 487 444 639 480 453[ 419
Kly1x20810 | 440[ 37,6 602 443] 390 388 451 388 585 459 42,71 396
KIrr010509 437 393 539 4200 432] 399 469 424 642| 454 456 367
Kinh151209 | 43,7 389] 549 429] 415 405 46,1 389 687 480 388] 361
Kinn211209 | 446 41,7 542 471 410 392 37,1 363 483] 406] 340 261
Kitn160703 429 366| 535 435 405| 405 484 416 61,9 464 439
Kive100310 | 42,3[ 37,4 520 424 407 389 494 380 61,7] 541 486 447
Kinc240410 | 46,1 423| 582 464 434 400 488 413 628 494 418] 487
Kidm150902| 457 414 594 463| 41,7 397 440 386 564| 416 392
Kide120499 | 433 445| 543 409] 373 397 414 330 57,0 440 384 347
KIrl210402 443 408| 559 438 405| 404 438 402 575 443| 384] 387
KiIrb040497 425 389| 565 405 375 390 480 433 593 475 439] 463
Kimdo40898| 456 41,5 601 463] 418 384 435 387 533 428 412] 415
Klod300802 | 46,7 42,0 582 484 431 419 499 441 601] 499 451 503
Kine100999 | 443 387 551 439] 411 426 434 384| 549 425 418 396
Klee120498 | 42,7 384| 543 413] 398 397 51,3| 444 7270 511 409 474
Kibh110597 | 450 410 599| 439| 41,8 386 453 426 57,1 428 425] 419
Kimo120102| 41,7 36,0 523 42,1 399 384 552| 46,1 718/ 572 501 509
Kica020702 | 405 37,7 507 402] 370 371 525 513 708/ 470 531 403
KIna010999 | 44,4 396| 60,1 452| 408 36,0 52,6] 491 605] 51,4 522 497
Kler040398 453 41,70 582 457 408] 401 57,71 545 681] 585 528 547

Methylierungsergebnisse der SGA- und der Kontrollgruppe des Genortes NESPAS. Die erste
Spalte eines Genortes zeigt den Mittelwert einer Probe (MW), jede weitere Spalte steht fir
einen einzelnen CpG, jede Zeile stellt eine analysierte Probe dar. Methylierungswerte in %
Methylierung.
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