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1 Einleitung

Das kardiovaskulare System wurde erstmalig in der Zeit des antiken Griechenlands durch
Galen [1] (129 - 216 AD) beschrieben. Ein tiefergehendes Verstandnis Uber die Physiologie,
Anatomie und Pathologie des Herzens wurde dann spater durch lbn al-Nafis [2] und William
Harvey [3] erarbeitet [4]. Das menschliche Herz ist ein muskulares Hohlorgan, welches durch
rhythmische Kontraktion die Bewegung des Bluts durch den Kreislauf ermdglicht [5]. Es gehort
zu den ersten wahrend der Embryonalentwicklung angelegten Organen und sichert die
Versorgung dieser mit Sauerstoff und Nahrstoffen [6]. Als zentrales Organ des Blutkreislaufs
stellt es den Motor des gesamten Organismus dar und ist von essenzieller Bedeutung fir das
Erhalten lebenswichtiger Funktionen des Kérpers [7]. Liegt eine Fehlbildung des Herzens vor, so
kommt es zu Funktionseinschrankungen des Herz-Kreislaufs- bzw. des Herz-Lungen-
Systems [8]. Das Spektrum angeborener Herzfehlbildungen reicht wvon einfachen
Herzfehlbildungen mit geringen Funktionsbeeintrachtigungen, bis zu schwerwiegenden kardialen
Anomalien, die unbehandelt zum Tode fuhren [9]. Zu letztgenannten zahlt das hypoplastische
Linksherzsyndrom (HLHS). Die Erforschung seiner molekularen Mechanismen ist Thematik der

vorliegenden Arbeit.

1.1 Anatomie und Funktion des Herzens

Das Herz liegt links versetzt hinter dem Brustbein mit seitlich angrenzender linker und rechter
Lunge, getrennt durch parietale und viszerale Pleura [5]. Es ist von bindegewebshaltigem
Perikard (Herzbeutel) umschlossen [10]. Am Abgang der grol3en GefélRe schlagt die innerste
Schicht des Perikards in das Epikard (auReres Bindegewebe des Herzens) um, welches fest mit
dem Herzen verwachsen ist [10]. In einer Fettgewebeschicht unter dem Epikard verlaufen die
Herzkranzgefalde, die sich in die darunterliegende Muskelschicht, dem Myokard, erstrecken und
die Blutversorgung des Herzmuskels sichern [7]. Das Myokard besteht aus spezialisiertem
Muskelgewebe (Kardiomyozyten), das nur im Herzen vorkommt [7]. Die innerste Schicht bildet

das bindegewebshaltige Endokard mit einer Epithelzellschicht zum Herzinnenraum [7].

Das menschliche Herz besteht aus einer rechten und linken Herzhélfte, die jeweils aus einer
Kammer (Ventriculus cordis, Herz-Ventrikel) und einem Vorhof (Atrium)

besteht [5] (Abbildung 1). Eine Vorhofscheidewand (Septum interatriale, interatriales Septum)
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trennt die Atrien voneinander und eine Kammerscheidewand (Septum interventriculare,
Ventrikelseptum) separiert die Ventrikel [5]. Die Septen bestehen jeweils aus einem
Endokardanteil, wobei das Ventrikelseptum zusatzlich auch einen muskularen Anteil enthalt [7].

linkes Atrium

Vena cava superior

rechtes Atrium

linker

rechter Lungenfliigel

Lungenfligel

Pulmonalarterie l linker Ventrikel

Vena cava inferior z Ventrikelseptum

rechter Ventrikel interatriales Septum

Abbildung 1 Anatomie des menschlichen Herzens. Dargestellt ist das Herz mit dem umliegenden Gefal3system und
die Zu- und Abgénge zu den Lungenfligeln. Das desoxygenierte Blut (stammt aus dem Kérperkreislauf) ist in blau
dargestellt und oxygeniertes Blut (stammt aus dem Lungenkreislauf) in rot. Die Blutflussrichtung ist durch Pfeile
verdeutlicht. Desoxygeniertes Blut gelangt hierbei Gber die obere und untere Hohlvene (Vena cava superior und
inferior) in den rechten Vorhof, tber die Trikuspidalklappe (TV) in den rechten Ventrikel und von dort Uber die
Pulmonalklappe (PV) und Pulmonalarterie in den Lungenkreislauf. Das dort mit Sauerstoff angereicherte Blut gelangt
anschlielend in den linken Vorhof, tber die Mitralklappe (MV) in den linken Ventrikel und Uber die Aortenklappe (AoV)
und Aorta in den Korperkreislauf. (Abbildung aus laizzo (2010) [11], modifiziert)

Die physiologischen Gegebenheiten des Herzens werden in den folgenden zwei Absatzen nach

dem Lehrbuch von Katz (2010) ,Physiology of the Heart” [7] beschrieben.

Ein gerichteter Blutfluss durch die Herzraume erfolgt mithilfe von Herzklappen (Abbildung 1), die
als ,Ruckschlagventile® fungieren und an einer Bindegewebsplatte, dem Herzskelettt,
aufgehéangt sind. Zwischen Atrien und Ventrikel befindet sich jeweils eine Segelklappe: (1) die
2-zipfelige Mitralklappe zwischen linkem Atrium und linkem Ventrikel, bestehend aus zwei von
glattem Endothel Glberzogenen Einzelsegeln, und (2) die 3-zipfelige Trikuspidalklappe zwischen
rechtem Atrium und rechtem Ventrikel, die aus drei Klappensegeln besteht. Die grof3flachigen
Segelklappen sind durch Sehnenfaden (Chordae tendineae) an der Herzinnenwand uber
Papillarmuskeln befestigt. Durch Taschenkappen sind die Ventrikel mit den groRen abgehenden
Arterien verbunden. Die Aortenklappe trennt den linken Ventrikel von der abgehenden Aorta

ascendens, wahrend die Pulmonalklappe den rechten Ventrikel von dem Gefalstamm der

2



Einleitung Dissertation Kirstin Hoff

Lungenarterien (Truncus pulmonalis) trennt. Die Taschenklappen bestehen aus drei etwa
gleichgroRen Taschen und verhindern einen Rickfluss des Blutes aus den Arterien in die
Ventrikel. ([7] S. 3 ff)

Im gesunden Herzen sind die linke und rechte Herzhélfte vollstandig voneinander getrennt und
Gleiches trifft fur den Lungen- und Korperkreislauf zu. Sauerstoffarmes Blut wird mithilfe der
oberen und unteren Hohlvene (Vena cava superior und inferior) von den Organen zum Herzen
transportiert. Es gelangt dann Uber den rechten Vorhof durch die Trikuspidalklappe in den
rechten Ventrikel, welcher das Blut durch die Pulmonalklappe dem Lungenkreislauf zuftihrt
(Abbildung 1). Das in der Lunge mit Sauerstoff angereicherte Blut flie3t anschlieBend tber
Lungenvenen in den linken Vorhof und durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel. Durch den
sogenannten linksventrikularen Ausflusstrakt (LVOT) gelangt das sauerstoffreiche Blut tber die
Aortenklappe und die Aorta in den Kdrperkreislauf. Im Vergleich zu dem Lungenkreislauf ist der
GesamtgefalBwiderstand und Blutdruck im Korperkreislauf deutlich héher, was sich in der
starkeren  Wanddicke des linken  Ventrikels  verglichen mit dem  rechten
wiederspiegelt. ([7] S. 297 ff)

Die fetale Herzzirkulation unterscheidet sich von der postnatalen Zirkulation, da die Lunge
noch nicht in Funktion tritt [12]. In diesem Abschnitt wird die fetale Zirkulation nach dem
Lehrbuch von Apitz (2013) ,Padiatrische Kardiologie: Erkrankungen des Herzens bei
Neugeborenen, Sauglingen, Kindern und Heranwachsenden® [13] beschrieben. Oxygeniertes
und nahrstoffreiches Blut der maternalen Zirkulation aus der Plazenta erreicht Uber die
Hohlvenen den rechten Vorhof des Fetus. Durch zwei natirliche fetale Shunts (Verbindungen,
die den Blutfluss zwischen normalerweise getrennten Gefallen ermdéglichen), dem Ductus
arteriosus (DA) und dem Foramen ovale (FO), wird ein Ubertritt dieses Mischbluts in die linke
Herzhélfte ermoglicht. Ein Groldteil des Bluts gelangt tber das FO (Durchtritt durch das
interatriale Septum) direkt von dem rechten Vorhof in den linken und wird von dort Uber den
linken Ventrikel und die Aorta in den Korperkreislauf gepumpt. Ein kleiner Anteil des Bluts
gelangt Uber die Trikuspidalklappe und den rechten Ventrikel in den Truncus pulmonalis.
Aufgrund des hohen GefaRwiderstands der noch nicht funktionellen Lunge wird das Blut durch
den DA, der GefaRverbindung zwischen dem Hauptstamm der Lungenarterie und der Aorta
ascendens, in den Korperkreislauf befordert. Nach der Geburt verringert sich der
LungengefalRwiderstand durch die Ventilation der Lunge mit einhergehender Vasodilation der
Lungenarterien und innerhalb von 10 - 15 Stunden verschlieBen sich das FO und der DA,
sodass zwei parallele getrennte Kreislaufe, Korperkreislauf und Lungenkreislauf,
resultieren. ([13] S. 35 ff.)
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1.2 Herzentwicklung

Bereits in der dritten Woche der Embryonalentwicklung beginnt die Ausbildung des
menschlichen Herzens [6]. Dieser Prozess lasst sich in vier Phasen unterteilen (Abbildung 2 A):
(1) die Bildung der kardialen Crescent (hufeisenférmige Struktur bestehend aus kardialen
Vorlauferzellen), (2) die Ausbildung des primitiven Herzschlauchs, (3) Looping des
Herzschlauchs und (4) Bildung der Septen, Gefalie und der Herzklappen [14].

Erste kardiale Strukturen beginnen sich in der dritten Woche der Embryonalentwicklung als
kardiale Crescent auszubilden (15 DPC (days post coitum)) [14] (Abbildung 2 A). Mithilfe
kardialer TF-Gene, wie GATA4, NKX2.5 und TBX5, deren Expression raumlich und zeitlich
durch Wnt-, FGF (fibroblast growth factor)- und BMP (bone morphogenic protein)-Signalgebung
kontrolliert wird, werden die Herzfelder etabliert [15 - 19]. Das priméare Herzfeld (FHF), besteht
aus mesodermalen kardialen Vorlauferzellen, die die kardiale Crescent bilden [20]. Das
sekundare Herzfeld (SHF) stellt eine Subpopulation aus (noch undifferenziertem) kardialem
Mesoderm dar [16]. Diese Zellpopulation liegt entlang der kardialen Crescent und wird spéater
graduell zu dem sich bildenden Herzschlauch hinzugefiigt [16]. Basierend auf FHF-Zellen
beginnt sich anschlie3end der primitive Herzschlauch zu bilden [16] (Abbildung 2 A). Notch-,
BMP- und Wnt-Signalgebung ermdéglichen die Differenzierung der kardialen Vorlauferzellen,
sodass verschiedene Zellsubpopulationen des Herzens entstehen [21]. Hierzu gehéren u.a.
Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und glatte Muskelzellen [21]. Das Wachstum des
Herzschlauchs wird durch ein graduelles Einwandern von SHF-Zellen untersttitzt [16, 22]. Der
sich bildende Herzschlauch ermdéglicht nun erstmals einen unidirektionalen Blufluss durch

peristaltik-dhnliche Bewegung [23]. Der erste Herzschlag setzt ab 21 DPC ein [14].
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A FHF

SHF
Stadium kardiale Crescent primitiver Herzschlauch Herz-Looping Herzkammer-/Septenausbildung
DPC 15 20 28 32
« kardiale » Herzschlauch bildet « rechtsgerichtetes * Herzkammerausbildung
Meilensteine Differenzierung sich Looping « Endokardkissen bilden sich
« FHF, SHF « erster Herzschlag «  Ballooning « Ausflusstraktseptierung
B DPC 28-32 C DPC 44 - 48

Endokardkissen — Truncus pulmonalis Farblegende zu B und C:

Pulmonalvene
Il FHF

HEl SHF (Myokard)

SHF (vaskulare Endothelzellen)

IVC.
cNCC
I PE
Epikardli,um Epikardium I Vena cava superior/inferior

Ventrikelseptum

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Herzentwicklung. A: Meilensteine der Herzentwicklung mit Angabe zu
DPC (days post coitum)-Zeitraum der vier Stadien in der Herzentwicklung. Zellen des FHFs (primares Herzfeld) sind
in rot, die des SHFs (sekundéares Herzfeld) in blau dargestellt. B: Darstellung des Herzens Im Zeitraum DPC 28 — 32
nach erfolgtem Herz-Looping und Beginn der Herzkammerausbildung. C: Darstellung des Herzens nach der
Septierung (DPC 44 — 48). Farblegende: FHF und Derivate in rot, SHF und dessen Derivate in dunkelgriin (Myokard)
und blassgrin (vaskuléare Endothelzellen), cNCCs (kardiale Neuralleistenzellen) in gelb (vaskuléare glatte Muskelzellen
und Endokardkissen) und Zellen des PEs (Proepikardium) in blau. Abklrzungen: v: Ventrikel, a: Atrium, RA: rechtes
Atrium, LA: linkes Atrium, RV: rechter Ventrikel, LV: linker Ventrikel, OFT/ot: Ausflusstrakt, sv: Sinus venosus
(vendser Pol), AA: Aortenstamm, Ao: Aorta, IVC: Vena cava inferior, SVC: Vena cava superior. (A: Abbildung aus
Bruneau (2008) [24], modifiziert; B und C: Abbildung aus Vincent and Buckingham (2010) [21], modifiziert)

Wahrend des anschlieRenden Loopings beginnt die Ausbildung der kardialen Kammern. Durch
das sogenannte Ballooning weitet sich hierbei der einzelne Ventrikel des Herzschlauchs seitlich
auf [25, 26] (Abbildung 2 A). Das Einwandern myokardialer Zellen des SHFs an beiden Polen
des tubularen Herzens ermdoglicht die Bildung des Ausflusstrakts [27], sowie, in Kombination mit
FHF-Zellen, die Ausbildung des rechten Ventrikels und spater der Atrien [28 - 30]. Wahrend des
rechts-gerichteten Looping-Prozesses bilden sich auf Hohe des Atrioventrikularkanals
(AV-Kanal, Bereich des spateren atrialem und ventrikularem Septums) und des Ausflusstrakts
sogenannte Endokardkissen [21]. Diese bestehen aus einer Subpopluation mesenchymaler
Zellen und sind spater fur die Ausbildung der Septen und Herzklappen von Bedeutung [31 - 33].
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Am ventsen Pol des Herzschlauchs erfolgt die Entwicklung des Proepikardiums (PE)
(23 - 26 DPC), welches das Epikard und Epikard-stammige Zellen (epicardium-derived cells
(EPDQ)) bildet [34]. Ab 26 - 30 DPC beginnt die Ausbildung von Septen (Abbildung 2 A) unter
der Beteiligung kardialer Neuralleistenzellen (cNCCs) sowie der Endokardissen, sodass eine
Septierung von Vorhofen, Ventrikel und kardialem Ausflusstrakt resultiert [14]. Parallel beginnt
nun auch die GefaRentwicklung mit der Ausbildung des aortalen Stamms und des Truncus
pulmonalis, untersttitzt durch die Migration von cNCCs als mesenchymale Vorlauferzellen in den
kardialen Ausflusstrakt [33, 35]. Die semilunaren Klappen, Aortenklappe und Pulmonalklappe,
entwicklen sich ab 42 — 44 DPC. Anschliel3end beginnen sich die atrioventrikularen Klappen,
Mitralklappe und Trikuspidalklappe, zu bilden (44 - 48 DPC) [14]. Resultat der beschriebenen

Entwicklungsphasen ist ein vierkammriges Herz (DPC 60) [14].

Insgesamt stellt die Herzentwicklung einen komplexen, vom Insekt bis hin zu Vertebraten
konservierten Prozess dar, der auf einer rAumlich und zeitlich fein abgestimmten Differenzierung
kardialer Vorlauferzellen basiert [14]. Die Ausbhildung eines funktionellen Herzens wird hierbei
durch ein koordiniertes Zusammenspiel genetischer und epigenetischer Faktoren [36 - 39], fluss-
dynamischer Stimuli und intra-/interzellularer Signalgebung reguliert [40 - 42]. Wahrend dieser
Phase der Kardiogenese kénnen unterschiedliche Einfliisse zu einer fehlerhaften Entwicklung
und Schadigung des Herzens fiihren, die sich in der Ausbildung kongenitaler Herzfehlbildungen
wie dem hypoplastischen Linksherzsyndrom widerspiegeln [43]. Insgesamt tragen Aberrationen

in der Herzentwicklung zu einer signifikant erhéhten perinatalen Mortalitat bei [44, 45].

1.3 Kongenitale Herzfehlbildungen

Kongenitale Herzfehlbildungen (congenital heart defects, CHDs) lassen sich nach der Definition
von Mitchell et al. (1971) als ,gross structural abnormality of the heart or intrathoracic great
vessels that is actually or potentially of functional significance” [46] definieren. CHDs umfassen
somit angeborene strukturelle Anomalien des Herzens oder angrenzender, intrathorakaler
grol3er Gefalde, die je nach Art zu unterschiedlich schwerwiegenden Funktionseinschrankungen

des Herz-Kreislaufs- bzw. des Herz-Lungen-Systems fiihren [46].

CHDs stellen eine der haufigsten menschlichen Fehlbildungen dar und werden als wesentliche
Herausforderung der Gesundheitsversorgung des 21. Jahrhunderts betrachtet [47]. Ungeféahr

25 % der CHDs umfassen kritische Herzfehlbildungen, welche eine unmittelbare operative und
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palliative ' Intervention in dem ersten Lebensjahr erfordern [48, 49]. CHDs sind eine der
haufigsten Ursachen von Kindersterblichkeit [50 - 52], was der Notwendigkeit einer adaquaten
Friherkennung, wie bspw. durch Echokardiographie und mdoglicherweise zukinftig mittels
genetischer Verfahren, eine wesentliche Bedeutung zukommen I&sst.

1.3.1 Arten kongenitaler Herzfehlbildungen und deren
Pathophysiologie

CHDs lassen sich grundsatzlich in (1) zyanotische Herzfehlbildungen und in (2) nicht-
zyanotische Herzfehlbildungen einteilen [53]. Erstere rufen eine Sauerstoffuntersattigung durch
einen Rechts-Links-Shunt oder durch eine Fehlistellung der groRen Artertien hervor und missen
daher unmittelbar klinisch behandelt werden [13]. Es lassen sich hunderte verschiedene
anatomische CHD-Subtypen unterscheiden [53]. Der Fokus der vorliegenden Arbeit
konzentrierte sich auf Patienten mit schwerwiegenden (zyanotischen) CHDs, insbesondere dem
hypoplastischen Linksherzsyndrom (HLHS). Die Pathophysiologie der in dieser Arbeit
analysierten CHD-Félle wird in den folgenden Absatzen nach dem Lehrbuch von Apitz (2013)
,Padiatrische Kardiologie: Erkrankungen des Herzens bei Neugeborenen, Sauglingen, Kindern

und Heranwachsenden® [13] beschrieben.

Nicht-zyanotische Herzfehlbildungen, die Teil der Analysen dieser Arbeit waren, umfassten die
Septationsdefekte Ventrikelseptumdefekt (VSD) und atrioventrikularer
Septumdefekt (AVSD) [53]. Beim VSD ist das Ventrikelseptum nicht vollstéandig verschlossen
und es besteht eine offene Verbindung zwischen dem linken und rechten Ventrikel. Je nach
Form und Ausmald kann dieser Defekt einen Links-Rechts-Shunt mit einem erhohten
pulmonalen Blutfluss (pulmonale Hypertonie) und eine Linksherzinsuffizienz bewirken. Kleinere
VSDs liegen haufig asymptomatisch vor und es kann zu einem spontanen Verschluss kommen,
ohne dass ein operativer Eingriff notwendig ist. ([13] S. 350 ff.)

AVSDs stellen Endokardkissendefekte dar, bei welchen zwischen kompletten und inkompletten
AVSDs unterschieden wird. Patienten mit kompletten AVSDs, welche Teil der analysierten

Patienten-Kohorte dieser Arbeit waren, zeigen einen Atriumseptumdefekt (ASD), einen

! Palliation: Operationsverfahren zur bestmoglichen Anpassung an gegebene physiologische Verhdltnisse, die Erkrankung wird
durch diesen operativen Eingriff nicht geheilt [13]
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Inlet-VSD? sowie eine gemeinsame primitive AV-Kanalklappe als Offnung zwischen Atrien und
Ventrikel. ([13] S. 365 ff.)

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Patienten mit komplettem AVSD wiesen den
genetischen Befund einer Trisomie 21° auf. Ungefahr 43 % aller Patienten mit AVSD weisen
eine Trisomie 21 auf [54]. Dieses Syndrom ist durch eine Kombination von phanotypischen
Eigenschaften, u.a. einer geistigen Unterentwicklung und charakteristischen Fazies,
gekennzeichnet [55, 56].

Die Trikuspidalatresie (TA) und Pulmonalatresie (PAt) wurden in dieser Arbeit unter dem
Begriff ,Rechtsherzfehlbildungen® zusammengefasst. Sie zdhlen zu den zyanotischen
Herzfehlbildungen [53].

Die TA ist durch eine fehlende Anlage (Atresie) der Trikuspidalklappe gekennzeichnet. Anstelle
der Klappe befindet sich eine undurchlassige Membran zwischen rechtem Atrium und rechtem
Ventrikel. Der rechte Ventrikel ist meist stark unterentwickelt und es besteht haufig ein
VSD. ([13] S. 444 ff.)

Die PAt beschreibt einen Verschluss bzw. eine fehlende Anlage der Ausflussbahn von rechtem
Ventrikel zur Pulmonalarterie. Bei der PAt wird unterschieden, ob ein VSD vorliegt oder nicht, da

dies zu unterschiedlichen hdmodynamischen Auswirkungen fihrt. ([13] S. 404 ff.)

Das hypoplastische Linksherzsyndrom (HLHS) gehdrt zu den komplexen, zyanotischen
Herzfehlbildungen [53]. Es umfasst eine starke Unterentwicklung des linken Ventrikels und der
Aorta ascendens, sowie eine Stenose oder Atresie von Aorten- und Mitralklappe [57]. Eine
detaillierte Beschreibung des HLHS, welches zentrale Thematik der vorliegenden Arbeit ist,
erfolgt in Abschnitt 1.5.

In dieser Arbeit lag bei einem Patienten mit HLHS zusétzlich eine Transposition der grof3en
Arterien (TGA) vor, welche zu den komplexen zyanotischen Herzfehlbildungen z&hlt [53].

Normalerweise sind die Pulmonalarterie mit dem rechten Ventrikel und die Aorta mit dem linken
Ventrikel verbunden, bei der TGA sind die groRen Arterien umgekehrt positioniert. Die haufigste
Form stellt der Dextro-Typ (d-TGA) dar, bei welchem der Ursprung der Aorta anterior und
rechts-seitig zum Ursprung der Pulmonalarterie liegt. Bei der TGA sind Lungen- und
Kdrperkreislauf  vollstandig voneinander getrennt, sodass postnatal unmittelbar eine

medikamentdse oder interventionelle Behandlung erforderlich ist. ([13] S. 418 ff.)

2 Die Offnung beim Inlet-VSD besteht im Bereich des Einlassseptums der rechten Herzkammer [13].
Bei der Trisomie 21 sind das gesamte Chromosom 21 bzw. Teile davon dreifach vorhanden [557].
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Weitere angeborene Vitien, die Bestandteile der Analysen dieser Arbeit waren, umfassten das
kongenitale linksventrikulare Aneurysma (LV-An) und die familiare dilatative
Kardiomyopathie (DCM). Das LV-An stellt eine idiopathische Dysplasie des linksventrikularen
Endokards und Myokards dar [58]. Es liegt eine pathologische, nicht-kontraktile Ausbuchtung
der ventrikularen Herzwand vor [58]. Eine vermehrte Fillung der Ausbuchtung mit Blut kann zu
einer Blockade des Ausflusses aus dem linken Ventrikel fihren, sodass der Korperkreislauf nicht
aufrechterhalten werden kann [58].

Die DCM ist eine krankhafte Erweiterung des Myokards, insbesondere des linken Ventrikels. Die
Folge ist eine ineffiziente Pumpfunktion des Ventrikels mit konsekutiv verringerter
Auswurfleistung, sodass eine Unterversorgung der Organe besteht. ([13] S. 418 ff.)

1.3.2 Epidemiologie kongenitaler Herzfehlbildungen

Mit einer Pravalenz von 5-10 neuen Féllen pro 1000 Lebendgeburten mit moderaten bis
schwerwiegenden CHDs [59 - 62] stellen CHDs eine der haufigsten Formen angeborener
Fehlbildungen dar [47]. Z&hlt man das Auftreten der bikuspiden Aortenklappe (BAV) hinzu,
welche potenziell operationsbedirftige Auswirkungen haben kann, jedoch haufig
undiagnostiziert bleibt, so erhdht sich die Préavalenz auf ca. 19/1000 Lebendgeburten [63].
Abhangig davon, welche Arten von Herzfehlbildungen in Betracht gezogen werden — wie
(silenter) persistierender Ductus arteriosus (PDA) oder kleine, muskuldare VSDs — kann
insgesamt von einer Pravalenz dieser Fehlbildungen von 5 bis 50 Féllen pro
1000 Lebendgeburten ausgegangen werden [63, 64]. Die Pravalenz der CHDs erhoht sich
zusatzlich, wenn ungeborene Foéten mit diagnostizierten CHDs einbezogen werden [65]. Zu
einer Vielzahl milder Formen von CHDs liegen jedoch keine adaquaten Follow-up-Studien vor

und einige CHDs heilen spontan aus, sodass die reale Pravalenz ungeklart bleibt [64].

Betrachtet man das erhobene Wiederholungsrisiko fir CHDs verschiedener Studien [66 - 69], so
kann ein Anstieg des Wiederholungsrisikos fir jedes weitere betroffene Geschwisterkind
beobachtet werden, mit bis zu 10% bei VSD und HLHS. Ein 12-fach erhdhtes
Wiederholungsrisiko kann bei Zwillingen desselben Geschlechts im Vergleich zu Zwillingen
unterschiedlichem Geschlechts festgestellt werden [62, 70]. Tendenziell ist ein hoheres
Wiederholungsrisiko bei HLHS, Aortenklappenstenose und Koarktation der
Aorta (CoA, Einengung der Aorta am Aortenbogen) im Vergleich zu anderen CHD-Typen zu
beobachten [71]. Insgesamt liegt das Wiederholungsrisiko fir CHDs mit 2 - 10 % [66, 67, 72]
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jedoch wesentlich niedriger, als bei Mendelschem Vererbungsmodell (25 % bei autosomal
rezessivem Erbgang) zu erwarten ware. Mogliche Vererbungsmechanismen und bisherige
Erkenntnisse zu Einflussfaktoren in der Atiologie von CHDs werden daher im folgenden
Abschnitt ndher beschrieben.

1.4 Atiologie kongenitaler Herzfehlbildungen

In Anbetracht des raumlich und zeitlich fein regulierten genetischen und epigenetischen
Programms der Herzentwicklung [36 - 39] kdnnen sowohl genetische als auch epigenetische
Einflussfaktoren in der Entstehung von CHDs von Bedeutung sein. Solche epigenetischen
Faktoren beschreiben zellulare Mechanismen mit einem Einfluss auf die Genexpression ohne
eine Veranderung der DNA-Sequenz [73]. Im Hinblick auf das niedrige Wiederholungsrisiko
von 2 - 10 % [66, 67, 72] wurden verschiedene Theorien zu Vererbungsmechanismen von CHDs
diskutiert. Unter anderem wurden ein malfgeblicher Einfluss von de novo Mutationen (neu
entstandene Mutationen, ohne Vererbung durch ein Elternteil) [74], eine reduzierte Penetranz
und ein polygenes und/oder multifaktorielles Vererbungsmodell [69, 75 - 77] als mdgliche
Mechanismen vermutet. Die reduzierte Penetranz beschreibt das Vorliegen eines krankheits-
assoziierten Genotyps bei Individuen, die keine Manifestation der Erkrankung zeigen.
Beispielsweise treten solche Mutationen nach autosomal dominantem Verebungsmodell mit
reduzierter Penetranz in der ersten und dritten Generation bei Fallen mit CHDs auf, wahrend in
der zweiten Generation dieser Familie die vererbte Mutation keine phéanotypische Auswirkung
zeigt [78]. Im Folgenden werden bisher bekannte genetische und epigenetische Einfliisse in der

Atiologie von CHDs beschrieben.

1.4.1 Genetische Faktoren bei kongenitalen Herzfehlbildungen

In den letzten Jahren wurden die klassischen genetischen Ansatze, wie Linkage-Analysen und
Resequenzierungen von Kandidatengenen, durch genomweite Hochdurchsatz-Technologien,
d.h. Array-basierte Techniken und Next Generation Sequencing (NGS)-Verfahren, erweitert [47].
So liel3en sich bisher fur 15— 20 % der CHD-Falle eine genetische Ursache oder teratogene
Einflisse feststellen [47, 66, 69, 77]. Einen Grol3teil dieser CHD-Falle mit bekannter genetischer
Ursache stellen syndrom-assoziierte CHDs, d.h. CHDs mit zusétzlichen extrakardialen
Manifestationen, dar [79]. Die Atiologie nicht-syndromaler CHDs ist dagegen meist
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unbekannt [69, 77]. Ungefahr 8 —12 % der CHD-Félle liegen in Assoziation mit grof3en
chromosomalen Anomalien und Aneuplodien vor [66, 80, 81]. Weitere 3 -5 % der CHD-Falle
lassen sich durch einzelne Genvarianten und Mikrodeletionen im Zusammenhang mit
Mendelschen Syndromen erklaren [64, 68]. Im Folgenden werden auf chromosomale Anomalien
und Keimbahnmutationen in Assoziation mit CHDs, als auch auf den Einfluss moglicher
somatischer, d.h. herzgewebespezifischer, Mutationen eingegangen.

1.4.1.1 Chromosomale Anomalien und CHDs

Chromosomale Aneuploidien, als erste identifizierte genetische Ursache von CHDs, stellen
einen der Hauptmechanismen der Pathogenese von CHDs dar [47, 77]. Viele chromosomale
Syndrome treten in Assoziation mit CHDs auf. Es lassen sich u.a. bei 40 — 50 % der Falle mit
Trisomie 21 [82], bei 20 — 50 % der Falle mit Turner Syndrom [83] und bei nahezu allen Fallen
mit Trismie 13 und Trisomie 18 [84] CHDs diagnostizieren. Solche chromosomale Anomalien
zeigen eine Assoziation zu verschiedenen CHDs mit unterschiedlicher Haufigkeit, sodass einer
bestimmten Chromosomenaberration kein spezifischer CHD-Ph&notyp zugeordnet werden
kann [85]. Insgesamt liegen bei 8 - 10 % der CHD-Félle eine Assoziation mit grof3en (= 100 kbp)
chromosomalen Deletionen, Duplikationen oder auch Aneuplodien vor [66, 80]. Verschiedenste
Syndrome, die durch Kopienzahlvariationen (CNVs) ausgeldst werden, treten in Zusammenhang
mit CHDs auf. Die haufigste CHD-assoziierte Kopienzahlvariation (CNV) stellt eine 3-Mb-
Deletion auf Chromosom 22q11.2 (Mikrodeletionssyndrom 22q11.2) dar. Diese CNV liegt bei
15 % der Félle mit Fallot’scher Tetralogie* (TOF) vor [86].

Derzeitige Analysen konnten multiple CNVs identifizieren, welche in urséchlichem
Zusammenhang mit isolierten, d.h. nicht-syndromalen CHDs, stehen. Beispielsweise liel3en
sich grof3e de novo CNVs bei isoliert auftretenden Féllen mit TOF [87, 88], bei linksseitigen
CHDs (LS-CHDs) wie dem HLHS [89, 90], oder anderen sporadisch auftretenden CHD-Fallen
detektieren [91, 92, 93].

4 Kongenitale Herzfehlbdilung bestehend aus vier Herzdefekten (daher Tetralogie): Pulmonalstenose, Malalignment-VSD,
Uberreitende Aorta und konsekutive Rechtsherzhypertrophie (pathologische VergroRerung (Hypertrophie) des Muskelgewebes im
rechten Ventrikel) [13].
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1.4.1.2 Keimbahnmutationen und CHDs

Verschiedenste Einzelgen-Mutationssyndrome treten in  Zusammenhang mit CHDs
(im Folgenden als syndrom-assoziierte CHDs bezeichnet) auf. Beispielsweise konnten
Gain-Of-Function-(GOF)-Mutationen in PTPN11 [94], SOS1 [95] und RAF1 [96] in ursachlichem
Zusammenhang mit dem Noonan-Syndrom, welches bei 80 — 90 % der Patienten [97, 98] in
Assoziation mit CHDs auftritt, identifiziert werden. Das Alagille-Syndrom, welches bei 90 % der
Patienten in Assoziation mit CHDs auftritt [99 - 101], wird hauptsachlich durch dominante
Loss-Of-Function-(LOF)-Mutationen in JAG1 ausgel6st [102]. Das Catel-Manzke-Syndrom liegt
bei 40 % der Falle in Assoziation mit einer Herzfehlbildung (VSD, ASD) vor [103]. Bei diesem
Syndrom handelt es sich um eine seltene Knochenkrankheit, die durch eine beidseitige
Hyperphalangie und Klinodaktylie des Zeigefingers charakterisiert ist, sowie, in typischen Fallen,
in Verbindung mit einer Pierre-Robin-Sequenz (Gaumenspalte, Mikrogenie und Glossoptose)
auftritt  [103]. In der vorliegenden Arbeit konnte im Rahmen der Studie von
Ehmke et al. (2014) [104] das TGDS-Gen als kausales Gen fir das beobachtete

autosomal-rezessive Vererbungsmodell des Catel-Manzke-Syndroms identifiziert werden.

In urséchlichem Zusammenhang mit nicht-syndromalen CHDs konnten verschiedenste Gene,
die u.a. in kardialen Signalwegen und der transkriptionellen Regulation der Herzentwicklung
involviert sind, identifiziert werden [79]. Unter anderem lieBen sich Mutationen in
TF-kodierenden Genen, wie NKX2.5 [105 - 108] und GATA4 [109 - 111] in Assoziation mit nicht-
syndromalen CHDs nachweisen. Die Haploinsuffizienz ®> kardialer TFs kénnte hierbei

mdoglicherweise in der Pathogenese von CHDs relevant sein [112 - 114].

Kurzlich konnte in einer WES-Studie von 1823 CHD-Familien (Sifrim und Hitz et al., 2016°), an
der sich im Rahmen dieser Arbeit beteiligt wurde, eine signifikante Anreicherung von de novo
LOF-Mutationen in bekannten CHD-Genen bei syndrom-assoziierten CHDs nachgewiesen
werden. Hingegen waren bei nicht-syndromalen CHDs vererbte LOF-Mutationen in CHD-Genen,
die gleichsam in den phanotypisch gesunden Eltern vorlagen, signifikant angereichert (Sifrim
und Hitz et al., 2016°. Somit zeigen syndrom-assoziierte und nicht-syndromale CHDs ein
distinktes genetisches Modell, mit einer entscheidenden Bedeutung von de novo Mutationen bei
syndrom-assoziierten CHDs und vererbten proteintrunkierenden Genvarianten bei nicht-
syndromalen CHDs (Sifrim und Hitz et al., 2016°).

° Der diploide Organismus hat hierbei nur eine funktionelle Kopie eines Gens (das andere ist durch eine Mutation inaktiviert), sodass
im haploiden Zustand der normale Phanotyp nicht aufrechterhalten werden kann [557].

6 Dokument derzeit in Revision, eingereicht bei Nature Genetics (siehe Abschnitt 11)
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1.4.1.3 Somatische Mutationen und CHDs

Somatische Mutationen, d.h. im Herzgewebe selbst, konnten einen alternativen genetischen
Mechanismus in der Entstehung von CHDs darstellen [78]. In GATA6 konnten bspw. kurzlich
zwei bisher unbekannte heterozygote Mutationen im Herzgewebe von Patienten mit TOF
nachgewiesen werden, die weder in peripherem Blut dieser Patienten, noch in
Herzgewebeproben einer Kontrollkohorte nachweisbar waren [115]. Andere (nicht-kongenitale)
Herzerkrankungen zeigten ebenfalls somatische Mutationen. In Genen kodierend flir Connexin-
40 (GJA5) und Cx43 (GJALl) lieBen sich herzspezifische, somatische Mutationen in
sporadischen Fallen mit Vorhofflimmern detektieren [116, 117]. Insgesamt ist jedoch die
bisherige Datenlage zur Erforschung somatischer Mutationen in Zusammenhang mit kardialen
Defekten nur gering ausgepragt, zumal es sich beim Herzgewebe um ein schwer zugéngliches

Gewebematerial handelt.

Nach Schatzungen durch gegenwértige Sequenzierungs-Strategien mittels NGS-Technologien
treten in jeder Generation ca. <10 seltene, Proteinfunktion-beeintrdchtigende de novo
Mutationen auf [118, 119]. Zwar basieren diese Daten auf Analysen von Blutproben, die eine
deutlich hohere Zellteilungsfrequenz im Vergleich zu differenziertem Herzgewebe und damit ein
erhdhtes Risiko fir das Auftreten von de novo Mutationen haben, jedoch kdnnten solche
somatischen Mutationen in frihen proliferativen Phasen der kardialen Entwicklung auftreten und
so in der Entstehung von CHDs eine Rolle spielen. Obwohl die Daten von
Choi et al. (2009a) [118] und Sanders et al. (2012) [119] keine direkte Schétzung von
Mutationsfrequenzen in proliferierenden und differenzierten Zellen zulassen, so verdeutlichen
sie dennoch, dass de novo Mutationen frequentiert auftreten. Somit kdnnen Analysen von
somatischen de novo Mutationen im Herzgewebe von CHD-Patienten potenziell informativ sein.
Um einen solchen alternativen genetischen Mechanismus in der Entstehung des HLHS zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit Herzgewebeproben von HLHS-Patienten

analysiert.

1.4.2 Epigenetische Aspekte kongenitaler Herzfehlbildungen

Der Begriff ,Epigenetik®, erstmalig durch Conrad Waddington (1942) beschrieben [120], lasst
sich nach heutiger Definition zusammenfassen als modifizierbare, zellulare Mechanismen mit
einem Einfluss auf die Genexpression, die ohne eine Verdnderung der DNA-Sequenz
einhergehen und mitotisch sowie meiotisch vererbbar sein kénnen [73]. Epigenetische
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Regulationsmechanismen umfassen Modifikationen von DNA-Basen (wie die DNA-
Methylierung), post-translationale  Modifikationen von  Histonproteinen, RNA-basierte
Mechanismen im Nukleus und nukledre Positionseffekte [121]. Dieses genomweite
epigenetische Muster an Modifikationen, das sogenannte Epigenom, unterliegt prézisen
koordinierten Veranderungen in definierten Entwicklungsstadien und ist in der Regulation von
multiplen physiologischen Prozessen wahrend der menschlichen Entwicklung involviert [122].
Epigenetische Veranderungen tragen zu zell- und gewebespezifischer Genexpression
bei [123 - 125]. Umweltfaktoren konnen diese epigenetischen Modifikationen
beeinflussen [126, 127]. Der maf3gebliche Einfluss von Umwelt- und in utero-Faktoren liegt
wahrscheinlich innerhalb der perikonzeptionellen Periode (drei Monate vor der Schwangerschaft
bis zum Ende des ersten Trimenons) mit der kritischen Phase der kardialen Entwicklung

zwischen der 2. und 7. Gestationswoche [59, 128].

Beispielsweise konnte ein bis zu funffach erhthtes Risiko fir CHDs bei pragestationalem
maternalen Diabetes mellitus beobachtet werden [129 - 131]. Epigenetische Mechanismen, wie
die DNA-Methylierung, lieBen sich in verschiedenen Studien als Einflussfaktoren in der
Entstehung von Typ 2 Diabetes identifizieren [132 - 134]. Weitere Risikofaktoren fir die
Entstehung von CHDs umfassen Umwelt-Teratogene, wie Dioxine, polychlorierte Biphenyle und
Pestizide [135]. Beispielsweise kdnnen Histon-Deacetylasen, die in der Histonmodifikation und
somit in der Regulation der Transkription involviert sind, durch teratogene Ereignisse inhibiert
werden. Auch parentaler Alkohol-, Kokain- und Tabakkonsum stellen bekannte Risikofaktoren
fur CHDs in der Nachkommenschaft dar [136 - 139]. Eine parentale Exposition zu Alkohol steht
in ursachlichem Zusammenhang mit fetalen Alkohol-Spektrum-Stérungen (FASD), die
verschiedene korperliche und kognitive Entwicklungsstérungen umfassen, wie auch CHDs.
Beispielsweise lassen sich Veradnderungen des DNA-Methylierungsprofils in frithen

Entwicklungsstadien bei Alkoholexposition in Mausembryos detektieren [140].

Ein Risikofaktor fur beide Geschlechter stellt das parentale Alter dar, indem bei alteren Mittern
haufig eine TGA und bei alteren Vatern eine hdhere Inzidenz von VSDs in der
Nachkommenschaft identifiziert werden konnten [141 - 144]. Verédnderungen des DNA-
Methylierungsmusters mit zunehmendem Alter eines Individuums lieBen sich bisher in

verschiedenen Studien nachweisen [145 — 152].
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1.4.2.1 DNA-Methylierung als epigenetischer Regulationsmechanismus

In der vorliegenden Arbeit wurden die Aspekte der DNA-Methylierung im Herzgewebe von
Patienten mit unterschiedlichen CHDs, insbesondere dem HLHS, analysiert. Daher wird im
Folgenden auf die DNA-Methylierung als epigenetischer Regulationsmechanismus, sowie auf
die bisherigen Erkenntnisse zu molekularen Mechanismen der DNA-Methylierung in der
Entstehung von CHDs eingegangen.

Die DNA-Methylierung beschreibt eine kovalente DNA-Modifikation durch Methylierung der
DNA, d.h. primar die Methylierung eines Cytosins im Kontext eines Cytosin-Guanin-
Dinukleotids (CpG) [153]. Das methylierte Cytosin (5-mC) wird auch als ,fliinfte Base“ der DNA
bezeichnet [154]. Ungefahr 70 — 80 % aller menschlichen CpG-Loci liegen methyliert vor [155].
Neben der Methylierung im CpG-Kontext kdnnen auch Cytosine gefolgt von anderen Basen, wie
z.B. einer Thymin- oder Adenin-Base, eine Methylierung aufweisen [156]. Dies wird als nicht-
CpG-Methylierung bezeichnet und kann bspw. in Kkultivierten embryonalen Stammzellen
detektiert werden [156]. DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) katalysieren den Transfer einer
Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin  (SAM) auf das Cytosin [157]. Die DNA-
Methyltransferase 1 (DNMT1) ist hierbei primar in dem Erhalt der DNA-Methylierung wahrend
der Zellteilung involviert [158]. Fur die de novo DNA-Methylierung, welche bspw. in frihen
Entwicklungsstadien von funktioneller Bedeutung ist, sind die DNA-Methyltransferasen DNMT3A
und DNMT3B essenziell [159]. Die DNA-Methylierung stellt eine reversible Modifikation dar, die

passiv oder aktiv entfernt werden kann [160].

Innerhalb des Genoms sind CpGs nicht gleichmaRig verteilt, sondern treten gehauft in
sogenannten CpG-Inseln (CGls) auf [161]. CGls sind DNA-Regionen
von > 200 Basenpaaren (bp) mit > 50 %igem GC-Gehalt und einem Verhaltnis von erwartetem
zu tatsdchlichem CpG-Gehalt von 0,6 [161]. CGls zeigen eine Kolokalisation zu Promotoren
konstitutionell exprimierter Gene und ca. 40 % dieser Gene weisen ein gewebespezifisches
Expressionsprofil auf [162, 163]. Die DNA-Methylierung von Promotorregionen zeigt haufig eine
negative Korrelation mit der Expression von downstream gelegenen Genen [164 — 166]. Eine
Inhibition der Genexpression kann hierbei z.B. durch die sterische Hinderung der Bindung von
Transkriptionsfaktoren (TFs) an Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBSs) in der Promotorregion
bewirkt werden, wobei die Transkriptionshemmung hauptséchlich tber die Rekrutierung von
Methyl-CpG Binding Domain (MBD)-Proteinen erfolgt [167]. Die Affinitat von TFs zu TFBSs kann
somit durch die DNA-Methylierung beeinflusst werden [168] und die Bindung von TFs an TFBSs

verhindern [168 - 171]. Eine differenzielle DNA-Methylierung zwischen Zellen oder Geweben
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innerhalb eines Individuums, oder zwischen unterschiedlichen Individuen lasst sich innerhalb
sogenannter differenziell methylierter Regionen (DMRs) detektieren [172]. Diese umfassen
DNA-Bereiche, die bei multiplen benachbarten CpGs eine differenzielle Methylierung aufweisen.
Bisher lieBen sich verschiedene DMRs nachweisen, wie u.a. auch
reprogrammierungsspezifische  DMRs (RDMRs), welche im Rahmen der somatischen
Zellreprogrammierung eine differenzielle Methylierung zeigen und die Unterscheidung zwischen
verschiedenen Gewebetypen ermdglichen [173].

Die DNA-Methylierung ist in einer Vielzahl von biologischen Prozessen involviert, wie der
X-Chromosom-Inaktivierung, dem genomischen Imprinting und auch der
Embryonalentwicklung [174]. In der Kardiogenese hat die DNA-Methylierung eine wesentliche
Funktion in der Entwicklung und Reifung von Kardiomyozyten [38]. Dynamische Verdnderungen
des Methylierungsmusters lassen sich in Zusammenhang mit einer alterierenden Transkription
von Genen der Kardiogenese detektieren [39]. In der Studie von Chamberlain et al. (2014) [39]
lieR sich eine herunterregulierte Genexpression des HAS2-Gens im Herzen von
Mausembryonen in Zusammenhang mit einer erhdhten DNA-Methylierung des assoziierten
Enhancers nachweisen. Solche Enhancer-Regionen regulieren die Genexpression durch
raumliche Orientierung aktivierender Faktoren an Promotorregionen (ber chromosomales
Looping [175]. Die DNA-Methylierung in Enhancer-Regionen ist mit Veranderungen der
Genexpression assoziiert [176]. Insgesamt stellen epigenetische Modifikationen, wie die DNA-

Methylierung, einen wichtigen Mechanismus in der Regulation der Herzentwicklung dar [36, 37].

Bisher liegen nur wenige Studien zur DNA-Methylierung im Herzgewebe von Patienten mit
Herzfehlbildungen vor. Ein aberrantes DNA-Methylierungsmuster in linksventrikularem
Gewebe konnte bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz [177] sowie bei Fallen mit
DCM [178] in Korrelation mit ver&nderter Genexpression detektiert werden. Somit kdnnen
Erkrankungen des Myokards mit Veranderungen der DNA-Methylierung einhergehen. Bei
Patienten mit TOF konnte in der Studie von Sheng et al. (2013) [179] eine aberrante DNA-
Methylierung von NKX2.5 und HAND1 mit einer negativ korrelierten mRNA’-Expression dieser
Gene in kardialem Gewebe (rechter Ventrikel) detektiert werden, sodass Verdnderungen der
DNA-Methylierung zu einer reduzierten Transkription essenzieller Herzentwicklungs-Gene
beitragen koénnen. Des Weiteren konnte in einer Fall-Kontroll-Studie von Obermann-

Borst et al. (2011) [180] ein hohes Level von Biomarkern wie SAM (Methylgruppendonor fir

! messenger RNA, einzelstrangiges RNA-Transkript eines Gens, das im Rahmen der Translation zur Synthese von Proteinen
dient [557]
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DNMTSs) und Folat (als Vorstufe von Tetrahydrofolat, einem Lieferanten von Methylgruppen) in

Assoziation mit komplexen syndromalen CHDs nachgewiesen werden.

1.5 Das hypoplastische Linksherzsyndrom

Das hypoplastische  Linksherzsyndrom  (HLHS), ein  kongenitales Herz- und
Gefalfehlbildungssyndrom [57, 181], stellt einen der schwerwiegendsten CHDs mit den
hochsten Mortalitatsraten dar [182 — 184]. Insgesamt lassen sich 25 - 40 % aller neonatalen
kardialen Todesfalle auf das HLHS zurtckfuhren [183, 184]. Das HLHS ist die haufigste Form
univentrikularer Herzfehlbildungen [185], d.h. Herzfehler, bei denen nur ein Ventrikel
funktionsfahig ist (der andere Ventrikel ist unterentwickelt, sodass dieser seine Funktion nicht
aufrechterhalten kann) [13]. Es tritt mit einer Pravalenz von 2-3Fallen pro
10.000 Lebendgeburten auf [183, 186, 187]. Zieht man spontane und induzierte Aborte
betroffener Feten in Betracht, so erhdht sich die Pravalenz [182, 187]. Zur Entstehung des
HLHS ist bis heute nur wenig bekannt [188].

1.5.1 Anatomie und Pathophysiologie des HLHS

Das HLHS beschreibt anatomisch ein Spektrum kardialer Fehlbildungen der linken Herzhélfte
und angrenzender GefaRstrukturen, die eine signifikante Hypoplasie (Unterentwicklung) des
linken Ventrikels, eine Atresie (Verschluss), Stenose (Verengung) oder Hypoplasie der Aorten-
und/oder Mitralklappe, sowie eine Hypoplasie der Aorta ascendens und des Aortenbogens
umfassen [57, 181]. Entsprechend der pathogenetischen Klassifizierung nach Clark (1996) [189]
lasst sich das HLHS den ,Anomalien des intrakardialen Blutflusses“ zuordnen und stellt nach
EPCC-Klassifikationssystem (European Paediatric Cardiac Code) [53] einen Subtyp
linksventrikularer Ausflusstrakt-Obstruktionen (LVOTOS) dar.

Bisher bekannte anatomische und pathophysiologische Gegebenheiten des HLHS werden in
den folgenden Absatzen anhand des Lehrbuchs von Apitz (2013) ,Padiatrische
Kardiologie: Erkrankungen des Herzens bei Neugeborenen, Sauglingen, Kindern und

Heranwachsenden® [13] beschrieben.

Das Ausmald der Hypoplasie von linksventrikularen und aortalen Strukturen beim HLHS reicht

von einem geringfiigig vorhandenen Blutfluss durch den linken Ventrikel bei MS/AS bis zu

17



Einleitung Dissertation Kirstin Hoff

einem, im Extremfall nur reiskorngrofRen, linken Ventrikel ohne Blutfluss bei MA/AA. Die Aorta
ascendens ist daher unterentwickelt. Bei Durchgangigkeit der Mitralklappe liegt teilweise eine
Endokardfibroelastose (EFE) des linken Ventrikels vor. ([13] S. 374 ff.)

Klinisch werden folgende anatomische Varianten beim klassischen HLHS entsprechend der
Auspragung der Herzklappen der linken Herzhalfte klassifiziert [190, 191] (Abbildung 3):

a) Mitralatresie/Aortenatresie (MA/AA)
b) Mitralstenose/Aortenatresie (MS/AA)
c) Mitralstenose/Aortenstenose (MS/AS)

offenes FO
ASD

AoV

Abbildung 3 Anatomische Varianten des HLHS. a: Mitral- und Aortenatresie, b: Mitralstenose und Aortenatresie,
c: Mitral- und Aortenstenose. FO: Foramen ovale, DA: Ductus arteriosus, AoV: Aortenklappe, MV: Mitralkappe,
LA: linkes Atrium, LV: linker Ventrikel (Abbildung aus Haas and Kleideiter (2011) [192], modifiziert)

Die linke Herzhélfte ist beim HLHS aufgrund der starken Unterentwicklung seiner Strukturen,
d.h. Mitral- und Aortenklappe, Cavum und linksventrikularer Ausflusstrakt (LVOT), nicht in der
Lage, ein ausreichendes Herzzeitvolumen (HZV) zu fordern. Somit besteht eine
Unterversorgung des Korperkreislaufs. Das Uberleben nach der Geburt hangt von zwei
anatomischen Strukturen ab, die intrauterin bei allen Menschen bestehen: dem DA und dem FO
(Abbildung 3 und siehe Abschnitt 1.1). Uber den offenen DA erfolgt eine systemische Perfusion,
wobei fiir das postnatale Uberleben ein Offenbleiben des DAs und ein ausreichender Links-
Rechts-Shunt auf Vorhofebene erforderlich sind. Beim HLHS kann sich das oxygenierte Blut aus
den Lungenvenen nicht Gber den linken Ventrikel in den Korperkreislauf entleeren, sondern flief3t
Uber ein offenes FO bzw. Uber einen ASD aus dem linken Atrium in das rechte Atrium
(Links-Rechts-Shunt) ab. Im rechten Atrium mischt sich das oxygenierte Blut mit dem

desoxygenierten Blut der Hohlvenen. Dieses Mischblut gelangt dann Uber den rechten Ventrikel,
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der somit eine erhohte Volumenbelastung aufweist, in die Pulmonalarterie und von dort teils in

den Lungen- und teils in den systemischen Kreislauf tber den DA. ([13] S. 374 ff.)

Bleibt das HLHS unbehandelt, so fihrt die Lungentberflutung durch den postnatal verringerten
pulmonalvaskularen Widerstand zu einer Abnahme des Rechts-Links-Shunts Uber den DA,
wodurch eine Verringerung des systemischen HZVs hervorgerufen wird. Dariiber hinaus bewirkt
die physiologische posthatale Konstriktion des DAs eine drastische Reduktion der
Systemperfusion und der Perfusion der Koronararterien. Uber eine Steigerung des
Sympathikotonus fiihrt dies zum Anstieg des systemischen GefaRwiderstands und somit zum
Erhalt eines adaquaten Blutdrucks. Die Folgen dieser Mechanismen sind ein kardialer Schock
und die Ausbhildung einer schweren  metabolischen  Azidose und  atrieller
Hypoxamie. ([13] S. 374 ff.)

Die Therapie umfasst unmittelbar nach Diagnosestellung ein Offenhalten des DAs mittels
Prostaglandin-E-Infusion, um die ductusabhéangige Koérper- und Koronarperfusion zu
gewahrleisten. Des Weiteren muss eine ausreichend grofRe interatriale Kommunikation
vorliegen, um einen freien Abfluss des oxygenierten Blutes aus den Lungenvenen zu
gewahrleisten. Die operative Standardtherapie ist beim HLHS eine dreistufige Palliation, dessen
Resultat eine komplette Kreislauftrennung von Lungen- und Korperkreislauf nach dem
sogenannten Fontan-Prinzip ist. Bei der resultierenden ,Fontan-Zirkulation® flielt das gesamte
vendse, desoxygenierte Blut der Hohlvenen — ohne zuvor einen Ventrikel zu passieren — direkt
in die Lungenstrombahn, sodass eine passive Lungenzirkulation besteht. Nach Anreicherung mit
Sauerstoff gelangt das Blut Gber die Pulmonalvenen und den ASD in den rechten Ventrikel,
welcher nun mit der Aorta verbunden ist und somit den Koérperkreislauf versorgt (Details siehe
Abschnitt 8 Tabelle 30). Des Weiteren kann eine Herztransplantation als therapeutische
Malinahme durchgefiihrt werden, wobei neben dem Herzen auch die Aorta ascendens und ein
Teil des Aortenbogens ersetzt werden mussen. Jedoch ist diese Therapiemdglichkeit aufgrund

des Mangels von Spenderorganen begrenzt. ([13] S. 379 ff.)

In den letzten 30 Jahren hat sich das klinische Management aufgrund technischer und
strategischer Fortschritte drastisch geandert, sodass beim HLHS Uberlebensraten bis zum
funften Lebensjahr von >70% im Vergleich zur 100 %igen Mortalitdét bei unbehandelten
Neonaten erreicht werden kénnen [183, 185, 193, 194]. Jedoch birgt die dreistufige Palliation ein
hohes Mortalitatsrisiko, mit mehreren Operationen am offenen Herzen und perioperativen
Komplikationen [195], sodass alternative Behandlungsstrategien etabliert werden muissen. Zur

Erweiterung der Therapiemdglichkeiten, insbesondere in Hinblick auf die anatomische
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Heterogenitat des HLHS, ist ein genaues Verstandnis uber die Atiologie und die Erforschung der

Pathomechanismen von wesentlicher Bedeutung.

1.5.2 Atiologie des HLHS

Der zugrundeliegende Pathomechanismus des HLHS ist bisher weitgehend unklar [188]. Die
Mehrzahl der HLHS-Félle tritt sporadisch ohne eine bekannte Ursache auf [78, 196].
Verschiedenste Theorien wurden beziiglich der Atiologie dieser komplexen Herzfehlbildung

diskutiert.

Wahrend der fetalen Zirkulation wird der linke Ventrikel primér durch einen Blutfluss tber das
FO versorgt [11]. Eine Beeintrachtigung dieses Rechts-Links-Shunts, und somit ein Ausbleiben
eines adaquaten Blutflusses, kénnte eine linksventrikulare Wachstumsminderung zur Folge
haben [188]. Diese ,Fluss-Theorie* wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, dass bei Feten
mit HLHS kleinere FOs vorliegen, als bei normalen gesunden Feten [197]. Zudem konnte das
Auftreten anatomischer Anomalien des interatrialen Septums (IAS) in Assoziation mit dem HLHS
detektiert werden [198]. Auch ein intaktes IAS ohne Offnung (FO), dessen Offenbleiben wichtige
Voraussetzung des fetalen Kreislaufs ist, konnte in utero in Assoziation mit dem HLHS
beobachtet werden [199].

Eine pravalente Theorie zur Atiologie des HLHS beinhaltet die Hypothese, dass “primare*
anatomische Defekte des linksventrikularen Ein- und Ausflusstrakts einen aberranten Blutfluss
durch die linke Herzhalfte bewirken, sodass sekundar konsekutiv eine Unterentwicklung
linksventrikularer und aortaler Strukturen resultiert [200]. In verschiedenen Tiermodellen konnte
eine linksventrikulare Hypoplasie als Resultat induzierter linksseitiger Obstruktionen des Ein-
und Ausflusstrakts [201, 202], oder durch anatomische Modifikation des linken Vorhofs gezeigt
werden [203]. Klinische Beobachtungsstudien zeigten, dass Feten mit einer in frihem
Gestationsstadium entdeckte Aortenstenose prénatal eine progrediente Hypoplasie der linken
Herzhélfte und neonatal einen HLHS-Phéanotyp entwickelten [204]. Diese Beobachtung konnte
auch im Tiermodell bestétigt werden, indem bei verdnderter Blutflussdynamik eine aberrante

Kardiogenese und Genexpression detektiert werden konnte [205, 206].

Evidenzbasierte Erkenntnisse lassen zunehmend eine genetische Komponente in der
Entstehung von LS-CHDs wie dem HLHS vermuten. Ungefahr 10 % der HLHS-Féalle weisen ein

genetisches Syndrom auf [207 - 210]. Beschrieben wurden u.a. das Turner-Syndrom [211],
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Noonan-Syndrom [212], Holt-Oram-Syndrom [213], Jacobsen-Syndrom [214], Potocki-Lupski-
Syndrom [215], Kabuki-Syndrom  [216], Kleefstra-Syndrom  [217] sowie  die
Trisomie 13 und 18 [208, 209] (Abbildung 4).

Die Mehrzahl nicht-syndromaler HLHS-Falle tritt sporadisch auf und die Identifizierung
kausaler Gene gestaltet sich problematisch, da h&aufig pro Familie nur ein Fall mit HLHS
bekannt ist und die wenigen Familien mit einer erkennbaren Vererblichkeit teils eine variable
Penetranz zeigten [200, 218 — 220]. Zwar konnten in einigen Fallen Genvarianten in Assoziation
mit dem HLHS beschrieben werden (Abbildung 4), jedoch ist die kausative Rolle dieser
Mutationen bisher noch nicht vollstdndig geklart. In NKX2.5, kodierend fir einen TF in der frihen
Kardiogenese, konnte in verschiedenen Fallen mit CHDs, inklusive dem HLHS, Mutationen
identifiziert werden [106, 107, 221]. In der Studie von lascone et al. (2012) [196] liel3en sich
seltene Genvarianten in FOXC2 und FOXL1, die in der Herzentwicklung involviert sind, in
Assoziation mit dem HLHS detektieren. Auch in GJA1 konnten Mutationen in Zusammenhang
mit dem HLHS identifiziert werden [222]. In NOTCH1, das in der Herzklappen-Entwicklung von
Bedeutung ist [223, 224], lassen sich Missense®- und LOF-Mutationen in LS-CHDs, inklusive
dem HLHS, zeigen [196, 225, 226]. Mutagenese-Screens im Mausmodell zeigten homozygote
Mutationen in NADSYN1, PCDHB9 und PEPD in mutanten Mausen mit einem HLHS-Phanotyp,
sodass Veranderungen in Genen des Energiemetabolismus (NADSYN1) sowie der
interzellularen und Zellmatrix-Interaktion (PCDHB9, PEPD) in der Entstehung des HLHS

involviert sein kdnnten [227].

Linkage-Analysen zeigten eine Assoziation mit dem HLHS in den chromosomalen Regionen
10922 und 6923 und in 14923 in Kombination mit BAV [228]. Auch die Regionen 2p15, 2p23.2,
10g21.2 und 16p12.2 konnten in Zusammenhang mit LVOTOs, inklusive dem HLHS, identifiziert
werden [229] (Abbildung 4). In der Studie von Stankiewicz et al. (2009) [230] lieRen sich
Microdeletionen im FOX-Cluster (16g24.1) in ursédchlichem Zusammenhang mit der alveolar-
kapillaren Dysplasie und anderen Malformationen wie dem HLHS nachweisen. Mikrodeletionen
in der Region 9g34.3, welche u.a. die Gene EHMT1 and NOTCH1 umfasst, konnte in
Assoziation mit dem HLHS - teilweise im Zusammenhang mit dem Kleefstra-
Syndrom - detektiert werden [78, 87, 217]. Des Weiteren lie3en sich in einer Familien-basierten
CNV-Studie kosegregierende und de novo CNVs in Assoziation mit LS-CHDs, inklusive dem
HLHS, identifizieren [89].

8 Missense-Mutation: sinnverandernde Mutation. Punktmutation, die den Einbau einer anderen Aminosaure in das Protein
bewirkt [557].
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Abbildung 4 Karyogramm-Darstellung bekannter Genvarianten, chromosomalen Regionen und Syndromen, die in
Assoziation mit dem HLHS bekannt sind. Aus der Literatur bekannte Gene, die bei Fallen mit HLHS im kausalen
Zusammenhang mit dieser Herzfehlbildung identifiziert wurden, sind in blau dargestellt. In grau markiert sind Gene,
die mit einem HLHS-Phé&notyp im Mausmodell assoziiert sind. Aus Linkage-Analysen bekannte chromosomale
Regionen, die eine Assoziation mit dem Auftreten von HLHS zeigen, sind griin hinterlegt. Chromosomale Regionen
von Syndromen, die in Zusammenhang mit dem HLHS auftreten (nicht alle genannt), sind rot hinterlegt.

Grundsatzlich kann eine familidre Haufung mit einer Inzidenz von CHDs von bis zu 19 % bei
Familienmitgliedern von HLHS-Féllen beobachtet werden [228, 231 - 235]. Ungefdhr 10 %
dieser CHDs besteht aus BAV-Fallen [236 — 238], einer milden LVOTO-Auspragung. Beim
HLHS ist zudem ein im Vergleich zu anderen CHD-Typen hdheres Wiederholungsrisiko [71] mit
einem bis zu 10 %igem Wiederholungsrisiko fir Geschwisterkinder zu beobachten [68, 234,
239, 240], sodass eine starke Evidenz fiir eine zugrundeliegende genetische Komponente

vorliegt.

In der Studie von Kobayashi et al. (2014) [241] lieBen sich epigenetische Faktoren in
Assoziation mit dem HLHS identifizieren. Die Autoren konnten in induzierbaren pluripotenten
Stammzellen (iPSCs) von HLHS-Patienten eine transkriptionelle Repression und epigenetische
Modifikation von NKX2.5, HAND1 und NOTCH1, sowie reduzierte Expressionslevel des
NOTCH/HEY-Signalweges nachweisen. In der Studie von Zaidi et al. (2013) [74] liel3 sich eine
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signifikante Anreicherung von de novo Mutationen in Genen, die in der H3K4-Methylierung
(bzw. Demethylierung oder Auslesung) involviert sind, in Zusammenhang CHDs, inklusive dem
HLHS, nachweisen. Der epigenetische Mechanismus der Histonmodifikation von H3K4,
d.h. chemische Modifikationen des Aminoséaurerestes Lysin 4 vom Histonprotein® H3, ist u.a. in
der Regulation wichtiger Gene der Embryonalentwicklung und Kardiogenese
involviert [243 - 245].

1.6 Hypothese und Zielsetzung

Wahrend sich in den letzten Jahren wesentliche Fortschritte im klinischen Management des
HLHS erzielen lieRen, bleibt die Atiologie dieser komplexen Herzfehlbildung bis heute
weitgehend unklar [188]. Lediglich in wenigen Fallen konnten Genvarianten in Zusammenhang
mit dem HLHS identifiziert werden [106, 107, 221, 196, 222, 225, 226], wobei die Kausalitat
dieser Mutationen bisher nicht eindeutig geklart ist. In familiaren Féallen mit HLHS Iasst sich u.a.
eine variable Penetranz detektierter Mutationen [200, 218 - 220] und eine unterschiedliche
Auspragung linksseitiger kardialer Defekte feststellen [233, 237, 246]. Dies lasst vermuten, dass
zusatzlich zu einer vererbten genetischen Komponente weitere Faktoren in der Atiologie des
HLHS involviert sind. Hypothetisch konnten daher in der Entstehung des HLHS
pradisponierende genetische Faktoren sowie zuséatzliche, in Kombination wirkende, de novo
Mutationen und epigenetische Faktoren eine Verdnderung in der Genexpression bewirken,
sodass eine pathologische Morphogenese linksseitiger Strukturen resultiert. Potenziell kénnen
sowohl Ereignisse auf Keimbahnebene als auch auf somatischer Ebene’®, d.h. im betroffenen
Herzgewebe, ursachlich fir die Entstehung dieser komplexen Herzfehlbildung sein. Bisher
liegen jedoch kaum Daten zur Erforschung von Mutationen und epigenetischen Veranderungen
auf somatischer Ebene in Zusammenhang mit kardialen Defekten vor, zumal es sich beim
Herzgewebe um ein schwer zugangliches Gewebematerial handelt. In der vorliegenden Arbeit
erfolgten daher — neben genetischen Analysen auf Keimbahnebene — genetische, epigenetische
und transkriptionelle Analysen auf somatischer Ebene. Hierfir standen Keimbahn- und

Herzgewebeproben von Patienten mit CHDs, insbesondere dem HLHS, zur Verfiigung.

o Histone stellen Bestandteile des Chromatins dar und sind von funktioneller Bedeutung fiir die Verpackung der DNA sowie fur die
Regulation der Genexpression [242].

Der Begriff ,somatisch* bezieht sich in dieser Arbeit grundsatzlich auf Ereignisse im Herzgewebe und nicht in der Keimbahn.
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Um die molekularen Mechanismen in der Entstehung von CHDs, insbesondere des HLHS, auf
Keimbahn- und somatischer Ebene zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit folgende
Fragestellungen bearbeitet:

1. Lassen sich auf Keimbahnebene bei Fallen mit einem syndrom-assoziierten CHD und nicht-
syndromalen CHDs (HLHS) in familidrem Kontext krankheitsrelevante oder kausale
Genvarianten'! identifizieren?

2. Konnen auf somatischer Ebene, d.h. im betroffenen Herzgewebe, bei Patienten mit HLHS
krankheitsrelevante oder kausale Genvarianten identifiziert werden?

a. Zeigen die detektierten Genvarianten eine Uberlappung zu bereits in der Literatur
bekannten Genen, die in Assoziation mit Herzfehlbildungen identifiziert wurden?

b. Sind Mutationen nachweisbar, die ausschlie3lich im Herzgewebe, nicht jedoch in der
Keimbahn der Patienten auftreten?

Treten Veranderungen in der DNA-Methylierung im Herzgewebe von Patienten mit CHDs,

speziell des HLHS, in einem mdoglichen Zusammenhang mit der Herzfehlbildung auf?

a. Kann eine differenzielle DNA-Methylierung in Herzgewebeproben von HLHS-
Patienten im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen als Kontrollkohorte
nachgewiesen werden?

b. Lassen sich verschiedene Herzregionen durch ein differenzielles DNA-
Methylierungsprofil unterscheiden? Welche Gene bzw. Gen-Pathways zeigen eine
differenzielle DNA-Methylierung?

c. Welche Gene liegen differenziell methyliert im Herzgewebe von HLHS-Patienten im

Vergleich zu gesundem fetalem Herzkontrollgewebe vor?

Zeigen Herzgewebeproben von Patienten mit HLHS eine differenzielle Genexpression im

Vergleich zu Herzgewebeproben von Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen?

3. Lassen sich in einer integrativen Analyse uberlappende Gene mit Mutationen,
differenzieller DNA-Methylierung und/oder differenzieller Genexpression in Zusammenhang
mit dem HLHS identifizieren? Kénnen hierbei Uberlappungen betroffener Gen-Pathways auf

Genom-, Epigenom- und Transkriptomebene detektiert werden?

1 Definition zu ,krankheitsrelevant” bzw. ,kausal” siehe Abschnitt 3 Tabelle 14
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2 Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialen aufgelistet und
anschlieBend die angewandten Methoden der verschiedenen Analysen erlautert. Die
Fragestellungen dieser Analysen wurden am Institut fiur Humangenetik der Christian-Albrechts-

Universitat zu Kiel bearbeitet, wenn nicht anders angegeben.

2.1 Material

Dieser Abschnitt der Arbeit beschreibt die Materialen, die fir die verschiedenen Analysen
verwendet wurden. StandardméaRig im Labor eingesetzte Gerdte und Reagenzien werden im

Folgenden nicht explizit erwahnt.

2.1.1 Probenmaterial, Kontrollen und Zelllinien

Im Folgenden werden das Probenmaterial sowie die verwendeten Kontrollen und Zelllinien der
verschiedenen Analysen aufgefiihrt. Das Akquirieren des Probenmaterials von Patienten mit
kongenitalen Herzfehlbildungen erfolgte an der Klinik fiir angeborene Herzfehler und
Kinderkardiologie (UKSH, Campus Kiel), sowie Uber die Biomaterialbank des Kompetenznetzes

Angeborene Herzfehler e.V..
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2.1.1.1 Probenmaterial

Patienten*? mit kongenitalen Herzfehlbildungen (congenital heart defect, CHD) bzw. deren Eltern
wurden im Rahmen des stationaren Aufenthalts bzw. ambulanter Betreuung in der Klinik fir
angeborene Herzfehler und Kinderkardiologie (UKSH, Campus Kiel) tUber die Zielsetzung der
genetischen Studien, welche in Zusammenarbeit mit dem Kompetenznetz Angeborene
Herzfehler e.V. durchgefuhrt wurden, aufgeklart. Nach erfolgter Aufklarung der Patienten bzw.
deren Eltern tber die anonyme Verwendung der Proben fir wissenschaftliche Analysen erfolgte
die Probenentnahme inklusive der Erhebung relevanter klinischer Daten. Die im Rahmen der
routinemafig anstehenden Herzoperationen anfallenden Herzgewebeproben, welche in der
Routine verworfen werden, konnten fir die verschiedenen Analysen verwendet werden.
Zusatzlich wurden verschiedene Herzgewebeproben post mortem im Rahmen der
pathologischen Untersuchung entnommen. Insgesamt konnten 62 Herzgewebeproben von
47 Patienten mit verschiedenen CHDs, insbesondere mit der Diagnose des hypoplastischen

Linksherzsyndroms (HLHS), akquiriert werden.

Es standen folgende klinische Angaben zu den Herzgewebeproben zur Verfigung: kardiale
Diagnose, Gewebeentnahme-Art (Operationstechniken), Geschlecht, bekannte chromosomale
Anomalien, Herzgewebetyp, Gewebeisolation und Alter bei Gewebeentnahme. In Tabelle 1 sind
die klinischen Angaben sowie eine Auflistung der verschiedenen an den Proben durchgefihrten
Analysen aufgeflihrt. Bei allen Proben handelte es sich um frisch isoliertes Gewebe (fr), mit
Ausnahme der post mortem (pm) entnommenen Gewebeproben. Die Probenentnahme und
genaue topographische Zuordnung erfolgte durch die Kinderherzchirurgen der Herz- und
Gefalichirurgie des UKSH (Campus Kiel). Bei den durch das Kompetenznetz Angeborene
Herzfehler e.V. zur Verfligung gestellten Proben (siehe Index 1 der Probenbezeichnung in
Tabelle 1) erfolgte die Probenentnahme und topographische Zuordnung durch Herzchirurgen

teilnehmender Kliniken.

12 Im Rahmen dieses Textes schlief3t die mannliche Bezeichnung stets die weibliche Bezeichnung mit ein.
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Tabelle 1 Probenbezeichnungen und klinische Angaben zu den Herzgewebeproben bzw. Herzgewebe-DNA

Dissertation Kirstin Hoff

. Herz-OP/
Proben- Bezeichnung Diagnose Gewebe- | Geschlecht Cilzr | G | EEzie lites Atz Analyse
(HLHS-Subtyp) Anomalie typ Isolation [Tage] Kat.
entnahme

HLHS 4 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 4 J M(P: 1,2, 35),ERL
HLHS 8 HLHS (Typ: MS/AA) N w IAS fr 21 J M(P:1,2,35),ERI1
HLHS_10 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 3 J M(P: 1,2, 3,5),R1
HLHS 11 HLHS (Typ: MA/AA) H m IAS fr 131 M M (P: 1,2, 3),R1
HLHS 12 HLHS (Typ: MA/AA) N m IAS fr 4 J M(P:1,2,35),ER
HLHS 13 HLHS (Typ: MA/AA) N w IAS fr 4 J M(P:1,2,35),ER
HLHS_15 HLHS (Typ: MA/AA) N w IAS fr 4 J M(P:1,2,35),ER
HLHS 17 HLHS (Typ: MS/AA) N w IAS fr 4 J M(P: 1,2, 3,5),R1
HLHS_20 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 5 J M(P:1,2,3,5),R1
HLHS 21* HLHS (Typ: MS/AA) H m *1 IAS fr 135 M M(P:1,2,3),E,R1
HLHS_22* HLHS (Typ: MS/AA) H m *1 IAS fr 141 M M (P: 1,2, 3),E, R1
HLHS 24 HLHS (Typ: MA/AA) N m IAS fr 5 J M(P: 1,2 35),R1
HLHS 29 HLHS (Typ: MA/AA) H m IAS fr 106 M M (P: 1, 2,3), R1
HLHS 35 HLHS (Typ: MA/AA) N w *2 IAS fr 2 J M(P: 1,2 3,5),E
HLHS 39 HLHS (Typ: MS/AA) N m IAS fr 6 J M(P: 1,2, 3,5),R2
HLHS 64 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 2 J M(P: 1,2, 3,5),R2
HLHS 72 HLHS (Typ: MS/AS) N w IAS fr 9 J M(P: 1,2, 3,5),R2
HLHS_76 HLHS (Typ: MA/AA) N m IAS fr 5 J M(P: 1,2, 3,5),R2
HLHS 83 HLHS (Typ: MS/AA) H m IAS fr 81 M M (P: 1, 2, 3), R2
HLHS_ 90 HLHS (Typ: MS/AS) TCPC m IAS fr 1429 A M (P: 1, 2, 3)
HLHS 116 HLHS (Typ: MS/AA) N m IAS fr 44 M M (P: 1, 2, 3), R2
HLHS 128 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 6 J M(P: 1,2, 3,5),R2
HLHS 129 HLHS (Typ: MA/AA) H w IAS fr 706 A M (P: 1, 2, 3)
HLHS_ 130 HLHS (Typ: MS/AS) N w IAS fr 4 J M(P: 1,2, 3,5),R2
HLHS 132 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 10 J M(P: 1,2, 3,5),E R2
HLHS 157 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 11 J M (P: 1), R2
HLHS 182 HLHS (Typ: MA/AA) TCPC m IAS, RA fr 1151 A M (P: 2)
HLHS 183 HLHS (Typ: MS/AS) N w IAS fr 3 J R2
HLHS 195 HLHS (Typ: MS/AS) N m IAS fr 4 J R2
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. Herz-OP/
Proben- Bezeichnung DIt Gewebe- | Geschlecht CHR'. Creuzles Gewe_be- Alter Alter- Analyse
(HLHS-Subtyp) Anomalie typ Isolation [Tage] Kat.
entnahme
HLHS-TGA 117 LV 3xLV
HLHS-TGA_117_RV HLHS/TGA (Typ: HTx m 3xRV fr 842 A M (P: 2, 3)
HLHS-TGA 117 LA MA/AA) 3xLA
HLHS-TGA_117 RA 3xRA
Lvan_126_LV 3xLV
t‘\’/i::ﬁg:fx LV-An HTx w i’;fx fr 43 M M (P: 2, 3)
Lvan_126_RA 3xRA
DCM_175 LV LV
DCM_175 LA LA
DCM_175_RA RA M(P:2,3,4)
DCM_175_IAS IAS
DCM_175_Aorta Fam. DCM pm m Aorta pm 4584 A
DCM_175 PA PA
DCM_175_AoV AoV M (P: 2, 4)
DCM_175 MV MV
DCM_175 TriV TV
AVkompl_141 RA AVSD kompl. AV m *3 RA fr 148 M M (P: 2, 3)
AVkompl_148 RA AVSD kompl. AV m *3 RA fr 82 M M (P: 2, 3)
AVkompl_96_RA AVSD kompl. AV m *3 RA fr 117 M M (P: 2, 3)
AVkompl_210 RA AVSD kompl. AV w *3 RA fr 137 M M (P: 2, 3)
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. Herz-OP/
Proben- Bezeichnung Diagnose Gewebe- | Geschlecht CHR- Crzmelae: Gewe_be- ALLeg Atz Analyse
(HLHS-Subtyp) Anomalie typ Isolation [Tage] Kat.
entnahme
TA_55 TA, Dex. H m IAS fr 138 M R2
TA_78 TA N m IAS fr 4 J M(P:1,2,3),R2
TA_85 TA H m IAS fr 344 A M(P:1,2,3),R2
TA 629" TA TCPC w IAS fr 5916 A M(P:1,2,3),R1
14 187 TA TCPC m IAS fr 7180 A M(P: 1,2, 3),R1
TA 418" TA GL m IAS fr 89 M M(P:1,2,3),R1
TA 420" TA TCPC w IAS fr 1368 A M(P:1,2,3),R1
PA-VSD_330" PAt, VSD AP w IAS fr 7 J M(P:1,2,3),R1
TA 631" TA TCPC m IAS fr 3091 A M(P: 1,2, 3)
TA 809" TA AP m IAS fr 10 J M(P: 1,2, 3),R2
TA 620" TA AP m IAS fr 4 J M(P: 1,2, 3),R2
F_FetalHerz - NA w GH fr 40 SSW fetal M (P: 2, 5)
M_FetalHerz - NA m GH fr 25 SSW fetal M (P: 2, 5)

Probenbezeichnung: jede Probennummer entspricht einem Patienten; HLHS_21/22*: monozygote Zwillinge; Index 1: vom Kompetenznetz Angeborene Herzfehler e.V.
zur Verfigung gestellte Proben; grau schattiert: von diesem Gewebe stand lediglich die DNA-Probe zur Verfigung; Diagnose: HLHS: Hypoplastisches
Linksherzsyndrom; TGA: Transposition der grofen Arterien; LV-An: linksventrikulares Aneurysma; fam. DCM: familidre dilatative Kardiomyopathie;
AVSD: atrioventrikularer Septumdefekt; TA: Trikuspidalatresie; PAt: Pulmonalatresie; Dex.: Dextrokardie; VSD: Ventrikelseptumdefekt. HLHS Typ: MA: Mitralatresie;
MS: Mitralstenose; AA: Aortenatresie; AS: Aortenstenose. Herz-OP (Operation)/ Gewebeentnahme (Details siehe Abschnitt 8 Tabelle 30): N: Norwood; H: Hemifontan;
TCPC: totale kavopulmonale Anastomose; GL: Glenn-Anastomose; AP: aortopulmonale Shunt-Anlage; HTx: Herztransplantation (Herzexplantat); AV: AV-Kanal-
Korrektur; pm: post mortem; NA:keine Angabe; Geschlecht: m: mannlich; w: weiblich. CHR-Anomalien (chromosomale Anomalien):
*1: 46,XY,del(12)(p12.3),dup(X)(026.2), *2: 46,XX,del(X)(p.11.4), *3: 47,XY,+21. Gewebetyp: IAS: interatriales Septum; LA: linkes Atrium; RA: rechtes Atrium;
LV: linker Ventrikel; RV: rechter Ventrikel; MV: Mitralklappe; TriV/TV: Trikuspidalklappe; Aorta ascendens (Aorta); PA: Pulmonalarterie; AoV: Aortenklappe;
GH: Gesamtherz (fetales Herzgewebe (Biocat (Heidelberg, Deutschland)); 2x/3x: Anzahl biologischer Replikate. Gewebeisolation: fr: frisch; pm: post mortem.
Alter: Alter bei Gewebeentnahme: fetal: fetales Gewebe; SSW: Schwangerschaftswoche. Alter-Kat.: Alterskegorie: entsprechend Abschnitt 3.2.2.1 J=jung
(£3bzw.21 d); M=mittel (>3W bis <30W bzw. 22-210d); A=alt (>30W bzw. >211d). Analyse: M: DNA-Methylierungsanalyse; E: Gesamt-Exom-
Sequenzierung; R1/R2: Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung Analyse 1 bzw. 2.
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Bis auf die im Zuge einer Herztransplantation (HTx) aus dem Herzexplantat entnommenen
Gewebeproben der Patienten HLHS_TGA und LV-An, sowie die post mortem (pm)
entnommenen  Herzgewebeproben des DCM-Patienten, wurden alle  weiteren
Herzgewebeproben im Rahmen von Herzoperationen (Details siehe Abschnitt 8 Tabelle 30)
entnommen. Die Herzgewebeprobenentnahme der hier aufgefiihrten Herzgewebeproben
erfolgte im Mittel in einem Alter von 3 Jahren (Median = 85 Tage). Eine Gesamtlbersicht tber
Patientenkollektiv und Herzgewebeproben mit Angaben zu dem Herzgewebetyp und dem
mittleren Alter bei Gewebeenentnahme pro kardialer Diagnose ist in Abbildung 5 schematisch

dargestellt.

CHD-Diagnosen und Gewebetyp

A B
| A S |
mHLHS LA jm
HLHS-TGA o RA s
= LV
mLV-An 2 RV =
=DCM 3 Aorta m
E? PA m
RAVSD G AoV m
s
mRechtsherz- MV =
fehlbildungen TV m
u fetal GH mm ' | | '
0 10 20 30 40
Anzahl Herzgewebeproben
C Rechtsherz- LV-An bzw.
HLHS fehlbildungen DCM AVSD HLHS-TGA Fetal
LA
TA RA
Pat/VSD LV
RV
206w 257w 655w 17,3w LV-An: 6w (0,1a) pranatal
(0,392a) (4,9a) (12,6 a) (0,3a) HLHS-TGA: 120w (2,3 a)

Abbildung 5 Gesamtiibersicht iiber Herzgewebeproben und Patientenkollektiv. A: Ubersicht der Anzahl von
Patienten pro kardialer Diagnose der insgesamt 47 Patienten mit CHDs und der zwei fetalen Herzgewebe-Proben
(Biocat (Heidelberg, Deutschland)). HLHS: Hypoplastisches Linksherzsyndrom; TGA: Transposition der grof3en
Arterien;  LV-An: linksventrikuldares  Aneurysma; fam. DCM: familidare dilatative  Kardiomyopathie;
AVSD: atrioventrikuldrer Septumdefekt; Rechtsherzfehlbildungen: umfasst 10 Patienten mit Trikuspidalatresie (TA)
und einen Patienten mit Pulmonalatresie und Ventrikelseptumdefekt (Pat/VSD)(Proben siehe Tabelle 1); Fetal: fetales
Herzgewebe gesunder Individuen (Biocat). B: Ubersicht tiber die Aufteilung nach Herzgewebetyp der insgesamt
64 analysierten Herzgewebeproben. IAS: interatriales Septum; LA: linkes Atrium; RA: rechtes Atrium; LV: linker
Ventrikel; RV: rechter Ventrikel; PA: Pulmonalarterie; AoV: Aortenklappe; MV: Mitralklappe; TV: Trikuspidalklappe;
GH: Gesamtherz (fetales Herzgewebe (Biocat)). C: Herzgewebetypen und mittleres Alter bei
Herzgewebeprobenentnahme (w: Wochen, a: Jahre) pro kardialer Diagnose-Gruppe. RA*: von Patient HLHS 182
konnte sowohl IAS als auch RA gewonnen werden (siehe Tabelle 1).
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Von insgesamt 29 HLHS-Patienten (Abbildung 5 A) konnte interatriales Septumgewebe (IAS)
gewonnen werden, wobei zusétzlich von einem HLHS-Patienten, HLHS_182, auch rechtes
Atriumgewebe (RA) gewonnen werden konnte (siehe Tabelle 1). Das mittlere Alter bei
Herzgewebeentnahme ((m)AG) betrug 20,6 Wochen (Abbildung 5 C). Zwei der HLHS-Patienten
im Probenkollektiv sind monozygote Zwillinge (siehe Tabelle 1 mit einem Sternchen
gekennzeichnet). Bei letztgenannten Patienten konnten im Vorfeld der Arbeit chromosomale
Anomalien festgestellt werden: eine Deletion in 12p12.3 (ca. 0,2 Mb) (gleicher Befund bei Vater)
und eine Duplikation in Xg26.2 (ca. 0,3 Mb) (gleicher Befund bei Mutter) [247]. Ein weiterer
HLHS-Patient hatte den genetischen Befund einer Deletion Xp.11.4 (siehe Tabelle 1). Bei allen
HLHS-Patienten handelte es sich um isolierte nicht-syndromale (ohne Assoziation zu
genetischen Syndromen bzw. extrakardialen Anomalien) Falle. Nach Klassifikation der
anatomischen Varianten des HLHS lagen innerhalb der 29 Patienten mit HLHS folgende

Subtypen vor (siehe Tabelle 1, ,Typ“):

(1) Mitralstenose/Aortenstenose (MS/AS) mit 12/29 Patienten
(2) Mitralstenose/Aortenatresie (MS/AA) mit 7/29 Patienten
(3) Mitralatresie/Aortenatresie (MA/AA) mit 10/29 Patienten

Im Zuge von Herztransplantationen konnte aus dem Herzexplantat von einem Patienten mit
HLHS und Transposition der grof3en Arterien (HLHS-TGA, AG: 2,3 Jahre), sowie von einem
Patienten mit kongenitalem linksventrikularem Aneurysma (LV-An, AG: 6 Wochen) je vier
verschiedene Herzgewebetypen, d.h. linker/rechter Ventrikel (LV, RV) und linkes/rechtes Atrium
(LA, RA), gewonnen werden (siehe Tabelle 1 und Abbildung 5B, C). Von diesen vier
Herzregionen konnten biologische Replikate exzidiert werden. Von einem Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie (DCM, AG: 12,6 Jahre) stammten post mortem neun
verschiedene Herzgewebeproben, d.h. 1AS, LA, RA, LV, Aorta ascendens (Aorta),
Pulmonalarterie (PA), Aortenklappe (AoV), Mitralklappe (MV) und Trikuspidalklappe (TV)
(Abbildung 5 A, B, C). RA-Gewebeproben konnten von vier Patienten mit atrioventrikularem
Septumdefekt (AVSD, mAG: 17,3 Wochen) gewonnen werden. Diese Patienten wiesen als
genetischen Befund eine Trisomie 21 auf. Zum Kollektiv der Rechtsherzfehlbildungen mit
insgesamt 11 IAS-Gewebe-Proben zahlten Patienten mit Trikuspidalatresie (TA) und ein Patient
mit Pulmonalatresie (PAt) und Ventrikelseptumdefekt (VSD). Das mAG der Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen betrug 4,9 Jahre (Abbildung 5 C). Die Proben TA_629, TA 187,
TA 418, TA 420, PA-VSD_330, TA 631, TA 809 und TA 620 aus diesem Kollektiv (siehe
Index 1 der Probenbezeichnung in Tabelle 1) wurden vom Kompetenznetz Angeborene

Herzfehler e.V. zur Verfigung gestellt.
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Um zusatzlich Herzgewebematerial aus kardial gesundem Gewebe analysieren zu kdnnen,
wurde DNA aus fetalem Herzgewebe (BioCat (Heidelberg, Deutschland)) verwendet
(,Fetal®, Abbildung 5). Hierbei handelt es sich um kommerziell erhdaltiche DNA aus
.Gesamtherz” (,GH", Angabe BioCat), jeweils von einem gesunden weiblichen (40. Woche) und
mannlichen Donor (25. Woche).

Insgesamt standen somit 62 Herzgewebeproben von 47 Patienten mit verschiedenen CHDs,
sowie fetale ,GH“-Proben zweier gesunder Individuen zur Verfigung. Dies teilte sich auf in
41 IAS-, drei LA-, acht RA-, drei LV-, zwei RV-, und je eine Aorta-, PA-, AoV-, MV-,
TV-Gewebeprobe, sowie die beiden fetalen ,GH*-Proben (Abbildung 5 B).

Histologie Herzgewebeproben

Mit Ausnahme der Herzgefal3- (Aorta, PA) und Herzklappenstrukturen (AoV, MV, TV) stammen
alle weiteren Herzgewebeproben aus dem Myokard (Herzmuskelgewebe) [248]. Die Proben aus
dem IAS und die Atriumproben besitzen zuséatzlich einen Endokardanteil [248]. Die Herzklappen
bestehen aus Einfaltungen des Endokards [248]. Bei der Gewebeexzision, die post mortem am
Herzen des DCM-Patienten durchgefiuihrt wurde, erfolgte im Falle der Herzklappenstrukturen
eine Gewebeentnahme im Bereich des Aortenklappenrings (AoV-Probe) sowie im Bereich der
Klappenaufhdngung bei der MV und der TV. Der Aortenklappenring enthdlt kollagenes
Bindegewebe [248]. Da Papillarmuskeln ein Bestandteil der Klappenaufhangung
darstellen [249], enthalten die Proben der MV und TV einen Muskelgewebsanteil. Die
Gefalistrukturen Aorta ascendens und Pulmonalarterie bestehen hauptsachlich aus Endothel

und Bindegewebe, sowie aus einer Schicht glatter Muskulatur [248].
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Des Weiteren wurde peripheres Blut (pB) von Patienten mit HLHS und deren Eltern sowie von
Familien mit Catel-Manzke-Syndrom entnommen. Die Eltern der analysierten HLHS-Patienten
waren jeweils phanotypisch gesund und wiesen keine kardiale Diagnose auf. Bei minderjahrigen
Patienten wurden Blutentnahmen ausschlie3lich im Rahmen medizinisch-indizierter
Routineuntersuchungen, Herzkatheteruntersuchungen oder Operationen durchgefiihrt. Einige
DNA'-Proben, extrahiert aus pB, wurden vom Kompetenznetz Angeborene Herzfehler e.V. zur

Verfigung gestellt. Die jeweiligen relevanten klinischen Angaben zu den Blutproben sind in

Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2 Probenbezeichnungen und klinische Angaben der pB-Proben

Probenbezeichnung Familien-Zuordnung Diagnose Geschlecht
D12/579 Familie_1_Index CMS m
D12/581 Familie_1_Sohn normal m
D12/775 Familie_2_Index CMS w
D12/776 Familie_2_Mutter normal w
D11/527 Familie_3_Index CMS (mit VSD) w
D11/528 Familie_3_ Mutter normal w
D11/1087 Familie_3_Vater normal m
HLHS_4_Index (pB-Probe zu HLHS_4) Familie_4 Index HLHS m
HLHS_4_Mutter Familie_4_Mutter normal w
HLHS 4 Vater Familie_4 Vater normal m
HLHS_130_Index-1 (pB-Probe zu HLHS_130) Familie_5_Index-1 HLHS w
HLHS 130 _Index-2 Familie_5 Index-2 HLHS m
HLHS 130 Bruder Familie_5 Bruder normal m
HLHS_130_Mutter Familie_5_Mutter normal w
HLHS 130 Vater Familie_5 Vater normal m
HLHS_132_Index (pB-Probe zu HLHS_132) Familie_6_Index HLHS m
HLHS 132 Mutter Familie_6_Mutter normal w
HLHS_132_Vater Familie_6_Vater normal m
Index_Fam?7 Familie_7_Index HLHS w
Mutter Fam?7 Familie_7_Mutter normal w
Vater_Fam7 Familie_7_Vater normal m
HLHS_21 pB Familie_8 Index-1 HLHS m
HLHS_22 pB Familie_8 Index-2 HLHS m
Mutter Fam8 Familie_8 Mutter normal w
Vater_Fam8 Familie_8 Vater normal m

CMS: Catel-Manzke-Syndrom; HLHS: Hypoplastisches Linksherzsyndrom; VSD: Ventrikelseptumdefekt; m: mannlich;

w: weiblich.

3 bie Bezeichnung ,DNA* umfasst in dieser Arbeit grundsatzlich die genomische DNA (gDNA), wenn nicht anders angegeben.
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2.1.1.1.1 Probenentnahme und Lagerung

Das Akquirieren der Herzgewebeproben von Patienten mit CHDs erfolgte groR3tenteils an der
Klinik far angeborene Herzfehler und Kinderkardiologie (UKSH, Campus Kiel), wenn nicht
anders angegeben. Fir das System der Probenentnahme und Lagerung wurden vom
Kompetenznetz Angeborene Herzfehler e.V. fir diese Zwecke zur Verfigung gestellte
Kryo-Reagenzgefalle, EDTA-Blut-Monovetten und Probenbegleitscheine verwendet. In
Abbildung 6 ist schematisch die Probenentnahme, Lagerung und anschlieBende Extraktion von
genomischer DNA (gDNA) bzw. RNA dargestellt.

Patient mit CHD

Entnahme von N Kryo-Konservierung Probendokumentation Lagerung

pathologische Herzgewebe Flussigstickstoff -80°C

Untersuchung M

Extraktion Extraktion
von gDNA von RNA

Patient mit / \ /
CHD
Lagerung EDTA-
EntRsAbE D Blut-Monovette

peripherem Blut i nachfolgende
4 °C (max. 1 Tag) Analysen

Eltern

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Probenentnahme, Lagerung und anschlie@enden Extraktion von gDNA
bzw. RNA. CHD: kongenitale Herzfehlbildung

Sobald eine Herzgewebeprobe im Rahmen einer Herzoperation bzw. einer pathologischen
Untersuchung (hier 12 h nach Todeseintritt) enthommen wurde, konnte diese in Farb- und
Barcode-markierte Kryo-Reagenzgefal3e tberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren
werden. Um eine kurze Zeitspanne zwischen Probenentnahme und Einfrieren zu gewahrleisten,
wurde ein tragbarer Stickstoffbehélter in einem Vorraum des Operationssaals genutzt. Die
Proben wurden hierbei unter sterilen Bedingungen innerhalb von einer Minute eingefroren, um
eine Degradation des Probenmaterials auf ein Minimum zu reduzieren. Nach erfolgter

Probendokumentation mittels Probenbegleitschein wurden diese bei — 80 °C gelagert.

Zur Entnahme der pB-Proben bei Patienten mit CHDs und deren Eltern wurden EDTA-Blut-
Monovetten (Sarstedt S-Monovette® 4,9 ml/9 ml) verwendet und diese anschliel3end bis zur

Extraktion von gDNA max. einen Tag bei 4° C gelagert.
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2.1.1.2 Kontrollen und Zelllinien

Fur die verschiedenen Analysen wurden stets Kontrollen eingesetzt, um technisch valide
Durchfihrungen der verschiedenen Labormethoden zu sichern und eine kontrollierte
Auswertung der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Fir PCR-Reaktionen (polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)) wurden als
Pasitivkontrollen sogenannte DNA-Normalkontrollen, d.h. unauffalliges DNA-Probenmaterial aus
der Routinediagnostik des Instituts fir Humangenetik in Kiel, verwendet (Tabelle 3). Diese DNA-
Normalkontrollen dienten auch der Austestung und Optimierung von PCR-Bedingungen. Als
Kontaminationskontrolle diente bidestilliertes Wasser (Aqua bidest (ddH,0)). Die Methode der
Bisulfit-Pyrosequenzierung (BSPS) erforderte flinf verschiedene Kontrollen (Tabelle 3), die in
Abschnitt 2.2.2.3 im Detail aufgefiihrt werden. Die verwendeten Kontrollen fir die PCR-basierte
DNA-Methylierungsanalyse mittels MassARRAY-EpiTYPER-Technik (MassARRAY®
EpiTYPER®, Sequenom Inc.; im Folgenden Epityper-Technik abgekirzt) werden in
Abschnitt 2.2.2.4 genauer beschrieben. Fir die quantitative Real-Time PCR wurde als
Positivkontrolle die kommerziell erhaltliche Herz-cDNA (complementary DNA (komplementére
DNA)) von Clontech Laboratories Inc. (Mountain View, USA), als Negativkontrolle eine DNA-
Normalkontrolle und ddH,O als Kontaminationskontrolle verwendet (Tabelle 3).

Zelllinien-DNA, die aus Burkitt-Lymphom-Zelllinien (Leibniz Institut Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig, Deutschland)) extrahiert vorlag,
wurde von der Kollegin Frau Dr. rer. nat. Rabea Wagener zur Verfugung gestellt. Die Zelllininen-
DNA wurde zur Austestung und Optimierung der PCR-Reaktionen fir die anschlieende Bisulfit-
Pyrosequenzierung (siehe 2.2.2.4) verwendet. In Tabelle 3 sind die verwendeten DNA-

Kontrollen und Zelllinien-DNA sowie die dazugehérigen Labortechniken zusammengefasst.
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Tabelle 3 Kontrollen und Zelllinien-DNA, Anwendung und Herkunft

Dissertation Kirstin Hoff

DNA-Material/Kontrollen

Herkunft DNA-Material bzw. Hersteller

Anwendung/Labortechnik

DNA-Normalkontrolle

unauffalliges DNA-Material aus der Routinediagnostik
des Instituts fir Humangenetik, Kiel

BSPS
PCR fiir Sequenzierungen
quantitative Real-Time PCR

Zelllinien-DNA Raiji

Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji [250], Zellkultur des
Instituts fur Humangenetik, Kiel

BSPS

Zelllinien DNA Ramos

Burkitt-Lymphom-Zelllinie Ramos (n.p.), Zellkultur
des Instituts fir Humangenetik, Kiel

BSPS

hoch-methylierte Kontroll-
DNA (> 85%)

EpigenDx, Hopkinton, USA

BSPS, Epityper-Technik

unmethylierte Kontroll-DNA
(<5%)

EpigenDx, Hopkinton, USA

Epityper-Technik

Gesamt-Genom-amplifizierte

DNA (WGA, Whole Genome | Gesamt-Genom-Amplifizierte DNA aus Pool DNA BSPS
Amplification)
DNA-Pool von zehn ménnlichen und zehn weiblichen
) gesunden, unauffalligen Individuen aus der
Pool-DNA Routinediagnostik des Instituts fir Humangenetik, BSPS
Kiel
Herz-cDNA Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA gquantitative Real-Time PCR

bidestilliertes Wasser (Aqua
bidest (ddH,0))

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland

PCR flr Sequenzierungen
guantitative Real-Time PCR
BSPS, Epityper-Technik

DNA-Material: Bezeichnung von DNA- und cDNA-Material; Herkunft DNA-Material: Angaben Uber Herkunft, Firmen
(Firmenname, Ort, Staat); BSPS: Bisulfit-Pyrosequenzierung; n.p: nicht publiziert; Anwendung/Labortechnik:
Anwendungsbereich des DNA-Materials. In dieser Arbeit erfolgt lediglich bei der ersten Erwahnung der DNA-
Materialien im FlieRtext eine Angabe zur Herkunft bzw. Hersteller. Weitere Angaben kénnen aus dieser Tabelle
entnommen werden und werden daher im Flie3text nicht explizit erwéhnt.

2.1.2 Material fur Laborarbeit

In diesem Abschnitt wird das Material fur die Laborarbeit beschrieben. Hierbei handelt es sich
um Primer fir die verschiedenen Labormethoden (siehe 2.1.2.1), verwendete Chemikalien und
Reagenzien (siehe 2.1.2.2), Puffer und Ldsungen (siehe 2.1.2.3), Kits (siehe 2.1.2.4), sowie
verwendete Gerate und Zubehoér (siehe 2.1.2.5). Die fur die Labormethoden notwendigen
Gerate standen im Institut fir Humangenetik der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel zur

Verfiigung, sofern nicht anders angegeben.

2.1.2.1 Primer

Alle Primer wurden grundsétzlich im Anschluss an das Primer-Design mittels UCSC BLAT-
Analyse (siehe 2.1.3.2) gegen die Genom-Referenz GRCh37/hg19 hinsichtlich der Spezifitat
Uberprift. Bezlglich SNPs (single nucleotide polymorphism (Einzel-Nukleotid-Polymorphismen))
UCSC
Datenbank [251] (siehe 2.1.3.2) analysiert und ggf. ein neues Primer-Design durchgefiihrt. Die

in der Primer-Sequenz wurde mittels Genome Bioinformatics
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Oligonukleotide fiir die Sequenzierung von PCR-Produkten und fir die BSPS-Methode wurden
als Lyophilisate von Biomers (Ulm, Deutschland) erhalten und in ddH,O gelost
(final: 200 pmol/ul). Die Oligonukleotide fur die Epityper-Technik wurden in geldster Form
(200 pmol/pl) von Metabion (Minchen, Deutschland) erhalten. In Abschnitt 8 sind die Primer fir
die Sequenzierung von PCR-Produkten (Tabelle 31), sowie die Primer fur die Methode der
BSPS (Tabelle 32) aufgelistet. Die Primer fir die Epityper-Technik werden in Tabelle 4

aufgefihrt.
Tabelle 4 Primer fiir die Epityper-Technik
Primer Name Pagiifen AR AMPL- | o er
Primer Sequenz [5'Sequenz-Tag...3" GRCh37/hg19 Lange o
[TargetlD_HGNC._fw/rv] Qe [5EE sl [éHR:Start_gn d()e] [bpg] Tm [°C]
aggaagagagTATTTGAAAAGTTTGTTTAGTTT
cgl7710779_FGFR2_fw GAATAGA chrl0:123356140- | oo | 4o
cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAAATT 123356438
cg17710779_FGFR2_rv CCTCAACAAATTAAAATCTC
aggaagagagTTTTATGTTTATGATGTTTGGG
CgL7774559_IRX4_fw GTT chr5:1879556- 457 60
cagtaatacgactcactatagggagaaggctCAAAAAAA 1880012
Cg17774559_IRX4_rv ACACTATACCTACACTCCA

Primer Name [TargetID_HGNC_fw/rv]: [TargetlD]: Ziel-CpG, zu analysierendes CG-Dinukleotid mit Angabe der
lllumina TargetlD; HGNC: Genname nach HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) [265] (siehe 2.1.3.2); fw:
Vorwarts-Primer, rv: Rickwarts-Primer. Primer Sequenz [5'Sequenz-Tag...3"]: Primersequenz in 5° nach 3‘-Richtung
mit 5’Sequenz-Tag (Tag in kleinen Buchstaben, T7-Promotor unterstrichen dargestellt). Position CHR (GRCh37/hg19)
[CHR:Start-Ende]: chromosomale Position des Amplifikats nach GRCh37/hg19. Ampl.-Lange [bp]: Amplifikatldnge in
Basenpaaren (bp). Primer Tm [°C]: Primer-Schmelztemperatur (Ty) in °C.

In Tabelle 5 werden die Primer fiur die quantitative Real-Time PCR aufgelistet. Die
Oligonukleotide fur die quantitative Real-Time PCR wurden als kommerzielle Primer-Assays von

Qiagen (Hilden, Deutschland) erworben.

Tabelle 5 Primer fir die quantitative Real-Time PCR

Position CHR Ampl.-

Gen detektiertes Primer Name . n
i Primer Sequenz [5'...3] (GRCh37/hg19) Lange
(HGNC) Transkript [HGNC_Exone_fw/rv] [CHR Start-Ende] [bp]
PDGFRA 15-16 fw | CATCCTAGAAAGGAAAG |
PDGFRA NM_006206 AGGTTTCT chr4:55146558- 132
h PDGERA 15-16 rv TCTGAGTTATCATCTGAA 55151577
- - AGGAGGT

Gen (HGNC): Genname nach HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC); detektiertes Transkript: NM-Nummer
nach NCBI; Primer Name [HGNC_Exone_fw/rv]: Genname (HGNC), Exonnummern, die das Amplifikat Uberspannt,
fw: Vorwarts-Primer, rv: Ruckwarts-Primer; Primer-Sequenz [5'...3']: Primersequenz in 5" nach 3’ Richtung; Position
CHR (GRCh37/hg19) [CHR:Start-Ende]: chromosomale Position des Amplifikats nach GRCh37/hgl9; Ampl.-
Lange [bp]: Amplifikatlange in Basenpaaren (bp).
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In Tabelle 6 werden die verwendeten Chemikalien und Reagenzien aufgefthrt.

Tabelle 6 Auflistung verwendeter Chemikalien und Reagenzien und deren Hersteller

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

10 % Tween-20

Thermo Scientific, Waltmam, USA

10x Tris-Borat-ETDA Puffer (TBE Puffer)

Life Technologies, Carlsband, USA

5 M NacCl Life Technologies, Carlsband, USA
Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Aqua bidest (ddH,0) Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland

Betain-Lésung 5 M

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg, Germany

Denhardt’s Solution 50x Concentrate

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) ReagentPlus” = 99,5 %

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

dNTP (Desoxynukleosidtriphosphat) Set 4 x 25 pmol

Roche, Rotkreuz, Schweiz

EB-Buffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

Ethanol absolut

Th. Geyer, Renningen, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt solution (EDTA)

Life Technologies, Carlsband, USA

Formamid = 99,5%

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

GeneChip® Fragmentation Reagent

Affymetrix, Santa Clara, USA

GeneChip® DNA Labeling Reagent

Affymetrix, Santa Clara, USA

Glyzerin

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Hering Sperma DNA

Promega, Madison, USA

Human Cot-1 DNA

Life Technologies, Carlsband, USA

HyperLadder™ 1kb

Bioline, Taunton, USA

Isopropanol

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

MES Hydrat = 99,5 %, pH-,5-40 SigmaUltra

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

MES Natriumsalz = 99,5 %,

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Molecular Biology Grade Water

Lonza, Koéln, Deutschland

Natriumhydroxid

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

POP-7™"—Polymer (3130 Genetic Analyzer)

Life Technologies, Carlsband, USA

Puffer 10x mit EDTA

Life Technologies, Carlsband, USA

PyroMark Annealing Buffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

PyroMark Binding Buffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sequencing Seperation Buffer

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Streptavidin Sepharose® High Performance

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Streptavidin, R-phycoerythrin Conjugate

Life Technologies, Carlsband, USA

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

Affymetrix, Santa Clara, USA

TriDye™ 100 bp DNA Ladder

New England Biolabs, Frankfurt Main,
Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Ultra Pure ™ 20x SSPE Puffer

Life Technologies, Carlsband, USA

In dieser Arbeit erfolgt lediglich bei der ersten Erwahnung dieser Chemikalien bzw. Reagenzien im Flie3text eine
Angabe zum Hersteller. Weitere Angaben zum Firmensitz der Hersteller kdnnen aus dieser Tabelle enthommen

werden und werden daher im Flief3text nicht explizit erwéhnt.
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In Tabelle 7 werden die in der Arbeit verwendeten Puffer und Lésungen, sowie deren chemische

Bestandteile aufgelistet.

Tabelle 7 Puffer und L6sungen, sowie deren chemische Bestandteile

Puffer/Lésung (Anwendung)

Bestandteile

0,1 M Natriumhydroxidlésung (450K-Array)

1 M Stammldsung (2 g NaOH add ddH,0 auf
50 ml) 1:10 mit ddH,0 verdiinnt

0,2 M Natriumhydroxid - Denaturierungsldosung (BSPS)

2 M Stammlésung (80 g NaOH add ddH,0 auf 1 1)

1:10 mit ddH,O verdiinnt

0,5 % EDTA-L6sung (450K-Array)

7,39 EDTA
add ddH,0 auf 50 ml

70 % Ethanol

140 ml 99 % Ethanol
add ddH,0O auf 200 ml

95 % Formamid/1 mM EDTA-LOsung (450K-Array)

38 ml 100 % Formamid
80 pl 0,5 M EDTA
add ddH,0 auf 40 ml

Agarose-Gel-Ladepuffer (Agarose-Gelelektrophorese)

1,9 mM Bromphenolblau
3,1 M Glyzerin

add ddH20 auf 100 ml
Lagerung: 4°C

Anti-Streptavidin Antikérperlésung 0,5 mg/ml (SNP-Array)

0,5 mg Anti-Streptavidin-Antikérper
add ddH,0 auf 1 ml

Farbe-Puffer (SNP-Array)

360 pl Ultra Pure™ 20x SSPE Puffer
3,96 pl Tween-20 (3 %)

24 ul 50 x Denhardt’s Solution

800 pl Molecular Biology Grade Water

Holding-Puffer (SNP-Array)

50 pl 10 %Tween 20

4,15 ml MES Stammldsung
9,25 ml NaCl (5 M)

36,55 ml ddH,0

N-Morpholinoethansulfonsaure (MES) Stammldsung
(SNP-Array)

35,2 g MES Hydrat

96,65 g MES Natriumsalz

add 500 ml mit Molecular Biology Grade Water
pH-Einstellung: 5,6 — 7,5

Sterilfiltrierung mittels 0,2 uM Filter

TBE, 1x (Agarose-Gelelektrophorese)

100 ml 10x TBE Puffer
add ddH,O auf 1|

Waschpuffer (BSPS)

6,59 TRIS
add ddH,O auf 5 |

Waschpuffer A (SNP-Array)

1 ml 10 %Tween 20

300 ml Ultra Pure™ 20x SSPE Puffer
add ddH;0 auf 11

Sterilfiltrierung mittels 0,2 uM Filter

Waschpuffer B (SNP-Array)

1 ml 10 %Tween 20

30 ml Ultra Pure™ 20x SSPE Puffer
Add ddH;0 auf 1|

Sterilfiltrierung mittels 0,2 M Filter

add: addiere; BSPS: Bisulfit-Pyrosequenzierung; 450K-Array: Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array
(MMlumina); SNP-Array: Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix). Die aufgelisteten Bestandteile beziehen sich

teilweise auf Angaben in Tabelle 6.
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In Tabelle 8 werden die fur die verschiedenen Labortechniken angewendeten Kits sowie deren

Hersteller aufgelistet.

Tabelle 8 Kits und Hersteller

Kit Bezeichnung

Hersteller

AccuPrime'” Polymerase System

Life Technologies, Carlsband, USA

Agencourt® AMPure® XP Kit

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

AmpliTag Gold® Polymerase System

Life Technologies, Carlsband, USA

Big Dye Terminator® v1.1 Cycle Sequencing Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

EpiTYPER® T Complete Reagent Set

Sequenom Inc., San Diago, USA

EZ DNA Methylation™ Kit

Zymo Research, Freiburg, Deutschland

Genome Wide Human SNP Nsp/Sty Assay Kit 6.0

Affymetrix, Santa Clara, USA

Genome-Wide Human SNP 6.0 Array Kit

Affymetrix, Santa Clara, USA

Gentra® Puregene® Blood Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

lllustra GenomiPhi™ V2 DNA Amplification Kit

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit

lllumina, San Diego, USA

Montage™ SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup Kit

Merck Millipore, Darmstadt, Germany

PyroMark® Gold 96 Reagents Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

PyroMark® PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen MinElute® 96 UF PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, Germany

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

Qiagen, Hilden, Germany

QuantiTect® SYBR®Green PCR Kit

Qiagen, Hilden, Germany

Qubit® dsDNA BR Assay Kit

Life Technologies, Carlsband, USA

Qubit® dsDNA HS Assay Kit

Life Technologies, Carlsband, USA

T4 DNA Ligase (400 U/ul)

New England Biolabs, Frankfurt Main, Deutschland

TITANUM® Taq Polymerase Kit

Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA

In dieser Arbeit erfolgt bei Erwéhnung dieser Kits im Flie3text eine Angabe zum Hersteller. Weitere Angaben zum
Firmensitz der Hersteller kénnen aus dieser Tabelle entnommen werden und werden daher im Flie3text nicht explizit

erwahnt.

2.1.2.5 Gerate und Zubehor

In Tabelle 9 werden die fur die verschiedenen Labormethoden verwendeten Gerate und das

jeweilige Zubehdr aufgefihrt.

Tabelle 9 Gerate und Zubehor

Gerat/Zubehdr (Anwendung)

Typbezeichnung

Hersteller

0,2 um Filter

Filter Steritop-GP

Millipore, Darmstadt, Deutschland

4-Kapillarsequenzierer (PCR-basierte

DNA-Sequenzierung) Analyzer

ABI Prism®3130 Genetic

Life Technologies, Carlshand,
USA

Agarose-Gel-Dokumentationsanlage

BioDoc Analyzer

Biometra, Géttingen, Deutschland

Agarose-Gel-

Elektrophoresekammersystem peqLab

peqLab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Aufreinigungsstation (WGA-Herstellung) System

Wizard® DNA Clean-Up

Promega, Madison, USA

Exsikator (450K-Array) Bel-art

lllumina, San Diego, USA

Filtersonden fur Aufreinigungsstation
(BSPS)

PyroMark Vakuum Prep
Filter Probe

Qiagen, Hilden, Deutschland

Fluorometer

Qubit 2.0 Fluorometer

Life Technologies, Carlsband,
USA

Heizplatte mit Aufsatz fir 96-Well Platte

(BSPS) Hotplate

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
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Geréat/Zubehér (Anwendung)

Typbezeichnung

Hersteller

Hybridisierungsofen (450K-Array)

Hybrid Oven

lllumina, San Diego, USA

Hybridisierungsofen (SNP-Array)

GeneChip
Hybridisierungsofen 640

Affymetrix, Santa Clara, USA

Inkubator (450K-Array)

Rack-Chamber,48Pos, Te-
Flow, Tecan

lllumina, San Diego, USA

Kartusche fiir Nukleotide, Substrat- und
Enzym-Mix (BSPS)

PSQ 96 Reagent Cartrige

Qiagen, Hilden, Deutschland

Massenspektrometer fur Epityper-
Technik

MassARRAY™ Analyzer
Compact

Sequenom Inc., San Diego, USA

Carl ROTH, Karlsruhe,

Mikrozentrifuge Model SD Deutschland

Nanodispenser zur Beladung von MassARRAY™ .

SpectroCHIP® Arrays Nanodispenser RS1000 Sequenom Inc, San Diego, USA
- . PyroMark® Q96 Vacuum : :

PCR-Aufreinigungsstation (BSPS) Workstation Qiagen, Hilden, Deutschland

Platteninkubator (450K-Array)

Hybex® Microsample
Incubator

SciGene, Sunnyvale, USA

Plattenschiittler (450K-Array)

High-Speed Microplate
Shaker

lllumina, San Diego, USA

Plattenschiittler (BSPS/ PCR-basierte
DNA-Sequenzierung)

IKA® MS3 basic

IKA, Wilmingtion, USA

Pyrosequenziergerét

PyroMark Q96 ID

Qiagen, Hilden, Deutschland

Real-Time PCR Instrument LightCycler® 480 Il Roche, Rotkreuz, Switzerland
Scanner (450K-Array) iScan lllumina, San Diego, USA
Scanner (SNP-Array) GeneChip® Scanner 3000 Affymetrix, Santa Clara, USA

Stromversorgung der Agarose-
Gelkammern

El.pho.-Powerpack P24

Life Technologies, Carlsband,
USA

Stromversorgung der Agarose-

Electrophoresis Power

Life Technologies, Carlsband,

Gelkammern Supply ST606 USA
Thermoblock UNO-Thermoblock Biometra, Goéttingen, Deutschland
Thermocycler T3000 Thermocycler Biometra, Géttingen, Deutschland

Thermocycler

DNA Engine-Thermocycler

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermocycler fur Epityper-Technik

Applied Biosystems®
GeneAmp® PCR System
9700

Life Technologies, Carlsbad, USA

Thermomixer

Thermomixer Compact

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Tischzentrifuge

Mikro200

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Vakuumpumpe (450K-Array)

Model 2534C-02

Welch, Niles, USA

Vakuumpumpe (BSPS)

MultiScreen HTS Vakuum
Manifold

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Vakuumpumpe (Herstellung von WGA-
Kontroll-DNA)

Labport

KNF, Trenton, USA

Vakuumpumpe (PCR-basierte DNA-
Sequenzierung)

Millivac™ Vacuum Pump

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Verschweigerat fur 96-Well Platten ALPS™ 25 IL_JIfSeATeChnologles, Carlsband,

Vortexgerét REAX 2000 Heidolph, Schwabach,
Deutschland

Vortexgerat Vortex Genie 2 Carl ROTH, Karlsruhe,

Deutschland
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Geréat/Zubehér (Anwendung)

Typbezeichnung

Hersteller

Wasch- und Farbe-Station (SNP-Array)

GeneChip® Fluidics Station
450

Affymetrix, Santa Clara, USA

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Biofuge primoR Heraeus, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Multifuge X1R Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge (Platte, 450K-Array)

Megafuge 40R (Rotor:
75003607)

Heraeus Kulz GmbH, Dormagen,

Deutschland

Zentrifuge fur 1,5 ml Reaktionsgefafl

Mikro 200 (Rotor: 1195-A)

Hettich, Tuttlingen, Germany

Zentrifuge fur 1,5 ml Reaktionsgefafl
(DNA-Extraktion)

Biofuge primo R (Rotor:
7593)

Heraeus, Hanau, Germany

450K-Array: Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array; BSPS: Bisulfit-Pyrosequenzierung; SNP-Array:
Genome-Wide Human SNP Array 6.0. In dieser Arbeit erfolgt lediglich bei der ersten Erwéhnung dieser Geréte im
FlieRtext eine Angabe zur Typbezeichung und Hersteller. Weitere Angaben zum Firmensitz der Hersteller kénnen aus
dieser Tabelle entnommen werden und werden daher im Flie3text nicht explizit erwahnt.

2.1.3 Software, R-Packages und Online-Datenbanken

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Software-Anwendungen,
R-Packages und Online-Datenbanken beschrieben. Die hier aufgefiihrte Software stand im

Institut fir Humangenetik der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel zu Verfugung. Online-

Datenbanken wurden u.a. fir Assay-Design,

zusatzlichen

verwendet.

2.1.3.1 Software und R-Packages

In Tabelle 10 sind die in dieser Arbeit verwendeten Software-Anwendungen dargestellt.

Tabelle 10 Verwendete Software mit Angaben zum Hersteller und zu Anwendungsbereichen

Software (Version)

Hersteller

Anwendung

Affymetrix® Chromosome Analysis Suite
(ChAS) (Version 2.1)

Affymetrix, Santa Clara, USA

Analyse von SNP-Arrays

BioDoc Analyzer

City, USA

Applied Biosystems, Foster

Geldokumentation

Chromas Lite (Version 2.1.1)

Technelysium Pty Ltd,
Brisbane, Australien

Darstellung von

Sanger-Sequenzierung

Elektropherogrammen der

Command Console™

Affymetrix, Santa Clara, USA

Geratesoftware fur die

450

GeneChip Fluidics-Station

EpiTYPER™ Software (Version 1.2) mit
Modulen: EpiTYPER Plate Editor und
EpiTYPER Analyzer

USA

Sequenom Inc., San Diego,

Plattenbelegung und
Analyse der Epityper-
Technik

FastQC (Version 0.11.2)

Cambridge, England

Babraham Bioinformatics,

Qualitatskontroll-Analyse
von Rohdaten der RNA-
Sequenzierung

Sequenz-Alignment und zum Erhalt von

Informationen wie z.B. Allelfrequenzen und genregulatorischen Elementen
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Software (Version)

Hersteller

Anwendung

GenomeStudio " Software (Version 2011.1)
mit Methylation Analysis Modul (Version 1.9.0)

lllumina, San Diego, USA

Auswertung der 450K-Arrays

Lightcycler®480 SW (Version 1.5.1)

Roche, Rotkreuz, Schweiz

Analyse von qPCR-Daten

Microsoft Office 2007

Microsoft, UnterschleiRheim,

Ergebnisdokumentation und

Germany Auswertung

PyroMark® Assay Design (Version 2.0) Qiagen, Hilden, Deutschland | Primerdesign fir BSPS

PyroQ-CpG'" Software (Version 1.0.11) Qiagen, Hilden, Deutschland | Auswertung der BSPS

Statistische Auswertung der

Qlucore Omics Explorer (Version 3.0) 450K-Arrays

Qlucore, Lund, Schweden

R Development Core Team, Statistische und graphische

R-Software (Version 3.1.0)

Bosten, USA Auswertung
Sequencing Analysis Software™ (Version 6.0) éﬁslladsilosystems, Foster égﬁg:ﬁsvgguseﬁg%erzﬁgn der

450K-Array: Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array; SNP-Array: Genome-Wide Human SNP Array 6.0;
gPCR: guantitative Real-Time PCR; BSPS: Bisulfit-Pyrosequenzierung; RNA-Sequenzierung: Gesamt-Transkriptom-
Sequenzierung. In dieser Arbeit erfolgt lediglich bei der ersten Erwéhnung dieser Software im Fliel3text eine Angabe
zum Hersteller und ggf. zur Software-Version. Angaben zum Hersteller kénnen aus dieser Tabelle entnommen
werden und werden daher im FlieRtext nicht explizit erwéhnt.

In Tabelle 11 sind die

Anwendungen und R-Packages aufgelistet.

in dieser Arbeit mittels R-Software verwendeten R-Software-

Tabelle 11 R-Software-Anwendungen und R-Packages mit URL-Angabe, Zitierung und Referenz

Name URL Zitierung Referenz
Huber, W., Carey, V.J., Gentleman, R., Anders, S.,
. e Carlson, M., Carvalho, B.S., Bravo, H.C., Davis, S.,
Blc_)co_nductor h_ttps._//bloconductor.org/ Gatto, L., Girke, T., et al. (2015). Orchestrating high- (Huber et al.,
(Bioclite) biocLite . AT 2015) [252]
throughput genomic analysis with Bioconductor.
https://bioconductor.org.
httos://bioconductor.ora/ H. Pages, P. Aboyoun, R. Gentleman and S.
L ps- or-orgip DebRoy (). Biostrings: String objects representing (Pages et al.)
Biostrings ackages/release/bioc/ . ; X -
o biological sequences, and matching algorithms. R [253]
html/Biostrings.html .
package version 2.32.1.
http://bioconductor.org/pa | Herve Pages (). BSgenome: Infrastructure for (Pages et al.)
BSgenome ckages/release/bioc/ Biostrings-based genome data packages. R [253?] ’
html/BSgenome.html package version 1.32.0.
https://bioconductor.org/p | Robinson MD, McCarthy DJ and Smyth GK (2010). (Robinson et al
EdgeR ackages/release/bioc/html | edgeR: a Bioconductor package for differential "
; . - . 2010) [254]
/edgeR.html expression analysis of digital gene expression data.
http://www.bioconductor.o | Reid F. Thompson and John M. Greally (2009). (Thompson et
MassArray rg/packages/release/ MassArray: Analytical Tools for MassArray Data. R al 2089) [255]
bioc/html/MassArray.html | package version 1.16.0. "
Yassen Assenov, Fabian Mueller, Pavlo Lutsik,
htto://mbeads. mpi- Joern Walter, Thomas Lengauer and Christoph (Assenov et al
RnBeads inf?ﬁ de/ mp Bock (2014). Comprehensive Analysis of DNA 2014) [256] "
‘Mpg. Methylation Data with RnBeads, http://rnbeads.mpi-
inf.mpg.de.

In dieser Arbeit erfolgt lediglich bei der ersten Erwéhnung dieser Software im Flie3text die Angabe der Referenz.
Weitere Angaben zu URL und Zitierung kénnen aus dieser Tabelle entnommen werden und werden daher im
FlieRtext nicht explizit erwéahnt.
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2.1.3.2 Online-Datenbanken und Online-Software-Anwendungen

Die in der Arbeit verwendeten Online-Datenbanken und Online-Software-Anwendungen sind in

Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12 Online-Datenbanken und Online-Software-Anwendungen mit URL-Angabe und g

f. Referenz

Name

URL

Referenz

1000 Genomes Project (1000G)

www.1000genomes.org/

(Consortium, 2010)
[257]

BLAT (UCSC BLAT-Analyse)

http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgBlat?hgsid=446995209_nAH1Ca4
baTk7yZiPrwgsxtApAcHB&command=st
art

(Kent, 2002) [258]

dbSNP (Short Genetic Variations)

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

(Sherry et al., 2001)
[259]

DGV (Database of Genomic Variants)

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

(MacDonald et al.,
2014) [260]

ELM (Eukaryotic Linear Motif resource,
Functional Sites in Protein)

http://elm.eu.org/

(Dinkel et al., 2012)
[261]

EMBOSS Needle (Pairwise Sequence
Alignment)

http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_
needle/

EpiDesigner (Beta)

http://www.epidesigner.com/

Exome Aggregation Consortium (ExAC)
Version 0.3 (grundsétzlich auf européische
(nicht-finnische) Population bezogen)

http://exac.broadinstitute.org/

GeneCards®

http://www.genecards.org/

(Rebhan et al., 1998)
[262]

GeneMANIA Gennetzwerk-Analyse-Tool

http://www.genemania.org

(Warde-Farley et al.,
2010) [263]

Genic Intolerance (RVIS)

http://genic-intolerance.org/

(Petrovski et al., 2013)
[264]

HUGO Gene Nomenclature Committee
(HGNC)

http://www.genenames.org/

(Wain et al., 2002)
[265]

Human Genome Variation Society (HGVS)

http://www.hgvs.org/mutnomen/

(den Dunnen and
Antonarakis, 2000)
[266]

Mouse Genome Informatics (MGI)

http://www.informatics.jax.org/

(Shaw, 2009) [267]

Mutation Taster

http://www.mutationtaster.org/

(Schwarz et al., 2010)
[268]

NCBI (National Center for Biotechnology
Information)

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

NCBI Conserved Domains Database (CDD)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cd
d/cdd.shtml

NCBI Gene (Gendatenbank)

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

NCBI PubMed

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

NHLBI Exome Sequencing Project, Exonic
Variant Server (EVS)

evs.gs.washington.edu/

OligoCalc

http://biotools.nubic.northwestern.edu/Oli
goCalc.html

(Kibbe, 2007) [269]

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

http://www.omim.org/

(Hamosh et al., 2005)
[270]

Pathway Interaction Database (PID)

http://pid.nci.nih.gov/

(Schaefer et al., 2009)
[271]

44




Material Dissertation Kirstin Hoff

Name URL Referenz

Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (Zgig?lig%ft al,

(Haw et al., 2011)

Reactome http://www.reactome.org/ [273]

STRING Protein-Protein Interaktions- (Franceschini et al.,

http://string-db.org/

Netzwerke 2013) [274]

UCSC Genome Bioinformatics http://genome.ucsc.edu/ Eszef]t etal., 2002)

UCSC Genome Bioinformatics Track: http://genome.ucsc.edu/ Track: (Gerstein et al., 2012)
o : [275], (Wang et al.,

Transcription Factor ChiP-seq (161 factors) Integrated Regulation from 2012) [276], (Wang et

from ENCODE with Factorbook Motifs ENCODE/Txn Factor ChIP ; 9

al., 2013a) [277]
Varbank Pipeline v.2.3 https://varbank.ccg.uni-koeln.de/ -
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens
Variant Effect Predictor (VEP) /Tools/VEP/Edit?db=core;tl=cGH5XL4X] | -

wOkilie-466240

WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit (Wang et al., 2013b)
(WebGestalt) [278]

http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/

In dieser Arbeit erfolgen lediglich bei der ersten Erwdhnung dieser Online-Datenbanken bzw. Online-Software-
Anwendungen im FlieBtext die Benennung des vollstdndigen Names, ein Verweis zu diesem Abschnitt 2.1.3.2 sowie
ggf. eine Angabe zur Referenz. Nachfolgende Erwahnungen dieser Online-Datenbanken bzw. Online-Software-
Anwendungen im Flie3text erfolgen mit Angabe der Namens-Abkiirzung. Angaben zu URL und Referenz kénnen aus
dieser Tabelle entnommen werden und werden daher im FlieRtext nicht explizit erwahnt.
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2.2 Methoden

In diesem Teil der Arbeit werden die angewandten Methoden der verschiedenen Analysen
erlautert. Ein Grol3teil der Protokolle basiert auf Standardarbeitsanweisungen des Instituts fir
Humangenetik der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, wo molekulargenetische
Untersuchungen nach Bestimmungen der DIN ES ISO 15189:2007/2013 durchgefiihrt werden.
Die im folgenden Abschnitt aufgefiihrten Methoden wurden eigens durchgefihrt, wenn nicht
anders angegeben. Die Analysen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, sofern nicht anders

beschrieben. Alle Analysen wurden unter Labor-sterilen Bedingungen durchgeftihrt.

2.2.1 Molekulargenetische Analysen von DNA

Im folgenden Abschnitt werden die Methoden zu den molekulargenetischen Analysen von DNA
beschrieben. In Abbildung 7 ist dies schematisch als Ubersicht dargestellt.

Abbildung 7 Schematische Darstellung
der molekulargenetischen Analysen von

Herzgewebe peripheres Blut DNA. gDNA: genomische DNA, SNP-
Array: Genome-Wide Human SNP
Array 6.0 (Affymetrix)
Extraktion
von gDNA

/

Sequenzierung Gesamt-Exom-

von PCR- SRS BRSIRHIT SNP-Array
Produkten 9 9

L

2.2.1.1 Extraktion von genomischer DNA

Verifizierung

Genomische DNA (gDNA) wurde aus Herzgewebe und peripherem Blut (pB) extrahiert. Die

dazu verwendeten Protokolle werden im Folgenden aufgefuhrt.

Zur Extraktion von gDNA aus Herzgewebe (ca. 5—15mg) wurden Reagenzien des
Gentra® Puregene® DNA lIsolations-Kits (Qiagen) verwendet. Das Herzgewebe wurde zunachst

mechanisch durch die Verwendung eines Skalpells zerkleinert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
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Uberfuhrt. AnschlieBend erfolgte die Extraktion von gDNA nach Angaben des Herstellers
(Gentra® Puregene® Handbook, Qiagen (Angaben zur Extraktion aus 5 — 10 mg Gewebe)), was
wird im Folgenden kurz erldutert wird. Nach Aufnahme in Qiagen Cell Lysis Solution wurde die
Gewebesuspension mithilfe eines Vortexgerates (REAX 2000, Heidolph) gemischt.
AnschlieRend wurde Proteinase K hinzugegeben und bei 55 °C fir 16 - 72 Stunden (h) in einem
Thermoblock (UNO-Thermoblock, Biometra) inkubiert. Zu dem Lysat wurde dann RNAse A
hinzugegeben und 15— 60 Minuten (min) bei 37 °C im Thermoblock (UNO-Thermoblock,
Biometra) inkubiert. Die Proteinféllung erfolgte durch Zugabe von Qiagen Protein Precipitation
Solution. AnschlieRend wurde die Suspension fir ca. 1 min mittels Vortexgerat (REAX 2000,
Heidolph) gemischt und dann auf Eis fur mind. 10 min inkubiert. Nach anschlieRender
Zentrifugation (4 °C) fur 15 - 30 min bei 3515 g (Biofuge primoR, Heraeus) wurde der Uberstand
wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfiihrt. Die DNA-Prazipitation erfolgte durch
Hinzufigen von 100 %igem Isopropanol (Sigma Aldrich) im 1:1 Volumenverhéltnis. Die DNA
konnte durch leichtes Schwenken des 1,5 ml ReaktionsgefalRes gefallt werden und der nun
sichtbare weiRe DNA-Faden wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald mit 70 %igem Ethanol
(Detalls siehe 2.1.2.3) uUberfuhrt, durch funf-minltiges Zentrifugieren (Biofuge primoR, Heraeus)
gewaschen und der Uberstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur
getrocknet (ca. 2 h) und, je nach GroRRe des Pellets, in 20 - 100 pl ddH,O aufgenommen und
mind. 16 h geldst.

Fir die Extraktion von gDNA aus pB wurde das Gentra® Puregene® Blood Kit (Qiagen)
verwendet. Im Wesentlichen entsprechen die Schritte denen der Extraktion von gDNA aus
Gewebe und werden daher nur kurz beschrieben. Die Extraktion von gDNA erfolgte nach
Angaben des Herstellers (Gentra® Puregene® Handbook, Qiagen (Angaben zur Extraktion aus
3 ml pB)). Hierbei erfolgte zunachst die Lyse von Erythrozyten und Leukozyten durch
Hinzufigen von Qiagen RBC Lysis Solution zu 3 ml einer pB-Probe. Nach 10-minitigem
Schwenken wurde die Lésung fur 10 min bei 391 g zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mehrfach mit Qiagen RBC Lysis Solution
gewaschen, bis dieses eine weillliche Farbung zeigte. Nach Aufnahme in Qiagen Cell Lysis
Solution wurde die Zellsuspension fur 16 — 72 h bei 37 °C im Hybridisierungsofen (Biometra)
inkubiert. AnschlieRend erfolgten auch hier Proteinfallung, DNA-Prazipitation und Elution der
DNA wie oben beschrieben mit den entsprechenenden Mengen der Losungen und Chemikalien

nach Angaben des Herstellers zur Extraktion aus 3 ml pB (Gentra® Puregene® Handbook,

Qiagen).
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2.2.1.2 Quantifizierung von DNA

Die DNA-Konzentration wurde unter Anwendung des Qubit® dsDNA BR bzw. des Qubit®
dsDNA HS Assays (Life Technologies) mittels Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies)
gemessen. Die Quantifizierung der DNA erfolgt hierbei durch die Messung eines
Fluoreszenzsignals, welches bei spezifischer Bindung eines fluoreszierenden Farbstoffs an
doppelstrangige DNA (dsDNA) emittiert wird. Im Gegensatz zu konventionellen
spektrophotometrischen Messungen kénnen bei dieser Methode Effekte durch Kontaminationen,
wie z.B. Restmengen von RNA, auf ein Minimum reduziert werden [279]. Die Messungen
erfolgten entsprechend des Protokolls nach Herstellerangaben (Life Technologies).

2.2.1.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR

Die PCR-Amplifikation (polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)) von DNA-
Fragmenten erfordert im ersten Schritt ein Primer-Design spezifisch fur die zu analysierende
DNA-Sequenz. Hierzu wurden 150 — 300 bp upstream und downstream des zu analysierenden
Sequenzabschnitts Primersequenzen (fir eine Amplifikatlange von 300 - 600 bp) mit einer
Primerlange von 18 - 25 bp ausgewabhlt. Dies erfolgte anhand der gDNA-Sequenz, ermittelt tiber
die UCSC Genome Bioinformatics Datenbank [251] (siehe 2.1.3.2). Mithilfe der Software
OligoCalc [269] (siehe 2.1.3.2) wurde die pradiktive Schmelztemperatur (Richtwert: 60 — 65 °C)
und der GC-Gehalt (Richtwert: 50 — 65 %) Uberpift und ggf. alternative Primersequenzen
getestet. Die Spezifitdt der zu analysierenden Sequenz wurde mithilfe der UCSC BLAT-Analyse
(siehe 2.1.3.2) anhand der Genom-Referenz GRCh37/hg19 uberprift. Falls SNPs (single
nucleotide polymorphisms (Einzel-Nukleotid-Polymorphismen)) in der Primer-Sequenz auftraten,

wurde ein neues Primer-Design durchgefihrt.

Die PCR-Amplifikation erfolgte durch die Verwendung des AmpliTag Gold® Polymerase
Systems (Life Technologies). Im Fall von GC-reichen DNA-Fragmenten wurde das AccuPrime™
Polymerase System (Life Technologies) verwendet. Im Folgenden werden die Reaktionsansatze

aufgefihrt.
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Standardmafig wurde ein 25 pl-Reaktionsmix in 0,2 ml Reaktionsgefal3en angesetzt:

AmpliTag Gold® Polymerase System AccuPrime™ Polymerase System

25 pl-Reaktionsansatz 25 pl-Reaktionsansatz

1u gDNA [100 ng/ul] 1p gDNA [100 ng/pl]

0,5 pl Vorwarts-Primer [20 pmol/ul] 0,5l Vorwarts-Primer [20 pmol/pl]
0,5 ul Ruckwarts-Primer [20 pmol/pl] 0,5 I Ruckwarts-Primer [20 pmol/pl]
1 ul dNTP*-Lésung [5 mM/Nukleotid] 2,5u  10x Puffer

2,5ul 10x Puffer Il 0,3 ul  Accuprime Polymerase

2 ul MgCl, [25 mM] 20,2 I ddH,O

0,2 ul AmpliTag Gold Polymerase

17,3yl ddH,O

Je nach gDNA-Konzentration der Proben wurde die Menge an ddH,O angepasst, sodass das

finale Reaktionsvolumen von 25 pl gleich blieb.

Im Folgenden ist ein typisches PCR-Programm dargestellt:

Denaturierung 95 °C 5 min

95 °C 30s
Primerhybridisierung 55 - 65 °C 30s 36 Zyklen
Elongation 68 °C AccuPrime™ Polymerase/

72 °C AmpliTaq Gold® Polymerase 30s

68 °C bzw. 72 °C 5 min
Kuahlen 4°C unendlich

Um ein spezifisches PCR-Produkt zu erhalten, erfolgte die Primerhybridisierung bei mdglichst
hoher Temperatur (daher mit 55 — 65 °C angegeben). Die Hybridisierungstemperatur fur die
jeweiligen Primerpaare wurde in Test-Reaktionen mit anschlielender Agarose-
Gelelektrophorese ermittelt.  Zusétzlich  wurden ggf. zum Reaktionsansatz MgCl,
(Life Technologies) oder Betain-Losung (Sigma Aldrich) zur Optimierung der PCR-Reaktion
hinzugegeben. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.4)

Uberpruift.

14 Desoxynukleosidtriphosphat
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2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Uberpriifung von PCR-Produkten hinsichtlich
Spezifitat, Quantitdt und AmplifikatgroRe. Je nach erwarteter GréRe des PCR-Produkts wurden
unterschiedliche Agarose-Konzentrationen gewahlt: ein 3 %-Gel bei DNA-Fragmenten von
ca. 100 bp, ein 2 %-Gel bei DNA-Fragmenten < 1000 bp oder ein 1 %-Gel bei DNA-
Fragmenten > 1000 bp. Die Agarose (Biozym) wurde mit 1 x TBE-Puffer (Details siehe 2.1.2.3)
durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst, auf Handwéarme abgekihlt und mit Ethidiumbromid
(Sigma Aldrich) fur eine finale Ethidiumbromidkonzentration von 1 pM versehen. Das Agarose-
Ethidiumbromid-Gemisch wurde anschlieRend in eine Gelkammer (peglLab,
peglLab Biotechnologie) mit entsprechendem Taschenkamm Uberfuhrt. Nach Verfestigung des
Gels wurden 10 pl der zu analysierenden DNA-Fragmente mit 3,5 pl Agarose-Gel-Ladepuffer
(Details siehe 2.1.2.3) versehen und das hergestellte Agarose-Gel beladen, welches sich in
1 x TBE-Puffer in der Agarose-Gelelektrophorese-Vorrichtung befand. Als Langenstandard
wurde bei 1%-Gelen der HyperLadder™ 1kb (Bioline) und bei 2 %- bzw. 3 %-Gelen der
TriDye™ 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) verwendet. Bei 1 %-Gelen wurde eine
Spannung von 5 V/cm und bei 2 %- bzw. 3 %-Gelen eine Spannung von 10 V/cm angelegt, bis
die Langenstandard-Banden deutlich getrennt sichtbar waren. Die Dokumentation der Gele
erfolgte mittels BioDoc Analyzer (Biometra). Die DNA-FragmentgroRen konnten durch Vergleich

zum Langenstandard ermittelt werden.

2.2.1.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden zur Vorbereitung auf die PCR-basierte DNA-Sequenzierung mittels
MinElute® 96 UF PCR Purification Kit (Qiagen) zum Entfernen von restlichen Nukleotiden,
Polymerase und Salzen aufgereinigt. Hierzu wurden 40 pl ddH,O zum PCR-Produkt
(ca. 15 pl Restmenge nach der Uberprifung mittels Agarose-Gelelektrophorese) hinzugefiigt
und dieses Gemisch in eine 96-Well Platte des MinElute® 96 UF PCR Purification Kits (Qiagen)
Uberfuhrt. Mithilfe einer Vakuumpumpe (Druck: 23 — 25 mm Hg, Millivac™ Vacuum Pump,
Millipore) wurde die Flussigkeit durch die Membran der 96-Well Platte abgesaugt, bis diese
komplett trocken war. Durch Hinzufiigen von 50 pl ddH,O zu jedem Well und erneutes Anlegen
eines Vakuums (s.0.) wurden die PCR-Produkte gewaschen. AnschlieRend wurde 20 pl ddH,O
zu jedem Well hinzugegeben, die 96-Well Platte mit einer Plastikfolie versiegelt und auf einem
Plattenschuttler (IKA® MS3 basic, IKA) fur 5 min bei 1000 U/min geldst. Die aufgereinigten

PCR-Produkte wurden dann in ein neues 0,2 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt.
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2.2.1.6 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung von PCR-Produkten, die zur Verifizierung von Ergebnissen aus der Gesamt-
Exom-Sequenzierung  (2.2.1.7)  durchgefuhrt  wurde, erfolgte nach der durch
Sanger et al. (1977) [280] beschriebenen Didesoxymethode-Methode (im Folgenden Sanger-
Sequenzierung abgekirzt). Die Didesoxymethode-Methode, auch Kettenabbruch-Synthese
bezeichnet, basiert auf dem Einbau von Fluoreszenz-Farbstoff-markierten
Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs), welche durch das Fehlen der 3‘-Hydroxygruppe eine
Strangverlangerung durch die DNA-Polymerase verhindern [281]. Die entstehenden
Kettenabbruchprodukte werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und die
unterschiedlichen Fluoreszenzfarben der vier ddNTPs detektiert, sodass ein Elektropherogramm
der jeweiligen DNA-Sequenzierung erstellt wird. Die Sequenzier-PCR-Reaktion wurde mittels
Big Dye Terminator® v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefihrt.

Standardmafiig wurde ein 20 pl-Reaktionsmix in 0,2 ml Reaktionsgefalien angesetzt:

Big Dye Terminator® v1.1 Cycle Sequencing Kit

20 pl-Reaktionsansatz

1l Big Dye Terminator

2ul 5x Big Dye Terminator Sequenzierpuffer
1l Primer [20 pmol/pl]

1u aufgereinigtes PCR-Produkt

Dieser Reaktionsansatz wurde sowohl fur den Vorwarts- als auch fur den Ruckwarts-Primer
angesetzt, um eine Vorwarts- und eine Rickwarts-Sequenz zu erhalten. Die Menge an PCR-
Produkt, die fur die Sequenzier-PCR-Reaktion eingesetzt wurde, variierte je nach
Bandenintensitdt auf dem Agarose-Gel zwischen 1 pl-3pl. Die ddH,O-Menge wurde

entsprechend des 20 pl Reaktionsvolumens angepasst.

Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem Programm:

Denaturierung 96 °C 2 min
96 °C 10s
Primerhybridisierung 57 °C 5s 25 Zyklen
Elongation 60 °C 4 min
Kuhlen 4°C unendlich
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Die Sequenzier-PCR-Reaktion wurde anschlieRend mittels Montage™ SEQ96 Sequencing
Reaction Cleanup Kit (Merck Millipore) zum Entfernen von restlichen Nukleotiden, Puffer und
Salzen aufgereinigt. Hierzu wurden 20 pl Montage Injection Solution (Merck Millipore) zum PCR-
Produkt hinzugefugt und dieses Gemisch in die Montage 96-Well Platte (Merck Millipore)
Uberfuhrt. Mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Druck: 23 — 25 mm Hg, Millivac™ Vacuum Pump,
Merck Millipore) wurde die Flussigkeit durch die Membran der 96-Well Platte abgesaugt bis
diese komplett trocken war. Durch Hinzufligen von 20 pul Montage Injection Solution (Merck
Millipore) zu jedem Well und erneutes Anlegen eines Vakuums (s.0.) wurden die PCR-Produkte
gewaschen. AnschlieRend wurde 20 pl ddH,O zu jedem Well hinzugegeben, die 96-Well Platte
mit einer Plastikfolie versiegelt und auf einem Plattenschiittler (IKA® MS3 basic, IKA) fir 5 min
bei 1000 U/min geldst. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden dann in ein neues

0,2 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt.

Die Sequenzierung erfolgte am ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Life Technologies). Hierzu
wurde die aufgereinigte Sequenzier-PCR-Reaktion 4x — 10x verdinnt, abhangig von der
Bandenintensitat der vorherigen PCR-Reaktion im Agarosegel. Uber die Sequencing Analysis
Software™ (Version 6.0, Applied Biosystems) konnte die Injektionszeit von 5 s bis 15 s, je nach
Sequenzierproduktkonzentration, und die Laufzeit von 18 min bis 30 min, je nach DNA-
Fragmentlange, vorgegeben werden. Die Analyse der DNA-Sequenzen in Form von
Elektropherogrammen erfolgte anschlieRend mittels Sequencing Analysis Software™ (Applied
Biosystems). Zur Qualitétskontrolle wurden die DNA-Sequenzen mit Referenzsequenzen
(GRCh37/hg19) der Online-Datenbank NCBI (siehe 2.1.3.2) abgeglichen. Mutationen wurden
nach HGVS-Nomenklatur (Human Genome Variation Society [266], siehe 2.1.3.2) beschrieben.

2.2.1.7 Gesamt-Exom-Sequenzierung

Die Gesamt-Exom-Sequenzierung (Whole Exome Sequencing (WES)) dient der Sequenzierung
aller bekannter protein-kodierenden Gene eines Genoms. Am Cologne Center for Genomics
(CCQG) erfolgte durch wissenschatftliche Mitarbeiter die WES-Analyse von jeweils 1 ug DNA pro
Probe. Die generellen Ablaufe einer WES bestehen aus: (1) Library-Praparation zur
Anreicherung exonischer Sequenzen der DNA-Proben, (2) Sequenzierung, hier mittels lllumina
HiSeq 2000 System und (3) Computer-basierte Methoden, bestehend aus dem Alignment zur
humanen Genom-Referenz, dem Varianten-Calling und der Annotation zu SNP-Datenbanken.

Im Folgenden wird die Methodik kurz erlautert.
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Im Anschluss an die Fragmentierung der gDNA (hier mittels Sonifizierung) erfolgt die Library-
Praparation, die in dieser Arbeit mittels SeqCap EZ Human Exome Library v2.0 Enrichment-Kit
(Roche NimbleGen) durchgefuhrt wurde, welches die Analyse von mehr als 20.000 Genen,
sowie microRNA-Genen ermoglicht. Um blunt ends, d.h. DNA-Fragment-Enden ohne
5'3-Uberhange, zu generieren, wird ein L,End Repair* mittels T4-DNA-Polymerase
(3-5"-Exonuklease- und 5°-3'-Polymerase-Aktivitat) durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgt die
5-Phosphorylierung mittels T4-Polynukleotid-Kinase und dA-Tailing mittels Tag-Polymerase.
Dies erleichtert die nachfolgende Ligation mit Sequenzier-Adaptern, die die nétigen Elemente
zur Phasen-Immoblisierung der spateren Sequenzierung enthalten. Im néchsten Schritt erfolgt
die Hybridisierung an einen biotinylierten Oligo-Pool (DNA- oder RNA-Baits), der komplementar
zu den exonischen Ziel-Sequenzen ist. Nach der Selektion der spezifischen Exom-DNA-
Fragmente mittels Biotin-Streptavidin basiertem Pulldown-Assay erfolgt ein Waschvorgang zur
Entfernung ungebundener Fragmente. Nach anschlieBender PCR-Amplifikation und

Quialitatskontrolle kann die erstellte Library sequenziert werden.

In dieser Arbeit erfolgte die Sequenzierung mittels lllumina HiSeq 2000-System, basierend auf
der sogenannten zyklisch-reversiblen Terminations-Methode (CRT) [282]. Nach Denaturierung
erfolgt die Bindung der DNA-Fragmente an eine sogenannte ,Flow Cell®, die kovalent
gebundene Vorwarts- und Rickwarts-Primer in hoher Dichte enthalt. Letztgenannte Primer sind
zu Enden eines Universal- und eines Indexadapters komplementar. Der Universaladapter dient
der spateren Hybridisierung des Sequenzierprimers fir die Sequenzierung, wahrend der
Indexadapter der Probenidentifizierung dient. Durch Hinzufiigen von Nukleotiden (unmarkiert)
und Enzymen erfolgt eine klonale ,Bridge Amplification“ des immobilisierten DNA-Templates mit
benachbarten Primern, sodass sich 100 - 200 Millionen Cluster von bis zu 1000 dsDNA-Kopien
eines Templates bilden [282]. Nach anschlieRender Denaturierung erfolgt die Hybridisierung von
Sequenzier-Primern an die Adaper-Sequenzen (paired-end Sequenzierung), sowie die Zugabe
von reversibel markierten Nukleotiden und der DNA-Polymerase (CRT-Methode). Nach
Inkorporation des fluoreszenz-markierten Nukleotids kommt es zum Kettenabbruch, indem eine
chemische 3‘-Blockierungsgruppe am Nukleotid eine weitere Synthese verhindert. Nicht-
gebundene Nukleotide werden herausgewaschen und anschlieBend nach der Laseranregung
die entsprechend emittierte Fluoreszenz (unterschiedlich pro Nukleotid) ein jedes Clusters
detektiert. Fluorophore und Blockierungsgruppe werden abgespalten und durch Waschen
entfernt. Dieser Sequenzierungs-Zyklus wird fir jede nachfolgende Base des gesamten

Fragments wiederholt. [282]
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Im Folgenden werden die Computer-basierten Methoden zur weiteren Prozessierung der

Sequenzier-Daten erlautert:

Entsprechend der Varbank-Pipeline v.2.3 erfolgte durch Bioinformatiker des CCG eine primére
Quialitatskontrolle (siehe https://varbank.ccg.uni-koeln.de/ (2.1.3.2)), das Alignment zur humanen
Genom-Referenz (GRCh37/hgl19), das ldentifizieren der Varianten (Varianten-Calling) und die
Annotation der Varianten zu  SNP-Datenbanken sowie zu  Algorithmen  der
Mutationskonsequenz-Vorhersage. Zur Gesamt-Analyse der neun IAS-Exome wurde wie folgt
gefiltert (Abbildung 8):

) T -
(o] | WES-Rohdaten H Varbank-Pipeline v.2.3 |—>| QC-Filter
& & Mutationstyp-Filter
[T =
S - -
C GATK lMplIeup ||D|nde| ||SplazerS/SNPstore |
£ | <] AF-Filter |
S SNP INDEL
o | L@F-Mulatignen H VEP, visuelle Analyse |
a
=
c
< funktionelle | Verifizierung |
Anreicherungsanalysen

Abbildung 8 Filter-Pipeline und Daten-Prozessierung der WES-Analyse vom IAS-Gewebe von neun HLHS-Patienten.
In der Abbildung sind die drei Ebenen der Datenauswertung — Qualitdtskontrolle (QC), Varianten-Filterung und
Analysen — dargestellt. Varbank-Pipeline v.2.3 beinhaltet: primare QC, Alignment und Varianten-Calling;
QC-Filter: Qualitatskontroll-Filter; AF-Filter: Filter nach Allelfrequenz; Mutationstyp-Filter: Filter nach Varianten, die die
Proteinstruktur beeinflussen mit Calling-Software-spezifischer Selektion von SNPs und INDELs (Calling Algorithmen:
GATK, Mpileup, Dindel, SplazerS/SNPstore); LOF: Loss-Of-Function (Frameshift-, Stop-, Start-Loss- und Splice-Site);
VEP: Variant Effect Predictor (1000G-rel77); Visuelle Analyse: Visuelle Analyse der Reads des WES-Datensatzes.

Folgende Parameter der Qualitatsfilterung (QC-Filter) wurden in dieser Arbeit definiert
(Abbildung 8):

(1) minimale Reads Coverage von 6 Reads
(2) Ausschluss von Genvarianten, die von weniger als zwei Calling-Software-Tools
identifiziert wurden
(3) Ausschluss von InHouseDB-Varianten (Epilepsy InhouseDB und Structural InhouseDB),
die Pipeline-spezifische Artefakte darstellten
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Zur stringenten Filterung seltener Genvarianten wurde in dieser Arbeit eine Allelfrequenz
(AF) = 0,01 % als Filterkriterium des AF-Filters festgelegt. Dies basierte auf einer kombinierten
AF der Datenbanken (siehe 2.1.3.2) dbSNP (build135) [259], 1000 Genomes Project (1000G,
build20110521 [257]), Exonic Variant Server (EVS (NHLBI Exome Sequencing Project Version
ESP6500)) und ExAC™ (Exome Aggregation Consortium, Version 0.3). AnschlieBend wurde
nach Mutations-Typ (Abbildung 8) zur Selektion proteinstruktur-verandernder (funktioneller)

Mutationen gefiltert, welcher folgende Parameter umfasste:

(1) Ausschluss von Intron-Varianten, mit Ausnahme von Splice-Site-Mutationen
(Position -1/+1 zu Exon)
(2) Ausschluss synonymer Genvarianten
(3) Calling-Software-spezifische Selektion von SNPs und INDELs (Kombination aus
Insertion und Deletion):
a. nur SNPs, die mindestens durch die Calling-Software GATK und Mpileup
identifiziert wurden
b. nur INDELSs, die mindestens durch die Calling-Software GATK, Mpileup, Dindel
und SplazerS/SNPstore identifiziert wurden

Anhand dieser gefilterten Liste wurden Anreicherungsanalysen (Details siehe 2.2.5.3)
durchgefuhrt. Die zuvor nach Varbank-Pipeline v.2.3 annotierten LOF-Mutationen (Loss-Of-
Function), d.h. Frameshift-, Stop-, Start-Loss- und Splice-Site-Mutationen, wurden mit
Annotationen der VEP-Datenbank (Variant Effect Predictor (Ensembl, 1000G-rel77),
siehe 2.1.3.2) abgeglichen. Eine visuelle Analyse beinhaltete eine Analyse der Giite der Reads
Coverage, d.h. Richtung der Read-Sequenzen und Position der Mutation innerhalb der Reads,
analysiert (Abbildung 8). Mittels Sanger-Sequenzierung (siehe 2.2.1.6) erfolgten die

Verifizierungen von Mutationen.

Filtermethoden zur kombinierten Keimbahn- und somatischen Analyse

Zuséatzlich zu den mittels WES analysierten 1AS-Gewebeproben der neun HLHS-Patienten
standen von einer anderen WES-Plattform Daten von pB-Proben eines Eltern-Index-Trios des
zuvor an IAS-Gewebe analysierten HLHS-Falls HLHS_4 zur Verfligung (Tabelle 13, Familie 4).
Hierbei wurde das Agilent SureSelect Human All Exon 50MB Kit (Agilent Technologies)

verwendet. Die oben genannte Familie wurde durch Dr. med Marc-Phillip Hitz am Wellcome

15 In dieser Arbeit bezieht sich die EXAC-AF grundsétzlich auf ethnisch-gleiche Individuen: europaische (nicht-finnische) Population
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Trust Sanger Institute (Cambridge, England) analysiert. Anhand dieser Familie erfolgte eine
Analyse von |AS-spezifischen (somatischen) Mutationen (siehe 3.2.1.2). Die Prozessierung und
Filterung der WES-Daten dieser kombinierten Keimbahn- und somatischen Analyse wird im
Folgenden erlautert (Abbildung 9). Mittels Varbank-Pipeline v.2.3 und anschlieBender QC-
Filterung erfolgte, wie zuvor beschrieben, die Prozessierung der WES-Rohdaten der IAS-Probe
des HLHS-Falls HLHS 4 und der pB-Proben sowie des entsprechenden Eltern-Kind-Trios®™®
(Familie_4, siehe 2.2.1.7 (Tabelle 13)). Die AF-Filterung erfolgte mit einer AF < 1 % (kombinierte
AF, s.0.). Folgende Parameter des IAS-Filters (Abbildung 9) wurden definiert:

(1) Selektion von Genvarianten, die ausschlie3lich bei der IAS-Gewebeprobe des Patienten,
nicht jedoch in der pB-Probe des Patienten und dessen Eltern vorlagen

(2) Ausschluss von Intron-Varianten

(3) Calling-Software-spezifische Selektion von SNPs und INDELSs (s.0.)

AnschlieRend erfolgte ein Abgleich der Varbank-Pipeline v.2.3-annotierten
Mutationskonsequenzen mit Annotationen der VEP-Datenbank, sowie eine visuelle Analyse der
Gute der Reads Coverage (s.0.). Die resultierenden IAS-spezifischen Mutationen wurden mittels
Sanger-Sequenzierung (siehe 2.2.1.6) verifiziert.

& || | WEs-Rohdaten |5{  varbank-Pipelinev2.3 || QC-Filter
£ IAS-Filter
i5
E £ GATK || Mpileup || Dindel || splazersisnpstore |
T
= = | <—! AF-Filter (AF < 1 %)
S SNP INDEL
!
v
e | VEP, visuelle Analyse ‘
= !
©
7 | Verifizierung ‘

Abbildung 9 Filter-Pipeline und Daten-Prozessierung der Analyse 1AS-spezifischer Mutationen der Familie 4 mit dem
HLHS-Fall HLHS 4. In der Abbildung sind die drei Ebenen der Datenauswertung — Qualitatskontrolle (QC, entspricht
Abbildung 8), Varianten-Filterung und Analysen — dargestellt. Varbank-Pipeline v.2.3 beinhaltet: primare QC,
Alignment und Varianten-Calling; QC-Filter: Qualitatskontroll-Filter; AF Filter: Filter nach Allelfrequenz (hier AF < 1 %);
IAS-Filter: Filter fur IAS-spezifische (nicht in pB vorkommende) Mutationen mit Calling-Software-spezifischer Selektion
von SNPs und INDELs (Calling Algorithmen: GATK, Mpileup, Dindel, SplazerS/SNPstore); VEP: Variant Effect
Predictor (1000G-rel77); Visuelle Analyse: Visuelle Analyse der Reads des WES-Datensatzes.

16 WES-Rohdaten stammen von einer anderen Sequenzierungsplattform mittels Agilent SureSelect Human All Exon 50MB Kit (siehe
2.2.1.7 (Tabelle 13)
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Proben und Sequenzierungsplattformen

Weitere WES-Daten von pB-Proben einer Familie mit zwei HLHS-Fallen wurden durch den
Kollegen Dr. med Marc-Phillip Hitz zur Verfigung gestellt (Tabelle 13, Famlie 5). In dieser Arbeit
erfolgten hierzu Analysen im Rahmen einer WES-Studie zu Familien mit linksventrikularen
(LVOTOs) (Hitz Hoff et al,

Vorbereitung (siehe 11); Ergebnisse siehe 3.1.2.2). Eine Zusammenfassung der mittels WES

Ausflusstrakt-Obstruktionen und Publikation in

analysierten Proben und Sequenzierungsplattformen ist in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13 Auflistung der Proben und WES-Plattformen

Proben-ID Familie | S8WePe | EnrichmentKit | Plattform | Durchfihrung
typ Institut
D12/579 1
D12/581
D12/775 2
D12/776 pB
D11/527 SeqCap EZ
D11/528 3
D11/1087 Human Exome _ CCG Cologne
Library v2.0 Kit lllumina Center for
HLHS_12 DNA-Bait HiSeq Genomics
ntﬂg—gé (Roche 2000 (KsIn,
— NimbleGen, Deutschland)
HLHS_132 Madison, USA)
HLHS_4 (IAS-Probe zu HLHS_4_Index) - IAS '
HLHS_8
HLHS_13
HLHS_15
HLHS_35
HLHS 4 Index (pB-Probe zu HLHS 4) Agilent
HLHS 4 Mutter 4 SureSelect
HLHS 4 Vater Human All Exon
50MB Kit lumina | 2 =teome Tt
HLHS 130 Index-1 (pB-Probe zu pB RNA-Bait HiSeq (Car%bridge
HLHS_130) 5 (Agilent 2000 England) ’
HLHS 130 Index-2 Technologies,
HLHS_ 130 Vater Santa Clara,
USA)

Familie: Familie siehe Abschnitt 2.1.1.1, Tabelle 2; Enrichment-Kit: Kit fir die Anreicherung exonischer Sequenzen;
pB: peripheres Blut; IAS: interatriales Septum; Plattform: Sequenzierungsplattform; in grau schattiert: diese Analysen
wurden durch Dr. med Marc-Phillip Hitz am Wellcome Trust Sanger Institute (Cambridge, England) durchgefiihrt und
die Daten wurden zur Verfiigung gestellt.

Ablgeich zu bekannten Genen, die in Assoziation mit Herzfehlbildungen identifiziert

wurden

Kardiale Genlisten dienten dem Abgleich der in dieser Arbeit identifizierten Genen aus der WES-
Analyse mit aus der Literatur bekannten Genen, die in Zusammenhang mit kardialen Anomalien
gefunden wurden. Diese Genlisten wurden durch den Kollegen Dr. med. Marc-Phillip Hitz [283]

im Vorfeld erstellt. Die Genlisten basieren auf Literaturrecherchen mittels NCBI PubMed-
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Datenbank (siehe 2.1.3.2), sowie auf Listen, die mithilfe der MGI-Datenbank (Mouse Genome
Informatics [267], siehe 2.1.3.2) generiert wurden. Entsprechend kardiovaskularer HPO-Terms
(Human Phenotype Ontology, siehe 2.1.3.2) wurden Gene mit bzw. ohne kardiovaskularem
Phéanotyp im Mausmodell selektiert. Die Listen bestanden aus je einer Liste von Genen (1) ohne
kardiovaskularem Phanotyp im Mausmodell (N =1351) als Kontrolldatensatz, (2) mit
kardiovaskularem Phéanotyp im Mausmodell (N =463) und (3) kardiovaskularem humanen
Phanotyp (N =182) [283]. Die beiden letztgenannten Genlisten mit bekanntem kardialem
Phanotyp werden im Folgenden als Herz-Genliste bezeichnet.

RVIS-Scoring-System

Zur Untersuchung des WES-Datensatzes wurde das RVIS-Scoring-System (RVIS: Residual
Variation Intolerance Score; siehe 2.1.3.2) nach Petrovski et al. (2013) [264] als
Analyseparameter verwendet. Der RVIS-Wert definiert pro Gen die Haufigkeit des Auftretens
funktioneller Varianten relativ zur genomweit erwarteten Haufigkeit, basierend auf AF-Daten
(noch nicht publiziert) der ExXAC-Datenbank (AF <0.05%). Der RVIS-Perzentil-Score (im
Folgenden RPS abgekirzt) kann Werte zwischen 0 und 100 einnehmen mit O = geringe
Mutationstoleranz und 100 = hohe Mutationstolaranz gegeniber funktionellen Varianten des
jeweiligen Gens. Funktionelle Genvarianten in Genen mit niedrigem RPS sind mit hdherer
Wahrscheinlichkeit von krankheitsrelevanter Bedeutung als solche Genvarianten in Genen mit
hohem RPS. In dieser Arbeit wurde ein RPS <25 entsprechend der Studie von
Petrovski et al. (2013) [264] als Grenzwert fir Gene mit geringer Mutationstoleranz definiert.
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Die in der vorliegenden Arbeit identifizierten Genvarianten wurden entsprechend folgender

Kriterien kategorisiert:

Tabelle 14 Definierte Gen-Kategorien der identifizierten Genvarianten und jeweilige Beschreibung der Gen-Kategorie

Gen-Kategorie Beschreibung
potenziell seltene bzw. unbekannte funktionelle Genvariante® bei einem Fall mit
krankheitsrelevant CHD

seltene bzw. unbekannte LOF-Mutation?,
oder funktionelle Genvariante mit compound heterozygoter’, homozygoter
oder de novo Auspragung bei einem Fall mit CHD
+

kardialer Phanotyp des Gens im Modellorganismus (z.B. Maus)

wabhrscheinlich
krankheitsrelevant

seltene bzw. unbekannte funktionelle Genvarianten® mit compound
heterozygoter, homozygoter oder de novo Auspragung bei mehr als
einem (nicht verwandtem) Fall mit CHD*
+
Genvarianten, die als possibly oder probably damaging nach PPH®
eingestuft sind

kausal

'Genvariante  mit Veranderung der kodierten Aminosauren; ’LOF-Mutation:  Loss-Of-Function-Mutation
(Funktionsverlust);>compound heterozygot: zwei unterschiedlich mutierte Allele desselben Gens; “oder einer anderen
angeborenen Fehlbildung; *PPH: Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2 [272], siehe 2.1.3.2)

2.2.1.8 SNP-Array Analyse

Der Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix, (im Folgenden als SNP-Array
bezeichmet)), ermdglicht die genomweite Analyse von mehr als 906.600 SNPs und
946.000 Kopienzahlvariation (CNVs). Der SNP-Array enthalt auf dem Array-Tragermaterial
25 bp-Oligonukleotid-Sonden, die das A- oder B-Allel des jeweiligen SNPs spezifisch binden.
Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben (Affymetrix Genome-Wide Human SNP
Nsp/Sty 6.0 User Guide) und wurde teilweise durch Claudia Becher, Technische Assistentin des
Instituts fur Humangenetik der Christian-Albrechts-Universitéat zu Kiel, unterstitzt. Im Folgenden
werden die Vorgédnge — von der Probenvorbereitung bis zum Scannen — kurz erlautert. Hierbei

wurde das Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty Assay Kit 6.0 (Affymetrix) verwendet.

Vor der DNA-Hybridisierung auf den Array wurde zunachst die Fragmentierung mithilfe der
Restriktionsenzyme (RE) Nspl- und Styl (New England Biolabs) durchgefuhrt. AnschlieRend
erfolgte eine RE-spezifische Adapterligation unter Verwendung einer T4 DNA-Ligase (New
England Biolabs), sowie eine PCR-Amplifikation mit Adapter-spezifischen Primern (TITANUM®
Taq Polymerase Kit (Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA), welche mittels Agarose-

59




Methoden Dissertation Kirstin Hoff

Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.4) zur Qualitatskontrolle Uberprift wurde. Die PCR-Produkte
wurden dann mithilfe von magnetischen Beads (Agencourt® AMPure® XP Kit, Beckmann
Coulter) aufgereinigt und enzymatisch mittels DNAsel (GeneChip® Fragmentation Reagent,
Affymetrix) fragmentiert. Nach Uberpifung der Fragmentierung mittels Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.4) erfolgte die Biotin-Markierung (GeneChip® DNA Labeling
Reagent und Terminal Deoxynucleotidyl Transferase, Affymetrix) und anschlieRend die
Hybridisierung auf das Array-Tragermaterial, sodass die DNA-Fragmente an die
entsprechenden Sonden gebunden wurden. Anschlie3end erfolgte mittels Waschpuffer (Details
siehe 2.1.2.3) das Waschen zur Entfernung nicht-gebundener DNA-Fragmente und das Farben
(mit Farbe-Puffer, Details siehe 2.1.2.3) des Arrays mithilfe der GeneChip® Fluidics
Station 450 (Affymetrix), sodass die Fluoreszenzsignale dann mittels GeneChip®

Scanner 3000 (Affymetrix) detektiert werden konnten.

Die Auswertung erfolgte anschlieRend mittels Affymetrix® Chromosome Analysis Suite Software
Version 2.1 (ChAS, Affymetrix). Durch Vergleich der Genotypen von Indexpatient und Eltern
konnte so hinsichtlich differenzieller Kopienzahlverluste- bzw. Zugewinnen oder auch hinsichtlich
unbekannter Variationen analysiert werden. Hierbei wurden folgende Einstellungen
gewahlt: min. Markeranzahl =20 und min. CNV-Lange = 100 kbp. In dieser Arbeit wurden
CNVs, die in mehr als 20 Kontroll-Individuen nach DGV-Datenbank (Database of Genomic
Variants [260], siehe 2.1.3.2) vorlagen und eine Uberlappung von > 50 % mit bereits bekannten

CNVs zeigten, als benign definiert.

2.2.2 DNA-Methylierungsanalysen

Im folgenden Abschnitt werden die verschiedenen Methoden der DNA-Methylierungsanalyse
erlautert. Die aus unterschiedlichen Herzgewebeproben extrahierte gDNA wurde mithilfe dieser

Techniken untersucht.

Im Anschluss an eine Natriumbisulfit-Behandlung (siehe Abschnitt 2.2.2.1) der zu
untersuchenden gDNA-Proben, welche zu einer selektiven Basen-Konversion von methyliertem
Cytosin zu Thymin fuhrt [284, 285], erfolgte die Untersuchung der DNA-Methylierung der gDNA-

Proben.
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Die DNA-Methylierung wurde in dieser Arbeit durch drei verschiedene Methoden der DNA-
Methylierungsanalyse quantifiziert:

(1) Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array (lllumina; 450K-Array abgekurzt), welcher

eine genomweite DNA-Methylierungsanalyse von tiber 485.000 Loci'’ erméglicht
(2) Bisulfit-Pyrosequenzierung (BSPS) zur PCR-basierten DNA-Methylierungsanalyse

(3) MassARRAY-EpiTYPER-Technik (MassARRAY® EpiTYPER®, Sequenom Inc; Epityper-
Technik abgekirzt), die mittels massenspektrometrischen Verfahrens PCR-basierte DNA-
Methylierungsanalysen ermdglicht

Die beiden letztgenannten Methoden wurden zur Verifizierung von 450K-Array-Ergebnissen
genutzt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Epityper-Technik fur die Anwendung am Institut fir
Humangenetik der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel neu etabliert. In Abbildung 10 sind die
in der Arbeit angewandten Methoden der DNA-Methylierungsanalyse schematisch als Ubersicht
dargestellt.

DNA extrahiert aus
Herzgewebe

!

| C/T-Konversion |

=

| 4asokAmay | | BSPS | Epityper-Technik
| | |
450K-Array- Primer-Design und Primer-Design und
Hybridisierung Test-PCRs in silico Assay-Test
l ¢ l
Datenfilterung & | Pyrosequenzierung | ‘ Statistische Analyse
Normalisierung \l/ J/
— \L Datenanalyse Abgleich Datenanalyse
| Statistische Analyse | 450K-Array Abgleich 450K-Array

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Methoden der DNA-Methylierungsanalyse. C/T-Komversion: Basen-
Konversion von methyliertem Cytosin zu Thymin; 450K-Array: Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array;
BSPS: Bisulfit-Pyrosequenzierung; Epityper-Technik: MassARRAY-EpiTYPER-Technik.

17Der Begriff Loci schlie3t Cytosin-Guanin-Dinukleotide (CpGs) sowie nicht-CpG-Loci (ch-Loci), die in humanen Stammzellen
identifiziert wurden, als auch analysierbare SNP-Loci des Arrays ein.

61



Methoden Dissertation Kirstin Hoff

2.2.2.1 Natriumbisulfit-Behandlung genomischer DNA

Die DNA-Methylierungsanalysen erforderten als ersten Schritt eine Natriumbisulfit-Behandlung
der zu untersuchenden gDNA-Proben, um die Bestimmung der DNA-Methylierung durch die
oben genannten Methoden zu ermoglichen. Die Methode basiert auf der Bisulfit-induzierten
hydrolytischen Desaminierung von Cytosin mit anschlieRender alkalischer Desulfonierung,
welche zu einer Konversion des Cytosins zu Uracil fuhrt. Die Bisulfit-induzierte Konversion von
5-Methyl-Cytosin  verlauft dagegen unter den gewahlten Bedingungen deutlich
langsamer [284, 285], sodass eine selektive Konversion von Cytosin, nicht jedoch von 5-Methyl-
Cytosin zu Uracil stattfindet. Erfolgt im Aschluss an die Natriumbisulfit-Behandlung eine PCR-
Amplifikation, so ersetzt die DNA-Polymerase die Uracil-Molekile durch Thymin. Es wird
dadurch ein C/T-Polymorphismus generiert. In einer anschlieBenden Analyse der DNA-Sequenz

lasst sich somit unmethyliertes Cytosin als Thymin detektieren.

Die Natriumbisulfit-Behandlung erfolgte in dieser Arbeit mittels EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo
Research). Die Durchfihrung entsprach den Herstellerangaben (Instruction Manual EZ DNA
Methylation™ Kit, Zymo Research) und wird im Folgenden kurz erlautert. Es wurden
ausschlief3lich Puffer und Reagenzien des EZ DNA Methylation™ Kits (Zymo Research)

verwendet.

Pro zu untersuchender DNA-Probe wurde 1 pg DNA in ein 0,2 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt, auf
ein Volumen von 45 pl mit ddH,O verdinnt und 5 pl M-Dilution Puffer (Zymo Research)
hinzugegeben. Anschlielend erfolgte eine Inkubation bei 37°C im Thermocycler
(T3000 Thermocycler, Biometra). Nachdem zu jeder Probe 100 pul CT Conversion Reagenz
(Zymo Research) hinzugegeben wurden, erfolgte die Konvertierungsreaktion (C zu U) unter

folgenden Bedingungen:

95 °C 30s

_ 16 Zyklen
50 °C 60 min
4°C unendlich

Es wurden 400 yl M-Binding Puffer in Zymo-Spin™ |IC S&ulen in Auffanggefal3en vorgelegt, die
konvertierte Probe hinzugegeben, gemischt, bei >10.000 g fur 30 s zentrifugiert (Mikro200,
Hettich) und der Durchfluss verworfen. AnschlieBend wurden 100 ul M-Wash Puffer (Zymo
Research) hinzugegeben und bei > 10.000 g fur 30 s zentrifugiert (Mikro200, Hettich). Nachdem

200 yI M-Desulphonation Puffer (Zymo Research) hinzugegeben wurden, erfolgte eine
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Inkubation bei Raumtemperatur fir 15 - 20 min mit anschlielBender Zentrifugation (Mikro200,
Hettich) bei > 10.000 g fur 30 s. Durch Zugabe von 200 pl M-Wash Puffer (Zymo Research) und
Zentrifugation (Mikro200, Hettich) bei > 10.000 g (30 s) wurde die Saule gewaschen. Dieser
Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Die Zymo-Spin™ IC S&ule wurde dann in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt, 10 yl ddH,O auf die S&ulenmatrix gegeben und fir 1 min
inkubiert. Die Elution der konvertierten DNA erfolgte mittels Zentrifugation (Mikro200, Hettich)
bei >10.000g (30s). Die konvertierte DNA konnte dann fir DNA-Methylierungsanalysen

verwendet werden.

2.2.2.2 Array-basierte DNA-Methylierungsanalyse

Zur globalen DNA-Methylierungsanalyse wurde in dieser Arbeit der Infinium
HumanMethylation450 BeadChip Array (lllumina; im Folgenden abgekirzt: 450K-Array)
verwendet. Dieser 450K-Array ermdglicht die parallele genomweite DNA-Methylierungsanalyse
von 485.577 verschiedenen Loci, die 21.231 Genen zuzuordnen sind. Diese 485.577 Loci sind
unterteilt in: (1) 482.241 Cytosin-Guanin-Dinukleotid-Loci (CpG-Loci), (2) 3.091 nicht-CpG-Loci
(in humanen Stammzellen (auch: ch-Loci) identifiziert) und ein methyliertes Cytosin in einem
nicht-CpG-Kontext zeigen und (3) 65 CpG-Loci, die als SNPs vorliegen (auch: rs-Loci). Der
Array basiert auf zwei verschiedenen Bead-Typ-Assays: dem ,Infinium | Methylation Assay*
(Infinium I-Assay abgekirzt) und dem ,Infinium Il Methylation Assay“ (Infinium ll-Assay
abgekirzt) [286]. Der Infinium I-Assay basiert auf Bead-gebundenen Sonden, die an ihrem
3-Ende eine DNA-Sequenz tragen, die entweder komplementdr zum methylierten (Cytosin),
oder zum unmethylierten (Thymin) CpG-Locus ist. Somit liegen hier zwei Bead-Typen vor: ein
methylierter und ein unmethylierter. Die konvertierte’®> DNA bindet an die komplementiren Bead-
Typen. Die Sonde wird im Zuge einer Einzelbasenelongation durch markierte Nukleotide
(Adenin und Thymin: 2,4-Dinitrophenol (DNP) markiert; Cytosin und Guanin: Biotin markiert)
hinter der CpG-Position verlangert, wenn eine Basenkomplementaritdt zur konvertierten DNA
vorlag. Durch Bindung von Fluoreszenz-markierten Antikorpen erfolgt hier die Messung uber
einen gemeinsamen Farbkanal. Beim Infinium II-Assay liegt nur ein Bead-Typ pro CpG-Locus
vor und die Sondensequenz endet hier auf dem Cytosin im CpG-Locus, sodass bei der
Einzelbasenelongation entweder ein DNP-markiertes Adenin oder ein Biotin-markiertes Guanin

inkorporiert wird. Als Fluoreszensfarbstoffe dienen Cy3 (am Anti-Biotin Antikérper) und Cy5 (am

18 In der vorliegenden Arbeit ist die ,Konversion* oder ,konvertierten Probe“ je nach Kontext definiert als eine C-zu-U-Konversion
oder C-zu-T-Konversion (schlief3t Natriumsbisulfit-Konversionsprozess (C zu U), sowie C zu T Austausch im Rahmen einer PCR-
Amplifikation ein.
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Anti-DNP-Antikorper), die im griinen (methyliert) bzw. roten (unmethyliert) Wellenlangenbereich
nach Anregung emittieren. Aus den Signalintensitaten der gemessenen Fluoreszenz werden
anschliel3end sogenannte AVG-Beta-Werte berechnet. Diese stellen in beiden Bead-Typ-Assays
pro CpG-Locus das Verhéltnis von methylierter Signalintensitat zu der Summe von methylierter
und unmethylierter Signalintensitat dar (Werte von 0 (unmethyliert) bis 1 (vollstéandig methyliert)).
Im Folgenden ist die Formel zur Bestimmung des AVG-Beta-Wertes aufgefihrt:

Intensitat methyliertes Signal
AVG — Beta =

((Intensitat methyliertes Signal + unmethyliertes Signal) + 100)

Die Durchfiihrung der Probenvorbereitung, bis zur Hybdridisierung und Farbung des 450K-
Arrays, erfolgte nach dem ,Infinium HD Assay Methylation Protocol Guide: Infinium HD
Methylation Manual Workflow* (lllumina, Stand April 2011) und wird daher im Folgenden nur
kurz erlautert. Ein Teil der Array-Hybridisierungen wurden durch Lorena Valles, Technische
Assistentin  des Instituts fir Humangenetik der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel,

unterstitzt. Hierzu wurde das Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit (Illumina) verwendet.

Es wurde 500 ng konvertierte DNA (siehe 2.2.2.1) pro zu analysierender Probe eingesetzt.
AnschlieBend erfolgte eine Gesamt-Genom-Amplifikation (WGA), in der bei isothermalen
Bedingungen (37 °C) mittels randomisierter Hexamerprimer und einer speziellen DNA-
Polymerase das gesamte Genom amplifiziert wurde (20 — 24h). Hierbei findet der Austausch von
U zu T durch die DNA-Polymerase statt, sodass ein C/T-Polymorphismus generiert wird. Die
konvertierte  DNA wurde enzymatisch fragmentiert, mittels Isopropanol (Sigma Aldrich)
prazipitiert und in Hybridisierungspuffer (HumanMethylation450 BeadChip Kit, lllumina)
resuspendiert. Nachdem die Proben auf den HumanMethylation450 BeadChip (lllumina)
pipettiert wurden, erfolgte die Inkubation im Hybdridisierungsofen (lllumina) fir 16 - 22 h bei
48 °C. Hierbei findet eine Immobilisierung der DNA-Fragmente an komplementére Sequenzen
Bead-gebundener Sonden statt. Nicht-gebundene DNA-Fragmente wurden durch anschlieRende
Waschschritte entfernt. Wahrend der anschlieRenden Einzelbasenelongation wurden die
Sonden-Sequenzen, bei vorliegender Basenkomplementaritat der konvertierten DNA zur Sonde,
durch die markierten Nukleotide (s.0.) verlangert. Nach Hinzufiigen der Fluoreszenz-markierten
Antikérper (s.0.) konnten die Fluoreszenzsignale mittels iScan (Illumina) detektiert und als IDAT-

Dateien gespeichert werden.
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2.2.2.2.1 Qualitatskontrolle und Auswertung

Mithilfe verschiedener Software-Anwendungen erfolgte die Auswertung der 450K-Array-Daten.
Die Ablaufe zu Qualitatskontrolle, Normalisierung, Filterung der Daten, sowie der statistischen
Analyse sind in Abbildung 11 als Filter-Pipeline schematisch dargestellt. Diese Filter-Pipeline
wurde fir jede einzelne Analyse eines jeden Teilprojekts separat durchgefiihrt.

450K-Rohdaten

Normalisierung Filtern der Daten

der Daten p
RnBeads
Qualitatskontrolle —
Loci Call Rate (GS) Statistische Analyse
Quality Control Bar Plots (RnBeads) Qlucore
Korrelationsmatrices

Abbildung 11 Filter-Pipeline zur Datenfilterung, Normalisierung und Qualitatskontrolle von 450K-DNA-
Methylierungsdaten. GS = GenomeStudio ™ Software (Version 2011.1) mit Methylation Analysis Modul (Version 1.9.0)
(lumina); RnBeads: R-Package von Assenov et al. (2014) [256] zur Analyse von 450K-Array-Daten; Qlucore: Qlucore
Omics Explorer Software (Version 3.0) zur statistischen Analyse

Die 450K-Array-Daten wurden zundchst mittels GenomeStudio™ Software Version 2011.1
(llumina; nachfolgend abgekiirzt: GS-Software) mit dem GenomeStudio™ Methylation Module
(Version 1.9.0, lllumina) hinsichtlich der Hybridisierungsqualitat analysiert. Die GS-Software
berechnet fir jeden Locus einen Detection Pval (Detektions-p-Wert), welcher durch den
Vergleich der Fluoreszenzsignalintensitdt jedes zu analysierenden Locus mit der
Fluoreszenzsignalintensitat  Array-interner  Negativkontrollsonden  (zuféallig  permutierte,
konvertierte Sequenzen, die keine CpGs enthalten und keine Hybridisierung an Proben-DNA
zeigen sollten) ermittelt wird. Der Mittelwert dieser Negativkontrollsonden wird als
Hintergrundsignal definiert. In dieser Arbeit wurde zur Analyse der Hybridisierungsqualitat eine
Loci Call Rate (LCR) ermittelt, definiert als der prozentuale Anteil der Loci, welche einen

Detection Pval < 0,01 aufwiesen. Die Formel ist im Folgenden dargestellt:

Anzahl Loci mit Detection Pval < 0,01

100
Gesamtanzahl Loci 450K Array (485577 Loci) i

LCR pro Probe =
Mithilfe der LCR l&sst sich somit der Anteil Sonden pro analysierter Probe erfassen, die ein

signifikantes Fluoreszenzsignal in Relation zum Hintergundssignal zeigen, was eine Aussage

zur Hybridisierungsqualitat zulasst. Als Ausschlusskriterium fir Proben galt eine LCR < 98 %.
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Eine weitere Qualitatskontrolle hinsichtlich der Bisulfit-Konversionseffizienz erfolgte durch
Anwendung von RnBeads [256], einem R-Package zur Analyse von DNA-Methylierungsdaten
mittels R-Software Version 3.1.0 (R Development Core Team). Wie bei der GS-Software kdnnen
auch hier die IDAT-Dateien des 450K-Arrays eingeladen und die AVG-Beta-Werte analysiert
werden. Die Anwendung des Skripts ist in Abschnitt 8 (Tabelle 33) beschrieben. Sogenannte
Quality Control Bar Plots als Resultat der RnBeads-Analyse wurden zur Qualitatskontrolle der
Bisulfit-Konversion analysiert. Die Quality Control Bar Plots, Balkendiagramme, ergaben
Informationen tber die Fluoreszenzsignalintensitaten Array-interner Bisulfit-
Konversionskontrollsonden (BSK-Sonden) pro analysierter DNA-Probe. Der 450K-Array umfasst
hierbei sechs BSK-Sonden des Infinium I-Assays und vier BSK-Sonden des Infinium Il-Assays.
Je nach BSK-Sondendesign werden im grinen oder roten Wellenlangenbereich hohe
Fluoreszenzsignalintensitaten (> 2000 arbitrare Fluoreszenzeinheiten (FE)) oder niedrige
Signalintensitaten (> 200 FE (Hintergrundsignal)) bei effizienter Bisulfit-Konversion erwartet.
Zeigte eine analysierte DNA-Probe bspw. ein Fluoreszenzsignal > 2000 FE bei einer
Lunkonvertiert“-BSK-Sonde (Hintergrundsignal erwartet), so lag eine unvollstandige Bisulfit-
Konversion der Probe vor, sodass diese aus der weiteren Analyse ausgeschlossen wurde
(siehe 3.2.2, Abbildung 25).

Als zuséatzliche Qualitatskontrolle wurden zur Uberpriifung von Datenhomogenitat und —Qualitat
in dieser Arbeit zu jedem Teilprojekt sogenannte Korrelationsmatrices durch Verwendung der
R-Software erstellt. Eine detaillierte Beschreibung zu der Erstellung der Korrelationsmatrices
wird in Abschnitt 2.2.4, sowie das R-Skript in Abschnitt 8 (Tabelle 36) aufgefiihrt. Die
Korrelationsanalyse nach Pearson-Methode der AVG-Beta-Werte pro Teilprojekt diente der
Generierung von Korrelationskoeffizienten (r) fir jede Probe. Als Mal3 fiir den Grad des linearen
Zusammenhangs zwischen den analysierten Proben gibt der r-Wert eine Aussage uber den
statistischen Zusammenhang der gemessenen AVG-Beta-Werte der Proben. In dieser Arbeit
wurde der r-Wert als Qualitatsparameter analysiert, um mdgliche Probenverwechselungen und
statistische AusreiRer identifizieren zu kdnnen. Die Ausschlusskriterien von Proben nach

Analyse der r-Werte der Korrelationsmatrix werden in Abschnitt 2.2.4 beschrieben.

Im Anschluss an die Analyse der Korrelationsmatrices erfolgte eine Normalisierung der 450K-
Array-Daten durch Verwendung des RnBeads R-Package und R-Befehlen zur Normalisierung.
Das hierzu angewandte R-Skript ist wird in Abschnitt 8 anhand eines Beispiels in Tabelle 33
erlautert. Die Normalisierung der Daten dient der Vermeidung des Effekts technisch-basierter
Variationen. Beispielsweise kénnen Fluoreszenzsignal-Variationen durch Batch-Effekte

auftreten. Diese kdnnen z.B. beim Vergleich von Proben, die auf unterschiedlichen Arrays und
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zu unterschiedlichen Zeitpunkten prozessiert wurden, detektiert werden und wirden das
Ergebnis der nachfolgenden statistischen Analyse der Daten verfalschen (Harper et al., 2013).
Mithilfe des R-Skripts (siehe Abschnitt 8 Tabelle 33) wurden die Fluoreszenzsignalintensitéaten
mittels Subset-quantile Within Array Normalization (SWAN) -Methode [287] normalisiert. Hierbei
wird im Prinzip die Verteilung der Sonden-Fluoreszenzsignalintensitaten fur jeden Array in einem
Set von mehreren Arrays (hier pro Teilprojekt) angeglichen. Als Resultat der Normalisierung
konnte eine Tabelle mit entsprechend normalisierten AVG-Beta-Werten der 485577 Loci pro
Probe ein jedes Teilprojekts exportiert werden (hier nachfolgend bezeichnet als Normal-Tabelle).

Filtern der Daten: Parallel wurden die 450K-Array-Rohdaten mit Hilfe der GS-Software nach
den unten aufgefihrten Kriterien gefiltert. Zudem erfolgte eine Filterung entsprechend der
Angaben von Chen et al. (2013) [288] zu kreuzreaktiven Sonden, sowie polymorphen CpGs
(CpGs, die mit SNPs uberlappen und einem genetischen Polymorphismus unterliegen) gefiltert.
Nach der Studie von Chen et al. (2013) wurden zum einen kreuzreaktive autosomale Sonden
detektiert, die eine Kohybridisierung mit DNA von Geschlechtschromosomen aufwiesen, und
zum anderen konnten Sonden nachgewiesen werden, deren Ziel-CpG-Sequenz mit SNPs
(1000G rel. 20110521) Uberlappten. Basierend auf Listen nach Chen et al. (2013) zu
polymorphen CpGs, SNPs in der reaktiven Sonden-Sequenz und kreuzreaktiven Sonden wurde

nach folgenden Kriterien gefiltert (im Folgenden als GS-Filterung bezeichnet):

(1) Detection Pval < 0,01: nur Loci mit einem Detection Pval < 0,01 wurden analysiert, Loci, die
dies nicht erfillten, wurden ausgeschlossen.

(2) Loci = ChrX/ChrY: X- bzw. Y-chromosomale Loci wurden ausgeschlossen, um
geschlechtsspezifische Effekte zu vermeiden

(3) SNPs > 0,05 AF: Ausschluss von Loci, die mit SNPs mit einer Allelfrequenz > 0,05
Uberlappen

(4) SNPs > 0,05 AF in reaktiver Sondensequenz: Ausschluss von Sonden, die eine
Uberlappung zu SNPs mit einer Allelfrequenz > 0,05 innerhalb der Distanz von — 3 bp und
+ 3 bp um die Ziel-CpG-Position (Cytosin in Infinium II-Assay, Base in — 1 Position vor Ziel-
CpG in Infinium I-Assay)

(5) Ausschluss kreuzreaktiver Sonden

AnschlieRend wurde die gefilterte Liste der AVG-Beta-Werte der Proben mit zuséatzlichen CpG-
Loci-Informationen (nach GRCh37) zu TargetID (CpG-Loci- bzw. ch-Loci-Nummer), CHR,
Mapinfo (chromosomale Position des CpG-Locus), UCSC_Refgene_Name (assoziierters Gen

zu dem CpG-Locus), Relation_to_ UCSC_CpG_lIsland (Position des CpG-Locus relativ zu
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einer CGI), DMR (differenziell methylierte Region), Enhancer und DHS (DNase | hypersensitive
site) aus der GS-Software exportiert. Diese gefilterte Liste (GS-Filtertabelle) und die durch
Normalisierung erstellte Normal-Tabelle (s.0.) wurden zusammengefuhrt, sodass eine Tabelle
der gefilterten Loci mit normalisierten AVG-Beta-Werten sowie CpG-Loci-Informationen (Normal-
GS-Tabelle) resultierte.

Diese Normal-GS-Tabelle wurde fur die nachfolgenden finalen statistischen Analysen mittels
Qlucore Omics Explorer Version 3.0 (Qlucore-Software im Folgenden abgekirzt), sowie als
Hintergrundliste fir funktionelle Anreicherungsanalysen (Details siehe 2.2.5.3), oder die
Berechnung des Odds Ratios (OR) (siehe 2.2.4) verwendet. Die Methoden zu Principal
Component Analysis (PCA), unsupervidierter Analyse, Multivarianzanalyse (ANOVA) und T-Test
fur die jeweiligen DNA-Methylierungsanalysen sind unter Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben.

2.2.2.3 PCR-basierte DNA-Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-
Pyrosequenzierung

Die Bisulfit-Pyrosequenzierung (BSPS) ermdglicht die Quantifizierung der DNA-Methylierung
von ausgewahlten Cytosinen. Das Prinzip der BSPS-Methode wird im folgenden Absatz kurz

zusammengefasst und anschlieBend die Durchfihrung (s.u.) genauer erlautert.

Im Vorfeld der BSPS findet zunéchst eine Basen-Konversion (C zu U) der zu analysierenden
DNA-Probe im Rahmen der Natriumbisulfit-Behandlung (Natriumbisulfit-Behandlung, siehe
2.2.2.1) statt. Die konvertierte DNA-Probe besteht aus zwei nicht mehr komplementaren
Strangen, indem konvertierte Cytosine nun als Uracil einem Guanin auf dem
Komplementérstrang gegentuberstehen. Durch Verwendung von BSPS-Primern, die spezifisch
an konvertierte DNA hybridisieren, erfolgt bei der BSPS-Methode im ersten Schritt eine selektive
PCR-Amplifikation des konvertierten DNA-Strangs, sodass ein C/T-Polymorphismus generiert
wird. Einer der beiden Primer des Primerpaares ist hierbei Biotin-markiert. AnschlieRend werden
diese Biotin-markierten PCR-Amplifikate selektiv an Streptavidin-Sepharose-Beads gebunden.
Es erfolgt ein Denaturierungs- und Waschvorgang dieser Bead-gebundenen PCR-Amplifikate.
Es werden hierbei durch die Denaturierung einzelstrangige PCR-Produkte generiert, sodass
nach dem Waschvorgang lediglich der Bead-gebundene Biotin-markierte Strang erhalten bleibt.
Danach erfolgt die Hybridisierung eines weiteren Primers, des Sequenzierprimers, welcher
spezifisch an einem Ende des Biotin-markierten Strangs bindet. AnschlieRend erfolgt die

Pyrosequenzierung dieses Produkts mithilfe des PyroMark Q96 ID-Sequenzierer (Qiagen).
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Durch ein zuvor definiertes Assay-Design, entsprechend der zu analysierenden DNA-Sequenz,
ermittelt die PyroQ-CpG™ Software (Version 1.0.11, Qiagen), in welcher Reihenfolge die
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs®®) — bestehend aus Desoxycytidintriphosphat (dCTP),
Desoxyguanosintrinphosphat (dGTP), Desoxythymidintriphosophat (dTTP) und
Desoxyadenosin-Alpha-Thiotriphosphat (dATPaS ) — zur Sequenzierreaktion hinzugegeben
werden (Dispension-Order). Hierbei handelt es sich um eine Sequencing-by-Synthesis-
Methode [289], indem die dNTPs jeweils einzeln, sowie ein Mix je aus Enzymen und Substraten,
zur Reaktion hinzugefigt werden. Das Prinzip der BSPS basiert auf der Detektion von
Lichtsignalen, die nach Einbau von dNTPs durch eine enzymatische Kaskade mit Freisetzung
von Pyrophosphat entstehen [290]. Eine DNA-Polymerase baut zunachst das benétigte dNTP
komplementar zum Ausgangsstrang ein. Das hierbei freigesetzte Pyrophosphat dient einer ATP-
Sulfurylase als Co-Faktor zur Umsetzung von Adenosinphosphosulfat zu Adenosintriphosphat
(ATP). Das ATP wird anschliel3end als Co-Faktor zur Umsetzung von Luziferin zu Oxyluziferin
durch eine Luziferase genutzt. Wahrend dieser enzymatischen Reaktion wird Energie in Form
eines Lichtsignals freigesetzt, welches mithilfe des Detektors des Pyrosequenziergerates erfasst
wird. Das Lichtsignal wird als Peak im sogenannten Pyrogramm (Beispiel siehe Abbildung 12)
dargestellt. Vor dem Hinzufiigen des nachsten dNTPs zur Sequenzierreaktion werden durch
eine Apyrase nicht eingebaute dNTPs abgebaut. Der Einbau zweier gleicher Nukleotide
hintereinander ergibt im Pyrogramm eine doppelte Peak-Hbhe. Bei den potenziell methylierten
Loci erfolgt ein Einbau von C bzw. G (beim methylierten Locus), bzw. von T bzw. A (beim nicht-
methylierten Locus). Im Pyrogramm (Abbildung 12) wird dann, je nach eingebautem C/T (bzw.
GIA)-Verhéltnis, ein Peak in entsprechender Peak-Hohe dargestellt. Die PyroQ-CpG™ Software
(Qiagen) ermittelt dann aus der Flache unterhalb des Peaks einen prozentualen DNA-
Methylierungswert des entsprechenden CpG-Locus. Die Software berechnet zudem eine
theoretische Lichtsignalintensitat der zu analysierenden DNA-Sequenz, welche als grau
hinterlegte Balken im Pyrogramm zu erkennen sind (Abbildung 12). Ein Abgleich dieser
theoretisch berechneten Signalintensitdten mit den gemessenen Peaks dient der
Qualitatskontrolle, indem diese méglichst tbereinstimmen sollten. Liegen hier Diskrepanzen
vor, so hat beispielsweise der Sequenzierprimer nicht spezifisch an die zu analysierende
Sequenz gebunden. Grund hierfir kénnen z.B. SNPs in der Sequenz sein, die somit die
Hybridisierung des Primers beeintrachtigen. In diesem Fall ist ein neues Primer-Design des

Sequenzierprimers erforderlich. Zuséatzlich kénnen in der Dispension Order in der Software-

9 INTPs der Pyrosequenzierung nachfolgend abgekiirzt als: dCTP = C, dTTP =T, dGTP = G dATPaS = A

20 dATPaS wird anstelle von dATP verwendet, da dieses von der DNA-Polymerase eingebaut werden kann, der Sulfurylase jedoch
nicht als Co-Faktor dient
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Anwendung u.a. weitere, in der uspringlichen Sequenz nicht enthaltene, C-Nukleotide
hinzugefiigt werden, die in der Sequenzierreaktion als Konversionskontrollen (gelbe Balken in
Abbildung 12) dienen. Diese werden vor oder nach einem T in der Dispension Order
hinzugefligt, um so eine mdgliche unvollstandige C-zu-T-Konversion eines potenziellen nicht-
CpG-Cytosins (an der T-Position) detektieren zu kdnnen. Bei Detektion eines Peaks bei einer
solchen Konversionskontrolle wirde die Probe aus der Analyse ausgeschlossen werden.

B10 : TTTTATGGAAGATTATGTAGTGTTGTTTTGYGAATAGGTATTTTTAGTAGTTATTTGGTTTATTTTTTAGTAATGTAAT

%)
100_ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
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Abbildung 12 Beispiel einer Pyrogramm-Darstellung der PyroQ-CpG™ Software als Resultat der Bisulfit-

Pyrosequenzierung. Dargestellt ist das Pyrogramm (Abfolge gemessener Lichtsignalintensitdten) einer zu
analysierenden DNA-Sequenz mit einem CpG-Locus (durch grauen breiten Balken markiert). Uber dem Pyrogramm
ist die zu analysierende bisulfit-konvertierte DNA-Sequenz dargestellt. Die x-Achse zeigt die Dispension Order, d.h.
die Reihenfolge der zur Sequenzierreaktion hinzugefugten dTNPs. Zuerst wird hierbei der Enzymmix (E; Enzyme fiir
Sequnezierreaktion) und der Substratmix (S) hinzugefligt. AnschlieBend wird ein Test-dTNP eingespritzt, welches
nicht dem nachfolgenden Nukleotid der zu analysierenden Sequenz entspricht, um die Spezifitat der Reaktion zu
testen (hier sollte kein Peak erzeugt werden). Die Dispension Order enthéalt zudem nicht-CpG-Cytosine, die nicht in
der zu analysierenden konvertierten DNA-Sequenz vorkommen. Diese dienen als Konversionskontrollen (bei
effizienter Bisulfit-Konversion wird kein Peak erwartet), welche als gelbe Balken markiert sind. Des Weiteren werden
in der Dispension Order zusatzlich dNTPs eingefigt, die nicht Teil der zu analysierenden Sequenz sind, sodass hier
keine Peaks gemessen werden. Grau hinterlegte Balken markieren die von der Software berechneten theoretischen
Lichtsignalintensitaten der zu analysierenden Sequenz. Ein Ubereinstimmen dieser theoretischen Signalintensitéten
mit den gemessenen Lichtsignalintensitéten (rote Peaks) lasst auf einen qualitativ hochwertigen Assay schliel3en. Die
y-Achse stellt die Lichtsignalintensitéat (arbitrére Einheit) dar. Der Einbau zweier gleicher Nukleotide hintereinander
ergibt eine doppelte Peak-Hohe. Der graue breite Balken markiert die zu analysierende CpG-Position (in der zu
analysierenden Sequenz als Y dargestellt) mit einer Prozent-Angabe der gemessenen DNA-Methylierung.

Die wesentlichen Vorgadnge der Methode der BSPS umfassen (1) Assay-Design, (2) Test-PCRs
zur Etablierung des Assays, (3) PCR der zu analysierenden Proben (4) Aufreinigung und
Sequenzierprimer-Hybridisierung und (5) Pyrosequenzierung. Diese Vorgange werden im
Folgenden kurz beschrieben. Hierbei wurde das PyroMark® PCR Kit (Qiagen) und das
PyroMark® Gold 96 Reagents Kit (Qiagen) verwendet.

Das Assay-Design mittels PyroMark® Assay Design Software (Version 2.0, Qiagen) umfasste

das Primer-Design von den flankierenden PCR-Primern, sowie des Sequenzierprimers. Als
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Ausgangsbasis dienten differenziell methylierte  CpG-Loci, die in  450K-DNA-
Methylierungsanalysen detektiert wurden und nun mittels Pyrosequenzierung verifiziert werden
sollten. In die Software wurde zunachst eine ca. 400 bp lange gDNA-Sequenz (entsprechend
der Sequenz aus der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank nach GRCh37/hg19)
von -200 bp vor und + 200 bp nach dem zu analysierenden CpG eingeladen und durch die
Software-Funktion in silico konvertiert. Anhand dieser konvertierten Sequenz konnte das Primer-
Design entsprechend der in Tabelle 15 genannten Kriterien durchgefiihrt werden, wobei die
Software die bestmoglichen Primerkombinationen mit Angaben zur Primerqualitat darstellte. Die
Primer waren hierbei spezifisch fir die konvertierte DNA-Sequenz und sollten im optimierten
Assay keine Hybridisierung an unkonvertierte DNA zeigen.

Tabelle 15 Kriterien fur das Primer-Design mittels PyroMark® Assay Design Software (Version 2.0, Qiagen)

Kriterium PCR-Primer Sequenzier-Primer
Primerlange [bp] 18 — 30 bp 15-25bp
Amplifikat-Lange/TargetRegion [bp] 50 - 250 bp -

Tm Min/Tm max [°C] 50-72°C 29-59°C
Tm-Differenz max. [°C] 10 °C -

Max. Differenz GC-Gehalt [%] 50 %

Tm = Schmelztemperatur; Schmelztemperatur-Algorithmus: Nearest Neighbour; max = maximal; min = minimal

Fur die Primeraustestung wurde zunéchst eine Test-PCR mit flinf Kontroll-Proben

durchgefuhrt. Dazu zahlten:

(1) konvertierte hoch-methylierte (> 85 %) Kontroll-DNA (Human high methylated genomic
DNA, EpigenDx (Hopkinton, USA)), die der Definition einer maximalen
Methylierungsgrenze der Pyrosequenzierung diente (MK abgekiirzt)

(2) konvertierte DNA aus einem DNA-Pool von DNA-Normalkontrollen (jeweils zehn
weibliche und ménnliche gesunde Normalkontrollen) als Vergleichswert des ,normalen®
Methylierungsstatus diente als ,Normalkontrolle®

(3) konvertierte, unmethylierte (<5 %), Gesamt-Genom-amplifizierte DNA (WGA-DNA),
welche keine DNA-Methylierung aufweist und die minimale Methylierungsgrenze
definierte (WGA abgekirzt)

(4) nicht-konvertierte  DNA-Normalkontrolle, als Negativkontrolle fur die PCR, um die
Amplifikation nicht-konvertierter DNA ausschlie3en zu kdnnen

(5) ddH,0 als Kontaminationskontrolle fur die PCR

Die WGA wurde zuvor unter Verwendung von (unkonventierter) Pool-DNA mittels lllustra
GenomiPhi™ V2 DNA Amplification Kit (GE Healthcare) nach Herstellerangaben
(GE Healthcare) erstellt, anschlieRend mittels Wizard® DNA Clean-Up System (Promega) nach
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Herstellerangaben (Promega) aufgereinigt, mithilfe einer Agarose-Gelelektrophorese
(siehe 2.2.1.4) uberprift und quantifiziert (siehe 2.2.1.2).

Folgender Reaktionsansatz (25 pl) wurde standardmagig fur die PCR-Amplifikation fur die

Pyrosequenzierung angesetzt:

PyroMark® PCR Kit

25 pl-Reaktionsansatz

12,5yl  PyroMark PCR Master Mix

2,5ul CoralLoad

0,5 ul Vorwarts-Primer [20 pmol/pl]

0,5 ul Ruckwarts-Primer [20 pmol/pl]

1u konvertierte gDNA / Kontroll-Probe
8 ul ddH,0O

Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem Programm:

Denaturierung 95 °C 15 min
94 °C 30s
Primerhybridisierung 55 - 65 °C 30s 45 Zyklen
Elongation 72 °C 30s
72 °C 10 min
Kuhlen 4°C unendlich

Die Austestung der optimalen Primerhybridisierung pro Assay wurde anhand der
Hybridisierungs-Temperaturen 55 °C, 60 °C und 65 °C durchgefuihrt. Im Anschluss an die Test-
PCR-Optimierung (nach Angaben aus Abschnitt 2.2.1.3) erfolgte eine Uberpriifung der PCR-
Produktl&angen (5 pl der PCR-Reaktion, CoralLoad diente direkt als Ladepuffer) mittels Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.4). Hierbei sollte eine distinkte intensive Bande (bemisst
Effektivitat der Amplifikationsreaktion) mit korrekter Amplifikat-GroRe bei MK, WGA und
konvertierter Pool-DNA entsprechend der Spezifitdt der Primer fur die konvertierte DNA zu
erkennen sein. Die nicht-konvertierte DNA-Normalkontrolle sowie die Kontaminationskontrolle
sollten kein Produkt aufweisen. Zeigte die nicht-konvertierte DNA-Normalkontrolle dennoch ein
Bandensignal, so lag eine unspezifische Hybridisierung der Primer an die unkonvertierte DNA
vor und eine Optimierung des Assays oder ein neues Primer-Design war von Néten. Sobald ein

Assay optimiert vorlag, wurde dieser an Zelllinien-DNA (siehe 2.1.1.2) mit allen Kontroll-Proben
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wiederholt und anschlieBend mit diesen PCR-Produkten die Pyrosequenzierung mit dem
Sequenzier-Primer getestet. Nach Optimierung der Sequenzierreaktion (Uberprifung der
Spezifitatt des Sequenzierprimers durch Abgleich theoretischer und gemessener
Lichtsignalintensitats-Peaks (s.0.)), erfolgte die PCR-Amplifikation der zu analysierenden
Herzgewebeproben und den finf Kontroll-Proben. AnschlieRend erfolgte wieder die Uberprifung
der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.4).

Der PCR-Reaktionsansatz konnte anschlieRend unter Verwendung des PyroMark® Gold 96
Reagents Kits (Quiagen) mithilfe der PyroMark® Q96 Vacuum Workstation (Qiagen)
aufgereinigt werden. Dies erfolgte nach Herstellerangaben (PyroMark Q96 MD User Manual
(Qiagen)) und wird im Folgenden kurz zusammengefasst.

Durchfihrung: Zur Immobilisierung der biotinylierten PCR-Amplifikate (s.0.) wurde der
20 pl-PCR-Reaktionsansatz mit 20 pyl ddH,O verdinnt, in eine 96-Well Platte Gberflhrt und mit
43 ul eines Mastermixes aus 40 pyl PyroMark Binding Buffer (Qiagen) und 5 ul Streptavidin
Sepharose® High Performance Beads (GE Healthcare) versehen. Diese PCR-Platte wurde
durch Abdeckfolie versiegelt und mittels Plattenschuttler (IKA® MS3 basic, IKA) fur 10 min
gemischt. In einer weiteren 96-Well Platte (Sequenzierplatte) wurden 40 pl PyroMark Annealing
Buffer (Qiagen) und 0,5 ul Sequenzier-Primer [20 pmol/pl] gegeben und entsprechend der
Herstellerangaben (PyroMark Q96 MD User Manual (Qiagen)) auf der PyroMark® Q96 Vacuum
Workstation (Qiagen) platziert. Mit Hilfe des PyroMark® Q96 Vacuum Prep Tools (Qiagen)
wurde die Flussigkeit aus der Sequenzierplatte aufgenommen. Die biotinylierten, an
Streptavidin-gekoppelte Sepharose-Beads-gebundenen PCR-Produkte werden hierbei an den
Filtern des PyroMark® Q96 Vacuum Prep Tools (Qiagen) zurlickgehalten. Die anschlieRenden
Schritte zur Denaturierung und Aufreinigung an der PyroMark® Q96 Vacuum Workstation
(Qiagen) erfolgten nach Herstellerangaben (PyroMark Q96 MD User Manual (Qiagen)). Hierbei
erfolgt zunachst ein Waschvorgang in 70 %igem Ethanol (Details siehe 2.1.2.3) der an dem
PyroMark® Q96 Vacuum Prep Tools (Qiagen) immobilisierten PCR-Produkte. AnschlielRend
eine Denaturierung mittels 0,2 M Natriumhydroxidlésung (Details siehe 2.1.2.3), sodass die
PCR-Produkte nun einzelstrangig vorlagen (Biotin-markierter Strang). Die einzelstrdngigen
PCR-Produkte wurden dann mittels Waschpuffer (Details siehe 2.1.2.3) erneut gewaschen. Die
so gereinigten, Biotin-markierten PCR-Einzelstrdnge wurden anschlielend in die
Sequenzierplatte uberfuhrt. Es erfolgte eine erneute Denaturierung bei 85 °C mittels Heizplatte
(Hotplate, VWR International GmbH) und bei einer anschlie@enden funf-minlitigen Abkihlung
auf Raumtemperatur erfolgte das Hybridisieren des Sequenzier-Primers. Die Sequenzierplatte

wurde dann in dem PyroMark Q96 ID-Sequenzierer (Qiagen) positioniert, die jeweiligen Assays
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(s.0.) in der PyroQ-CpG™ Software angewahlt und die Pyrosequenzierung nach
Herstellerangaben (PyroMark Q96 MD User Manual (Qiagen)) durchgefuhrt. Zur
Quialitatskontrolle konnten die Pyrogramme hinsichtlich Histogramm-Peaks und Konversions-
Kontrollen (Abbildung 12 und Beschreibung s.0.) analysiert werden.

Die Auswertung der erstelten DNA-Methylierungswerte erfolgte mittels Excel-
Tabellenkalkulation, bzw. R-Software. Die mittels BSPS ermittelten DNA-Methylierungswerte
ausgewahlter CpG-Loci dienten der Verifizierung der zuvor mittels 450K-Array detektierten DNA-
Methylierung der jeweiligen Proben. Zur Analyse der Korrelation der DNA-Methylierungswerte
des 450K-Arrays und der BSPS wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefihrt
(siehe 2.2.4). In einem Scatterplot mit interpolierter Regressionsgerade wurden hierbei die
prozentualen  Methylierungswerte der BSPS auf der y-Achse gegen die
450K-Methylierungswerte (als % AVG-Beta (AVG-Beta x 100)) auf der x-Achse dargestellt. Das
BestimmtheitsmaR R? wurde nach Pearson-Methode ermittelt (Details siehe 2.2.4). Lag eine
geringe Streuung der Messwerte um die interpolierte Regressionsgerade, sowie ein R*>0,9
(aufgerundet) vor, so konnte von einer validen Verifizierung der DNA-Methylierungswerte

ausgegangen werden.

2.2.2.4 PCR-basierte DNA-Methylierungsanalyse mittels MassARRAY-
EpiTYPER-Technik

Die MassARRAY-EpiTYPER-Technik (MassARRAY® EpiTYPER®, Sequenom Inc.; im
Folgenden Epityper-Technik abgekiirzt) ist ein massenspektrometrisches Verfahren zur semi-
guantitativen DNA-Methylierungsanalyse [291]. Im Vergleich zur BSPS kdnnen hier jedoch
deutlich groRere Amplifikate von bis zu 600 bp hinsichtlich differenziell methylierter CpGs
analysiert werden und es bedarf keiner Test-PCR noch PCR-Aufreinigungen (s.u.). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde diese Technik am Institut fir Humangenetik der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel in Kollaboration mit dem Institut fir Klinische Molekularbiologie
(IKMB) der Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel neu etabliert. Diese Technik diente der
Verifizierung von 450K-Array-Ergebnissen. Das Prinzip basiert auf einer basenspezifischen
Spaltung, der homogeneous MassCLEAVE™ (hMC)-Reaktion (Sequenom Inc.), mit
anschlielender Matrix-unterstitzter Laser-Desorption/lonisation Flugzeit-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS). Bei der MALDI-TOF-MS werden die zuvor generierten Spaltprodukte in einer

Matrix kokrystallisiert, mitttels Laserimpuls herausgeltst (Desorption), in die Gasphase tberfuhrt
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und ionisiert. Die ionisierten Fragmente werden dann durch ein elektrisches Feld beschleunigt.
Anhand der Flugzeit kann die Masse der Fragmente bestimmt werden, indem Kkleinere
Fragmente schneller den Detektor erreichen, als grof3e [281]. Im folgenden Absatz werden die
wesentlichen Vorgénge der Epityper-Technik kurz zusammengefasst und anschlieBend die
Durchfiihrung (s.u.) genauer erlautert. Es erfolgt:

(1) eine PCR-Amplifikation der zu analysierenden Sequenz der konvertierten Proben-DNA,
unter Verwendung T7-Promotor-gekoppelter RuUckwarts-Primer (Generierung von
C/T-Polymorphismus)

(2) Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)-Behandlung zum Abbau restlicher dNTPs

(3) in vitro RNA-Transkription mittels T7-RNA-Polymerase, sodass anti-sense RNA-
Einzelstrdnge zur konvertierten Ausgangs-DNA entstehen (die C/T-Variation der
konvertierten DNA liegt nun als G/A-Variation im RNA-Strang vor)

(4) homogeneous MassCLEAVE™ (hMC)-Reaktion (Sequenom Inc.): Uracil-spezifische
Spaltung der RNA mittels RNAse A, sodass gleichgro3e Spaltprodukte von ,methylierten®
(GC) und ,unmethylierten” (AC) Sequenzen entstehen

(5) Aufreinigung und Hybridisierung auf dem SpectroCHIP®-Array (Sequenom Inc.)

(6) Analyse mittels MALDI-TOF-MS

Das Prinzip der Epityper-Technik basiert darauf, dass ein methylierter und ein unmethylierter
CpG-Locus sich durch eine molekulare Massendifferenz von 16 Da unterscheiden lassen
(methylierter CpG-Locus hat eine um 16 Da héhere Masse). Mittels MALDI-TOF-MS werden die
Massenspektren der generierten Spaltprodukte, die die jeweiligen CpG-Loci enthalten,
detektiert. Hierbei kann dann anhand des Massenspektrums die relative DNA-
Methylierungsquantitat durch die Berechnung der Differenz von Signalintensitaten der Massen-
Signale von methylierten und unmethylierten Template-DNA-Spaltprodukten bestimmt werden.
Beispielsweise resultiert ein Spaltprodukt mit einem darin enthaltenen CpG-Locus in einem
messbaren Signal-Peak-Paar mit einer Differenz von 16 Da zueinander. Die Peak-Hohe von
methyliertem und unmethyliertem Peak ist bei 50 %-Methylierung gleich hoch, wéhrend bei
100 %-Methylierung jeweils nur der methylierte Peak ausgepréagt ist und bei 0 %-Methylierung
nur der unmethylierte Peak vorliegt. Das Methylierungs-Ratio als Beta-Wert** (Werte 0 —1,
0 = unmethyliert und 1 =voll methyliert) wird dann durch die Software (EpiTYPER™ v1.2

Software, Sequenom Inc.) dargestellt.

2 Dieser Beta-Wert ist nicht zu verwechseln mit dem AVG-Beta-Wert, der mittels GS-Software aus den

Fluoreszenzsignalintensitaten des 450K-Arrays generiert wird. Der mittels Epityper-Technik erstellte Beta-Wert basiert hingegen auf
der Messung von Massenspektren.
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Das Primer-Design erfolgte mittels EpiDesigner-Software (http://www.epidesigner.com/,
Sequenom Inc.). Die Erstellung einer Import-Datei mit einer Liste der zu analysierenden CpGs,
der Position im Genom und der genomischen Sequenz (GRCh37/hg19) 200 bp upstream und
downstream des CpGs erfolgte mittels R-Software und ist unter Abschnitt 2.2.5.1.1 beschrieben.
Folgende Kriterien fir das Primer-Design wurden in der Software als Grundlage festgelegt:

Tabelle 16 Kriterien des Primer-Designs fiur die Epityper-Technik

Kriterium Einstellung

Tm Primer [°C] min: 56 °C, opt.: 62 °C, max.: 64 °C
Primerlange [bp] min: 20 bp, opt.: 25 bp, max.: 30 bp
Amplikon-Lange [bp] min: 100 bp, opt.: 300 bp, max.: 500 bp
Strang fir Primer-Design .beide"

Analyse CpGs in C/T Reaction nur T reaction

Mass Window [Da] Low: 1500 Da, High: 7000 Da

Amplikon = PCR-Amplifikat

Der Ruckwarts-Primer lag nach dem Primer-Design hierbei mit einem T7-Promotor-Tag am
5'-Ende vor. Der Vorwarts-Primer wurde mit einer 10 bp-Tag-Sequenz am 5‘-Ende versehen, um
die Primerlangen auszubalancieren (siehe 2.1.2.1). Geeignete Amplikons (hier Bezeichnung fur
PCR-Amplifikate), die nach Vorhersage der EpiDesigner-Software potenziell die Detektion der
zu analysierenden CpGs mittels Epityper-Technik ermoglichen, wurden ausgewaéhlt und als
Excel-Tabelle exportiert (R-Skript siehe Abschnitt 8 Tabelle 34). Pro zu analysierendem CpG-
Locus lagen so verschiedene Amplikons des Primer-Designs vor, die anschlieBend mittels
in silico Assay-Vorhersage nach Thompson et al. (2009) [255] fir ein optimales Assay-Design
getestet werden konnten (siehe 2.2.5.1.1, R-Skript siehe Abschnitt 8 Tabelle 35).

Durchfiihrung

Nachdem die zu analysierenden gDNA-Proben mittels EZ DNA Methylation™ Kits (Zymo
Research) konvertiert wurden (Natriumbisulfit-Behandlung, siehe 2.2.2.1), erfolgte hier im letzten
Schritt der Konversion die Elution in 100 pl Wasser, sodass als Ausgangsmenge ca. 10 ng
konvertierte DNA flr die anschlielende PCR-Amplifikation vorlag. Folgende Kontrollen wurden

verwendet:

(1) konvertierte hoch-methylierte (> 85%) Kontroll-DNA (Human high methylated genomic
DNA, EpigenDx (Hopkinton, USA)), 10 ng

(2) unmethylierte (<5 %) Kontroll-DNA (Human low methylated genomic DNA, EpigenDx
(Hopkinton, USA)), 10 ng

(3) Kontaminationskontrolle (ddH,0) fur die PCR-Amplifikation
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Die konvertierte Proben-DNA sowie die drei Kontrollen wurden anschlieRend fir eine PCR-

Amplifikation in 384-Well-Platten mit dem zuvor optimierten Assay eingesetzt.

Folgender 3 ul-PCR-Reaktionsansatz wurde dazu verwendet:

EpiTYPER® T Complete Reagent Set
3 uyl-Reaktionsansatz fur 384-Well Platten

1,42 yl  ddH,O

0,5 ul 10x PCR Puffer

0,02 yl  10-mer Vorwarts-Primer [100 pmol/pl]

0,02 yl  T7-Rickwarts-Primer [100 pmol/ul]

0,04 ul  FastStart Tag DNA Polymerase (Roche Applied Science) [5 U/ul]
1l konvertierte gDNA / Kontroll-Probe [10ng/ul]

Die PCR-Reaktion mittels Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700 PCR-Gerat (Life
Technologies, Carlsbad, USA) erfolgte nach folgendem Programm:

Denaturierung 95 °C 2 min
95 °C 20s
Primerhybridisierung 56 °C 30s 45 Zyklen
Elongation 72 °C 60 s
72 °C 3 min
Kuhlen 4°C unendlich

Die Durchfuhrung der PCR-Amplifikation bis hin zur Chip-Hybridisierung und MALDI-TOF-MS
erfolgte nach Herstellerangaben (MassARRAY EpiTYPER v1.2 User Guide (Sequenom Inc.))
am IKMB der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel. Im Folgenden wird das Protokoll, das den
Herstellerangaben entspricht (MassARRAY EpiTYPER v1.2 User Guide (Sequenom Inc.)), kurz
erlautert. Reagenzien und Puffer des EpiTYPER® T Complete Reagent Set (Sequenom Inc.)
wurden verwendet. Im Anschluss an die PCR-Amplifikation erfolgte die SAP-Reaktion zum
Abbau restlicher dNTPs. Hierzu wurde zu jedem Well 2 pl Enzymmix (0,3 pl SAP-Enzym
(2,7 U/pl) und 1,7 pl ddH,0) hinzugegeben und unter folgenden Bedingungen im Thermocycler
(Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700, Life Technologies) inkubiert:

37 °C 40 min
85 °C 5 min
4°C unendlich
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AnschlieRend wurde 1 pl des PCR/SAP-Produkts zur Qualitatskontrolle mittels Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.4) uberprift. 2 pl des PCR/SAP-Produkts wurde jeweils in eine
neuen 384-Well Platte tberfuhrt. Die in vitro RNA-Transkription und Uracil-spezifische Spaltung
mittels RNAse A (hMC-Reaktion) erfolgte durch Hinzufligen von folgendem Reaktionsansatz:

EpiTYPER® T Complete Reagent Set
5 pl-MassCleave-Reaktionsansatz fur 384-Well Platten

3,15yl ddHO

0,89 ul  5x T7 Polymerase Puffer

0,24 pyl T Cleavage Mix

0,22yl DTT [3,14 mM]

0,44 ul  T7 RNA & DNA Polymerase [50 U/ul]
0,06 Wi  RNase A [0,09 ug/ul]

Die Reaktion wurde im Thermocycler (Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700, Life
Technologies) fur 3 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden die generierten Spaltprodukte
mit 18 ul ddH,O pro Well verdiinnt, mittels Plattenschittler (High-Speed Microplate Shaker,
lllumina) gemischt und abzentrifugiert (Megafuge 40R, Heraeus). Dann wurde zur Aufreinigung
der Spaltprodukte 6 mg CLEAN Resin (EpiTYPER® T Complete Reagent Set, Sequenom Inc.)
zu jedem Well hinzugegeben und abgedeckt fir 20 — 30 min rotierend gemischt. Anschliel3end
wurde fir 5 min bei 3200 g zentrifugiert (Megafuge 40R, Heraeus). Die Beladung (Dispension)
der SpectroCHIP®-Arrays (EpiTYPER®, Sequenom Inc.) erfolgte mittels MassARRAY™
Nanodispenser RS1000 (Sequenom Inc.) nach Herstellerangaben (MassARRAY Nanodispenser
RS1000 User Guide, Sequenom) mit einer Dispensionsgeschwindigkeit von 110 mm/s und 0,2 s
Dispensionszeit. Die Messung mittels MassARRAY ™ Analyzer Compact (Sequenom Inc.), einer
MALDI-TOF-MS-Technologie, wurde nach Herstellerangaben (MassARRAY Analyzer Compact
Users Guide (Sequenom, Inc)) durchgefuihrt. Dazu wurden zuvor die Probenbezeichnungen und
Assays in das Modul ,EpiTYPER Plate Editor“ der EpiTYPER™ v1.2 Software (Sequenom Inc.)
eingegeben. Im Anschluss an die MALDI-TOF-MS-Messung wurden dann mittels ,EpiTYPER
Analyzer“-Modul (EpiTYPER™ v1.2 Software, Sequenom Inc.) die DNA-Methylierungswerte als

Beta-Werte anhand des Massenspektrums berechnet.
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Qualitatskontrolle

Fur eine valide Auswertbarkeit musste die Spektrumqualitat pro Assay fir jede Probe eine
Confidence (Reliabilitats-Ranking) von 4 —5 nach ,EpiTYPER Analyzer‘-Modul (EpiTYPER™
v1.2 Software, Sequenom Inc.) haben (0 = low confidence, 5 = high confidence). Weitere
Kriterien zur Auswertbarkeit des zu analysierenden CpGs werden in Tabelle 17 genannt. Bei
mehr als einem CpG pro Fragment (Spaltprodukt) werden von der Software gewichtete
Mittelwerte der DNA-Methylierung aller CpGs dieser sogenannten CpG Unit berechnet. In dieser
Arbeit wurde ein Maxium von 2 CpGs pro Unit als auswertbar definiert (nach ,Sequenom
Product Preview Note“ [291]), um eine Verfalschung der Messergebnisse zu vermeiden. Zudem
kénnen CpGs in Fragmenten liegen, deren Masse auf3erhab des messbaren Bereichs von
1500 — 7000 Da ist (low mass/high mass), sodass hier keine Auswertung mdéglich war. Wenn
Fragmente derselben Masse (Uberlappende Fragmente) vorliegen, werden diese als SM
(silence methylated)- und SN (silence nonmethylated)-Fragmente von der Software annotiert. Im
Falle eines SM-Fragments liegt zusatzlich zu dem Analyt-Fragment, das eine CpG-Methylierung
aufweist, eine Uberlappung mit einem Nicht-CpG-Fragment vor, das dieselbe Masse hat. Bei
SN-Fragmenten kann eine Uberlappung des nicht methylierten Analyt-Fragments zu einem
Nicht-CpG-Fragment derselben Masse detektiert werden. Hierbei wurde in dieser Arbeit ein
Maximum von einem SM-/SN-Fragment als Kriterium fur die Auswertbarkeit des CpGs definiert
(Tabelle 17). Erfiillte das zu analysierende CpG die Kriterien zur Auswertbarkeit, konnten die
Beta-Werte zu dem jeweiligen Assay als Excel-Tabelle exportiert und zum Abgleich mit den
450K-DNA-Methylierungswerten verwendet werden.

Tabelle 17 Kriterien zur Auswertbarkeit des zu analysierenden CpGs bei Analyse mit dem ,EpiTYPER Analyzer*-
Modul (EpiTYPER™ v1.2 Software, Sequenom Inc.)

Parameter Kriterium

CpG Unit <2 CpGs

L_mass (low mass) / H_mass (high mass) keine Auswertung mdglich
SM (silence methylated) <2

SN (silence nonmethylated) <2

CpG Unit: CpGs pro Fragment (bei mehr als 1 CpG pro CpG Unit werden gewichtete Mittelwerte der DNA-
Methylierung aller CpGs der CpG Unit dargestellt); SM: mit dem zu analysierenden Fragment, das methyliert vorliegt
(analytisches Fragement), liegt eine Uberlappung eines anderen Nicht-CpG-Fragments vor, welches dasselbe
Molekulagewicht hat und somit gleichsam detektiert wird; SN: mit dem zu analysierenden Fragment, das nicht
methyliert vorliegt (analytisches Fragement), liegt eine Uberlappung eines anderen Nicht-CpG-Fragments vor,
welches dasselbe Molekulargewicht hat und somit gleichsam detektiert wird.

Die Auswertung der erstellten DNA-Methylierungswerte (Beta-Werte von O bis 1) erfolgte
mittels Excel-Tabellenkalkulation bzw. R-Software. Die mittels Epityper-Technik ermittelten
DNA-Methylierungswerte ausgewahlter CpG-Loci dienten der Verifizierung der zuvor mittels

450K-Array detektierten DNA-Methylierung der jeweiligen Proben. Zur Analyse der Korrelation
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der DNA-Methylierungswerte des 450K-Arrays und der Epityper-Technik erfolgte eine lineare
Regressionsanalyse (siehe 2.2.4). Hierbei wurden in einem Scatterplot mit interpolierter
Regressionsgerade die Methylierungswerte der Epityper-Analyse auf der y-Achse gegen die
450K-Methylierungswerte auf der x-Achse dargestellt. Das BestimmtheitsmaR R? wurde nach
Pearson-Methode ermittelt (Details siehe 2.2.4). Eine valide Verifizierung der DNA-
Methylierungswerte war mit R* = 0,9 (aufgerundet) definiert.

2.2.3 Molekulargenetische Analysen von RNA

Im folgenden Abschnitt werden die Methoden zu molekulargenetischen Analysen von RNA

beschrieben. In Abbildung 13 ist dies schematisch als Ubersicht dargestellt.

Abbildung 13  Schematische
Darstellung der Methoden zu

molekulargenetischen __Analysen
von RNA. FastQC: Programm zur

Qualitatskontrolle der Rohdaten

_— . der Gesamt-Transkriptom-
QQualltatF?k.ontrolle I\E/):r:a;t"\l? Sequenzierung (FastQC Version
uanuiizierung 0.11.2, Babraham Bioinformatics);

/\ cDNA: complementary  DNA;
— gPCR: quantitative Real-Time
Gesamt-Transkriptom- Reverse Transkription PCR
FastQC Sequenzierung cDNA

2.2.3.1 Extraktion von RNA

Die Extraktion von RNA aus IAS-Gewebeproben wurde im Rahmen der Gesamt-Transkriptom-
Sequenzierung durch AROS Applied Biotechnology A/S (Arhus, Danemark) durchgefihrt.
Hierbei wurde die Extraktion von RNA nach Standardarbeitsanweisungen (siehe
http://arosab.com/services/extraction/mrna-2/, AROS Applied Biotechnology A/S) durchgefiihrt,
wobei TRIzol® Reagent (Life Technologies) und Saulenaufreinigung mittels RNeasy
Kit (Qiagen) angewendet wurde. Nach der Durchfihrung der Gesamt-Transkriptom-
Sequenzierung standen restliche extrahierte RNA-Proben fir nachfolgende Analysen zur

Verfligung.
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2.2.3.2 Quantifizierung von RNA

Die Quantifizierung der RNA der IAS-Gewebeproben erfolgte durch AROS Applied
Biotechnology A/S (Arhus, Danemark) mittels Nanodrop (ND-1000 Spektrophotometer) durch
Messung des A260/A280 nm Wellenlangenverhéltnisses. Ein Wert von 1,9 -2,1 wurde als
gualitativ hochwertige RNA eingestuft (siehe http://arosab.com/services/extraction/mrna-2/,

AROS Applied Biotechnology A/S). Die Integritat wurde mittels Agilent BioAnalyzer ermittelt.

2.2.3.3 Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung

Die Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung (RNA-Sequenzierung im Folgenden abgekirzt)
ermdglicht die Sequenzierung des gesamten Transkriptoms, d.h. die Gesamtheit aller
Transkripte in einer Zelle zu einem bestimmten Entwicklungsstadium und physiologischen
Bedingungen [292]. Die RNA-Sequenzierung basiert auf der Erstellung einer cDNA-Library
(cDNA: complementary DNA) und Sequenzierung der cDNA-Fragmente durch Hochdurchsatz-
Sequenzierungstechnologien. Im Anschluss an ein Sequenzalignment zur humanen Genom-

Referenz (GRCh37/hg19) kénnen Genexpressionslevel bestimmt und ausgewertet werden.

Die RNA-Sequenzierung erfolgte durch die Firma AROS Applied Biotechnology A/S (Arhus,
Danemark) an aus IAS-Gewebeproben extrahierter RNA. Hierbei wurde das TruSeq RNA
Library Preparation Kit (lllumina) zur Erstellung der cDNA-Library verwendet und im Folgenden
kurz erlautert. Anhand des Poly(A)-3‘-Endes der mRNA-Molekile werden diese mittels Oligo-dT-
Magnet-Beads selektiert und aufgereinigt, anschlieRend fragmentiert und mittels randomisierter
Hexamer-Primer und reverser Transkriptase in cDNA transkribiert. Eine Zweitstrangsynthese
erfolgt dann mittels DNA-Polymerase | und RNAse H. Wie bei der WES-Technik (siehe 2.2.1.7)
erfolgt auch hier ein End Repair, dA-Tailing und eine Adapterligation. Die Produkte werden
erneut angereichert und mittels PCR amplifiziert, sodass die erstellte cDNA-Library
anschlielend mittels Illumina HiSeq2000 System sequenziert werden konnte. In der
vorliegenden Arbeit wurden die erhaltenen Rohdaten anschlie3end zur Qualitatskontrolle mittels
FastQC Software (Version 0.11.2, Babraham Bioinformatics) analysiert (Details siehe 2.2.5.4),

um z.B. Kontaminationen durch Sequenz-Adapter identifizieren zu kénnen.
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Die weitere Qualitatsfilterung und bioinformatische Auswertung erfolgte durch PhD Gabriel

Musso (Brigham and Women's Hospital, Harvard Medical School, Boston) und umfasste:

(1) Cassava Chastity Filterung (lllumina), um eine dquivalente Read-Qualitat zu erhalten
(2) Entfernung von Adaptersequenzen mittels CutAdapt [293]

(3) Sequenz-Alignment mittels TopHat2 [294] nach Genom-Referenz GRCh37/hg19

(4) Expressionsanalyse mittels EdgeR [254] und SNP-Calling

Als Ergebnis der RNA-Sequenzierung resultierten sogenannte Counts-Datensatze, die die
Anzahl der Reads (sequenzierte cDNA-Fragmente) pro Gen bzw. Exon darstellen. Die zur
Verfligung gestellten Daten zur differenziellen Expression von HLHS-Proben und Kontroll-
Proben (Rechtsherzfehlbildungen), sowie der Ergebnisse des SNP-Callings konnten in dieser

Arbeit flr integrative Analysen genutzt werden.

2.2.3.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription, d.h. die Synthese von cDNA aus RNA, wurde mittels QuantiTect®
Reverse Transcription Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Pro Probe wurde je 1 ug RNA eingesetzt und
nach Herstellerangaben (QuantiTect® Reverse Transcription Handbook, Qiagen) transkribiert.
Dazu wurde zundachst restliche gDNA entfernt, indem 2 pl gDNA Wipeout Buffer (Qiagen) zu der
auf ein 12 pl-Volumen verdinnten RNA-Probe hinzugefligt und anschliel3end fir 2 min bei 42 °C
inkubiert wurde. AnschlieRend wurde die Probe auf Eis gegeben und fir die cDNA-Synthese in

einem 20 pl-Reaktionsansatz in 200 pl ReaktionsgefalRen eingesetzt:

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

20 ul Ansatz

1 pl Quantiscript Reverse Transkriptase
4 ul 5x Quantiscript RT Puffer

1 pl RT Primer Mix

14 pl Template-RNA aus der gDNA Wipeout Reaktion

Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42 °C fiur 30 min mit anschlieRender Inaktivierung bei 95 °C fir
3 min im Thermocycler (UNO-Thermoblock, Biometra). Die cDNA konnte bei 4 °C bzw.
bei - 20 °C fur Langzeitlagerung aufbewahrt werden. Fir die nachfolgende quantitative Real-
Time PCR wurde die erstellte cDNA im 1:10-Verhaltnis verdinnt.
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2.2.3.5 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (gqPCR) ist eine fluoreszenz-basierte PCR-Methode, bei der
eine Echtzeit-Messung der Fluoreszenzsignale wahrend der PCR-Zyklen erfolgt und somit eine
Amplifikation und simultane Quantifizierung von Zielsequenzen ermdglicht wird. In dieser Arbeit
wurde die gPCR zur Verifizierung von RNA-Sequenzierungsergebnissen angewendet. Die
Patienten-RNA wurde dazu zundchst in ¢cDNA umgewandelt (reverse Transkription, siehe
2.2.3.4) und anschlieBend fur die gPCR-Reaktion verwendet. Als Fluoreszenzfarbstoff diente
hierbei SYBR® Green (QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit, Qiagen). Dieser basen-
interkalierende Cyanin-Farbstoff bindet doppelstréngige DNA (die Proben-cDNA) und der so
gebildete  SYBR® Green-DNA-Komplex  emittiert nach  Anregung durch  blaues
Licht (Amax = 494 nm) ein grunes Lichtsignal (Amax = 521 nm), welches durch das LightCycler®
480 System (LightCycler® 480 Il, Roche) detektiert werden kann. Die erhaltenen Fluoreszenz-
Signale konnten anschlieZend mithilfe der Software Lightcycler®480 SW (Version 1.5.1, Roche)

ausgewertet werden, um die urspriinglich eingesetzte Proben-cDNA zu quantifizieren.

Primer-Assays fir die gPCR wurden kommerziell von Qiagen (Hilden, Deutschland) erworben.
Die pPCR-Primer sind hierbei in der Weise erstellt, dass diese ausschliellich spezifisch an
kodierende DNA-Sequenzen (cDNA), d.h. Sequenzen ohne Introns, binden. Durch das
Uberspannen der Primersequenz bspw. (ber benachbarte Exons, sind diese gPCR-Primer
cDNA-spezifisch. Das Einsetzen von gDNA in der gPCR-Reaktion ergibt im optimierten Assay
keine Amplifikation, da aufgrund der in der gDNA enthaltenen Intronsequenzen eine inkomplette
Basenkomplementaritat der gqPCR-Primer besteht. DNA-Normalkontrollen (gDNA) wurden somit

als Negativkontrollen verwendet.

Folgender gPCR-Ansatz (20 ul) wurde mittels QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen)

standardmé&Rig angesetzt:

QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit

20 ul Ansatz

10 pl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
2ul QuantiTect Primer Assay

7 ul ddH,O

1u cDNA

83



Methoden Dissertation Kirstin Hoff

Je nach Verdinnung der cDNA wurden 1 -2 ul der zu analysierenden cDNA jeweils als Triplikate
eingesetzt und die ddH,O-Menge angepasst. Herz-cDNA von Clontech Laboratories Inc. diente
als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde eine DNA-Normalkontrolle verwendet. Zur

Kontrolle hinsichtlich Kontaminationen wurde ddH20 in der gPCR verwendet.

Die gPCR-Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Denaturierung 95 °C 15 min
95 °C 30s
Primerhybdrisierung 58 °C 30s 45 Zyklen
Elongation 72 °C 30s
Schmelzkurve 72-95 °C unendlich

Zur Qualitatskontrolle wurde im Anschluss an die gPCR-Reaktion der 20 pl-gPCR-Ansatz
mittels  Agarose-Gelelektrophorese  (siehe 2.2.1.4) Uberpruft. Die Negativ- und
Kontaminationskontrolle sollten hierbei keine Bande ergeben, und die Proben-cDNA sowie die
Positivkontrolle sollten eine distinkte Bande ergeben, damit der Assay auswertbar ist. Eine
Analyse der Schmelzkurve, welche zum Ende des PCR-Programms generiert wird, diente als
weitere Qualitatskontrolle. Das Prinzip basiert darauf, dass jede dsDNA bei einer spezifischen
Schmelztemperatur zu einzelstrangigen Molekilen denaturiert wird und somit verschiedene
PCR-Produkte unterschieden werden kénnen. Primerdimere und unspezifische PCR-Produkte

konnten so detektiert werden.

Die Quantifizierung der urspriinglich eingesetzten cDNA erfolgte nach Bustin et al. (2009) [295]
durch die sogenannte AACqg-Methode, indem der Quantifizierungs-Zyklus-Wert (Cg-Wert), sowie
die PCR-Effizienz einberechnet wurden. Die Primereffizienz E, die die Amplifikationsrate pro
Zyklus angibt und in einer idealen PCR einer Verdopplung (E = 2) entspréache, unterscheidet
sich fur jedes Primerpaar und Ziel-DNA. Daher wurden Verdinnungsreihen mit Herz-cDNA von
10 ng bis 500 ng fir jeden Assay in Triplikaten durchgefuihrt und Kalibrierkurven erstellt, indem
pro Primerpaar die Cg-Werte gegen den Logarithmus der cDNA-Konzentration aufgetragen
wurde. Mithilfe der ermittelten Steigung konnte anschlielRend die Effizienz tber die Formel
E = 105*9“"9 perechnet werden (Grenzwert E = 1.8). Die Genexpression konnte dann unter

Einberechnung von Referenzgenen (sogenannte Housekeeping-Gene, welche unabhangig von
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Zelltyp und Zellstadium konstitutiv exprimiert werden), wobei hier HPRT1 und G6PD verwendet

wurden, ermittelt werden. Hierzu wurde folgende Formel verwendet:

E(Referenzgen)Cd(Referenzgen)

E(Zielgen)Ca(Zielgen)

Ratio =

Von den Ratio-Werten pro Referenzgen wurde der Mittelwert gebildet. Die zu analysierenden
Proben wurden in Duplikaten eingesetzt. Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung konnten dann

zur Verifizierung mit denen der gPCR verglichen und mittels R-Software analysiert werden.

2.2.4 Statistik

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit angewendeten statistischen Testverfahren
beschrieben. Im Folgenden werden statistische Tests und deren Parameter aufgefuhrt, die in
den verschiedenen Teilprojekten der DNA-Methylierungsanalysen bzw. der Transkriptom-
Analyse angewendet wurden. In Tabelle 18 ist eine Ubersicht der angewendeten Testverfahren
und Parameter aufgefinhrt.

Tabelle 18 Statistische Testverfahren, Parameter und Anwendung

Test Parameter | Anwendnung

Student’s T-Test (T-Test) q<1x10° Zwei-Gruppen-Vergleich, allgemein
ANOVA q<1x10° Vergleich mehrerer Gruppen
Rangregression q < 3x10™ Variable-abhangige Analyse

Welch Two Sample T-Test (WT-Test) p<0,05 Zwel-Grup_p_en-VergIelch kleiner GruppengrofRen (N <5),
CpG-spezifisch

Wilcoxon Signed-Rank Test p 0,05 Zwei-Gruppen-Vergleich (groRe Gruppengrofde)

g: False Discovery Rate (FDR); allgemein: bezogen auf Gesamtvergleich der DNA-Methylierung aller CpG-Loci
zwischen zwei Gruppen; CpG-spezifisch: bezogen auf den Vergleich der DNA-Methylierung spezifischer CpG-Loci
zwischen zwei Gruppen

In dieser Arbeit wurden die resultierenden Daten der 450K-Array-Analyse (AVG-Beta-Werte)
nach vorausgegangener Normalisierung des Datensatzes (siehe 2.2.5.1.1) mittels
parametrischer Statistik analysiert, auch wenn die Datensatze mathematisch gesehen keine
Normalverteilung, die Grundannahme parametrischer Testverfahren, aufzeigten. Die
Anwendung von parametrisch-basierten Testverfahren, insbesondere bei Auswertung von AVG-
Beta-Werten, ist eine in der Literatur anerkannte Methode [296], daher wurden auch in dieser

Arbeit parametrisch-basierte Testverfahren zur Analyse der 450K-Daten angewendet.
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Ein Student’s T-Test (im Folgenden T-Test abgekiirzt) wurde mittels Qlucore-Software (Details
siehe 2.2.5.2) zur Analyse der differenziellen DNA-Methylierung zwischen zwei verschiedenen
Gruppen angewendet. Die False Discovery Rate (FDR, g-Wert) anstelle des p-Werts wurde hier
grundsatzlich verwendet, da diese fur multiples Testen korrigiert ist [297]. Als minimale
Signifikanzgrenze galt ein g-Wert von < 0,05. Differenziell methylierte CpG-Loci mit q > 0,5
wurden als nicht signifikant erachtet. Bei Zwei-Gruppen-Vergleichen der verschiedenen
Teilprojekte der DNA-Methylierungsanalysen wurde grundsétzlich ein Grenzwert von ¢ < 1x10°®
verwendet®. Loci die dies erfilllten, wurden als signifikant differenziell methyliert betrachtet. Eine
Varianzanalyse (ANOVA) wurde mittels Qlucore-Software zur Analyse der differenziellen DNA-
Methylierung in (mehr als zwei) Gruppen verschiedener Herzgewebetypen mit q < 1x10°
angewendet. Zur Analyse der altersabhdngigen DNA-Methylierung wurde eine
Rangregressionsalanyse, hier mit q<3x10™, durchgefiihrt. Zur spezifischen Analyse der
differenziellen DNA-Methylierung bestimmter CpG-Loci zwischen zwei Gruppen wurde der
Welch Two Sample T-Test (wT-Test abgekirzt) mittels R-Software angewendet, um Effekte
durch ungleiche Intragruppenvarianzen und insbesondere kleiner Gruppengrolien
einzuberechnen. Da es sich bei den analysierten Proben um schwer zugéngliches priméres
Herzgewebe handelte, war die Probenanzahl pro analysierte Gruppe teilweise zu gering, um ein
anderes Testverfahren anzuwenden. Als Signifikanzgrenze galt hier ein p-Wert < 0,05. Zur
Analyse differenziell exprimierter Gene zwischen zwei Gruppen anhand von Counts-Daten der
RNA-Sequenzierung wurde das Testferfahren Fisher‘s-Exact Test angewendet. Zur Analyse
von Counts-Daten ist letzteres Testverfahren eine in der Literatur anerkannte Methode [298]. Bei
Analysen mit RVIS-Score (Residual Variation Intolerance Score; siehe 2.1.3.2), wie in der
Gesamt-Exom-Sequenzierungsanalyse in Abschnitt 3.2.1.1 erfolgt, wurde der Wilcoxon

Signed-Rank Test angewendet.

Bei Korrelationsanalysen fand das parametrisch-basierte Testverfahren der Pearsons’s
Korrelation mithilfe der R-Software Anwendung. Die Analyse des Korrelationskoeffizienten (r)*®
diente im Rahmen der Qualitatskontrolle bei 450K-Array-Analysen der Uberpriifung von
Datenhomogenitat und -Qualitat. Hierbei wurden in einer CpG-Gesamt-Korrelation® und einer
SNP-Korrelation (rs-Loci-Korrelation) der AVG-Beta-Werte Korrelationskoeffizienten nach
Pearson-Methode ermittelt. Die Erstellung der Korrelationsmatrices mittels R-Software ist in
Abschnitt 2.2.5.1.2 (R-Skript siehe Abschnitt 8 Tabelle 36) beschrieben. Bei Proben desselben

2 wenn nicht anders angegeben
= In dieser Arbeit ist bei Nennung des r-Werts in DNA-Methylierungsanalysen (siehe Abschnitt 3.2.2) grundsatzlich der Median des
r-Werts gemeint.

Begriff schlief3t ch-Loci mit ein
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Gewebetyps (z.B. 1AS-Gewebe) werden in der CpG-Gesamt-Korrelation homogen hohe
r-Werte erwartet. Je ndher dieser bei dem Wert 1 liegt, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit
eines linearen Zusammenhangs der gemessenen AVG-Beta-Werte der Proben zueinander.
Zielte die Teilprojektanalyse auf einen T-Test ab, so erfolgte ein Probenausschluss, dessen
Bedingungen im Folgenden erklart werden. Proben desselben Gewebetyps mit einem Median
Uber alle Korrelationskoeffizienten von r < 0,97 wurden aus der Analyse ausgeschlossen (siehe
3.2.2, Abschnitt ,Qualitdtskontrolle® pro Teilprojekt). Dieser Grenzwert von r< 0,97 wurde
definiert durch den Ausschluss entsprechend des r-Werts der unteren 10 % der Proben anhand
der initialen Analyse von Teilprojekt P1 (Details siehe Abschnitt 3.2.2.1.1). Auch Proben
derselben Gewebegruppe wurden im Kontext eines nachfolgenden T-Tests nach einem
Grenzwert von r<0,97 ausgeschlossen. Solche Gewebegruppen vereinten jeweils
verschiedene Gewebetypen (z.B. Gruppe ,Atrium“ und ,Ventrikel, sieche 3.2.2.3) und wurden im
Rahmen des jeweiligen Teilprojekts definiert. Proben einer Gewebegruppe mit r < 0,97 wurden
auch hier aus der Analyse ausgeschlossen, um die Intragruppen-Heterogenitat fir den
nachfolgenden T-Test-Vergleich dieser Gruppen zu minimieren. Schloss die Analyse lediglich
Proben eines einzigen Individuums ein (wie in Abschnitt 3.2.2.4), so erfolgte kein
Probenausschluss nach Korrelationskoeffizient. Wurden verschiedene Gewebetypen im Hinblick
auf differenzielle DNA-Methylierungsmuster unterschiedlicher anatomischer Geweberegionen im
Rahmen einer Multivarianzanalyse (ANOVA, siehe 2.2.4 und 2.2.5.2) untersucht, so erfolgte
kein  Ausschluss von Proben nach dem Korrelationskoeffizient-Grenzwert.  Eine
SNP-Korrelationsmatrix im Rahmen der Qualitatskontrolle bei 450K-Array-Analysen wurde
anhand der AVG-Beta-Werte der 65 rs-Loci (SNPs) des 450K-Arrays nach Pearson-Methode
erstellt. Bei der SNP-Korrelation sollten Proben eines Individuums, d.h. biologische oder
technische Replikate bzw. verschiedene Herzgewebetypen eines Individuums, als
Einschlusskriterium fur nachfolgende Analysen einen Wert von r (Median) > 0,99 zeigen (siehe
3.2.2, Abbildung 26). Eventuelle Probenverwechselungen wéren tber diese SNP-Korrelation

entsprechend festzustellen.

Eine lineare Regressionsanalyse wurde durchgefihrt, um die Korrelation der mittels 450K-
Array generierten DNA-Methylierungswerte und der DNA-Methylierungswerte, die mittels einer
der beiden PCR-basierten Techniken, BSPS oder Epityper-Technik, generiert wurden, zu
analysieren. Auch die Korrelation der Methylierungswerte von technischen und biologischen
Replikaten wurde mithilfe der linearen Regressionsanalyse untersucht. Bei Verifizierungen
wurden jeweils die DNA-Methylierungswerte des 450K-Arrays auf der x-Achse gegen die DNA-

Methylierungswerte je von der BSPS oder der Epityper-Technik auf der y-Achse in einem
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Scatterplot mit interpolierter Regressionsgerade dargestellt. Nach Pearson-Methode wurde das
BestimmtheitsmaR R? berechnet. Der R>-Wert (Werte von 0 — 1) dient hierbei als MaR fiir den
Grad des linearen Zusammenhangs der mittels zweier verschiedener Techniken erhobenen
DNA-Methylierungswerte. Eine hohe Korrelation der Daten wurde in dieser Arbeit mit R*>0,9
definiert. Lag zudem eine geringe Streuung der Messwerte um die interpolierte
Regressionsgerade vor, so konnte von einer validen Verifizierung der DNA-Methylierungswerte
ausgegangen werden.

Das Quotientenverhaltnis (Odds Ratio (OR)), zur Analyse der Signfikanz bzw. der Starke des
Zusammenhangs von zwei Merkmalen, wurde in dieser Arbeit zur Analyse der Anreicherung
regulatorischer Elemente innerhalb differenziell methylierter CpGs verschiedener 450K-Array-
Analysen angewendet. Die entsprechenden p-Werte wurden mittels Fisher’s Exact Test
berechnet. Die normalisierte und gefilterte Hintergrundliste der AVG-Beta-Werte
(siehe 2.2.2.2.1), wurde als Referenzliste verwendet.

2.2.5 Bioinformatik

Dieser Abschnitt beschreibt die in dieser Arbeit angewendeten Methoden der Bioinformatik. Dies
umfasste die bioinformatische Auswertung mittels R-Software und Qlucore-Software, sowie
funktionelle Anreicherungsanalysen mittels WEB-based GEne SeT AnalLysis Toolkit
(WebGestalt [278], (siehe 2.1.3.2). Des Weiteren wurden Rohdaten der RNA-Sequenzierung
mittels FastQC-Software (Babraham Bioinformatics) analysiert.

2.2.5.1 Bioinformatische Auswertung mittels R-Software

In dieser Arbeit wurden Analysen mittels R-Software Version 3.1.0 (R Development Core Team)
fur verschiedene Teilprojekte durchgefuhrt, wobei teilweise mit R-Packages gearbeitet oder
anpasste R-Skripte eigens geschrieben wurden. Die Angaben zu URL, Zitierung und Referenz

der jeweiligen R-Packages kénnen aus der Tabelle 11 in Abschnitt 2.1.3.1 entnommen werden.
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2.2.5.1.1 R-Package-basierte Analysen mittels R-Software

Das RnBeads-Package [256] wurde zur Qualitatskontrolle hinsichtlich der Bisulfit-Konversion
und zur Normalisierung der Daten der Array-basierten DNA-Methylierungsanalyse (450K-Array)
verwendet (siehe 2.2.2.2). Hierbei werden die IDAT-Dateien (Rohdaten 450K-Array) und eine
Annotationstabelle, die die Array-Positionen der Proben definiert, importiert, sodass
anschlielend (A) die RnBeads-Analyse zur Qualitdtskontrolle, bzw. (B) die Normalisierung
durchgefuhrt werden konnte. Die R-Befehle des R-Skripts werden in Abschnitt 8 anhand eines
Beispiels in Tabelle 33 kurz erlautert. Als Resultat der RnBeads-Analyse wurden zur
Qualitatskontrolle der Rohdaten des 450K-Arrays sogenannte Quality Control Bar Plots als
Resultat der RnBeads-Analyse [256] analysiert (Details siehe 2.2.2.2.1).

Fur das Primer-Design der Epityper-Technik (siehe 2.2.2.4) war zum einen die Erstellung einer
Import-Datei durch Verwendung der R-basierten Software Bioconductor (Bioclite-Tool) [252]
fur das primare Primer-Design mittels EpiDesigner-Software notwendig, und zum anderen
mussten  anschlieBend die  mittels  EpiDesigner-Software  ermittelten  moglichen
Primerkombinationen (Amplikon-Sequenzen) in einer in silico Fragmentierungs-Analyse mittels
R-Package MassArray [255] analysiert werden. Fir das Primer-Design der Epityper-Technik
(siehe 2.2.2.4) erfolgte somit zunachst die Erstellung einer Liste der zu analysierenden CpGs.
AnschlieBend erfolgte anhand dieser CpG-Liste mithilfe der R-basierten Software Bioconductor
die Erstellung einer Import-Datei flr die EpiDesigner-Software. In Abschnitt 8 (Tabelle 34)
werden die jeweiligen R-Befehle aufgeflihrt. Das Resultat war dann eine Liste bestehend aus
den zu analysierenden CpGs, der Position im Genom und der genomischen Sequenz
(GRCh37/hg19) je 200 bp upstream und downstream des CpGs.

Die mittels EpiDesigner-Software ermittelten mdglichen Primerkombinationen (Amplikon-
Sequenzen) wurden anschlieBend mittels R-Package MassArray in einer in silico Assay-
Vorhersage analysiert, um geeignte Assays fur die Epityper-Technik auszuwahlen. Die
jeweiligen R-Befehle dieser in silico Fragmentierungs-Analyse werden in Abschnitt 8 anhand
eines Beispiels in Tabelle 35 erlautert. Mithilfe dieser in silico Assay-Vorhersage konnte die
theoretische molekulare Masse der Spaltprodukte berechnet werden. Dies diente der
Vorhersage der zu erwartenden MALDI-TOF-Peaks, die fur eine Analysierbarkeit im messbaren
Bereich von 1500 — 7000 Da liegen mussten. Auch Vorhersagen fir Fragmente derselben
Masse (Uberlappendes Fragment) als sogenannte silent peaks konnten mithilfe des R-Packages
vorgenommen werden. In Abbildung 14 ist ein Beispiel einer in silico Assay-Vorhersage mittels

R-Package MassArray mit Angaben zu analysierbaren und nicht-analysierbaren CpG-Loci
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dargestellt. Entsprechend dieser in silico Assay-Vorhersage wurden Assays mit pradiktiver
Analysierbarkeit bestimmter CpGs fur die spatere DNA-Methylierungsanalyse ausgewahlt. Die
mithilfe der in silico Assay-Vorhersage ermittelten Konversionskontrollen, d.h. Fragmente mit
einem Cytosin in nicht-CpG-Kontext, konnten im Rahmern der Auswertung der MALDI-TOF-MS-
Analyse analysiert werden. Bei effizienter Bisulfit-Konversion wurde hierbei kein Massen-Peak

erwartet.

+)1bp 500 bp

et bttt epeestfost e He e %

= Konversionskontrolle nicht analysierbar 99 analysierbares CpG (mit>1 pro Fragment) Tag-Sequenz
Uberlappendes Fragment = analysierbar ®-  analysierbares CpG (mit MG-Uberlappung) Primersequenz
4 CpG-enthaltendes Fragment nicht analysierbares CpG MG-Uberlappung zwischen mehreren CpGs

Abbildung 14 Beispiel einer in silico Assay-Vorhersage mittels R-Package MassArray. Dargestellt ist das pradiktive
Fragmentmuster nach in silico Fragmentierung (basiert auf einer basenspezifischen Spaltung, d.h. der homogeneous
MassCLEAVE™ (hMC)-Reaktion (Sequenom Inc.) im Rahmen der Epityper-Analyse) anhand eines Bespiel-Assays.
Konversionskontrolle: Fragment mit Cytosin in nicht-CpG-Kontext; UiberlappendesFragment: Fragmente mit derselben
Masse; MG: Molekulargewicht; Tag-Sequenz: der Rickwarts-Primer enthalt einen T7-Promotor-Tag und der
Vorwarts-Primer eine 10 bp-Tag-Sequenz.

2.2.5.1.2 Nicht-R-Package-basierte statistische Analysen mittels R-Software

Zur Qualitatskontrolle der 450K-Array-Daten wurde unter Verwendung der R-Software
Korrelationsmatrices nach Pearson-Methode erstellt. Die AVG-Beta-Werte der 450K-Rohdaten
(IDAT-Dateien) wurden hierzu mittels Genome Studio (GS)-Software extrahiert und eine SNP-
Korrelation sowie eine CpG-Gesamt-Korrelation®® der AVG-Beta-Werte nach Pearson-Methode
berechnet. Die resultierenden Korrelationskoeffizient-Werte (r) wurden in einer Exceltabelle
farblich bedingt formatiert (Wert O =blau, 0,97 =gelb, 1=rot (siehe 3.2.2, Abschnitt
»Qualitatskontrolle* pro Teilprojekt)). Die jeweiligen R-Befehle werden anhand eines Beispiels in
Abschnitt 8 (Tabelle 36) erlautert. Des Weiteren wurden fur verschiedene Analysen, wie BSPS,
gPCR und 450K-Array, die R-Befehle merge() zum Kkontrollierten Zusammenfihren von
Datensatzen, boxplot() fir Boxplots, hist() fir Histogramm-Plots, plot() fur Scatterplots und
abline(Im()) fur eine lineare Regression verwendet. Auch wT-Tests und Wilcoxon Signed-Rank

Test (siehe 2.2.4) wurden mittels R-Software berechnet.

25Begriff schlief3t ch-Loci mit ein
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2.2.5.2 Bioinformatische Auswertung mittels Qlucore-Software

Des Weiteren wurde fir die die statistischen Analysen der 450K-DNA-Methylierungsanalysen
die Qlucore-Software (Qlucore Omics Explorer Version 3.0) angewendet. Eine Importtabelle
basierend auf der Normal-GS-Tabelle (Details siehe 2.2.2.2) wurde erstellt, in der zuséatzliche
Informationen, wie z.B: Diagnose, Alter, oder Gewebetyp, den Proben zugeordnet wurden. Nach
dem Einladen der so vorbereiteten Tabellen wurden Hauptkomponentenanalysen (Principal
Component Analysis, PCA) und hierarchische Clusteranalysen zur Erstellung von sogenannten
Heatmaps durchgefiihrt. In Tabelle 19 sind die statistischen Parameter und die gewéhlte
Normalisierung zur graphischen Darstellung aufgefuhrt.

Tabelle 19 Statistische Parameter und Normalisierung zur graphischen Darstellung der statistischen Analysen

Normalisierung zur Normalisierung zur
Analyseform Statistische Parameter graphischen Darstellung graphischen Darstellung
(PCA) (Heatmap)
unsupervidiert o/omax = 0,4 m=0 m=0
o/omax = 0,4 _ i
ANOVA q < 1x10-6 m=0 keine
, o/omax = 0,4 _ .
Student’s T-Test q < 1x10-6 m=0 keine
Rangregression cfomax 2 0,2 m=0 m=0
greg q < 3x10-4 B B

o: Varianz.; q: FDR; m (Mean) = 0: Mittelwert aller AVG-Beta-Werte eines Locus werden gleich 0 (,mean-centring®)
gesetzt; keine: keine Normalisierung zur graphischen Darstellung, Einfarbung der AVG-Beta-Werte entspricht dem
Absolutwert.

Grundsatzlich wurde zunéchst eine unsupervidierte Analyse durchgefiihrt, um signifikante
Segregationen von verschiedenen Gruppen feststellen zu kdnnen. Die Normalisierung zur
graphischen Darstellung in der Heatmap einer unsupervidierten Analyse entsprach
m (Mean) = 0 (Mittelwerte aller AVG-Beta-Werte eines Locus sind gleich 0 gesetzt), um so auch
geringe Methylierungsunterschiede sichtbar zu machen. Die PCA wurde bei allen
Analyseformen mit m =0 dargestellt. Als Varianzfilter wurde o/0n,. 20,4 fir alle Analysen
gewahlt, wenn dies nicht anders beschrieben wurde. Loci, die eine extreme Varianz der AVG-
Beta-Werte Uber die verschiedenen Proben und somit eine starke Heterogenitét zeigten, wurden
so ausgeschlossen. Basierend auf diesem so gefilterten Datensatz wurde je nach Fragestellung
eine Varianzanalyse (ANOVA) oder ein Student’s T-Test mit g < 1x10° durchgefiihrt. In der
Heatmap erfolgte hierbei keine Normalisierung zur graphischen Darstellung, sodass eine
Einfarbung nach absoluten AVG-Beta-Werten vorlag. Eine Rangregressions-Analyse wurde in
dieser Arbeit von Gewebealter-Daten durchgefuihrt, wobei in der Heatmap-Darstellung die
Proben nach Alter sortiert und nicht hierarchisch geclustert dargestellt wurden. Die
Normalisierung zur graphischen Darstellung in der Heatmap bei der Rangregressions-Analyse
entsprach m = 0.
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2.2.5.3 Funktionelle Anreicherungsanalysen und Gennetzwerk-Analysen

Funktionelle Anreicherungsanalysen wurden mittels WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit
(WebGestalt) durchgefuhrt. Fiur die 450K-Array-Analysen wurden aus der erstellten
Hintergrundliste (siehe 2.2.2.2) die Gennamen (UCSC_Refgene_Name) der Loci extrahiert und
als Textdatei gespeichert. Bei der WES-Analyse wurde als Hintergrundliste die Annotationsliste
der Enrichment-Library, hier die SeqCap_EZ_Exome_v2_annotations.txt-Datei, verwendet. Die
jeweilige Hintergrundliste und die zu analysierende Liste wurden Uber die WebGestalt-
Benutzeroberflache importiert. Zur funktionellen Anreicherungsanalyse fanden folgende
Parameter (Tabelle 20) Anwendung.

Tabelle 20 Parameter fiir WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit (WebGestalt)

Paramter Einstellung

ID Typ hsapiens_gene_symbol

Statistik hypergeometrisch

Signifikanzlevel g =<0,001

Multiple Test Adjustment nach Benjamini und Hochberg (1995) [297]

Mithilfe der WebGestalt-Oberflache wurden die eingeladenen Genlisten hinsichtlich der
Gene Ontology (GO) [299], eine biomedizinische Ontologie, die die drei Bereiche ,Zellulare
Komponente®, ,Biologischer Prozess“ und ,Molekulare Funktion® umschlief3t, analysiert. Das
Ergebnis der Anreicherungsanalysen wurde mit einem @g-Wert angegeben. Pro
Anreicherungsanalyse werden im Ergebnisteil dieser Arbeit jeweils die drei am hdchsten

signifikanten Ergebnisse dargestellt.

Gennetzwerk-Analysen wurden mittels GeneMANIA Gennetzwerk-Analyse-Tool [263] oder
STRING-Tool [274] zur Analyse von Protein-Protein Interaktions-Netzwerken durchgefihrt
(Details zu Software-Tools siehe 2.1.3.2). Die STRING-Analyse wurde unter folgenden
Einstellungen durchgefuhrt: hochste Konfidenz (0,9), keine Text-basierte Assoziation, nicht-

verbundene Netzwerkpunkte werden nicht angezeigt, Minimum von flinf Interaktionen.
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2.2.5.4 FastQC

Rohdaten der RNA-Sequenzierung wurden mittels FastQC-Software (Version 0.11.2, Babraham
Bioinformatics) zur Qualitatskontrolle analysiert. Nachdem die Dateien importiert wurden,
erfolgte die Analyse durch die Software und die Resultate wurden als Text- und HTML-Dateien
exportiert. Im Folgenden werden die analysierten Qualitdtsparameter anhand der Probe
HLHS_116 kurz erlautert.

Parameter Erklarung und Ausschlusskriterien
Per Base Sequence Quality Boxplot-Darstellung der Phred-Qualitatswerte
D‘\ 40 Phred A SSS (y-Achse), die die Genauigkeit des Base-Callings
2 . LH;! [ ﬁal wiedergeben, d.h. der Wahrscheinlichkeit, dass eine
(AR : T : : .
z I Base durch die Sequenzierungstechnik falsch

{ zugeordnet wurde. Ein Phred-Wert von 30 entspricht

. einer Wahrscheinlichkeit von einer inkorrekten Base
in 1000 Basen (Base-Calling-Genauigkeit = 99,9 %).
Die Hintergrundfarbung in grin stellt gute Phred-
Werte dar, gelb = mittelm&Rig und rot = schlechte

Qualitat. Die x-Achse stellt die bp-Position der

i Reads (hier 101 bp lang) dar. Der Median ist als rote

Linie in den Boxplots dargestellt, die blaue Linie

’ 100-101 bp zeigt den Mittelw_ert. Als Grenz_wert wu_rde ein

. Phred-Wert-Median = 25 definiert (horizontale rote

1 Linie). Proben mit einem Phred-Wert-Median < 25

S O A o T T wirden aus der Analyse ausgeschlossen werden.

Y

:HQM’LLLLLLLLLLLLI

Per Sequence Quality Score

MW Phred pro Read | Mit Hilfe der per Sequence Quality Scores (Phred-

Qualitatswerte pro Sequenz) kann erkannt werden,
ob ein groRerer Teil der Sequenzen einen geringen
Phred-Qualitatswert hat. Dies wéare z.B. durch einen
weiteren Peak bei geringeren Phred-Werten zu
sehen, die auf der x-Achse dargestellt sind. Die y-
Achse stellt die Gesamtanzahl aller Reads dar. Als
Grenzwert wurde hier ein mittlerer (MW) Phred-Wert
pro Read von = 27 definiert (gestrichelte Linie), nach
Angaben des Herstellers von FastQC (Babraham
Bioinformatics). Dieser Grenzwert entspricht einer
Fehlerrate von 0,2 %.

[e] J— 6x106 Reads

2000000

® 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27)28 29 30 31 %2

Mean Sequence Qualky (Pwed Score)

Per Sequence GC Content Der per Sequence GC Content (GC-Gehalt pro
Is - Sequenz) stellt den GC-Gehalt (Anteil von G- und C-
1x10° Reads by Basen in [%] = (G+C)/((G+C+A+T)x100)) tiber jeden
eoretische Verteilung X
des GC-Gehalts pro Read Sequenz-Read dar (rote Kurve) und vergleicht

diesen mit einer modellierten Normalverteilung der
GC-Werte (theoretische Verteilungskurve in blau).
Eine theoretische Verteilung des GC-Gehalts des
zugrundeliegenden Transkriptoms wird durch die
FastQC-Software anhand der beobachteten Daten
berechnet. Die x-Achse stellt den mittleren GC-
Gehalt [%] und die y-Achse die Gesamtanzahl aller
Reads dar. Eine veréanderte Form der roten Kurve
gegenuber der theoretischen Verteilungskurve kann
z.B. auf Kontaminationen in der Library hinweisen.
Wenn mehr als 15 % der Reads eine Abweichung
von der theoretischen Verteilung zeigten, wurden
diese aus der Analyse ausgeschossen.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse urséchlicher Zusammenhéange in der Entstehung des
hypoplastischen Linksherzsyndroms (HLHS), einer kongenitalen Herzfehlbildung (CHD). Bis
heute lieBen sich nur wenige Gene in einer moglichen Assoziation mit dem HLHS
identifizieren [106, 107, 221, 196, 222, 225, 226], wobei der bisherige Fokus auf
molekulargenetischen Untersuchungen der Keimbahn lag. Potenziell kénnen jedoch auch auf
somatischer Ebene, d.h. im betroffenen Herzgewebe, Ereignisse auftreten, die in der
Pathogenese des HLHS eine Rolle spielen. Um daher auf den verschiedenen Ebenen die
molekularen Mechanismen in der Entstehung des HLHS, zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit folgende Analysen durchgefiihrt (Abbildung 15):

(1) Analysen auf Keimbahnebene (siehe 3.1), welche genetische Analysen hinsichtlich
syndrom-assoziierter CHDs und nicht-syndromaler HLHS-Fé&lle umfassten

(2) Analysen auf somatischer Ebene von Herzgewebeproben (siehe 3.2). Diese
beinhalteten Gesamt-Exom-Analysen, epigenetische Analysen in Form von DNA-
Methylierungsanalysen, sowie Transkriptom-Analysen.

(3) AbschlieBend wurden in einer integrativen Analyse (3.3) Genom, Epigenom und

Transkriptom untersucht.

Abbildung 15 Schematische
c - Ubersichts-Darstellung _ der
£ 2 Sl sl Analysen __und __jeweiligen
( . . .
S g 8 Teilprojekte auf Keimbahn-
29 e -
= Eg SRRl und __somatischer __Ebene,
) o Familien-Analyse HLHS sowie integrativer Analysen.
< Sikeanalyse iR WES: Gesamt-Exom-
Sequenzierung; RF:
c Rechtsherzfehlbildungen;
" WES-Analyse ) Fetal: fetales Herzgewebe
5 g; ShESRatentcn g, gesunder Individuen
Ty Kombinierte ©
8 < Keimbahn- und c I Genom « Epigenom |
somatische Analyse <
— () l Genom « Transkriptom |
=
oLn b~ I Epigenom « Transkriptom |
o ) HLHS-RF ©
0 g o
‘.C-U' 5 = Herz-Mapping 2
E =8 [ Avmvenria ] c
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= 2k
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3.1 Analysen auf Keimbahnebene

Der Einfluss einer genetischen Komponente bei Féllen mit CHDs wurde erstmals in
1982 vermutet [300] und durch weitere epidemiologische Daten [301, 302] und Familienstudien
bestétigt [105, 110, 234]. Um daher auf Ebene der Keimbahn urséchliche Zusammenhange zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit genetische Analysen eines syndrom-

assoziierten CHDs und von nicht-syndromalen HLHS-Fallen durchgefiihrt.

3.1.1 Identifizierung von Mutationen in TGDS als Beispiel einer

syndrom-assoziierten kongenitalen Herzfehlbildung

Um mogliche pathogene Ereignisse auf Keimbahnebene von syndrom-assoziierten CHD-Fallen
zu analysieren, wurden in dieser Arbeit als ein Beitrag zur Studie von Ehmke et al. (2014) [104]
Gesamt-Exom-Sequenzierungen (WES, siehe 2.2.1.7) von drei Familien mit Catel-Manzke-
Syndrom (Familie 1 — 3, siehe 2.1.1 Tabelle 2) durchgefiihrt. Patienten mit diesem Syndrom
haben in 40 % der Falle eine Herzfehlbildung [103]. Als kausales Gen fir das beobachtete
autosomal-rezessive  Vererbungsmodell des Catel-Manzke-Syndroms konnte in der
vorliegenden Arbeit das TGDS-Gen identifiziert werden [104]. Die mittels WES detektierten
Mutationen in TGDS der drei Familien 1 — 3 konnten anschlieRend durch Sanger-Sequenzierung
(siehe 2.2.1.6) verifiziert werden.

Folgende Genvarianten in TGDS (NM_014305.2) konnten in den drei analysierten Familien
(Familie 1 — 3, siehe 2.1.1 Tabelle 2, Stammbaum in Abbildung 16 A) mittels WES detektiert und
anschliel3end verifiziert werden: ¢.298G>T (p.Alal00Ser) und c.294T>G (p.Phe98Leu). Eine
homozygote Auspragung der Variante ¢.298G>T liel3 sich bei zwei Indexpatienten, je von
Familie 1 und 2 nachweisen (Tabelle 21). Bei Familie 3 konnte eine biparentale Vererbung der
compound heterozygoten Mutation ¢.298G>T/c.294T>G beim Indexpatient 3 detektiert werden.
Dieser Patient wies mit einem Ventrikelseptumdefekt (VSD) einen kardialen Phanptyp und somit

einen syndrom-assoziierten CHD auf (Tabelle 21).

95



Ergebnisse

Dissertation Kirstin Hoff

Tabelle 21 Mittels WES nachgewiesene Mutationen in TGDS (NM_014305.2) bei Familien mit Catel-Manzke-

Syndrom
Proben- Familien- Diagn kardiale Position CHR Mutation T PPH
ID Zuordnung ose Diagnhose | (GRCh37/hg19) (Konseq.) yp
- . €.298G>T
D12/579 Familie_1_Index CMS - chrl3:95243122 (p.Ala100Ser) homozygot p. d.
- . €.298G>T
D12/581 Familie_1_Sohn normal - chrl3:95243122 (p.Ala100Ser) heterozygot | p. d.
- . €.298G>T
D12/775 Familie_2_Index CMS - chrl3:95243122 (p.Ala100Ser) homozygot p. d.
- . €.298G>T
D12/776 | Familie_2_Mutter | normal - chr13:95243122 (p.Ala100Ser) heterozygot | p.d.
chr13:95243122 C.298G>T p. d.
. (p-Alal00Ser) compound
D11/527 Familie_3_Index CMS VSD*
hr13:05243126 |  C:294T>G | heterozygot |
chrds: (p.Phe98Leu)
- . €.298G>T
D11/528 | Familie_3_Mutter | normal - chr13:95243122 (p.Ala100Ser) heterozygot | p.d.
- . €.294T>G
D11/1087 | Familie_3_Vater | normal - chr13:95243126 (p.PhegBLeu) heterozygot -

Familien-Zuordnung nach 2.1.1.1 (Tabelle 2); *VSD mit spontanem Verschluss; Position CHR: chromosomale
Position (nach GRCh37/hg19); Mutation (Konseq.): Nomenklatur Mutation in kodierender Sequenz und Konsequenz
auf Proteinebene in Klammern; PPH: Polyphen-2; CMS: Catel-Manzke-Syndrom; p.d.: probably damaging

Bei der Genvariante ¢.298G>T (p.Alal00Ser) handelt es sich um eine bekannte Variante
(rs140430952), welche heterozygot in 9 von 4291 Individuen nach EVS-Datenbank und
in 34 von 66646 Individuen nach EXAC-Datenbank vorliegt. Eine homozygote Auspragung der
Mutation lag dagegen in keiner der Datenbanken vor. Nach pradiktiver Mutationskonsequenz
(Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2; [272]) wurde die Mutation p.Alal00Ser als
probably damaging eingestuft. Die Genvariante ¢.294T>G (p.Phe98Leu) wurde bisher noch in

keiner Datenbank annotiert und stellt somit eine neue, unbekannte Variante dar.

Mittels Sanger-Sequenzierung (siehe 2.2.1.6) konnten die in Tabelle 21 aufgefiihrten Mutationen
in TGDS bei Indexpatienten mit Catel-Manzke-Syndrom und zugehdrigen Familienmitgliedern
verifiziert werden. Die Stammb&aume der drei analysierten Familien mit Angaben zum TGDS-

Genotyp und die entsprechenden Elektropherogramme sind in Abbildung 16 dargestellit.
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Abbildung 16 Ubersicht der nachgewiesenen Mutationen in TGDS (NM_014305.2) in drei analysierten Familien mit
Catel-Manzke-Syndrom. A: Stammb&ume und TGDS-Genotypen der drei analysierten Familien mit Catel-Manzke-
Syndrom. Folgende DNA-Proben der Familienmitglieder wurden sequenziert (Tabelle 21): 1.a: D12/579, 1.b: D12/581,
2.a: D12/776, 2.b: D12/775, 3.a: D11/1087, 3.b: D11/528, 3.c: D11/527. Eine schwarze Fullung symbolisiert einen
Indexpatienten mit Catel-Manzke-Syndrom, wahrend eine weil3e Fillung fir nicht betroffene Familienmitglieder steht.
Mutationen in TGDS sind unterhalb der jeweils analysierten Familienmitglieder angegeben. (modifiziert nach Ehmke
et al., (2014) [104]). B: Dargestellt sind die Elektropherogramme mit den TGDS-Mutationen (siehe Pfeile) der
analysierten Indexpatienten und zugehdrigen Familienmitgliedern von Familie 1, 2 und 3 (Tabelle 21). Pro Familie ist
oben jeweils die Sequenz des Vorwarts-Primers (VP) und unten die des Ruckwarts-Primers (RP) dargestellt. Rote
Buchstaben stellen die mutierte Base dar, unterstrichene Buchstaben die mutierte Kodonsequenz der Aminoséauren.
Pfeil 1: ¢.298G>T; Pfeil 2: ¢.294T>G.

Zusammenfassend konnten somit homozygote und compound heterozygote Mutationen in
TGDS als Beispiel eines syndrom-assoziierten CHDs in drei Familien mit Catel-Manzke-

Syndrom als kausale Genvarianten identifiziert und verifiziert werden.
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3.1.2 Analysen nicht-syndromaler Herzfehlbildungen

Zur Atiologie isolierter, nicht-syndromaler CHD-Félle (CHDs ohne zusétzliche extrakardialen
oder fazialen Auffalligkeiten), die einen Grof3teil der CHDs darstellen, ist bisher nur wenig
bekannt [69, 77]. Daher erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine Beteiligung an einer Studie von
Al Turki et al. (2014) [303], welche zeigen konnte, dass Genvarianten in NR2F2 in einem
urséchlichen Zusammenhang mit (nicht-syndromalen) atrioventrikularen Septumdefekten
(AVSDs) und LVOTO-Phanotypen (linksventrikulare Ausflusstrakt-Obstruktionen) stehen.
AulRerdem wurde in dieser Arbeit im Rahmen einer WES-Studie zu Familien mit LVOTOs
(Hitz und Hoff et al., Publikation in Vorbereitung, siehe 11) eine Familie mit zwei nicht-
syndromalen HLHS-Fallen hinsichtlich krankheitsrelevanter Genvarianten untersucht. Des
Weiteren erfolgte mittels SNP-Array (Genome-Wide Human SNP Array 6.0) eine Analyse einer
Familie mit einem nicht-syndromalen HLHS-Fall, um krankheitsassoziierte CNVs zu

identifizieren.

3.1.2.1 Identifizierung einer de novo Mutation in NR2F2 bei einem nicht-
syndromalen HLHS-Fall

In der Studie von Al Turki et al. (2014) [303] konnten kausale Genvarianten in NR2F2
(NM_021005.3) bei Familien und Eltern-Index-Trios mit isoliert auftretenden AVSDs und
LVOTO-Phanotypen, wie auch dem HLHS, durch WES detektiert werden. In der vorliegenden
Arbeit konnte als Beitrag zu dieser Studie von Al Turki et al. (2014) eine de novo Splice-Donor-
Mutation in NR2F2 in einem Eltern-Index-Trio eines Patienten mit HLHS verifiziert werden
(Familie 7 siehe 2.1.1.1 Tabelle 2).

Die Mutation ¢.970+1G>A in NR2F2, welche in der Donor-Splice-Site am 5‘-Ende des Introns
liegt, konnte mittels Sanger-Sequenzierung (siehe 2.2.1.6) nachgewiesen werden. In Abbildung
17 A ist die Splice-Donor-Mutation im Kontext mit dem Exon-Intron-Ubergang im

Elektropherogramm dargestellt.
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Abbildung 17 Ubersicht der mittels Sanger-Sequenzierung nachgewiesenen de novo Splice-Donor-Mutation

€.970+1G>A in NR2F2 (NM_021005.3) eines Eltern-Index-Trios (Familie 7) eines HLHS-Patienten. A: Dargestellt sind
die  Elektropherogramme von  HLHS-Indexpatient (mit der de novo Mutation ¢.970+1G>A),
Mutter (Wildtyp (WT)-Sequenz) und Vater (WT-Sequenz) mit der Position der NR2F2-Mutation als Pfeil markiert. Das
obere Elektropherogramm zeigt die Sequenz des Vorwarts-Primers (VP) und das untere die des Ruckwarts-Primers
(RP). Rote Buchstaben stellen die mutierte Base dar. Die Exon-Regionen sind durch Pfeile markiert. B: Stammbaum
der Familie 7 (modifiziert nach Al Turki et al., (2014) [303]. Die Eltern I:1 (Vate) und, 1:2 (Mutter) sind ph&anotypisch
gesund (weil3e Fillung) und sie wiesen keine Mutation in NR2F2 auf. Beim Indexpatienten mit HLHS (l1:1) ist der
Genotyp der Splice-Donor-Mutation ¢.970+1G>A in NR2F2 angegeben.

Diese Genvariante ¢.970+1G>A lie3 sich beim Indexpatient mit HLHS in heterozygoter
Auspragung mittels Sanger-Sequenzierung nachweisen, wahrend die phanotypisch
unauffalligen Eltern diese Mutation nicht trugen (Abbildung 17 A und B). Somit handelte es sich
um eine de novo Mutation. Diese de novo Splice-Donor-Mutation in NR2F2, kodierend fiir den
liganden-induzierbaren COUP-II  Transkriptionsfaktor 2 stellt eine bisher unbekannte

Genvariante dar. Pradiktiv fihrt diese Mutation zu einem trunkierten Protein [303].

Zusammenfassend lie? sich eine kausale, bisher unbekannte de novo Splice-Donor-Mutation in

NR2F2 bei einem Patienten mit HLHS als Beispiel eines nicht-syndromalen CHDs nachweisen.

26 . R . . . . -
Informationen zu vollstdandigen Gennamen bzw. Informationen Uber die Funktion des Genprodukts grundsétzlicher Natur wurden

entsprechend der Angaben der Online-Datenbank GeneCards® [262] (siehe 2.1.3.2 Tabelle 12) tbernommen und im nachfolgenden
Text daher nicht mit einer gesonderten Referenz versehen.
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3.1.2.2 Analyse einer Familie mit zwei HLHS-Fallen: Identifizierung von
Cl50rf62, TNKS1BP1 und PRF1 als potenziell krankheitsrelevante
Kandidatengene nach autosomal dominantem Vererbungsmodell mit
reduzierter Penetranz

Bei Familien mit rekurrent auftretenden CHD-Fallen kann haufig eine reduzierte Penetranz
detektierter Mutationen beobachtet werden [78, 236, 246, 304]. Dieses autosomal dominante
Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz konnte in der vorliegenden Arbeit im Rahmen einer
WES-Studie zu Familien mit LVOTOs (Hitz und Hoff et al.,, Publikation in Vorbereitung
(siehe 11)) bei drei potenziell krankheitsrelevanten Genen C15o0rf62 (NM_001130448.2),
TNKS1BP1 (NM_033396.2) und PRF1 (NM_005041.4) in einer Familie mit zwei HLHS-Fallen

nachgewiesen werden.

Zur Familie5 (siehe 2.2.1.7 Tabelle 13, Stammbaum Abbildung 18 A) stand von drei
Familienmitgliedern, dem Vater und jeweils den beiden Indexpatienten mit HLHS
(HLHS_130_Index-1, und -2), ein analysierter WES-Datensatz?’ zur Verfiigung. Im Abgleich mit
den SNP-Calling-Daten der RNA-Sequenzierung von HLHS_130_Index-1 liel3en sich alle mittels
WES-Methode identifizierten Einzelnukleotidvarianten (SNVs) auch beim SNP-Calling
identifizieren, sodass von einem validen Datensatz ausgegangen werden konnte. Anhand eines
Priorisierungs-Workflows [Hitz, 283] wurde der WES-Datensatz zuvor hinsichtlich seltener

28 pzw.  X-chromosomal-vererbter

dominanter (EXAC AF<0,1%) und rezessiver
(EXAC AF <1 %) Genvarianten nach dem wabhrscheinlichsten Vererbungsmodell im Kontext
bekannter Diagnosen des Familienstammbaums (Abbildung 18 A) gefiltert. Nach klassischem

Mendelschen Vererbungsmodell®

[305] liel3en sich in dieser Familie keine Kandidatengene
identifizieren, sodass entsprechend des Priorisierungs-Workflows hinsichtlich Kandidatengenen
nach dem Vererbungsmodell ,autosomal dominant mit reduzierter Penetranz* analysiert wurde.
Eine Vererbung nach letztgenanntem Modell wurde Uber die Generationen miutterlicherseits
vermutet, da in diesen Generationen Totgeburten auftraten (Abbildung 18 A, 11:5 und 111:3). Zwar
war die Todesursache ungeklart, jedoch z&hlen CHDs zu den haufigsten Ursachen bei
Totgeburten [50], wobei zyanotische CHDs (wozu das HLHS z&hlt) hierbei als haufigste
Todesursache beschrieben wurden [306]. Zusatzlich zu den mittels WES analysierten drei

Proben (Vater, Indexpatient-1 und -2) wurde Uber die Biomaterialbank des Kompetenznetzes

" Die Analyse der WES-Daten erfolgte im Vorfeld durch den Kollegen Dr. med Marc-Phillip Hitz.
homozygot oder compound heterozygot bei Indexpatienten vorliegend
o einfacher Erbgang: Vererbungsvorgang von Merkmalen, deren Auspragung von nur einem Gen bestimmt wird
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Angeborene Herzfehler e.V. DNA zweier weiterer Familienmitglieder (Mutter und gesundes
Geschwisterkind (HLHS_130_Bruder)), zur Verfugung gestellt. Es erfolgten in dieser Arbeit
Sanger-Sequenzierungsanalysen von 21 Kandidatengenen in allen finf Familienmitgliedern
(Primer siehe Abschnitt 8 Tabelle 31). Die Ergebnisse der Analyse sind in Abschnitt 8 in Tabelle

37 zusammengefasst.

Die Familien-Analyse mittels Sanger-Sequenzierungsanalysen resultierte in drei potenziell
krankheitsrelevanten Genen: C150rf62 (NM_001130448), TNKS1BP1 (NM_033396) und PRF1
(NM_005041). In diesen Genen konnten heterozygote Mutation in beiden Indexpatienten mit
HLHS (Abbildung 18 A, 1V:1 und 1V:1) sowie bei der Mutter (Abbildung 18 A, 111:2) nachgewiesen
werden. Die phanotypisch gesunden Familienmitglieder — Vater und drittes Geschwisterkind
(Abbildung 18 A, llI:1 und 1V:3) — wiesen keine Mutation auf. Entsprechend des hypothetischen
Vererbungsmodells lag eine reduzierte Penetranz vor, d.h. die Mutter zeigte dieselben
Mutationen wie die betroffenen Indexpatienten ohne eine phé&notypische Auspragung der
Erkrankung.

In Cl50rf62 konnte eine bisher unbekannte heterozygote Missense-Mutation (c.335C>G
(p-Ser112Trp)) nachgewiesen werden (Abbildung 18 A, B), die nach Polyphen-2 als possibly
damaging eingestuft wird. In TNKS1BP1 konnte eine seltene (EXAC-AF < 3x10°, 2/66708
Individuen) heterozygote Missense-Mutation (¢.4198G>A (p.Gly1400Arg)), nach Polyphen-2 als
probably damaging eingestuft, nachgewiesen werden (Abbildung 18 A, C). Eine bisher
unbekannte heterozygote Stop-Mutation (c.757G>T (p.Glu253*)) konnte in PRF1 detektiert
werden (Abbildung 18 A, D), welche auf Proteinlevel nach ELM-Datenbank (Eukaryotic Linear
Motif [261], siehe 2.1.3.2) eine Trunkierung der Halfte des Proteins bewirken wirde.
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Abbildung 18 Ubersicht der in Familie 5 mittels Sanger-Sequenzierung nachgewiesenen Mutationen in C150rf62
(NM_001130448.2), TNKS1BP1 (NM_033396.2) und PRF1 (NM 005041.4). A: Stammbaum der analysierten
Familie 5 (siehe 2.1.1.1, Tabelle 2) mit Genotypen der Mutation in C150rf62 (c.335C>G), TNKS1BP1 (c.4198G>A)
und PRF1 (c.757G>T) unterhalb der jeweils analysierten Familienmitglieder. Eine schwarze Fillung symbolisiert
einen Indexpatienten mit HLHS (durchgestrichenes Symbol = verstorben), wahrend eine weie Fillung fir nicht
betroffene Familienmitglieder steht. Der gesunde Vater (Ill:1, HLHS_130_Vater) und das gesunde Geschwisterkind
(IV:3, HLHS_130_Bruder) wiesen keine Mutationen auf. Die phanotypisch gesunde Mutter (Ill:2, HLHS_130_Mutter)
sowie die Geschwister mit HLHS, Indexpatient-2 (IV:1, HLHS_130 Index-2) und Indexpatient-1 (IV:2,
HLHS_130_Index-1), zeigten jeweils eine heterozygote Auspragung der Mutationen in C150rf62 (c.335C>G),
TNKS1BP1 (c.4198G>A) und PRF1 (c.757G>T). Der Pfeil an IIl:6 signalisiert das autosomal dominante
Vererbungsmodell reduzierter Penetranz Uber friilhere Generationen miutterlicherseits, in denen Totgeburten (Kreuz-
Darstellung der Stammbaum-Symbole) bei II:5 und IlI:3 auftraten. B: Elektropherogramm der Mutation in C150rf62
(c.335C>G (p.Serl12Trp)) und C: Elektropherogramm der Mutation in TNKS1BP1 (c.4198G>A (p.Gly1400Arg)).
D: Elektropherogramm der Mutation in PRF1 (c.757G>T (p.Glu253*)). Die Mutationen in Abbildung B, C und D sind
beispielhaft anhand der DNA-Probe HLHS_ 130_Index-1 (IV:2) dargestellt und durch Pfeile markiert. Oberhalb des
Elektropherogramms ist jeweils die Sequenz des Vorwarts-Primers (VP) und des Ruickwarts-Primers (RP) dargestellt.
Rote Buchstaben stellen die mutierte Base dar, unterstrichene Buchstaben die mutierte Kodonsequenz der
Aminoséauren.

@/ V:3

C150rf62 ¢.335C>G C150rf62 ¢.335C>G \ |
TNKS1BP1 c.4198G>A TNKS1BP1 c.4198G>A |
PRF1 ¢ .757G>T PRF1¢.757G>T \f

Zusammenfassend konnten bisher unbekannte bzw. seltene Missense-Mutationen, als possibly
bzw. probably damaging eingestuft, in C150rf62 und TNKS1BP1 und eine bisher unbekannte
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Stop-Mutation in PRF1 nach autosomal dominantem Vererbungsmodell mit reduzierter
Penetranz als potenziell krankheitsrelevante Genvarianten in einer Familie mit zwei HLHS-

Fallen nachgewiesen werden.

3.1.2.3 SNP-Analyse eines nicht-syndromalen HLHS-Falls im familiaren
Kontext

Kopienzahlvariationen (CNVs) liegen als ursachliche pathogene Variationen bei ca. 3 — 10 % der
nicht-syndromalen CHD-Félle zugrunde [87, 91, 93]. Nach Hitz et al. (2012) [89] konnten
vererbte, sowie de novo CNVs in Assoziation zu linksseitigen (LS)-CHDs, zu denen auch das
HLHS z&hlt, nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde daher mittels Genome-Wide Human
SNP Array 6.0 (SNP-Array, siehe 2.2.1.8) eine Analyse einer Familie mit einem nicht-
syndromalen HLHS-Fall durchgefiihrt, um krankheitsassoziierte CNVs identifizieren zu kénnen.

Die Familie 6 (siehe 2.1.1, Tabelle 2) mit einem nicht-syndromalen HLHS-Fall, HLHS_132_Index
(pB-Probe zu HLHS_132), wurde hierzu hinsichtlich de novo CNVs, d.h. CNVs die
ausschlie3lich beim Indexpatienten HLHS 132 Index auftraten, untersucht. Des Weiteren
wurden Kopienzahlverluste- bzw. Zugewinne in bekannten chromosomalen Regionen, die mit
einem human kardialen Phanotyp nach der Studie von Thorsson et al. (2015) [307] assoziiert
sind, mittels ChAS-Software (Affymetrix® Chromosome Analysis Suite Software Version 2.1)

analysiert (Details zu Filterkriterien siehe 2.2.1.8).

Es konnten keine de novo CNVs beim Indexpatienten HLHS 132 Index festgestellt werden.
Kosegregierende CNVs, jeweils beim Indexpatient und Vater vorliegend, umfassten
(1) heterozygote Verluste in 3p12.3 (0,19 Mb), in 10g21.1 (0,29 Mb), in 12p13.31 (0,1 Mb) und in
19p12 (0,11 Mb), wund (2) heterozygote Zugewinne in 16pll.2 (0,28 Mb) wund in
17912 (0,1 Mb) (Tabelle 22). Ein 0,11 Mb-Verlust in 9pll1l.2 lag heterozygot in beiden
Elternteilen und dem Indexpatienten vor. Gene innerhalb der CNV-Region umfassten die
Pseudogene FAM86DP (3p12.3) und ZNF826P (19p12), LOC-Gene (uncharakterisierte nicht-
kodierende RNAS) in 16p11.2, und in 17q12 Gene kodierend fiir Chemokinliganden, sowie das
Gen TBC1D3B (Tabelle 22). Bei allen CNVs handelte es sich um bekannte strukturelle
Varianten, die nach DGV-Datenbank bereits in Kontroll-Individuen einer weltweiten Population

detektiert werden konnten. Lediglich der 0,29 Mb-Verlust in 10g21.1, welcher zuvor in sieben
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Kontroll-Individuen nach DGV-Datenbank detektiert wurde, stellte eine seltene, und damit
potenziell krankheitsassoziierte CNV dar, wahrend alle weiteren CNVs als benign eingestuft
wurden (Tabelle 22: Spalte ,Signif.”).

Tabelle 22 CNVs von Indexpatient HLHS_132_Index der mittels SNP-Array analysierten Familie 6

CHR- T Position CHR GroRe | Genein CNV- DGV Uberlappung Sianif
Bande yp (GRCh37/hg19) [Mb] Region [Anzahl] | CNV [Fall] gnit.
3p12.3 Verlust 3:75427094-75620883 0,19 FAM86DP 39 Vater b
9p11.2 Verlust 9:44727846-44837515 0,11 - 33 Vater, Mutter b
10g21.1 Verlust 10:57369116-57656103 0,29 - 7 Vater p.k.
12p13.31 | Verlust 12:9633857-9735686 0,1 - 25 Vater
LOC283914
. , LOC146481
16p11.2 | Zugewinn | 16:34470703-34746181 0,28 LOC10013070 47 Vater b
0
TBC1D3B
CCL3L3
17912 Zugewinn | 17:34439965-34543331 0,1 CCL3L1 52 Vater b
CCL4L1
CCL4L2
19p12 Verlust 19:20603317-20716377 0,11 ZNF826P 38 Vater b

CHR-Bande: mit CNV uberlappende Chromosomen-Bande; Position CHR (GRCh37/hg19): chromosomale Position
der CNV nach GRCh37/hgl9; GrolRe [Mb]: GréRe CNV in Mb (Megabasenpaare); DGV: Anzahl bekannter Varianten
nach DGV-Datenbank (iberlappend mit detektierteten CNVs; Uberlappung CNV [Fall]; Angabe zur Detektierbarkeit der
CNV in Vater (HLHS_ 132 Vater) bzw. Mutter (HLHS_132_Mutter) des Indexpatienten (siehe 2.1.1, Tabelle 2,
Familie 6); Signif.: Signifikanz (p.k.: potenziell krankheitsassoziiert, b: benign).

Es konnten keine Kopienzahlverluste- bzw. Zugewinne in bekannten chromosomalen Regionen,
die mit einem human kardialem Ph&notyp assoziiert sind [307], detektiert werden. Auch eine
.Lockerung“ der Analyseparameter mit Verringerung der minimalen CNV-Lange auf 50 kbp
ergab keine de novo CNVs, seltene CNVs (mit DGV-Anzahl < 20), noch kardial assoziierte
CNVs bei HLHS_132_Index.

Zusammenfassend konnten mittels SNP-Analyse von HLHS_132_Index im familiaren Kontext
weder de novo CNVs, noch CNVs in Assoziation zu CHD-assoziierten Genen bzw.
chromosomalen Regionen detektiert werden, sodass keine kausalen CNVs nachweisbar waren.
Lediglich eine seltene und damit potenziell krankheitsassoziierte CNV konnte in 10921.1
(0,29 Mb-Verlust) festgestellt werden. Letztere war jedoch auch im phanotypisch gesunden

Vater des Patienten detektierbar.
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3.2 Analysen auf somatischer Ebene

In Anbetracht der Tatsache, dass sich bisher nur 15 - 20 % der CHD-Falle durch genetische
Faktoren in der Keimbahn oder teratogene Einflisse erklaren lassen [47, 66, 69, 77], kbnnten
Ereignisse auf somatischer Ebene (im betroffenen Herzgewebe) ein alternatives genetisches
Modell der Pathogenese von CHDs darstellen. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit
Herzgewebeproben von Patienten mit CHDs, insbesondere des HLHS mithilfe verschiedener
molekulargenetischer, NGS- und Array-basierter Methoden untersucht. Die Ergebnisse zu den
Gesamt-Exom-Analysen, den  epigenetischen  Analysen in Form von  DNA-
Methylierungsanalysen, sowie den Transkriptom-Analysen sind in den folgenden Abschnitten

aufgefihrt.

3.2.1 Genetische Analysen an Herzgewebe von Patienten mit HLHS

Um mogliche pathogene somatische Mutationen im betroffenen Gewebe selbst, hier dem
Herzgewebe, zu analysieren, wurden Gesamt-Exom-Sequenzierungen (WES, siehe 2.2.1.7) an
Herzgewebe von Patienten mit HLHS durchgefihrt. Im folgenden Abschnitt werden die
Ergebnisse der WES-Analyse von IAS-Gewebe von neun Patienten mit HLHS dargestellt
(3.2.1.1). Des Weiteren wurde eine kombinierte Keimbahn- und somatische Analyse in einer
Familie mit HLHS durchgefuhrt, um mdogliche Herzgewebe-spezifische krankheitsrelevante
Mutationen zu detektieren (siehe 3.2.1.2).

3.2.1.1 WES-Analyse an IAS-Gewebe von Patienten mit HLHS identifiziert
56 seltene bzw. bisher unbekannte Loss-Of-Function-Mutationen

Die Ergebnisse zur WES-Analyse an IAS-Gewebe von neun Patienten mit HLHS — HLHS 4,
HLHS 8, HLHS 12, HLHS 13, HLHS_ 15, HLHS 21, HLHS 22, HLHS 35, HLHS 132
(siehe 2.1.1.1, Tabelle 1 Analyse ,E“) — werden in diesem Abschnitt dargestellt. Mit Hilfe dieser
Methode wurde in dieser Arbeit das betroffene Gewebe, das Herzgewebe, hinsichtlich

krankheitsrelevanter Genvarianten analysiert.
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3.2.1.1.1 Qualitatskontrolle und Datenfilterung

Eine primare Qualitatskontrolle, Alignment, und Varianten-Calling der Rohdaten der WES-
Analyse (Details siehe 2.2.1.7) erfolgte mittels Varbank-Pipeline v.2.3 (https://varbank.ccg.uni-
koeln.de/) durch Bioinformatiker des CCG. Dies resultierte in einer mittleren Reads Coverage
der gemappten Sequenzen der neun analysierten HLHS-Falle von 73 Reads. Anschlie3end
erfolgte in dieser Arbeit mithilfe der Filter-Oberflache der Varbank-Pipeline v.2.3 eine weitere
Qualitatskontrolle und Filterung der WES-Daten nach der in Abschnitt 2.2.1.7 dargestellten
Filter-Pipeline (Abbildung 8). Die resultierende Anzahl an Varianten bzw. assoziierten Genen
von jedem Filter-Vorgang ist als Ubersicht in Abbildung 19 dargestellt.

Das Filtern nach Parametern des QC-Filters (Details siehe 2.2.1.7) resultierte in 3156 Varianten
in 2645 Genen in allen neun HLHS-Patienten zusammen betrachtet (Abbildung 19). Um
stringent hinsichtlich seltener Genvarianten zu filtern, wurde mit einer AF<0,01% als
Filterkriterium des AF-Filters gefiltert (siehe 2.2.1.7), was in 908 Varianten in 825 Genen
resultierte (Abbildung 19). Die anschlieRende Filterung nach Mutations-Typ, um proteinstruktur-
verandernde Genvarianten und somit potenziell krankheitsrelevante Mutationen zu selektieren,
ergab 735 seltene funktionelle Varianten in 685 Genen (Abbildung 19).

Abbildung 19 Prozessierung der WES-Daten
WES-Datensatz (nach primarer QC, Mapping und SNP-Calling) von IAS-Gewebe von neun Patienten mit

von 9 HLHS-Patienten HLHS mit resultierender Anzahl an Varianten

bzw. assoziierten Genen von jedem Filter-

?QC-Filter Vorgang. QC-Filter: Qualitatskontroll-Filter;

AF-Filter: Filter nach Allelfrequenz (0,01 %);

| 3156 Varianten in 2645 Genen | Mutationstyp-Filter: Filter nach Varianten, die

die Proteinstruktur beeinflussen (Details siehe

0 AF-Filter \>2248 Varianten 2.2.1.7).

| 908 Varianten in 825 Genen |

Y Mutationstyp-Filter \
[GATK ] [ Mpiteup ][ Dindel ] [ splazersisnPstore | 170 Varianten
\

SNP INDEL

735 Varianten in 685 Genen
667 Missense-Mutationen
28 Frameshift-Mutationen
20 Stop-Mutationen
6 Splice-Site-Mutationen
10 Deletionen
4 Insertionen
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3.2.1.1.2 Datenanalyse

Die nach Qualitatskontrolle und Datenfilterung resultierenden 735 funktionellen Genvarianten in
685 Genen (als HLHS-WES-Datensatz im Folgenden bezeichnet) bestanden, entsprechend der
Varbank-Pipeline v.2.3-Annotation der Mutationskonsequenz, aus 667 Missense-Mutationen,
28 Frameshift-Mutationen, 20 Stop-Mutationen, zwei Start-Loss-Mutationen, sechs Splice-Site-
Mutationen, als auch 10 Deletionen und vier Insertionen, die keine Verschiebung des open
reading frame (ORF) bewirkten (Abbildung 19). In Abbildung 20 sind die mittels WES
detektierten Genvarianten pro Patient als Ubersicht dargestellt. Im Durchschnitt konnte pro
Patient eine Anzahl von 91,2 seltenen bzw. bisher unbekannten Genvarianten detektiert werden.
Bei allen Patienten konnten mindestens zwei Frameshift-Mutationen, die mit einem vorzeitigen
Stopkodon einhergehen, detektiert werden. Mit Ausnahme von HLHS 4 traten bei allen
Patienten mindestends zwei Stop-Mutationen auf. Start-Loss-Mutationen, d.h. Initiatorkodon-
Mutationen, wurden bei den Patienten HLHS 21 und HLHS 22 (monozygote Zwillinge)
detektiert. Splice-Site-Mutationen, sowie inframe-Deletionen (ohne Auswirkung auf den ORF)
konnten bei funf von neun Patienten detektiert werden. Drei Patienten zeigten inframe-
Insertionen. Alle detektierten Mutationen waren heterozygot ausgepragt, mit Ausnahme von
einer hemizygoten Missense-Mutation in ACE2 bei HLHS 4 (siehe Abschnitt 3.3.2). Des
Weiteren konnte eine compound heterozygote Mutation in DOCK1 beim Patienten HLHS 132

detektiert werden. Die Ergebnisse hierzu werden in Abschnitt 3.3.1 aufgeftihrt.

100
90
80

70

| BEEER L

5 ® Missense
® Frameshift

* u Stop
m Start-Loss
u Splice-Site
u Deletion

‘ I Insertion
NN W NN

HLHS 4  HLHS_ 8 HLHS 12 HLHS 13 HLHS_ 15 HLHS_21* HLHS_22* HLHS 35 HLHS_132

Abbildung 20 Ubersicht der mittels WES-Analyse im IAS-Gewebe detektierten Genvarianten pro HLHS-Patient. Auf
der horizontalen Achse sind die Probenbezeichnungen der Patienten aufgefiihrt. Die Proben der monozygoten
Zwillinge sind mit einem Sternchen markiert. Die vertikale Achse stellt die Anzahl der Genvarianten pro Patient dar.
Die parallelen Linien in der vertikalen Achse markieren die Unterbrechung des Achsenintervalls. Farbenzuordnung
der Mutationen (Mutationskonsequenz nach Varbank-Pipeline v.2.3): blau = Missense, rot = Frameshift, grin = Stop,
violett = Start-Loss, turkis = Splice-Site, orange = Deletion, blass-blau = Insertion.
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Im IAS-Gewebeproben der neun Patienten mit HLHS konnten insgesamt 56 seltene bzw. bisher
unbekannte LOF-Mutationen®®, d.h. Mutationen, die zu einem Genprodukt mit verringerter
Funktion oder Funktionsverlust fiihren, detektiert werden (Tabelle 23). Alle LOF-Mutationen
konnten nach visueller Reads-Analyse (siehe 2.2.1.7) als valide eingestuft werden. Der Abgleich
der zuvor nach Varbank-Pipeline v.2.3 annotierten LOF-Mutationen wurden mithilfe der VEP-
Datenbank (Variant Effect Predictor, Ensembl (1000G-rel77)) hinsichtlich der Mutationstyp-
Annotationen abgeglichen. Die Mutationstyp-Annotationen von Stop-, Start-Loss- und
Frameshift-Varianten stimmte mit denen der VEP-Datenbank tberein und wurden daher als
glaubwirdig eingestuft (Tabelle 23). Die nach Varbank-Pipeline v.2.3 annotierten sechs Splice-
Site-Mutationen wurden nach VEP-Annotation in folgende Unterkategorien eingeteilt: drei
Splice-Donor-Varianten (5-Ende des Introns), eine Splice-Akzeptor-Variante (3-Ende des
Introns) und zwei Splice-Region-Varianten, die sich an Position -1 im Exon befanden (Tabelle

23).

Bei den identifizierten LOF-Mutationen im IAS-Gewebe von HLHS-Patienten handelte es sich
hauptsachlich um bisher unbekannte bzw. durch EXAC nicht-annotierte Mutationen (Tabelle 23).
Lediglich sechs der 56 LOF-Mutationen lieRen sich zuvor schon nach EXAC-Datenbank
identifizieren (jeweils AF < 0,01%). Nach pradiktiver Mutationskonsequenz durch Polyphen-2
bzw. Mutation Taster [268] (siehe 2.1.3.2) konnten sieben Mutationen als probably damaging
eingestuft werden (Tabelle 23). Dazu zahlten folgende Mutationen: Stop-Mutationen (IFNA7,
KCND1, LCLAT1, LPXN, TNNC2), eine Splice-Region-Mutation in TDRD3 und eine Splice-
Donor-Mutation in VPS13B.

Oumfasst Frameshift-, Stop-, Start-Loss- und Splice-Site-Mutationen

108



Ergebnisse

Tabelle 23 LOF-Mutationen, die im IAS-Gewebe von neun HLHS-Patienten detektiert wurden

Dissertation Kirstin Hoff

Gen ) Position CHR Mutation (Konsequenz ExAC PPH/ .
kG - (HGNC) N Tl (GRCh37/hg19) Proteinebene) Mo AF pp || et
132 ATP10B | NM_025153.2 chr5:160097475 c.670C>T (p.Q224%) Stop - -
8 C5 NM_001735.2 chr9:123753544 C.2866C>T (p.R956) Stop - -
12| CCDC125 | NM_176816.3 chr5:68616124 C.244C>T (p.Q82%) Stop - - ja
21/22 | DNAH8 | NM_001206927.1 chr6:38854585 ¢.8242C>T (p.R2748") Stop - - ja
12 GALE | NM_001127621.1 chr1:24122747 C.882C>A (p.Y294) Stop -
13 GDPD5 NM_030792.6 chri11:75173864 C.188G>A (p.W63%) Stop - - ja
132 IFNA7 NM_021057.2 chr9:21202105 c.60C>A (p.C20%) Stop - D (M)
c 35 IMPADL | _NM_017813.4 chr8:57905838 ¢.307G>T (p.E103%) Stop - - ja
2 15 KCND1 NM_004979.4 ChrX:48826264 c.415C>T (p.R139%) Stop - D (M)
5 8 LCLATL | NM_ 1825513 chr2:30863141 €.901C>T (p.Q301%) Stop - DM | ja
z 13 LCNLL NM_207510.3 chr9:139879261 C.293G>A (p.W98%) Stop 22x10° | -
IS 35 LPXN NM_004811.2 chr11:58295014 c.1074C>A (p.C358%) Stop 8x10° | D(M) | ja
2 13 LRRIQL | NM_001079910.1 chri2:85450720 C.2149G>T (p.E717%) Stop - -
15 MADD NM_003682.3 chr11:47297586 C.796C>T (p.R266) Stop - PM) | ja
21/22 RADIL NM_018059.4 chr7:4855009 C.2039G>A (p.W680%) Stop - - ja
12 SCYL3 NM_181093.2 chr1:169824956 €.1455C>G (p.Y485%) Stop - - ja
13 SMO NM_005631.4 chr7:128850348 C.1611G>A (p.W537%) Stop - - ja
8 TNNC2 NM_003279.2 chr20:44453152 C.181G>T (p.E61%) Stop - DM | ja
35 USP24 NM_015306.2 chr1:55561046 ¢.6085C>T (p.R2029%) Stop - - ja
132 ZNF418 NM_133460.1 chr19:58438366 c.1183G>T (p.E395%) Stop - - ja
£ g | 21722 ASPG__| NM_001080464.2 chr14:104552108 C.1A>G (p.M1V) Start 6,4x10° | - ja
&S | 2122 | LYPD3 NM_014400.2 chr19:43969722 C.2T>C (p.M1T) Start - B ja
= 8 ADCY10 | NM_018417.4 chr1:167825402 C.2171+1G>C Splice-D - -
g 15 GMFG NM_004877.2 chr19:39819640 ¢.357G>A (p.Lys119Lys) ;‘;’:}'gﬁy’;’ 8x10° | -
= 13 NCAN NM_004386.2 chr19:19335785 C.779-1G>T Splice-A - -
z 8 SNX4 NM_003794.2 chr3:125216184 c.597+1G>A SpliceD__|_1x10° - ja
8 13 TDRD3 | NM_001146070.1 chr13:61018882 €.192G>T (p.K64N) ,\S/If’;g:;']sRé - D
Q.
o [ 2122 | VPSI3B | NM_152564.4 chr8:100519432 C.4224+1G>C Splice-D | 8x10° | D (M)
. 8 ABLIM2 | NM_001130083.1 chra:7986574 c.1724delG(p.G576Afs*21) FS - - ja
£ [ 13 C190rf44 | NM_032207.2 | chr19:16612151-16612152 | c.548_549delAC (p.S185Pfs*2) FS - -
? S _ C.557_568insSAGGCAGAGGC ] ]
% g 13 C210rf59 | NM_021254.2 | chr21:33975571-33975581 (0.01006s26) FS
g2 13 C50rf60 | NM_001142306.1 chr5:179069992 c.558_559insG (p.S188Vis*194) FS - -
12 DNAH3 NM_017539.1 chr16:21151869 C.683_684insA (p.S2291fs*22) FS - - ja
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Typ ID (H%?C) NM-Nummer (g%s(;tr:g?/rﬁz;lg) Mutation (Konsequenz Proteinebene) VEP Ez,l‘\;c P':AH/ verif.
8 FAM65A | NM_001193524.1 | chrl6:67575847-67575853 | c.1200 1206delCAGCCCA (p.P402Sfs*59) | FS ; i ia
15 GEM2 NM_032380.3 Chr5:74043549-74043550 C.575 576delGT (p.C192Ffs*13) FS - -
35 GPD2 | NM_001083112.2 Chr2:157367420 ¢.387delG(p.D1301s*8) FS - - ia
4 H'STéHZA NM_021064.4 chr6:27101213-27101214 ¢.363_364delTG (p.S123Pfs*19) FS - ja
13 IFT88 NM_175605.3 chr13:21212565 ¢.1508delT (p.F504Lfs*17) FS - - ia
132 IRAK2 NM_001570.3 chr3:10206728-10206729 ¢.90 91delGT (p.E30DIs*68) FS i i
2122 | _KLHL8 NM_020803.3 chr4:88084724-88084727 ¢.1807_1810delACTA (p.T603AfS™6) FS - - ia
4 LRIT2 | NM_001017924.2 chr10:85984557 C.424delC (p.L142Sfs*12) FS i i ia
35 MORN3 NM 1738554 | chrl2:122092232-122092233 C.410_411delAC (p.Y137*s) FS i i
c .
% 15 | NOTCH1 NM_017617.3 | chr9:139417629-139417636 C'408—4140'e("sTSClggfgjgjg)GGGCTGAc FS - - a
S [ 4 NUP37 NM_024057.2 chr12:102494851 c.313delA (p.R105Dfs*16) FS - - a
L [2122 | ORIS2Z | NM_001004459.1 | chrl1:57971093-57971094 C.558_559delTC(p.L187Pfs*6) FS - - ia
< [ 2122 | PEPD | NM_001166057.1 chr19:33882302 ¢.859delG (p.V287Wfs*107) FS - -
e PNMAL NM_006029.4 chr14:74180269 C.71delG (p.G25Afs*a) FS - - ia
g1 PSKH?2 NM_033126.1 chr8:87060905-87060908 C.941_945insCCCT (p.D316Pfs44) FS i }
4 | RGOMTD3 | NM 144964.2 chr9:37776372-37776373 c.814_815delTA (p.Y2725fs*12) FS - -
4 RNF207 NM_207396.2 chr1:6279306 C.1744delG (p.G582Efs*29) FS i } a
132 RTN4 NM_207521.1 Chr2:55200971-55200972 C.2843_2844insT (p.Y949L{s*2) FS -
15 | SEC24D NM 0148222 | chr4:119660413-119660416 C.2265_2268delTGGT (p.G756Kfs*11) FS - -
12 | STEAP2 | NM_001040666.1 Chr7:89854672 C.276delT (p.193Yfs*12) FS - - a
2122 | _TMCO2 | NM_001008740.3 chr1:40717197 C.480delT (p.E161Sfs*25) FS - -
8 VNN NM_004666.2 chr6:133013485 c.1065delA (p.V356Ffs*10) FS - -
132 | ZNF561 NM_152289.2 chr19:9721985-9721986 ¢.349_3500elCT (p.C118*s) FS - -
132 | PP oisapa s chr7:16502202 ¢.592delA (p.S198Afs*8) FS | 0,0034 a

ID: HLHS-Probennummer; Position CHR: chromosomale Position der Mutation; VEP: Variant Effect Predictor (VEP) Konsequenz (1000G-rel77); Stop: Stop Variante,
Start: Initiatorkodon Variante; FS: Frameshift Variante; Splice-D: Spice-Donor Variante; Splice-A: Splice-Akzeptor Variante; Splice-R: Splice-Region Variante;
EXAC AF: Allelfrequenz nach ExAC (Version 0.3, Feb. 2015); PPH: Polyphen-2; M: Mutation Taster, D: probably damaging; P: possibly damaging; D (M): probably
damaging nach Mutation Taster; verif.: verifiziert durch Sanger-Sequenzierung; grau schattiert: zusatzlich zu den 56 LOF-Mutation mit AF < 0,01 % wurde SOSTDC1

(AF = 0,34 %) in die Liste mit einbezogen, da dieses Gen nachfolgend in einer integrativen Analyse zu Genom und Transkriptom (siehe 3.3.2) analysiert wurde.

3 Die FS-Mutation in SOSTDC1 mit einer AF > 0,01 % (nicht dem AF-Filter aus Abschnitt 2.2.1.7 entsprechend) wurde in diese Liste mit eingefligt, da SOSTDCL1 in einer integrativen
Analyse zu Genom und Transkriptom (siehe 3.3.2) nach Filterung der WES-Daten mit dem Kriterium AF <5 % in die Analysen einbezogen wurde.
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Analyse der Uberlappung zu bereits in der Literatur bekannten Genen mit

kardiovaskularem Phéanotyp

Der HLHS-WES-Datensatz zu den neun HLHS-Patienten sollte in dieser Analyse hinsichtlich
einer Uberlappung von bekannten Genen, die in Assoziation mit Herzfehlbildungen identifiziert
wurden, untersucht werden. Dazu wurden kardiale Genlisten (als Herz-Genliste bezeichnet), im
Vorfeld erstellt durch Dr. med. Marc-Phillip Hitz [283], verwendet (Details siehe 2.2.1.7). Die
Uberlappung dieser Herz-Genliste mit den 685 Genen des HLHS-WES-Datensatzes ist in
Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24 Ubersicht der Uberlappung der Herz-Genliste mit 685 Genen mit funktionellen Varianten im IAS-Gewebe
von neun HLHS-Patienten

Uberlappung ,,kardialer* Gene mit 685 Genen mit funktionellen Varianten
im IAS-Gewebe von neun HLHS-Patienten

Gene ,,kardialer Phdnotyp Maus* Gene ,,kardialer Phanotyp Human*
17 Gene von 685 Genen 10 Gene von 685 Genen
ADCY10, APP, CNTNAP1, DICER1, DOK?, NAALS, ROR2', ARSB, CREBBP", MLL,
ECE2, FBN2, HAND1, IFT88", NOS1, PAPPA2, NOTCH1, NSD1, OFD1, SURF1, TTN
PLEC, PTCH1, RYR1, RYR3, SLC6A9, SMTN lsyndrom-assoziiert, nicht-syndromal, CM|

unterstrichen = LOF-Mutation, Index 1 = Mutation in diesem Gen verifiziert durch Sanger-Sequenzierung; rot = Gene,
die bei Fallen nicht-syndromaler CHDs identifiziert wurden (Literaturrecherche PubMed-Datenbank); griin = Gene, die
bei Fallen syndrom-assoziierter CHDs identifiziert wurden; blau = Gene, die bei Fallen mit Kardiomyopathie (CM)
identifiziert wurden.

Insgesamt 17 der 685 Gene des HLHS-WES-Datensatzes zeigten eine Uberlappung mit Genen
mit kardiovaskuldarem Phanotyp im Mausmodell nach MGI-Datenbank (Tabelle 24). Zwei
dieser 17 Gene wiesen eine LOF-Mutation auf. Hierzu zéhlten (1) ADCY10 mit einer
heterozygoten Splice-Donor-Mutation bei HLHS_8, wobei Knockout-Mause dieses Gens eine
erhdhte Herzfrequenz zeigten (MGI Ref ID: 103485), und (2) IFT88 mit einer heterozygoten
Frameshift-Mutation bei HLHS 13, welche mittels Sanger-Sequenzierung verifiziert werden
konnte (Tabelle 23). Knockout-Mause wiesen hierbei eine Letalitdit in der frihen
Gestationsphase auf [308]. Mit einer Missense-Mutation in HAND1 (c.122A>G) im IAS-Gewebe
eines HLHS-Patienten war zudem ein TF der Herzentwicklung [309, 310] durch eine funktionelle

Genvariante betroffen.

Zehn der 685 Gene des HLHS-WES-Datensatzes waren mit einem kardiovaskularen
humanen Phanotyp in der Literatur (NCBI PubMed-Datenbank) beschrieben. Da es sich bei
den analysierten HLHS-Patienten in dieser Arbeit um nicht-syndromale CHDs handelte, wird im
Folgenden lediglich auf die Assoziationen in der Literatur bekannter nicht-syndromaler Falle

genauer eingegangen.
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Mutationen in NAA15 und NOTCH1 konnten zuvor schon bei Fallen nicht-syndromaler CHDs
identifiziert werden. NAA15 zeigte bei HLHS 12 und HLHS_ 21/22 heterozygote Missense-
Mutationen (Abbildung 21). Bei HLHS_21/22 konnte eine bisher unbekannte Genvariante
€.945G>C (p.Arg315Ser) und bei HLHS 12 eine seltene (AF =0,00024)
Genvariante c.2350A>G  (p.lle784Val) nachgewiesen werden. In der Studie von
Zaidi et al. (2013) [74] lieBen sich in diesem Gen bei zwei Patienten mit CHDs de novo LOF-
Mutationen identifizieren. In NOTCH1 konnte bei HLHS_15 eine bisher unbekannte komplexe
INDEL-Mutation ¢.408_414delATCGTGCinsGGGGCTGAC (p.Serl137Glyfs*140), d.h. eine
Frameshift-Mutation mit vorzeitigem Stopkodon, detektiert werden. Diese konnte mittels Sanger-
Sequenzierung verifiziert werden (Tabelle 23). Auch in vorherigen Studien konnten NOTCH1-
Mutationen in Zusammenhang mit LS-CHDs, inklusive dem HLHS, nachgewiesen
werden [196, 225, 226].

Mutationen in sechs Genen — ROR2, ARSB, CREBBP, MLL, NSD1 und OFD1 — wurden zuvor
bei Fallen mit syndrom-assoziierten CHDs identifiziert. In SURF1 und TTN konnten zuvor

schon Mutationen bei Fallen mit Kardiomyopathie nachgewiesen werden.

Analyse der Mutationstoleranz identifizierter Gene

Zur weiteren Interpretation und Analyse der WES-Daten wurde das RVIS-Scoring-System
(RVIS: Residual Variation Intolerance Score) nach Petrovski et al. (2013) [264] (Details siehe
2.2.1.7) verwendet. Mehr als ein Drittel der 685 Gene mit funktionellen Genvarianten, die im
IAS-Gewebe der neun HLHS-Patienten detektiert werden konnten, zeigten mit einem
RPS (RVIS-Perzentil-Score) < 25 eine geringe Mutationstoleranz. Letztgenannte Gene wiesen
somit nach RVIS-Scoring-System eine hohe Suszeptibilitdt gegeniber funktionellen Varianten
auf. Innerhalb dieser mutationsintoleranten Genen mit RPS <25 lieRen sich neun Gene
identifizieren, die in 2—3 der 9 analysierten HLHS-Patienten funktionelle Genvarianten
aufwiesen. In diesen Genen mit geringer Mutationstoleranz konnten somit in mehr als einem
HLHS-Patienten Mutationen detektiert werden und eine Ubersicht der identifizierten

Genvarianten ist in Abbildung 21 aufgefuhrt.
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Gen | oo [ HLHS_4 | HLHS8 | HLHS 12 | HLHS 13 | HLHS_15 | HLHS_21* | HLHS_22* | HLHS 35 | HLHS_132
(HGNC) Typ |PPH| Typ |PPH| Typ |PPH| Typ | PPH | Typ |PPH | Typ |PPH | Typ |PPH | Typ | PPH | Typ | PPH

ANKRD11| 0,62 B

EP400 | 1,01 B - -
NAA15 | 9,72 B D D
NCAN | 6,15 B - D D
PTCH1 | 12.43 - B

RYR1 | 0,03 = = D
SMURF2 | 15,8 D

D
USP24 1,23 - P
ZNF318 | 0.69 | B | B
Farblegende: PPH-Legende:
Missense B benign
Stop P possibly damaging
Splice-Akzeptor D probably damaging
Gen mit kardiovaskularem - | kein PPH-Wert annotiert
Phéanotyp im Mausmodell

Abbildung 21 Ubersicht der Gene mit einem RPS < 25 (RVIS-Perzentil-Score nach Petrovski et al. (2013) [264]) mit
funktionellen Genvarianten, die im IAS-Gewebe von mindestens zwei Patienten mit HLHS detektiert werden konnten.
Links sind die Gennamen (nach HGNC) und der jeweilige RPS-Wert (Werte zwischen 0 und 100, mit Werten nahe 0
= Gen mit geringer Mutationstoleranz) aufgefiihrt. Gelb hinterlegte Gene stellen Gene mit kardiovaskularem Phanotyp
im Mausmodell nach MGI-Datenbank dar. Pro Patienten (obere Zeile der Tabelle) sind jeweils der Mutationstyp (Typ)
als Farbcode (siehe Farblegende) und der annotierte Polyphen-2-Wert (sieche PPH-Legende) pro Gen aufgefiihrt. Die
Zwillingsproben (*) wiesen jeweils dieselben Mutationen auf und wurden daher in dieser Analyse als ein
,=Zusammengefasster” Patient betrachtet.

Drei der Gene mit Mutationen in zwei oder mehr HLHS-Patienten aus Abbildung 21 — NAA15,
PTCH1 und RYR1 - zeigten einen kardiovaskuldaren Phanotyp nach MGI-Datenbank im
Mausmodell. NAA15, war zusatzlich auch mit einem humanen kardialen Phanotyp
assoziiert ([74] s.0.). Als probably damaging sind Mutationen in funf der neun Gene nach
Polyphen-2 kategorisiert (Abbildung 21). In NCAN und USP24 konnte jeweils, zuséatzlich zu
einer Missense-Mutation, eine LOF-Mutation detektiert werden (Abbildung 21 und Tabelle 23

(Stop-Mutation in USP24 wurde mittels Sanger-Sequenzierung verifiziert)).

Eine Analyse der RPS-Verteilung der 685 Gene des HLHS-WES-Datensatzes im Kontext mit
RPS-Werten aller humanen Gene und bekannter Gene mit kardiovaskularem Phanotyp
(Herz-Genliste) ist in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22 Verteilung des RVIS-Perzentil-Scores (RPS; nach Petrovski et al. (2013) [264]) der 685 Gene mit
funktionellen Varianten des HLHS-WES-Datensatzes im Kontext mit RPS-Werten aller humanen Gene und bekannter
Gene mit kardiovaskuldrem Phénotyp (aus Herz-Genliste). Die RPS-Werte sind auf der vertikalen Achse dargestellt.
Die Boxplots zu den einzelnen Gengruppen sind auf der horizontalen Achse dargestellt. Oberhalb der Boxplots ist die
Anzahl (N) der Gene mit annotierten RVIS-Scores pro Gengruppe aufgefiihrt. Farbdarstellung Boxplots: grau = alle
humanen Gene, blau = Gene ohne kardiovaskuldarem Phéanotyp im Mausmodell (Daten aus MGI-Datenbank),
rot = Gene mit kardiovaskularem Phanotyp im Mausmodell (Daten aus MGI-Datenbank), griin = Gene mit
kardiovaskularem humanen Phanotyp (Daten aus NCBI PubMed-Datenbank), gelb = Gene mit funktionellen Varianten
im HLHS-WES-Datensatz, tirkis = Gene mit kardiovaskularem Maus-Phanotyp aus dem HLHS-WES-Datensatz,
orange = Gene mit kardiovaskuldrem humanen Phéanotyp aus dem HLHS-WES-Datensatz. Unterhalb der Abbildung
ist der p-Wert des Wilcoxon Signed-Rank Tests der jeweiligen Vergleiche einzelner Gengruppen dargestellt.

Verglichen mit RPS-Werten aller humaner Gene zeigten Gene ohne kardiovaskularem Phanotyp
im Mausmodell keinen signifikanten Unterschied (p = 0,845) im Wilcoxon Signed-Rank Test
(Abbildung 22). Dagegen wiesen Gene der Herz-Genliste, d.h. Gene mit kardiovaskularem
Phanotyp im Mausmodell (p < 8x10™%) und Gene mit kardiovaskuldrem humanen Phé&notyp
(p < 2,2x107), signifikant geringere RPS-Werte als die Gesamtheit aller humaner Gene. Mit
einem mittleren RPS-Median von 31,1 zeigten letztere kardiale Gengruppen eine geringe
Mutationstoleranz auf (Abbildung 22). Gene mit funktionellen Varianten bei HLHS-Patienten
(HLHS-WES-Datensatz) (p = 0,169)
mutationsintoleranter Gene. Betrachtete man jedoch Gene mit einem kardialen Phé&notyp
innerhalb des HLHS-WES-Datensatzes (Tabelle 24) die 17 Gene mit kardiovaskularem

zeigten keine signifikante Anreicherung

Phéanotyp im Mausmodell (p = 0,046) und die 10 Gene mit kardiovaskularem humanen Phanotyp
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(p =0,027), so zeigten diese eine signifikante Anreicherung von Genen mit geringer Toleranz
gegenuber funktionellen Varianten (RPS-Median < 20) Abbildung 22).

Eine Anreicherungsanalyse mittels WebGestalt-Tool ergab beim HLHS-WES-Datensatz keine
signifikante Anreicherung bei einem Signifikanzlevel von p < 0,001 in der Gene Onotology (GO)

Analyse.

Eine Netzwerkanalyse mittels STRING-Software (Details siehe 2.2.5.3), die Protein-Protein-
Interaktions-Netzwerke darstellt, wurde anhand der 685 Gene durchgefihrt. In Abbildung 23
sind ausschlieBlich die Netzwerke dargestellt, die aus mehr als funf Interaktionspartnern
bestanden. Hierbei lagen folgende Interaktionsnetzwerke vor: (1) Interaktionsnetzwerk aus
Entwicklungsprozess-assoziierten Genprodukten, die in Notch- (NOTCH1) und Wnt- (CTNNB1)
Signalwegen sowie in der transkriptionellen Regulation (wie NCOR2, CREBBP, MED13L,
MED1, NR5A2) involviert sind, und (2) ein Interaktionsnetzwerk von Proteinen, die in der post-
transkriptionellen Regulation eine Rolle spielen, wie der Pra&-mRNA-Prozessierung (SNRPB,
SRRM1, SRRM2, PRPF6) sowie dem nukleozytoplasmatischen RNA-Transport (HNRNPUL1,
NXF1, NUP37, NUP88).
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Abbildung 23 Netzwerkanalyse der Protein-Protein-Interaktionen nach STRING-Software von 685 Genen mit
funktionellen Genvarianten im IAS-Gewebe von neun HLHS-Patienten durchgefiihrt. Es sind ausschlieBlich
Netzwerke dargestellt, die aus mehr als finf Interaktionspartnern bestehen (Netzwerk 1 und 2). Farbcode Protein-
Interaktionen: rot = Inhibition, blau = Protein-Bindung, rosa = post-translationale Modifikation, schwarz = gemeinsame
Beteiligung der Proteine in Reaktionen.
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3.2.1.1.3 Verifizierung

Zur Verifizierung wurden 30 der 56 LOF-Mutationen und 22 der 667 Missense-Mutation mittels
Sanger-Sequenzierung (siehe 2.2.1.6, Primer siehe Abschnitt 8 Tabelle 31) resequenziert. In
Tabelle 25 ist eine Ubersicht der Anzahl verifizierter Mutationen pro Mutationstyp dargestellt. Die
jeweils verifizierten Mutationen sind auch in Tabelle 23 aufgefuhrt. Es konnten alle
resequenzierten Mutationen (insgesamt 52 Mutationen) verifiziert werden. Der nach Angaben
aus Abschnitt 2.2.1.7 gefilterte HLHS-WES-Datensatz konnte somit als valide eingestuft werden.
Bei den Fallen HLHS_4, HLHS 21, HLHS_ 22 und HLHS_132 lag zusatzlich zur DNA aus IAS-
Gewebe auch DNA aus pB-Proben der Indexpatienten sowie deren Eltern vor. Im Zuge der
Resequenzierung wurden diese Proben verwendet, um mogliche de novo bzw. somatische (IAS-
spezifische) Mutationen identifizieren zu kdénnen. Jede der bisher analysierten Varianten war
jedoch auch im Keimbahnmaterial des Indexpatienten detektierbar und somit nicht somatisch.
Die Varianten lagen jeweils heterozygot bei Mutter oder Vater vor, sodass keine de novo
Mutationen bei den bisher analysierten Eltern-Indexpatient-Trios vorlagen.

Tabelle 25 Ubersicht der Anzahl der mittels Sanger-Sequenzierung verifizierter Mutationen aus der WES von |AS-
DNA von neun Patienten mit HLHS

Mutationstyp

Anzahl Mutationen

Anzahl verifiziert/Anzahl resequenziert

Stop 20 12/12
Start-Loss 2 2/2
Splice-Site 1/1
Frameshift 29 15/15
Missense 667 22/22

Mutationstyp: nach Annotation durch Varbank-Pipeline v.2.3; Anzahl Mutationen: Anzahl Mutationen des jeweiigen
Mutationstyp innerhalb der gefilterten 735 Varianten (inklusive SOSTDC1: 736 Vaianten); Anzahl verifiziert/Anzahl
resequenziert: Anzahl verifizierbarer Mutationen pro resequenzierter Mutation mittels Sanger-Sequenzierung

Zusammenfassend konnten mittels WES-Analyse im IAS-Gewebe von neun Patienten mit HLHS
insgesamt 685 Gene mit potenziell krankheitsrelevanten Genvarianten detektiert werden. 50 der
56 identifizierten LOF-Mutationen stellten bisher unbekannte neue Genvarianten dar. Mehr als
ein Drittel der 685 Gene zeigten eine geringe Mutationstoleranz (RPS < 25). 17/685 Gene waren
mit einem kardiovaskuldren Phénotyp im Mausmodell assoziiert und 10/685 Gene waren bereits

zuvor bei Féallen mit kardiovaskularen Erkrankungen identifiziert worden.
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3.2.1.2 Kombinierte Keimbahn- und somatische Analyse in einer Familie mit
HLHS identifiziert ANKRD11 und BHLHA15 mit potenziellen
herzgewebespezifischen Mutationen

Bisher liegen nur wenige Studien zu somatischen Mutationen bei Patienten mit kardialen
Defekten vor, deren Kausalitat bisher noch ungeklart ist. Um daher mogliche somatische
Mutationen zu analysieren, wurden WES-Daten von Keimbahn- und IAS-Gewebe des HLHS-
Falls HLHS_ 4, sowie dessen Eltern (Familie_4, siehe 2.1.1 Tabelle 2 bzw. 2.2.1.7 Tabelle 13),
hinsichtlich IAS-spezifischer Mutationen analysiert.

3.2.1.2.1 Qualitatskontrolle und Datenfilterung hinsichtlich 1AS-spezifischer
Mutationen

Die Filterung hinsichtlich 1AS-spezifischer Genvarianten (Details siehe 2.2.1.7) der WES-
Rohdaten der IAS-Probe des HLHS-Falls HLHS 4 und der pB-Proben des entsprechenden
Eltern-Index-Trios ¥ (Familie_4, siehe 2.2.1.7 (Tabelle 13)) resultierte in 11 heterozygoten
Genvarianten, die nach Varbank-Filteroberflache ausschlieRRlich im I1AS-Gewebe des HLHS-
Patienten detektiert werden konnten (siehe Abschnitt 8 Tabelle 38). Nach visueller Analyse der
Reads Coverage (siehe 2.2.1.7) zeigten sieben Varianten zusatzlich zur Mutation im
Herzgewebe, auch in der Keimbahn des Patienten und/oder eines Elternteils die Mutation,
sodass diese ausgeschlossen wurden. Vier der 11 Varianten wiesen bei Analyse der Keimbahn-
Proben eine zu geringe bzw. keine Coverage, sodass keine Aussage getroffen werden konnte
(siehe Abschnitt 8 Tabelle 38). Zudem konnten generell Unterschiede in der Reads Coverage
der Exom-Daten von Herzgewebe-Proben, die mittels SeqCap EZ Human Exome Library v2.0
Enrichment-Kit (Roche NimbleGen) und Keimbahn-Proben, die mittels Agilent SureSelect
Human All Exon 50MB Kit (Agilent Technologies) prozessiert wurden, detektiert werden. Die
analysierten chromosomalen Positionen der 11 Varianten zeigten tendenziell bei Daten, die auf
dem ,Agilent“- Enrichment-Kit basierten, eine geringere Coverage als bei Daten, die auf dem

,NimbleGen*“-Enrichment-Kit basierten.

Als putativ somatische Mutationen, die ausschlie3lich das Herzgewebe betrafen, konnten final je
eine Missense-Mutation ¢.6464C>A (p.P2155H) in ANKRD11l (NM_013275.5) sowie eine

3 WES-Rohdaten stammen von einer anderen Sequenzierungsplattform mittels Agilent SureSelect Human All Exon 50MB Kit (siehe
2.2.1.7 Tabelle 13)
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Missense-Mutation ¢.6G>T (p.K2N) in BHLHA15 (NM_177455.3) identifiziert werden. Beide
Mutationen wurden als possibly damaging durch Polyphen-2 eingestuft und nach EXAC-
Datenbank als bisher unbekannt annotiert (Abbildung 24 C).

3.2.1.2.2 Verifizierung identifizierter somatischer Mutationen der WES-Analyse
mithilfe der Sanger-Sequenzierung

Um diese potenziell somatischen Mutationen zu verifizeren, wurde eine Sanger-Sequenzierung
(siehe 2.2.1.6) der IAS-Probe des HLHS-Falls HLHS_4 und der pB-Proben des entsprechenden
Eltern-Index-Trios (Familie_4, siehe 2.2.1.7 (Tabelle 13)) durchgefuihrt (Abbildung 24). Die
Sanger-Sequnezierungs-Analyse bestatigte, dass die Mutationen in ANKRD11 und in BHLHA15
nicht in der Keimbahn, d.h. in den pB-Proben von Indexpatient und Eltern, auftraten (siehe
Abbildung 24). Die zuvor mittels WES-Methode im |IAS-Gewebe des Patienten HLHS 4
detektierten Mutationen lieRen sich jedoch nicht mithilfe der Sanger-Sequenzierungstechnologie
resequenzieren. Auch unter Verwendung mehrerer unterschiedlicher Primerpaare
(siehe Abschnitt 8 Tabelle 31) war eine Detektion dieser Mutationen mittels Sanger-

Sequenzierung nicht moglich.
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A ANKRD11 c¢.6464C>A (p.P2155H) B BHLHA15 ¢.6G>T (p.K2N)
GAACCCGTG CACGGGTT C TGAAGACCA GGTCTTCAT
G | LR T Y TR TR TR T F
IAS i : i ¥ IAS -
HLHS_4 1 & i N HLHS_4 i \1/
(Index) ! (, (Index) H \l/
| H
“““ LR T raave "¢ £ I
B : pB
HLHSp4 Index \L HLHS_4_Index ‘l/
RemE ] V1 112 13303 lé
|
pB | A pB a4l
HLHS_4_Mutter \l/ ) HLHS_4_Mutter \l/ \l/
| l;
e el (33231 T sye .s s = o= =
: i LI
pB U , PB
HLHS_4_Vater f HLHS_4_Vater \L \1,
pB \l/ ' ¢ pB \1/
Normalkontrolle ” Normalkontrolle
VP RP VP RP
Cc
Index IAS Index pB Mutter pB Vater pB kNOTaIII-
Gen Mutation Position CHR PPH | ExAC onfrolle
HGNC |(Konsequenz)|(GRCh37/hg19) MAF cviva Mut. Mut. |MAF cvlva Mut. Mut. |MAF cvlva Mut. Mut. |MAF cvlva Mut. Mut. Mut.
[%] WES | Sanger| [%] WES |Sanger| [%] WES |Sanger| [%] WES |Sanger| Sanger
ANKRD11 Z:pegzef‘sc‘;:) 16:89346486  p.d. 43 7 ok ja nein 0 12 ok nein nein 0 10 ok nein nein 0 18 ok nein nein nein
BHLHA15 (cpsfzj\:; 7:97841627 p.d. 43 7 ok ja nein 0 3 | nein nein 0 1 | nein nein 0 6 ok nein nein nein
Abbildung 24 Untersuchung von somatischen (IAS-spezifischen) Mutationen bei dem Patienten HLHS 4 im

familidren Kontext. In Abbildung A ist die Mutation in ANKRD11 (c.6464C>A (p.P2155H)) und in Abbildung B die
Mutation in BHLHA15 (c.6G>T (p.K2N)) dargestellt. Jeweils links sind die Reads der WES-Analyse als Screenshot
der Varbank-Pipeline v.2.3 der einzelnen Proben (links beschriftet) dargestellt, mit der jeweiligen Position der Mutation
in rot oberhalb der Reads markiert. In Gro3buchstaben sind Vorwarts-Sequenzen und in Kleinbuchstaben
Ruckwartssequenzen dargestellt (nur schematisch zu erkennen). Da diese Screenshots der Reads Coverage in ihrer
kleinen Darstellung lediglich einer schematischen Ubersicht dienen, sind in der Tabelle (C) die Anzahl der Reads (CV)
sowie die visuelle Reads-Analyse (VA) pro Probe aufgefuhrt. In den jeweiligen pB-Proben waren die Genvarianten
jeweils in der visuellen Reads-Analyse (Screenshots) nicht detektierbar, sodass von IAS-Gewebespezifischen
Varianten ausgegangen wurde. In A und B sind pro Probe die Elektropherogramme der Sanger-Sequenzierungen mit
jeweils der Sequenz entsprechend des Vorwarts-Primers (VP) und Rickwaérts-Primers (RP) dargestellt. Mit den
Pfeilen sind die theoretischen Positionen der Mutationen darin markiert. Rote Buchstaben stellen die mutierte Base
dar, unterstrichene Buchstaben die mutierte Kodonsequenz der Aminoséauren. Zuséatzlich wurden die Mutationen in
einer unabhangigen DNA-Normalkontrolle analysiert. C: Ergebnistabelle der WES-Analyse und Sanger-
Sequenzierung. PPH: Polyphen-2, p.d. = probably damaging, EXAC: AF nach EXAC (Version 0.3, Feb. 2015).
MAF: mutierte Allelfrequenz; CV: Reads Coverage (Anzahl Reads); VA: Visuelle Reads-Analyse; Mut. WES: Mutation
in WES-Analyse vorhanden?; Mut. Sanger: Mutation in Sanger-Sequenzierung vorhanden?; ja = Mutation detektiert;
nein = Mutation nicht detektiert; ok = mehr als 6 Reads; sowohl Vorwérts- und Rickwarts-Sequenzen vorhanden;
| =weniger als 6 Reads.

Die WES-Methode lie3 somit zwar auf das mdgliche Vorhandensein von somatischen, nur im
in ANKRD11 und BHLHA15 schlieRen, deren

Detektion mittels Sanger-Sequenzierungstechnologie war bisher jedoch nicht mdglich.

Herzgewebe vorkommenden, Mutationen
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3.2.2 DNA-Methylierungsanalysen an Herzgewebe von Patienten mit

verschiedenen kongenitalen Herzfehlbildungen

Die DNA-Methylierung konnte bisher mit verschiedenen Erkrankungen, wie Krebs [311, 312],
Diabetes [313,. 314], oder psychische Erkrankungen [315, 316] assoziiert werden. Zur DNA-
Methylierung bei Patienten mit Herzerkrankungen liegen nur wenige Studien vor (siehe 1.4.2),
wobei jedoch hauptsachlich adulte Herzgewebeproben analysiert wurden [177, 178]. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher die DNA-Methylierungsmuster von Kindern mit CHDs,
insbesondere des HLHS, untersucht, um mdogliche Aberrationen in der DNA-Methylierung zu

identifizeren.

Herzgewebeproben von Patienten mit CHDs, speziell des HLHS, wurde in dieser Arbeit mittels
Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array (lllumina; 450K-Array abgekirzt) hinsichtlich
des Methylierungsstatus von 485577 Loci analysiert. Hierbei wurden sechs Teilprojekte
durchgefiihrt, in denen unterschiedliche Fragestellungen im Zuge der Analyse verschiedener
Herzgewebe-Proben bearbeitet wurden. In Tabelle 26 sind die Teilprojekte, statistischen
Analysen und pro Teilprojekt analysierte Herzgewebe-Proben kurz zusammengefasst.

Tabelle 26 Ubersicht der DNA-Methylierungsanalysen mittels 450K-Array der verschiedenen Teilprojekte P1 — P5 mit
Fragestellung und eingeschlossenen Herzgewebeproben (Diagnose Patientenproben und Herzgewebetyp) pro

Teilprojekt

Teilprojekt-Nummer HERYSIEbEARISEEY
und Teilprojekt-Name Fragestellung pro Teilprojekt eingeschlossene Top
Diagnosen
Liegt eine differenzielle DNA-Methylierung im HLHS. TA. PAt
P1: HLHS-RF-Analyse Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu PAt’& V’SD ' IAS
Rechtsherzfehlbildungen als Kontrollkohorte vor?
AVSD, DCM, IAS, LA. RA,
P2: Herz-Mapping- Lassen sich verschiedene Herzregionen durch ein HLHS, HLHS- LV, RV, MV,
Analyse differenzielles DNA-Methylierungsprofil unterscheiden? TGA, LV-An, PAL, TV, PA,
’ PAt & VSD, TA, Aorta, AoV,
normal fetales HG
. . . . . AVSD, DCM,
P3: Atrium-Ventrikel- | Unterseheiden sich Atrum- und ventrikelgeweoe in HLHS, HLHS- | IAS, LA. RA,
Analyse diffe%enzielgll methyliert? TGA, LV-An, PAL, LV, RV
yhert: PAt & VSD, TA
Liegt eine differenzielle DNA-Methylierung in IAS, LA, RA,
P4: Muskel-Gefaf3- Herzmuskelgewebe im Vergleich zu Gefal3strukturen DCM LV, MV, TV,
Analyse vor? Welche Gen-Pathways zeigen eine differenzielle PA, Aorta,
DNA-Methylierung? AoV
. ) ) Welche Gene liegen im Herzgewebe von HLHS-
P5: I:\Ir_llglssléetal Patienten im Vergleich zu gesundem fetalem HLHS, normal IAS,Ff|((93tales
Y Herzkontrollgewebe differenziell methyliert vor?

Detaillierte Angaben zu dem Herzgewebeproben-Typ und eingeschlossenen Diagnosen sind im Abschnitt 2.1.1.1
(Abbildung 5) zu finden; normal: keine Herzerkrankung; HG: Herzgewebe
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Qualitatskontrolle

Insgesamt wurden 78 DNA-Proben prozessiert und ausgewertet. Fir jedes der Teilprojekte
erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine Qualitdtskontrolle, Normalisierung, Filterung der Daten
und statistische Analyse nach Angaben aus Abschnitt 2.2.2.2.1. Keine der insgesamt
78 Hybridisierungen® zeigte eine LCR (Loci Call Rate) <98 % (Tabelle 27), sodass nach
diesem Ausschlusskriterium keine Proben exkludiert werden mussten. Der LCR-Median uber
alle Analysen gesehen betrug 99,96 %. Zur Qualitatskontrolle der Bisulfit-Konversion
wurden die Quality Control Bar Plots der RnBeads-Analyse (Details siehe 2.2.2.2.1 und
2.2.5.1.1) dberpruft. In Abbildung 25 ist ein Quality Control Bar Plot der BSK-Sonde
,BS Conversion | U2% einer unkonvertierten BSK-Sonde, dargestellt. Hierbei ist zu erkennen,
dass die Probe HLHS_ 157 eine hohe Fluoreszenzsignalintensitat (> 2000 FE) und somit eine
Hybridisierung an die unkonvertierte BSK-Sonde aufwies. Somit lag eine unvollstandige Bisulfit-
Konversion dieser Probe vor. Die Probe HLHS 157 wurde daher aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen (Tabelle 27). Die restlichen Proben des in Abbildung 25 dargestellten
Teilprojekts P1 (HLHS-RF-Analyse) zeigten Fluoreszenzsignalintensitidten im Bereich des
erwarteten Hintergrundsignals (> 200 FE) und lieBen daher auf eine effiziente Bisulfit-
Konversion schlieRen. Alle weiteren Teilprojekte (P 2 — P 5) ergaben keinen Probenausschluss

aufgrund einer ineffizienten Bisulfit-Konversion.

BISULFITE CONVERSION |.4: BS Conversion | U2

Fluoreszenzsignalintensitat [FE]

Proben HLHS-RF_Analyse

Abbildung 25 Quality Control Bar Plot-Darstellung der RnBeads-Analyse zur Qualitatskontrolle der Bisulfit-
Konversionseffizienz. Die Abbildung stellt den Quality Control Bar Plot (generiert durch Anwendung von RnBeads
(Details siehe 2.2.2.2.1 und 2.2.5.1.1)) des Teilprojekts P1 (HLHS-RF-Analyse) beispielhaft von einer Bisulfit-
Konversionskontrollsonde (BSK-Sonde) des Infinium I-Assays dar. Auf der y-Achse ist die Fluoreszenzsignalintensitat
in FE dargestellt und auf der x-Achse die jeweiligen analysierten Proben des Teilprojekts P1. Bei effizienter Bisulfit-
Konversion der analysierten Proben des Teilprojekts P1 wurden bei der hier dargestellten ,unkonvertiert“-BSK-Sonde
,BS Conversion | U2 Fluoreszenzsignalintensitdten entsprechend eines Hintergrundsignals (< 200 FE) erwartet. Die
Probe HLHS 157 zeigte eine Fluoreszenzsignalintensitat > 2000 FE, wahrend die restlichen Proben geringe
Signalintensitaten im Bereich des erwarteten Hintergrundsignals (< 200 FE) zeigten. Die Probe HLHS_ 157 wurde
daher aus der Analyse ausgeschlossen.

B Proben, die auf dem 450K-Array hybridisiert wurden
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Eine weitere Qualitatskontrolle beinhaltete die Analyse der Korrelationsmatrices (Details
siehe 2.2.2.2.1 und 2.2.4). In den jeweiligen Analysen der Teilprojekte wurden insgesamt vier
der 78 Hybridisierungen anhand der Analyse der CpG-Gesamtkorrelation ausgeschlossen. Die
Ergebnisse der CpG-Gesamtkorrelationen werden in den einzelnen Teilprojekten naher
beschrieben. Die SNP-Korrelation (Abbildung 26) ergab, wie erwartet, eine geringe Korrelation
zwischen unterschiedlichen Individuen (blaue bis griinliche Farbung), und eine hohe Korrelation
bei Gewebeproben bzw. biologischen Replikaten desselben Individuums  mit
Korrelationskoeffizienten von r > 0,999. Die IAS-Gewebeproben der monozygoten Zwillinge
HLHS_22 und HLHS_21 (Nr. 46/47 in Abbildung 26) ergaben hohe Korrelationskoeffizienten von
r>0,9994. Die Analyse der SNP-Korrelation ergab keinen Probenausschluss. Die
Regressionsanalyse von technischen Duplikaten der Proben F_FetalHerz und M_Fetalherz
sowie von biologischen Replikaten aus LV-, RV-, LA- und RA-Gewebe der Patientenproben
HLHS-TGA 117 und Lvan_126 ergab jeweils eine hohe Korrelation der DNA-
Methylierungswerte mit R? >0,99 (siehe Abschnitt 4.1.3.2 Abbildung 58).

Der Datensatz der 485577 Loci des 450K-Arrays wurde im Anschluss an die Qualitatskontrolle
mittels RnBeads R-Package normalisiert und die CpG-Loci nach Filterkriterien, wie in Abschnitt
2.2.2.2.1 beschrieben, gefiltert. In Tabelle 27 ist pro Teilprojekt eine Zusammenfassung der
Anzahl ausgeschlossener Hybridisierungen und ausgeschlossener CpG-Loci
(durchschnittlicher Ausschluss von 7,5 % der CpG-Loci nach GS-Filterung (siehe 2.2.2.2.1)) mit
Angaben zur Anzahl der final mittels Qlucore-Software (Details siehe 2.2.5.2) analysierten CpG-
Loci aufgefiihrt. Hierbei ist zu beachten, dass einzelne Hybridisierungen in mehrere Teilprojekte
eingegangen sind und jeweils Teilprojekt-spezifisch analysiert wurden. Insgesamt wurde eine
Hybridisierung aufgrund unvollstandiger Bisulfitkonversion und vier Hybridisierungen nach
Analyse der CpG-Gesamtkorrelation aus allen 78 Hybridisierungen ausgeschlossen, was einem

Gesamtausschluss von 6,4 % entsprach.
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HLHS-TGA*

Rechtsherz-
fehlbildungen

Fetal

'
—r

=]
=]

Farbcode Korrelationskoeffizient

— Korrelationskoeffizient-Median < 0.97
=1

DNA-Probe Nr.||DNA-Probe [Nr.
Lvan_126_LV1 1 HLHS_4 39
Lvan_126_LA1 2 HLHS_15 40
Lvan_126_LV2 3 HLHS_8 41
Lvan_126_LA2 4 HLHS_17 42
Lvan_126_LV3 5 HLHS_10 43
Lvan_126_LA3 6 HLHS_11 44
Lvan_126_RV1 7 HLHS_21 45
Lvan_126_RA1 8 ||HLHS_22 46
Lvan_126_RV2 9 HLHS_13 47
Lvan_126_RA2 10 ||HLHS_83 48
Lvan_126_RA3 11 ||[HLHS_35 49
DCM_175_LV 12 [|HLHS_90 50
DCM_175_PA 13 ||HLHS_39 51
DCM_175_AoV 14 ||HLHS_64 52
DCM_175_LA 15 ||HLHS_129 53
DCM_175_RA 16 ||HLHS_72 54
DCM_175_MV 17 ||HLHS_130 55
DCM_175_IAS 18 |[HLHS157 56
DCM_175_TriV 19 ||HLHS_24 57
DCM_175_Aorta 20 |[HLHS_116 58
HLHS-TGA_117_LV1 |21 ||HLHS_20 59
HLHS-TGA 117_LA1 [22 ||HLHS_128 60
HLHS-TGA 117_LV2 |23 ||HLHS_12 61
HLHS-TGA 117_LA2 [24 ||HLHS_132 62
HLHS-TGA _117_LV3 |25 ||HLHS_76 63
HLHS-TGA 117_LA3 |26 ||HLHS_29 64
HLHS-TGA 117_RV1 |27 ||TA_187 65
HLHS-TGA_117_RA1 |28 ||TA_418 66
HLHS-TGA 117_RV2 [29 ||TA_420 67
HLHS-TGA_117_RA2 |30 ||TA_629 68
HLHS-TGA 117_RV3 |31 ||TA_631 69
HLHS-TGA 117_RA3 (32 ||TA_78 70
AVkompl_148_RA 33 ||TA_330 T
AVkompl_96_RA 34 ||TA_620 72
AVkompl_210_RA 35 ||TA_85 73
AVkompl_141_RA 36 ||TA_809 74
HLHS_182 RA 37 ||F1_FetalHerz |75
HLHS_182_IAS 38 ||[F2_FetalHerz |76

M1_FetalHerz |77

M2_FetalHerz |78

Abbildung 26 SNP-Korrelation (Pearson-Methode) der AVG-Beta-Werte von 78 DNA-Proben verschiedener Herzgewebetypen, die auf einem 450K-Array hybridisiert

wurden. Dargestellt sind die Korrelationskoeffizient-Werte (r) mit einer farblich bedingten Formatierung von niedrigen r-Werten in blau und hohen r-Werten in rot (siehe
Farbcode rechts der Abbildung). Jede Spalte (und die gleiche Zeilennummer) steht fiir eine DNA-Probe, mit einer Nummerierung der Proben von links nach rechts
(1 bis 78) der Spalten (bzw. oben nach unten der Zeilen) entsprechend der Tabellen rechts der Korrelationsmatrix. Die jeweiligen Probenbezeichnungen pro Nummer
sind in der Tabelle aufgefiihrt. Die Gewebeproben desselben Indviduums (Probenbezeichnung: Lvan, DCM, HLHS-TGA, HLHS_ 182, FetalHerz) zeigen eine hohe
Korrelation mit r > 0,999, was durch eine rote Einfarbung zu erkennen ist. Die IAS-Gewebeproben der monozygoten Zwillinge HLHS 22 und HLHS 21 (Nr. 46/47)

ergaben hohe Korrelationskoeffizienten von r > 0,9994.
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Tabelle 27 Ubersicht iiber die Anzahl ausgeschlossener Hybridisierungen und ausgeschlossener CpG-Loci, sowie der final analysierten Hybridisierungen und Loci pro

Teilprojekt

Anzahl

Anzahl [N]

Anzahl (und ausgeschlossener eingeschlossener
Anzahl Anzahl Prozentangabe) Hybridisierungen Loci bzw-
Anzahl ausgeschlossener | dusgeschlossener ausgeschlossener | nach Analyse der Hybridisierungen
Kurzbeschreibung Teilprojekt brid 2 bg'd' : Hybridisierungen Loci nach GS- Korrelationsmatrix | | der finalen
(Kapitel-Abschnitt) Hybrid." | Hybridisierungen | o cn Analyse der Filterun statistischen
P [N] nach LCR (Median | n&ch Analyse d 9 [N] Anal
LCR [%]) Bisulfitkonversions- | (bezogen auf nalyse
Effizienz 485577 Loci des CpG- SNP- Anzahl | Anzahl
450K-Arrays) Gesamt?- P CpG- Hybrid.
Korr. : Loci [N] | [N]
P1: HLHS im Vergleich zu o 0
Rechtsherzfehlbildungen (3.2.2.1) 36 099,96 %) ! 36125 (7,4 %) 2 0 449452 | 33
P2: Herz-Mapping - Analyse der 77 o 0 60
Gesamtherz-Methylierung (3.2.2.2) (MW: 60) 0(99,93 %) 0 37756 (7,8 %) 0 0 447821 (MW)
P3: Herz-Mapping: Atrium- und 68 o o 49
Ventrikelsignatur (3.2.2.3) (MW: 53) 0(99,95 %) 0 36763 (7,6 %) 4 0 448814 (MW)
P4: Muskel- und Gefasignatur bei o o
dilatativer Kardiomyopathie (3.2.2.4) 9 0 (99,96 %) 0 35328 (7,3 %) 0 0 450249 19
P5: HLHS im Vergleich zu normalem | 21 o o 19
fetalem Herzgewebe (3.2.2.5) (MW: 19) 0(99,98 %) 0 35543 (7,3 %) 0 0 450034 (MW)

MW: Probenanzahl nach Mittwelwertbildung bei Einschluss biologischer Replikate; LCR: Loci Call Rate; GS-Filterung:

Filterung der CpG-Loci wie beschrieben in
Abschnitt 2.2.2.2.1; Korr.: Korrelationsmatrix; Anzahl Hybrid.: Anzahl Hybridisierungen. 'die Hybridisierungen gingen teilweise in mehr als einem Teilprojekt zur
Analyse ein und einige DNA-Proben wurden als biologische Replikate mehrfach hybridisiert, 2Begriff schlie3t ch-Loci mit ein
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3.2.2.1 Alterseffekte der DNA-Methylierung in IAS-Gewebeproben von Fallen
mit HLHS und Rechtsherzfehlbildungen

Epigenetische Prozesse stellen einen wichtigen Einflussfaktor in der Herzentwicklung
dar [37, 317 - 319]. Um daher die epigenetischen Einflisse auf die Entwicklung des HLHS zu
untersuchen, wurden IAS-Gewebeproben von 26 Patienten mit HLHS (siehe Tabelle 1, P1)
hinsichtlich der DNA-Methylierung mittels 450K-Array analysiert. Als Kontrollproben dienten
10 IAS-Proben  von  Patienten mit  Rechtsherzfehlbildungen  (Beschreibung des
Patientenkollektivs siehe 2.1.1.1, Abbildung 5), sodass insgesamt 36 Hybridisierungen analysiert
wurden. Zwar lie3en sich in diesem Teilprojekt keine signifikant differenziell methylierten CpG-
Loci beim Vergleich des DNA-Methylierungsmusters des Herzgewebes von HLHS-Patienten und
Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen identifizieren, jedoch konnten Alterseffekte der DNA-
Methylierung im IAS-Gewebe detektiert werden.

3.2.2.1.1 Qualitatskontrolle

Die Analyse der Bisulfit-Konversionseffizienz mittels RnBeads-Anwendung (siehe 2.2.2.2.1 und
2.2.5.1.1)* ergab den Probenausschluss der Probe HLHS 157 (siehe 3.2.2, Abbildung 25). Die
CpG-Gesamtkorrelation (Details siehe 2.2.4)** der AVG-Beta-Werte der nun insgesamt
35 Hybridisierungen resultierte bei allen IAS-Gewebeproben in hohen r-Werten nahe r =1, mit
Ausnahme der Proben HLHS 11 und TA_629 (Abbildung 27). Mit einem Median Uber alle
Korrelationskoeffizienten kleiner als der Grenzwert von r = 0,97 (Details siehe 2.2.4)* wurden
die Proben HLHS_ 11 (r=0,96) und TA_629 (r=0,94) aus der finalen statistischen Analyse
ausgeschlossen. Die Intragruppen-Heterogenitat konnte somit fir den nachfolgenden T-Test
verringert werden. Insgesamt wurden nach der Qualitatsfilterung drei Hybridisierungen
exkludiert, sodass final 24 HLHS-Proben und neun Proben von Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen analysiert wurden. Die Normalisierung und GS-Filterung (siehe
2.2.2.2.1)* der 450K-Rohdaten der nun insgesamt 33 IAS-Gewebeproben ergab einen
Ausschluss von 36125 CpG-Loci und 449452 CpG-Loci gingen in die weitere statistische
Analyse ein (Tabelle 27, P1).

3 Die Qualitatskontrolle der nachfolgenden Teilprojekte P2 bis P5 erfolgte nach demselben Schema, sodass die Verweise zu den
Methoden der Qualitatskontrolle in diesen Teilprojekten im Text nicht explizit erwéhnt werden.
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Abbildung 27 CpG-Gesamtkorrelation der AVG-Beta-Werte von IAS-Gewebeproben, hybridisiert auf einem 450K-
Array, von 25 Patienten mit HLHS und 10 Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen. Dargestellt sind die
Korrelationskoeffizient-Werte (r) nach Pearson-Methode mit einer farblich bedingten Formatierung von niedrigen
r-Werten in blau und hohen r-Werten in rot (siehe Farbcode). Jede Spalte (und die gleiche Zeilennummer) steht fiir
eine DNA-Probe, mit den HLHS-Proben in weil? und Rechtsherzfehlbildungen-Proben in grau oberhalb und links der
Korrelationsmatrix. Unterhalb der Korrelationsmatrix ist der Median Uber alle Korrelationskoeffizienten der jeweiligen
Spalte/DNA-Probe  dargestellt  (Median > 0,97 = ,0k", Median < 0,97 = ,<). In grin  hinterlegt  sind
Korrelationskoeffizienten von r < 0,97. Die Hybridisierungen 1: HLHS_11 (r = 0,96) und 2: TA_629 (r = 0,94) wurden
aus der finalen statistischen Analyse ausgeschlossen.

3.2.2.1.2 Identifizierung von 11 Genen mit einem altersabhangigen DNA-
Methylierungsprofil im IAS-Gewebe von HLHS-Patienten und Patienten
mit Rechtsherzfehlbildungen

Anhand der 449452 CpG-Loci wurde zunachst eine unsupervidierte Analyse
(Varianzfilter o/omax = 0,4) durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob eine Segregation der Gruppen
HLHS und Rechtsherzfehlbildungen festzustellen ist. Die Hauptkomponentenanalyse (Principal
Component Analysis, PCA) der resultierenden 1205 CpGs mit 6/0ax = 0,4 ergab hierbei keine
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Segregation der IAS-Gewebeproben von  HLHS-Patienten und Patienten  mit
Rechtsherzfehlbildungen (Abbildung 28 A).

A B
ERF 2 (6 %) Ema_aa 2 (6 %)
WHiHs @HLHS_22 HEvs_aa Y
@HLHS_21 [ms_as ®
W normal

1(14 %) 1(14 %)

Abbildung 28 Unsupervidierte Analyse als PCA-Darstellung (Varianzfilter o/omax = 0,4) der AVG-Beta-Werte von
IAS-Gewebeproben von 24 Patienten mit HLHS und neun Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen, die mittels 450K-
Array analysiert wurden. Dargestellt ist die Segregation der IAS-Gewebeproben basierend auf 1205/449452 CpGs mit
0/Omax 2 0,4. A: Die Gruppen HLHS (rote Kugeln) und Rechtsherzfehlbildungen (RF) (griine Kugeln) zeigten keine
Trennung in unterschiedliche Gruppierungen. Der Kreis mit gestrichelter Linie umfasst IAS-Gewebeproben mit hohem
MAG von 2414,5d (Ausnahme a: HLHS_12 4 d) und der Kreis mit solider Linie umfasst IAS-Gewebeproben mit
niedrigem mAG von 5,4 d (Ausnahme b: HLHS_116 44 d, c: HLHS_29 106 d). B: Die verschiedenen HLHS-Typen
(siehe 2.1.1) MA_AA (Mitralatresie/Aortenatresie, rosa Kugeln), MS_AA (Mitralstenose/Aortenatresie, blaue Kugeln),
MS_AS (Mitralstenose/Aortenstenose, gelbe Kugeln) zeigten keine Trennung in unterschiedliche Gruppierungen. Die
Proben der Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen (,normal“) sind als schwarze Kugeln dargestellt. Normalisierung
zur graphischen Darstellung: m = 0.

Tendenziell zeigte sich jedoch eine Segregation von IAS-Gewebeproben mit unterschiedlichem
Patientenalter bei Gewebeentnahme (AG). Hierbei waren IAS-Gewebeproben mit hohem AG
(mittleres (M)AG = 2414,5 d) zusammen gruppiert (Abbildung 28 A, gestrichelter Kreis). Auch
,junge“*® IAS-Gewebeproben mit niedrigem mAG (5,4 d) bildeten eine gemeinsame Gruppierung
(Abbildung 28 A, solider Kreis). Ausnahmen bildeten lediglich die ,junge“ Probe HLHS_12
(4 d; Abbildung 28 A ,a“), die mit den ,alten® Proben gruppierte und die ,alten“ Proben
HLHS 116 (44 d; Abbildung 28 A ,b%) und HLHS 29 (106 d; Abbildung 28 A ,c“), die mit den
.Jjungen® Proben gruppierten. Die IAS-Gewebeproben der monozygoten Zwillinge HLHS_21 und
HLHS_22 segregierten gesondert von den restlichen Proben, wobei hier der individuelle Effekt
durch die hohe Ahnlichkeit der AVG-Beta-Werte der beiden Proben eine Rolle spielt. Betrachtete
man die unterschiedlichen HLHS-Typen (siehe 2.1.1) Mitralstenose/Aortenstenose (MS/AS),

® Begriffe ,junge®, mittlere®, ,alte” Gewebeprobe bezieht sich grundsatzlich auf das Alter des Patienten bei Gewebeentnahme
entsprechend der Alterskategorien aus 2.1.1.1 (Tabelle 1).
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Mitralstenose/Aortenatresie (MS/MA) und Mitralatresie/Aortenatresie (MA/AA), so zeigten diese
keine Trennung in unterschiedliche Gruppen (Abbildung 28 B). Die HLHS-Typen liel3en sich
somit nicht durch eine differenzielle DNA-Methylierung unterscheiden.

Eine supervidierte Analyse in Form eines T-Tests wurde zum Vergleich der beiden Gruppen
HLHS und Rechtsherzfehlbildungen durchgefuhrt, um zu analysieren, ob eine differenzielle
DNA-Methylierung zwischen IAS-Gewebeproben von HLHS-Patienten und dem Kontrollkollektiv
aus Rechtsherzfehlbildungen vorlag. Basierend auf dem VarianZzfilter 6/, 2 0,4 ergaben sich
bei einem g-Wert (False Discovery Rate (FDR)) von q < 0,05* keine CpG-Loci, die signifikant
differenziell methyliert zwischen den Gruppen HLHS und Rechtsherzfehlbildungen vorlagen.
Auch eine Lockerung der statistischen Parameter durch Verringerung des Varianzfilters auf
0/0max 2 0,2 ergab bei q=<0,05 keine CpG-Loci, die dies erfillten. Somit konnten keine
signifikant differenziell methylierten CpG-Loci in IAS-Gewebeproben von Patienten mit HLHS im
Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen detektiert werden.

Um den Einfluss des Patientenalters bei Gewebeentnahme zu analysieren, welches in der
unsupervidierten Analyse tendenziell eine unterschiedliche Gruppierung von ,jungen® und ,alten”
IAS-Gewebeproben (PCA Abbildung 28 A) zeigte, wurde eine Rangregressions-Analyse
(siehe 2.2.4 und 2.25.2) anhand der Gewebealter-Daten durchgeflihrt. Bei einem
g-Wert < 3x10* (o/omax=0,2) lagen 1104 CpG-Loci bei den 33 IAS-Gewebeproben
altersabhéangig signifikant differenziell methyliert vor. In einer Heatmap-Darstellung wurden die
IAS-Gewebeproben nach absolutem Alter sortiert (Abbildung 29, von links nach rechts ,junge”
bis ,alte” Proben) und die 1104 CpG-Loci hierarchisch geclustert. Hierbei zeigte sich tendenziell
eine Hypomethylierung (niedrige AVG-Beta-Werte) von ca. 80 % der CpG-Loci bei ,jungen” IAS-
Gewebeproben (MAG < 3 Wochen) im Vergleich zu ,alten“ Gewebeproben (mAG > 30 Wochen),
die bei diesen CpG-Loci hypermethyliert (hohe AVG-Beta-Werte) vorlagen. Betrachtete man
IAS-Gewebeproben ,mittleren® Alters, so zeigten diese tendenziell eine ,Hemimethylierung*
(AVG-Beta-Werte um 0,5). Anhand der Heatmap-Darstellung wurden Alterskategorien erstellt
mit folgenden Kategorien: ,jung“ <3 Wochen, ,mittel*: >3Wochen bis <30 Wochen und
»alt“: > 30 Wochen. Diese wurden nachtraglich unter der Bezeichnung ,Alter_Kategorien® in die
Heatmap-Darstellung aufgenommen (Abbildung 29). Drei IAS-Gewebeproben — HLHS 12,
HLHS 29 und HLHS_116 - zeigten hierbei jedoch besonders auffallig ein abweichendes
Methylierungsmuster im Kontext der jeweiligen Alterskategorie, wie bereits in der

unsupervidierten Analyse (Abbildung 28 A) zu erkennen war. Insgesamt gesehen war jedoch

36 g < 0,05 wurde als untere Signifikanzgrenze in dieser Arbeit festgelegt
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deutlich die Tendenz der vermehrten Hypomethylierung ,junger® und Hypermethylierung ,alter”
IAS-Gewebeproben zu erkennen, sodass diese definierten Alterskategorien bei Analysen

weiterer Teilprojekte Gbernommen wurden.
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Abbildung 29 Heatmap der Rangregressions-Analyse anhand des Alters bei Gewebeentnahme der AVG-Beta-Werte
von IAS-Gewebeproben von 24 Patienten mit HLHS und neun Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen, die mittels
450K-Array analysiert wurden. Bei o/omax 2 0,2 und q < 3x10™ lagen 1104/449452 CpG-Loci bei insgesamt 33 IAS-
Gewebeproben altersabhangig differenziell methyliert vor. Jede Zeile stellt einen CpG-Locus dar, mit niedrigen AVG-
Beta-Werten in blau und hohen AVG-Beta-Werten in gelb (siehe Farbcode). Jede Spalte stellt eine DNA-Probe dar,
mit den Bezeichnungen der einzelnen Proben unterhalb der Heatmap. Oberhalb der Heatmap sind pro Probe
entsprechend der Farbcode-Legenden folgende Kategorien farblich dargestellt (von oben nach unten): die
Probengruppe (RF = Rechtsherzfehlbildung), der HLHS-Typ (RF-Proben als ,normal“ bezeichnet)), das Geschlecht,
und die Alterskategorien (,jung“ (< 3 Wochen), ,mittel“ (> 3 Wochen bis < 30 Wochen) und ,alt* (ab > 30 Wochen)).
Normalisierung zur graphischen Darstellung: m = 0.

Die PCA-Darstellung (Abbildung 30) der Rangregressionsanalyse der 1104 DM-CpG-Loci
verdeutlichte die Kategorien der drei Gruppierungen ,jung®, ,mittel“ und ,alt‘. Das abweichende
Methylierungsmuster im Kontext der jeweiligen Alterskategorie der Proben HLHS_12, HLHS 29
und HLHS 116 ist in Abbildung 30 deutlich erkennbar. HLHS 12 mit 4 d (Kategorie ,jung®)
segregierte mit ,mittel* bis ,alten“ Proben, wahrend HLHS 29 (106 d) und HLHS_ 116 (44 d) der

Kategorie ,mittel“ tendenziell mit ,jungen® Proben in einer Gruppierung auftraten (Abbildung 30).
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Abbildung 30 PCA-Darstellung der Rangregressions-Analyse anhand des Alters bei Gewebeentnahme von IAS-
Gewebeproben von 24 Patienten mit HLHS und neun Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen, die mittels 450K-Array
analysiert wurden. Dargestellt ist die Segregation der IAS-Gewebeproben basierend auf altersabhéngig differenziell
methylierten 1205 CpG-Loci der Rangregressions-Analyse anhand Gewebealter-Daten mit o/omax = 0,2 und
gs 3x10™. Die visuell anhand der Heatmap (Abbildung 29) definierten Alterskategorien (,jung“ (€ 3 Wochen) in gelb,
,mittel* (> 3 Wochen bis < 30 Wochen) in grin und ,alt* (ab > 30 Wochen) in rosa lieRen sich tendenziell als
segregierende Gruppierungen erkennen. Ausnahmen bildeten HLHS 12 (4 d), HLHS_29 (106 d) und HLHS 116
(44 d). Normalisierung zur graphischen Darstellung: m = 0.

Es konnte keine signifikante Anreicherung von Genen fir bestimmte Pathways oder biologische
Prozesse in einer Anreicherungsanalyse mittels WebGestalt-Tool (siehe 2.2.5.3) innerhalb der
assoziierten Gene der altersabhdngig differenziell methylierten 1205 CpG-Loci festgestellt
werden. Betrachtete man die Gene mit einer besonders hohen Anzahl von DM-CpG-Loci pro
Gen (hier =24 DM-CpG-Loci), so lieBen sich 11 Gene — ATP11A, C100rf140, DENNDS3,
DNMT3A, EBF4, ERI3, ESR1, FBN2, MAD1L1, SNED1 und TMEM140 — mit einem mdglichen
altersabhangigen DNA-Methylierungsprofil im IAS-Gewebe identifizieren. Das Gen ESR1,
welches zuvor schon in der Literatur mit einer altersabhangigen differenziellen DNA-
Methylierung detektiert werden konnte [146, 149], zeigte bei 4/5 DM-CpG-Loci eine
Hypermethylierung bei alten® Gewebeproben (AG > 30 Wochen) im Vergleich zu ,jungen® IAS-
Gewebeproben (AG <3 Wochen). Um altersspezifische Effekte zu vermeiden, wurden diese
Gene von den weiteren Teilprojektanalysen ausgeschlossen.

Zusammenfassend konnte keine differenzielle DNA-Methylierung im IAS-Gewebe von Patienten
mit HLHS im Vergleich zum Kontrollkollektiv aus Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
detektiert werden. Es konnte jedoch ein altersabh&ngiges DNA-Methylierungsmuster mit einer
Hypomethylierung bei ,jungen® IAS-Gewebeproben (AG < 3 Wochen) im Vergleich zu ,alten”
Gewebeproben (AG > 30 Wochen), unabhéngig von der kardialen Diagnose, festgestellt

werden.
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3.2.2.2 Verschiedene Regionen des Herzens lassen sich durch differenzielle
DNA-Methylierungsprofile unterscheiden

Nachdem der Vergleich der DNA-Methylierung von IAS-Gewebeproben von HLHS-Patienten
und der Kontrollkohorte bestehend aus Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen (siehe 3.2.2.1)
keine signifikant differenziell methylierten CpG-Loci ergeben hatte, erfolgte in diesem
Teilprojekt P2 zundchst ein systematischer Vergleich des DNA-Methylierungsprofils
verschiedener Herzgewebetypen des gesamten Herzens (Herz-Mapping). Die Fragestellung, ob
verschiedene kardiale Regionen sich durch eine differenzielle DNA-Methylierung unterscheiden
lassen, sollte hiermit bearbeitet werden. Zusatzlich wurde fetales Herzgewebe gesunder
Individuen (BioCat, (Heidelberg, Deutschland)) auf dem 450K-Array hybridisiert, um in einer
nachfolgenden Analyse (siehe Teilprojekt P5, 3.2.2.5) die DNA-Methylierung bei Patienten mit
HLHS im Vergleich zu gesunden Normalkontrollen analysieren zu kénnen. Zur Einordnung des
Herzgewebetyps der fetalen Herzgewebeproben, die nach Angabe des Anbieters (Biocat
(Heidelberg, Deutschland)) aus dem ,Gesamtherz“ stammten, wurde in diesem Teilprojekt P2
das Methylierungsprofil der fetalen Herzgewebeproben mit dem von Herzgewebeproben

verschiedener kardialer Regionen verglichen.

Die Herz-Mapping-Analyse umfasste folgende Herzgewebeproben von Patienten mit
verschiedenen CHDs, die mittels 450K-Array (siehe 2.2.2.2) analysiert wurden:

o Hybridisierungen aus Teilprojekt P1 (35 IAS-Proben (ohne HLHS_157), siehe 3.2.2.1)

e HLHS_182_ IAS, HLHS 182 RA

o 3xLV, 3xRV, 3xLA, 3xRA von einem Patienten mit HLHS-TGA (biologische Replikate)

o 3xLV, 2xRV, 3xLA, 3xRA von einem Patienten mit LV-An (biologische Replikate)

e |AS, LA, RA, LV, MV, TV, PA, Aorta, AoV von einem Patienten mit DCM

e RA-Gewebe von vier Patienten mit AVSD

o fetales Herzkontrollgewebe (s.0.) von einem gesunden weiblichen Donor (40. Woche)

und einem gesunden mannlichen Donor (25. Woche), je als Duplikate

Insgesamt wurden 77 Hybridisierungen verschiedener Herzgewebetypen in der Herz-Mapping-

Analyse untersucht.
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3.2.2.2.1 Qualitatskontrolle

Um zu untersuchen, ob sich die verschiedenen kardialen Regionen mithilfe der Erhebung von
Korrelationskoeffizienten (r) unterscheiden lassen, wurde eine CpG-Gesamtkorrelation der AVG-
Beta-Werte der 77 Hybridisierungen durchgefiihrt. Hierbei sollte die Frage beantwortet werden,
ob einerseits Proben innerhalb derselben Gewebegruppe®’ durch homogene r-Werte erkennbar
sind, und ob andererseits Proben unterschiedlicher Gewebegruppen sich durch differenzielle
r-Werte unterscheiden lassen. Gewebeproben derselben derselben Gewebegruppe, d.h. jeweils
atriale (LA, RA) und ventrikulare Gewebeproben (LV, RV) eines Individuums, zeigten hierbei in
der CpG-Gesamtkorrelation homogen hohe r-Mittelwerte von r> 0,995 (Abbildung 31,
Markierung ,A“ und ,V* mit jeweils roter Einfarbung erkennbar). Innerhalb der DCM-Proben
zeigten die DNA-Proben von Gefalen (PA, Aorta) und die ,gefalRahnliche® AoV-Probe eine
deutlich abweichende Korrelationskoeffizient-Signatur®® (Abbildung 31, Nr. 1-3 (r-Werte < 0,97),
Markierung ,G“) im Vergleich zu den restlichen Herzgewebeproben des DCM-Patienten. Die
Probe AoV wurde bei der Gewebeexzision aus dem Aortenklappenring (Beginn der Aorta
ascendens [248, 320]) entnommen (siehe 2.1.1.1) und daher in dieser Arbeit im Folgenden als
.gefalahnlich® bezeichnet. Die Probe AVkompl_210_RA zeigte innerhalb der Gruppe der AVSD-
Patienten eine abweichende Korrelationskoeffizient-Signatur  (Abbildung 31, Nr. 4
(r-Wert < 0,97)). Auch die Proben HLHS 11 und TA_629 zeigten eine abweichende
Korrelationskoeffizient-Signatur im Vergleich zu den anderen Proben derselben Diagnosegruppe
(Abbildung 31, Nr. 5 bzw. 6 (r-Wert < 0,97)). Da in der folgenden Herzmapping-Analyse jedoch
die Analyse verschiedener Gewebetypen im Fokus steht, und somit ein Mehrguppenvergleich
und kein T-Test durchgefuhrt werden soll (Details siehe 2.2.4), werden diese Proben nicht aus
der Analyse ausgeschlossen. Die technischen Duplikate der fetalen Herzgewebeproben wiesen
wie erwartet einen hohen Korrelationskoeffizienten von r > 0,99 zueinander auf (Abbildung 31).

Die Normalisierung und GS-Filterung der 450K-Rohdaten der insgesamt 77 Herzgewebeproben
ergab einen Ausschluss von 37756 CpG-Loci. 447821 CpG-Loci gingen in die finale statistische
Analyse ein (Tabelle 27, P2). Von den so prozessierten AVG-Beta-Werten der biologischen
Replikate der LV-, RV-, LA-, RA-Proben von LV-An und HLHS-TGA sowie der Duplikate je des
weiblichen und mannlichen Donors der fetalen Herzgewebeproben wurden dann Mittelwerte

gebildet, sodass insgesamt 60 Proben in die finale statistische Analyse eingingen.

3 Der Begriff ,Gewebegruppe“ umfasst in dieser Arbeit die Einteilung des Herzens in ,Atrium“ und ,Ventrikel“ sowie in die
Kategorien muskulares Herzgewebe und GefaR-/gefal3-ahnliches Gewebe.

Der Begriff ,Korrelationskoeffizient-Signatur” beschreibt in dieser Arbeit die Signatur von homogenen, hohen r-Werten (r nahe 1,
rote Einfarbung in der Korrelationsmatrix) innerhalb einer Gewebegruppe im Zusammenhang mit vergleichsweise dazu niedrigeren
r-Werten (orange bis gelbe Farbung in der Korrelationsmatrix) bei Proben unterschiedlicher Gewebegruppen.
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Abbildung 31 CpG-Gesamtkorrelation der AVG-Beta-Werte von 77 DNA-Proben verschiedener Herzgewebetypen der Herz-Mapping-Analyse, die auf einem 450K-Array
hybridisiert wurden. Dargestellt sind die Korrelationskoeffizient-Werte (r) nach Pearson-Methode mit einer farblich bedingten Formatierung von niedrigen r-Werten in blau und
hohen r-Werten in rot (siehe Farbcode). Jede Spalte (und die gleiche Zeilennummer) steht fir eine DNA-Probe (Nr.). Der Nummern-Code der Proben ist in der Tabelle rechts
der Korrelationsmatrix dargestellt. Die jeweiligen Gewebetypen der Proben sind als Farbcode entsprechend der Legende rechts der Korrelationsmatrix (Gefal, IAS, ...)
gekennzeichnet. Gewebegruppen (V: Ventrikel, A: Atrium, G: GefaR/gefaR-ahnlich) sind in grauen Késtchen dargestellt. Eingeschlossenen Diagnosen (LV-An, HLHS-TGA, ...)
sind mit geschweiften Klammern zusammengefasst. Proben die von einem einzigen Individuum stammen, sind mit Sternchen an der Diagnosebezeichnung gekennzeichnet.
Unterhalb der Korrelationsmatrix ist der Median Uber alle r-Werte der jeweiligen DNA-Probe dargestellt (Median > 0,97 = ,o0k", Median < 0,97 = ,<%). In griin hinterlegt sind
r-Werte < 0,97, die mit Nummern versehen wurden: DCM_175_PA (1), DCM_175_Aorta (2), DCM_175_AoV (3), AVkompl_210_RA (4), HLHS 11 (5) und TA_629 (6).

I

133



Ergebnisse Dissertation Kirstin Hoff

3.2.2.2.2 Identifizierung distinkter DNA-Methylierungsprofile in atrialem und

ventrikularem Herzgewebe sowie in Gefal3strukturen

Eine unsupervidierte Analyse der AVG-Beta-Werte der 60 Herzgewebeproben *°

verschiedener kardialer Regionen ergab mit 0/0,o = 0,4 7763 differenziell methylierte CpG-Loci
(DM-CpGs). Die PCA (Abbildung 32) liel3 tendenziell je eine Gruppierung atrialer Gewebeproben
(LA, RA, IAS), ventrikuldrer/“ventrikel-assoziierter**®° Gewebeproben (LV, RV, MV, TV), sowie
Gefal/“gefaR-ahnlicher” Proben (PA, Aorta, AoV) erkennen. Lediglich die atrialen Proben
DCM_175 RA, AVkompl_210 RA und TA_629 (r-Werte<0,97, siehe Abbildung 31)
segregierten auf3erhalb der Gruppierungen (Abbildung 32). Die fetalen Herzgeweberpoben

zeigten tendenziell eine Gruppierung zusammen mit ventrikularen Proben.
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Abbildung 32 Unsupervidierte Analyse als PCA-Darstellung (Varianzfilter o/omax = 0,4) der AVG-Beta-Werte von
60 Herzgewebeproben verschiedener kardialer Regionen, die mittels 450K-Array analysiert wurden. Dargestellt ist die
Segregation der 60 Herzgewebeproben basierend auf 7763/447821 CpG-Loci mit o/omax = 0,4. Farbcode
Herzgewebetyp: rot = GefaR (PA, Aorta), orange = IAS, grin = Herzklappen (MV, TV, AoV), rosa = LA, blau =LV,
violett = RA, gelb =RV und tirkis =fetales Herzgewebe. Tendenziell war eine Gruppierung von atrialen
Gewebeproben (LA, RA, IAS (rote Umrandung)), ventrikularen/“ventrikel-assoziierten“ Gewebeproben (LV, RV, MV,
TV (griine Umrandung)) sowie von Gefafd/“gefaB-ahnlichen“ Proben (PA, Aorta, AoV (gestrichelte Umrandung)) zu
erkennen. Proben mit r < 0,97 (Abbildung 31) sind in der PCA gesondert beschriftet: DCM_175_RA, DCM_175_PA,
DCM_175_Aorta, DCM_175_ AoV, AVkompl_210 RA, HLHS 11, TA_629. Normalisierung zur graphischen
Darstellung: m = 0.

3 Der Begriff schlie3t berechnete Mittelwerte der AVG-Beta-Werte von Replikaten zusammengefasst als ,eine Probe* mit ein.

4 Der Begriff ,ventrikel-assoziiert“ umfasst alle Proben, die zusammen mit den Ventrikel-Proben (LV, RV) in der PCA und der
Clusteranalyse segregierten.
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Die Varianzanalyse (ANOVA) (siehe 2.2.5.2) wurde als supervidierte Analyse der definierten
Gewebetypen LV, RV, LA, RA, IAS, Gefald (PA, Aorta), Herzklappen (MV, TV, AoV) und des
fetalen Herzgewebes (,fetal*) durchgefiihrt. Die ANOVA ergab bei q < 1x10° (0/Gnax = 0,4)
1404 signifikant  differenziell ~ methylierte  CpG-Loci zwischen den  verschiedenen
Gewebetypen (Abbildung 33 A). Auch hier war, wie schon in der unsupervidierten Analyse
erkennbar (Abbildung 32), eine Gruppierung atrialer, ventrikularer/“ventrikel-assoziierter und
Gefaly/“gefaR-ahnlicher” Proben festzustellen. Eine abweichende Segregation im Kontext der
Gruppierungen zeigten wiederum DCM_175_RA, AVkompl 210 RA und TA 629
(r-Werte < 0,97, siehe Abbildung 31). Schloss man alle DNA-Proben mit einem r < 0,97 aus der
ANOVA-Analyse aus (siehe beschriftete Proben in Abbildung 33 A), so war eine distinkte
Segregation von zwei verschiedenen Gewebegruppen ,Atrium® und ,Ventrikel* erkennbar
(Abbildung 33 B, 654 DM-CpGs). Die fetalen Herzgewebeproben gruppierten hierbei wiederum
mit den ventrikularen Proben. Im nachfolgenden Teilprojekt P3 (siehe 3.2.2.3) wurde diese

Atrium- und Ventrikel-Signatur genauer analysiert.

A B
W Gefaess 2(28%) O Atrium E1as 2(8%) O Atrium
D1as ‘ OVentrikel | |[Exiappe O Ventrikel
EKiappe ‘ CrGefaR [ [
(1Y B
B RA
HEra Crv
Orv DCM_175_Aorta O fetal
O fetal ;o Ty CM_175_PA

! \

‘ 1
DCM_175_AoV
N

AVkompl_210_RA

(70 %)

Abbildung 33 PCA-Darstellung der AVG-Beta-Werte der ANOVA der definierten Gewebetypen LV, RV, LA, RA, IAS,
Gefa (PA, Aorta), Herzklappen (MV, TV, AoV) und fetalem Herzgewebe (,fetal), die mittels 450K-Array analysiert
wurden. Dargestellt ist die Segregation der verschiedenen Herzgewebeproben basierend auf (A) 1404/447821 CpG-
Loci der ANOVA nach Gewebetyp mit o/omax = O 4 und g< 1x10° der 60 Herzgewebeproben und (B)
654/447821 CpG-Loci mit o/omax 20,4 und g < 1x10°® der 53 Herzgewebeproben bei Nicht-Einberechnung von
sieben Proben mit r>0.97 (DCM_175_RA, DCM_175_PA, DCM_175_Aorta, DCM_175_AoV, AVkompl_210_RA,
HLHS 11, TA 629). Proben mit r > 0,97 sind in Abbildung A gesondert beschriftet. Farbcode Herzgewebetyp in
Abbildung B: rot = Gefall (PA, Aorta), orange =I1AS, grun = Herzklappen (MV, TV, AoV), rosa =LA, blau =LV,
violett = RA, gelb = RV und turkis = fetales Herzgewebe. A: Eine Gruppierung von atrialen Gewebeproben (LA, RA,
IAS (rote Umrandung)), ventrikularen/“ventrikel-assoziierten“ Gewebeproben (LV, RV, MV, TV (grine Umrandung))
sowie von GefaR/“gefaR-ahnlichen® Proben (PA, Aorta, AoV (gestrichelte Umrandung)) war tendenziell zu
erkennen.B: Bei Ausschluss von DNA-Proben mit r < 0,97 aus der ANOVA-Analyse (siehe beschriftete Proben in
Abb. A) war eine Segregation von zwei verschiedenen Gewebegruppen ,Atrium“ (rote Umrandung) und ,Ventrikel“
(grine Umrandung) erkennbar. Normalisierung zur graphischen Darstellung: m = 0.
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Die Heatmap-Darstellung (Abbildung 34) der ANOVA nach Gewebetyp mit 1404 DM-CpG-Loci
(Abbildung 34) verdeutlichte die Gruppierungen atrialer, ventrikularer/“ventrikel-assoziierter®
Proben und Gefal3/“gefal3-ahnlicher® Proben. Die atrialen Herzgewebeproben bildeten in der
Clusteranalyse ein separates Cluster des DNA-Methylierungsprofils (Abbildung 34, ,Atrium®).
Auch die ventrikularen Herzgewebeproben bildeten ein Cluster (Abbildung 34, ,Ventrikel*). Die
fetalen Herzgeweberpoben (Abbildung 34, rote Umrandung) zeigten ein Methylierungsmuster,
das dem von LV- und RV-Proben sehr ahnelte. Daher wurde von einer ventrikularen Herkunft
des fetalen Herzgewebes ausgegangen. Wie schon in der assoziierten PCA erkennbar
(Abbildung 33 A), zeigten die Proben AVkompl 210 RA, DCM_175 RA und TA 629 ein
abweichendes Methylierungsmuster in getrennten ,Clusterasten im Kontext der Gruppierungen
(Abbildung 34 mit Sternchen markiert). HerzgefaR-Proben (PA, Aorta), sowie die ,gefal3-
ahnliche” Probe AoV (entstammt dem Aortenklappenring (siehe 2.1.1.1)) wiesen ein deutlich
abweichendes Methylierungsmuster im Vergleich zu den restlichen Herzgewebeproben auf
(Abbildung 34, ,Gefall“). In dem nachfolgenden Teilprojekt P4 (siehe 3.2.2.4) wurde diese
Gefalisignatur an Herzgewebeproben des DCM-Patienten genauer analysiert. Betrachtete man
die 450K-Array-ID (Sentrix ID) in einer PCA-Darstellung, so waren keine Batch-Effekte
erkennbar (siehe Anschnitt 8 Abbildung 60), sodass die segregierenden Gruppierungen von
Atrium-, Ventrikel- und Gefal3proben als glaubwiirdig eingestuft werden konnten.
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Abbildung 34 Heatmap der AVG-
Beta-Werte der ANOVA anhand
der_definierten Gewebetypen LV,
RV, LA, RA, IAS, GefaB (PA,
Aorta), Herzklappen (MV, TV, AoV)
und fetalem Herzgewebe (.fetal®),
die mittels 450K-Array analysiert
wurden. Proben und CpG-Loci
wurden hierarchisch  geclustert.
AVG-Beta-Mittelwerte sind hierbei
von den Proben Lvan, HLHS-TGA
und jeweils der Duplikate von
fetalem Herzgewebe (rote
Umrandung) des mannl. und weibl.
Donors eingegangen (siehe
Beschriftung ,_MW*). Die ANOVA
nach Gewebetyp mit o/omax = 0,4
und q<1x10° ergab 1404/447821
DM-CpG-Loci zwischen den
verschiedenen Herzgewebetypen.
Jede Zeile stellt einen CpG-Locus
dar, mit niedrigen AVG-Beta-
Werten in blau und hohen AVG-
Beta-Werten in gelb. Jede Spalte
stellt eine DNA-Probe dar, mit den
Bezeichnungen der einzelnen
Proben unterhalb der Heatmap. Die
Gruppierungen Atrium, Ventrikel
und Gefal3 sind als Klammern
zusammengefasst. Proben  mit

,Gruppierungs-abweichendem®
Methylierungsmuster ~ sind ~ mit
einem Sternchen markiert
(AVkompl_210_RA, DCM_175_RA,
TA_629). Oberhalb der Heatmap
sind pro Probe entsprechend der
Farbcode-Legenden unterhalb der
Heatmap folgende  Kategorien
farblich dargestellt (von oben nach

unten): die 450K-Array-ID
(Sentrix_ID), Proben mit r<0,97
(Korrelation), das

Hybridisierungsdatum, das Geschlecht, die kardiale Diagnose, bekannte chromosomale Anomalien (CHR-Anomalie), Alterskategorien (,jung“ (< 3 Wochen), ,mittel*
(> 3 Wochen bis <30 Wochen ) und ,alt* (ab > 30 Wochen)) und Gewebetyp. Normalisierung zur graphischen Darstellung: keine, Einfarbung nach absoluten AVG-

Beta-Werten.
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Von den 1404 signifikant differenziell methylierten CpG-Loci der ANOVA der verschiedenen

Herzgewebetypen konnten 880 CpG-Loci insgesamt 612 Genen *

zugeordnet werden.
Insgesamt acht dieser Gene konnten in der OMIM-Datenbank (Online Mendelian Inheritance in
Man [270], siehe 2.1.3.2) in Assoziation mit CHDs gefunden werden (Tabelle 28). Die meisten
DM-CpG-Loci pro Gen zeigten: (1) PRDM16 (24 DM-CpGs), welches zuvor schon bei Féllen mit
linksventrikul&rer non-compaction Kardiomyopathie (LVNC) identifiziert werden konnte [321],
(2) FGFR2 (8 DM-CpGs), identifiziert bei CHD-Fallen mit Apert Syndrom [322] und (3) dem Gen
NR2F2 (5 DM-CpGs), in dem Genvarianten in ursachlichem Zusammenhang bei Fallen mit
AVSD und LVOTOs detektiert werden konnten [303]. Aufgrund des Auftretens multipler DM-
CpG-Loci pro Gen wurden diese Gene als signifikant in der herzregionspezifischen DNA-

Methylierung erachtet.

Tabelle 28 In Assoziation mit CHDs nach OMIM-Datenbank identifizierte Gene mit DM-CpGs in verschiedenen

Herzgewebetypen
Gen Anzahl OMIM
(HGNC) | DM-CpGs Syndrom (OMIM) NI CHD Referenz
. (Ewart et al., 1994) [323]
ELN 2 supravalvulare Aortenstenose | 185500 | supravalv. AS, PS (Urban et al., 2000) [324]
ASD, VSD, CoA,
FGFR2 8 Apert Syndrom (APRS) 101200 Dextrokardie (Slaney et al., 1996) [322]
AVSD, AS, VSD, .
NR2F2 5 CHD 615779 TOF, HLHS, CoA (Al Turki et al., 2014) [303]
linksventrikulare non-
PRDM16 24 compaction Kardiomyopathie | 615373 LVNC, DCM (Arndt et al., 2013) [321]
8 (LVNC)
Shprintzen-Goldberg Syndrom MVP, Aortenwurzel-
SKI 2 (SGS) 182212 Dilatation (Doyle et al., 2012) [325]
. . Pasutto et al., 2007) [326]
Mikrophthalmie Typ 9 ASD, VSD, TOF, ( .
STRA6 2 (MCOPS9) 601186 PS, CoA (ChassalrEgze;]al., 2013)
(Basson et al., 1999) [328]
TBX5 3 Holt-Oram Syndrom (HOS) 142900 ASD, VSD, HLHS, (Mori and Bruneau, 2004)
PDA [329]
Mowat-Wilson Syndrom (Amiel et al., 2001) [330]
ZEB2 L (MWIS) 235730 | ASD, VSD, PS, PDA | ¢hihara et al., 2004) [331]

Supravalv. AS: supravalvuldre Aortenstenose; PS: Pulmonalstenose; TOF: Fallot'sche Tetralolgie; CoA: Koarktation
der Aorta; LVNC: linksventrikulare  non-compaction Kardiomyopathie; MVP:  Mitralklappen-Prolaps;
PDA: persistierender Ductus arteriosus

Insgesamt lag eine Anreicherung von CpG-Loci, die in Assoziation mit RDMRs
(reprogrammierungsspezifische DMRs) vorliegen, innerhalb der in unterschiedlichen
Herzregionen differenziell methylierten 1404 CpGs vor (odds ratio (OR) = 4,65, p = 2,2x10™).
Auch Enhancer-assoziierte CpG-Loci zeigten mit OR = 3,25 (p = 2,2x10™®) eine signifikante

Anreicherung innerhalb der DM-CpGs unterschiedlicher Herzregionen.

! Gen-assoziierte CpG-Loci entsprechen CpG-Loci einer “Genregion” (Exons und Introns eines Gens mit Promotorbereich, 5UTR,
und 3'UTR) nach lllumina-Annotation
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Um zu analysieren, welche Pathways oder biologischen Prozesse eine differenzielle
Methylierung zwischen den verschiedenen Herzregionen aufwiesen, wurde eine
Anreicherungsanalyse mittels WebGestalt-Tool (siehe 2.2.5.3) der 612 Gene mit DM-CpGs
durchgefuhrt. Die GO-Analyse ergab eine signifikante Anreicherung von Genen im
Ubergeordneten biologischen Prozess ,developmental process (G0O:0032502)”
(232 Gene, q = 6,99x10™"%), welches das ,embryo development (GO:0009790)“ (71 Gene,
q = 5,45x10°) mit einbezog.

Zusammenfassend ergab die Analyse der DNA-Methylierung unterschiedlicher Regionen des
Herzens distinkte DNA-Methylierungsprofile von atrialen, ventrikularen/“ventrikel-assoziierten®
und Gefald/“gefal-ahnlichen“ Proben. Verschiedene Regionen des Herzens lassen sich somit
durch eine differenzielle DNA-Methylierung unterscheiden. Die fetalen Herzgewebeproben
zeigten in der PCA und der Clusteranalyse ein Ventrikel-&hnliches DNA-Methylierungsmuster,
sodass diese als Proben ventrikularem Ursprungs eingestuft wurden. Insgesamt lag eine
Anreicherung von RDMR- und Enhancer-assoziierten CpG-Loci vor, sodass die verschiedenen
Herzregionen vornehmlich in regulativen DNA-Regionen eine differenzielle Methylierung zeigten.
Einige Gene, wie PRDM16, FGFR2 und NR2F2, die nach OMIM-Datenbank in Assoziation mit
CHDs identifiziert wurden, wiesen multiple DM-CpG-Loci pro Gen auf. Die herzregionspezifische
DNA-Methylierung letzgenannter Gene wurde daher in nachfolgenden Teilprojekten bzw in einer

integrativen Analyse nahergehend untersucht.

In den folgenden Teilprojekten P3 (siehe 3.2.2.3) und P4 (siehe 3.2.2.4) werden die mithilfe des

Herz-Mappings identifizierten spezifischen Gewebe-Signaturen genauer analysiert.

3.2.2.3 Nachweis einer differenziellen DNA-Methylierungs-Signatur in Atrium-
und Ventrikelgewebe

In der vorausgegangenen Herz-Mapping-Analyse des Teilprojekts P2 (siehe 3.2.2.2) konnte
bereits in der unsupervidierten Analyse eine separate Gruppierung atrialer und
ventrikularer/“ventrikel-assoziierter* Gewebeproben detektiert werden (Abbildung 32 und
Abbildung 33 B). In diesem Teilprojekt P3 sollte nun die Fragestellung beantwortet werden, ob
sich atriales und ventrikulares Herzgewebe signifikant hinsichtlich der DNA-Methylierung
unterscheiden lassen und welche Gene eine differenzielle DNA-Methylierung aufweisen. Im
Folgenden wurden ausschliel3lich physiologisch klar definierte atriale (definiert als LA, RA, 1AS)

und ventrikulare Gewebeproben (definiert als LV, RV) verwendet. Somit wurden die “ventrikel-
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assoziierten® Proben (Herzklappen MV und TV), im Gegensatz zur vorherigen Herz-Mapping-

Analyse (siehe 3.2.2.2), nicht in die Analyse einbezogen.

Die Analyse der DNA-Methylierungs-Signatur von Atrium- und Ventrikelgewebe umfasste somit

folgende Herzgewebeproben:

e Hybridisierungen aus Teilprojekt P1 (35 IAS-Proben (ohne HLHS_157), siehe 3.2.2.1)
e HLHS 182_IAS, HLHS_ 182 RA

o 3xLV, 3xRV, 3xLA, 3xRA von einem Patienten mit HLHS-TGA (biologische Replikate)
o 3xLV, 2xRV, 3xLA, 3xRA von einem Patienten mit LV-An (biologische Replikate)

e |AS, LA, RA, LV von einem Patienten mit DCM

¢ RA-Gewebe von vier Patienten mit AVSD

Insgesamt wurden 68 Hybridisierungen hinsichtlich einer differenziellen DNA-Methylierung

zwischen atrialen und ventrikularen Herzgewebeproben analysiert.

3.2.2.3.1 Qualitatskontrolle

Die CpG-Gesamtkorrelation der AVG-Beta-Werte der nun insgesamt 68 Hybridisierungen ergab
bei allen IAS-Gewebeproben hohe r-Werte nahe r=1 mit Ausnahme der Hybridisierungen
DCM_175 RA, AVkompl 210 RA, HLHS 11 und TA 629 (Abbildung 35). Letztgenannte
Proben zeigten einen r-Wert von r < 0,97 (Grenzwert r 2 0,97) und wurden daher aus der finalen
statistischen Analyse ausgeschlossen, um die Heterogenitat innerhalb der Gruppen fur den
nachfolgenden T-Test zu minimieren. Die Qualitatsfilterung fihrte somit zum Ausschluss von
vier der 68 Hybridisierungen, sodass Rohdaten von insgesamt 64 Herzgewebeproben
normalisiert und GS-gefiltert wurden. Hierbei wurden 36763 CpG-Loci exkludiert und
448814 CpG-Loci gingen in die finale statistische Analyse ein (Tabelle 27, P3). Von den so
prozessierten AVG-Beta-Werten der Replikate der LV-, RV-, LA-, RA-Proben von LV-An und
HLHS-TGA wurden dann Mittelwerte gebildet, sodass insgesamt 49 Hybridisierungen,
bestehend aus 44 Atrium-Proben (35 IAS, 3 LA, 6 RA) und 5 Ventrikel-Proben (3 LV, 2 RV), in

die finale statistische Analyse mittels Qlucore-Software eingingen.
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Abbildung 35 CpG-
Gesamtkorrelation der AVG-
Beta-Werte einer 450K-
Analyse von atrialen (LA, RA,
IAS) und ventrikuldren (LV,
RV) Herzgewebeproben
(N=68) von Patienten mit
verschiedenen CHDs.
Dargestellt sind die

Korrelationskoeffizient-
Werte (r) nach Pearson-
Methode mit einer farblich
bedingten Formatierung von
niedrigen r-Werten in blau und
hohen r-Werten in rot (siehe
Farbcode). Jede Spalte (und
die gleiche Zeilennummer)
steht fir eine DNA-Probe (Nr.).
Die jeweiligen Gewebetypen
der Proben sind als Farbcode
entsprechend der Legende
rechts der Korrelationsmatrix
(IAS, ...) gekennzeichnet. Der
Nummern-Code der Proben ist
in der Tabelle unterhalb der
Korrelationsmatrix dargestellt.
Oberhalb der
Korrelationsmatrix  sind  die
Diagnosen  (LV-An, HLHS-
TGA, ...) mit geschweiften
Klammern aufgefuhrt
(AV: AVSD). Proben die von
einem einzigen Individuum
stammen, sind mit Sternchen
an der Diagnosebezeichnung
gekennzeichnet. Unterhalb der
Korrelationsmatrix  ist  der
Median Uber alle r-Werte
(Korr.-Median) der jeweiligen
DNA-Probe dargestellt
(Median > 0,97 = ,0k* und
Median < 0,97 = ,<%). In grin
hinterlegt sind r-Werte <0,97:
1: DCM_175 RA  (r=0,96),

HLHS_11 (r = 0,95), 4: TA_629 (r = 0,94). Letztgenannte Proben wurden aus der finalen statistischen Analyse ausgeschlossen.
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3.2.2.3.2 Identifizierung von 168 signifikant differenziell methylierten CpG-Loci in
Atriumgewebe verglichen mit Ventrikelgewebe

Um zu untersuchen, ob sich die einzelnen Herzgewebesubtypen (IAS, LA, RA, LV und RV) in
Ubergeordnete Gewebegruppen aufteilen lieRen, wurde eine ANOVA nach Herzgewebetyp
durchgefiihrt. Die ANOVA ergab bei g < 1x10° mit 271 DM-CpG-Loci eine deutliche Trennung
der Gewebegruppen ,Atrium“ und ,Ventrikel“ (Abbildung 36). Die atrialen Gewebetypen IAS, LA
und RA und die ventrikularen Gewebetypen LV und RV bildeten jeweils eine Gruppierung. In
einem anschlieBenden T-Test sollte dann die DNA-Methylierung zwischen Atrium- und
Ventrikelproben verglichen werden.

Abbildung 36 PCA-Darstellung einer ANOVA der

W O Atrium AVG-Beta-Werte_von_atrialen (LA, RA, IAS) und
EA 2(10 %) OVentrikel | ventrikularen (LV, RV) Herzgewebeproben, die mittels
ESA 450K-Array analysiert wurden. Dargestellt ist die
Clrv Segregation der verschiedenen Herzgewebeproben

(N =49) basierend auf einer ANOVA:

271/448814 CpG-Loci mit o/omax=0,4 und
gs 1x10°. Farbcode nach Herzgewebetyp: rot: IAS,
rosa: LA, blau: LV, grin: RA, gelb: RV. Die ANOVA
nach Herzgewebetyp zeigte eine Segregation von
zwei verschiedenen Gewebegruppen ,Atrium* (rote
Umrandung) und ,Ventrikel (grine Umrandung).
Normalisierung zur graphischen Darstellung: m = 0.

3(4%)
e

Der T-Test mit q < 1x10° (0/0ma = 0,4) resultierte in 168 signifikant differenziell methylierten

CpG-Loci  zwischen  ,Atrium“ und ,Ventrikel* mit Methylierungsdifferenzen  von
Delta.Beta (AB) > 30 % (Heatmap Abbildung 37). Die atrialen Herzgewebeproben zeigten in der
Heatmap bei ca. 75 % der DM-CpG-Loci eine Hypomethylierung im Vergleich zu ventrikularen
Proben, wéahrend die restlichen 25 % der DM-CpG-Loci in Atrium-Proben verglichen mit
Ventrikel-Proben tendenziell hypermethyliert waren. Insgesamt lag eine signifikante
Anreicherung von RDMR-assoziierten CpG-Loci innerhalb der 168 signifikant differenziell
methylierten CpG-Loci zwischen ,Atrium“ und ,Ventrikel* vor (OR =4,24, p = 2,1x10'6). Auch
Enhancer-assoziierte CpG-Loci zeigten mit OR =3,63 (p=5,9x10"°) eine signifikante

Anreicherung.
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Abbildung 37_Heatmap der AVG-Beta-Werte des T-Tests der Gruppen ,Atrium® (LA, RA, IAS) und ,Ventrikel* (LV,
RV) bestehend aus 49 Herzgewebeproben von Patienten mit CHDs, die mittels 450K-Array analysiert wurden. AVG-
Beta-Mittelwerte sind hierbei von den Proben Lvan und HLHS-TGA eingegangen (siehe Beschriftung , MW®).
Dargestellt ist die Heatmap des T-Tests der Gruppen ,Atrium“ vs. ,Ventrikel“ mit c/omax = 0,4 und g < 1x10'6,_wobei
168/448814 CpG-Loci differenziell methyliert in ,Atrium“ im Vergleich zu ,Ventrikel“ vorlagen. Jede Zeile stellt einen
CpG-Locus dar, mit niedrigen AVG-Beta-Werten in blau und hohen AVG-Beta-Werten in gelb. Jede Spalte stellt eine
DNA-Probe dar, mit den Bezeichnungen der einzelnen Proben unterhalb der Heatmap. Proben und CpG-Loci wurden
hierarchisch geclustert. Oberhalb der Heatmap sind pro Probe entsprechend der Farbcode-Legenden unterhalb der
Heatmap folgende Kategorien farblich dargestellt (von oben nach unten): der Gewebetyp, das Geschlecht, die
kardiale Diagnose, bekannte chromosomale Anomalien (CHR-Anomalie), Alterskategorien (,jung“ (<3 Wochen),
.mittel* (> 3 Wochen bis < 30 Wochen) und ,alt* (ab > 30 Wochen)) und die Probengruppenkategorie. Normalisierung
zur graphischen Darstellung: keine, Einfarbung nach absoluten AVG-Beta-Werten.

Von den 168 zwischen den beiden Gruppen ,Atrium* und ,Ventrikel* signifikant differenziell
methylierten CpG-Loci konnten 101 CpG-Loci insgesamt 78 Genen zugeordnet werden. CHD-
assoziierte Gene, die multiple DM-CpGs (3 DM-CpG-Loci) aufwiesen, waren IRX4 und FGFR2.
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Mutationen in IRX4 konnten zuvor bei Patienten mit CHDs gefunden werden [332]. Das Gen
FGFR2 wurde in Zusammenhang mit dem Apert-Syndrom, welches in 10 % der Falle in
Assoziation mit CHDs auftrat [322], beschrieben. Im Welch Two Sample T-Test (wT-Test im
Folgenden abgekiirzt) lag bei allen DM-CpG-Loci von IRX4 (cgl7774559: p =1,7x10°,
cg04180086: p =0,0001; cg18172877: p =4,5x10°) und FGFR2 (cg17710779: p = 0,0005,
cg01385327: p =0,0007; cg10362842: p=1,5x10") eine hoch signifikante differenzielle
Methylierung zwischen den Gruppen ,Atrium® und ,Ventrikel® vor (Abbildung 38). Die atrialen
Proben wiesen hierbei eine Hypomethylierung im Vergleich zu den ventrikuléaren Proben auf.
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Abbildung 38 Boxplot-Darstellung der je drei DM-CpG-Loci der Gene (A) IRX4 und (B) FGFR2, welche in
Atriumgewebe (,A") differenziell methyliert im Vergleich zu Ventrikelgewebe (,V*) vorlagen. Die Gruppe ,Atrium“
umfasste 44 Herz-Gewebeproben und die Gruppe ,Ventrikel® umfasste finf Herzgewebeproben. In den
Boxplotdarstellungen A und B sind pro Gen und CpG-Locus die DNA-Methylierung (AVG-Beta-Werte) auf der y-Achse
und die Probenbezeichnung auf der x-Achse dargestellt. Boxplots der Atrium-Gruppe sind rot und die der Ventrikel-
Gruppe griin eingefarbt. Die p-Werte des wT-Tests sind jeweils pro anaylsiertem CpG nach Sternchencode
aufgefuhrt. Alle DM-CpG-Loci zeigten eine hoch signifikante (p < 0,001) differenzielle Methylierung zwischen den
Gruppen ,Atrium“ und ,Ventrikel* (Grenzwert: p < 0,05 (*)).

Innerhalb der 78 Gene mit DM-CpGs war nach GO-Analyse (siehe 2.2.5.3) eine signifikante
Anreicherung von Genen im biologischen Prozess ,cardiovascular system development
(GO:0072358)” (13 Gene, q = 6x10™) festzustellen. Der GO-Prozess beinhaltete auch die Gene
IRX4 und FGFR2, die DM-CpGs

Herzgewebeproben aufzeigten.

multiple zwischen atrialen und ventrikularen

“2 Sternchencode p-Werte: p < 0,05 entspricht * (knapp signifikant), p < 0,01 entspricht ** (signifikant), p < 0,001 entspricht *** (hoch
signifikant)
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3.2.2.3.3 Verifizierung

Zur Verifizierung der differenziellen DNA-Methylierung zwischen atrialen und ventrikularen
Herzgewebetypen wurde je ein CpG-Locus der Gene IRX4 (cgl7774559) und FGFR2
(cgl7710779) mittels Epityper-Technik (siehe 2.2.2.4) analysiert (Primer siehe 2.1.2.1 Tabelle
4). Die Qualitdtskontrolle der mittels in silico Assay-Vorhersage ermittelten
Konversionskontrollen (Details siehe 2.2.5.1.1) ergab keine Peak-Detektion bei den analysierten
Cytosinen im nicht-CpG-Kontext, sodass von einer effizienten Bisulfit-Konversion ausgegangen
werden konnte. Hierbei wurden fur das ,Atrium“-Kollektiv (Summe = 6 Proben) pro HLHS-TGA-
und LV-An-Patient jeweils die Probe Nr.1 der LA/RA-Replikate, sowie die IAS-Proben
HLHS 4 IAS und HLHS 182 _|AS eingesetzt. Das ,Ventrikel“-Kollektiv (Summe = 4 Proben)
setzte sich jeweils aus der Probe Nr. 1 der LV/RV-Replikate von HLHS-TGA- und LV-An-Patient
zusammen. Zur Analyse der Korrelation der Techniken 450K-Array und Epityper wurden die
Methylierungswerte der Epityper-Analyse auf der y-Achse gegen die Methylierungswerte des
450K-Arrays auf der x-Achse in einem Scatterplot als lineare Regression (Abbildung 39)
dargestellt. Insgesamt fielen hierbei die Methylierungswerte der Epityper-Technik geringer aus
als die 450K-Methylierungswerte, mit jedoch vergleichbaren Methylierungsdifferenzen
(Rohdaten siehe Anhang (Abschnitt 8, Abbildung 61)). Das BestimmtheitsmaR R? ergab fiir IRX4
cgl7774559 R? = 0,94 und fir FGFR2 cg17710779 R? = 0,85. IRX4 zeigte eine hohe Korrelation
mit R? nahe 1, wahrend der analysierte CpG-Locus von FGFR2 eine etwas geringere Korrelation
der Daten (R? = 0,85) aufwies. Letzterer lag jedoch nahe dem Grenzwert R? = 0,9, sodass die
Verifizierung als valide eingestuft wurde. Die differenzielle DNA-Methylierung zwischen atrialen

und ventrikularen Herzgewebeproben konnte somit verifiziert werden.
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Abbildung 39 Lineare Regression der DM-CpGs der Gene (A) IRX4 (cgl7774559) und (B) FGFR2 (cg17710779) der
Korrelationsanalyse (Pearson-Methode) der DNA-Methylierungswerte des 450K-Arrays und der Epityper-Analyse. Die
aufgefuhrten CpG-Loci lagen signifikant differenziell methyliert zwischen atrialen und ventrikuldren Herzgewebetypen
in der 450K-Analyse vor. Zur Verifizierung mittels Epityper-Technik wurden 6 DNA-Proben des ,Atrium“-Kollektivs (pro
HLHS-TGA- und LV-An-Patient jeweils die Probe Nr. 1 der LA/RA-Replikate, sowie die IAS-Proben HLHS_4_IAS und
HLHS_182_IAS) und vier DNA-Proben des ,Ventrikel“-Kollektivs (Probe Nr. 1 der LV/RV-Replikate von HLHS-TGA-
und LV-An-Patient) analysiert. Methylierungswerte der Epityper-Analyse auf der y-Achse wurden gegen die 450K-
Methylierungswerte auf der x-Achse in einem Scatterplot als lineare Regression dargestellt. Das Bestimmtheitsmalid
R? ergab fiir cg17774559 R* = 0,94 und fiir cg17710779 R* = 0,85.

Zusammenfassend konnte bei 168 CpG-Loci eine signifikante differenzielle DNA-Methylierung
mit einer Hypomethylierung von 75 % der DM-CpG-Loci im Atriumgewebe im Vergleich zum
Ventrikelgewebe detektiert werden. Eine Unterscheidung dieser Gewebegruppen ist somit
anhand der detektierten 168 CpG-Loci mdglich. Es lag eine Anreicherung von RDMR- und
Enhancer-assoziierten CpG-Loci vor, sodass vornehmlich regulative DNA-Regionen in
Atriumgewebe verglichen mit Ventrikelgewebe differenziell methyliert waren. Eine differenzielle
Methylierung multipler CpG-Loci mit Methylierungsdifferenzen von AR > 30 % Herzentwicklung-
assoziierter Gene konnte in den Genen IRX4 und FGFR2 mit einer signifikanten
Hypomethylierung in Atriumgewebe verglichen mit Ventrikelgewebe detektiert und verifiziert

werden.
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3.2.2.4 Herzmuskelgewebe und Gefalistrukturen des Herzens zeigen distinkte
DNA-Methylierungs-Signaturen bei einem Patienten mit DCM

Beim vorausgegangenen Herz-Mapping des Teilprojekts P2 (siehe 3.2.2.2) konnte bereits in der
unsupervidierten Analyse eine separate Gruppierung von Gefa3-/“gefaR-ahnlichen®
Gewebeproben detektiert werden (Abbildung 32). In diesem Teilprojekt P4 sollte daher
untersucht werden, ob signifikante Unterschiede in der DNA-Methylierung zwischen Gefal3- und
muskularem Gewebe des Herzens nachweisbar sind. Zudem sollte die Fragestellung
beantwortet werden, welche Gen-Pathways mit einer differenziellen Methylierung angereichert

waren.

In diese Analyse gingen ausschlie8lich die neun Herzgewebeproben des DCM-Patienten (IAS,
LA, RA, LV, MV, TV, PA, Aorta und AoV (siehe 2.1.1.1, Tabelle 1)) ein. So konnten DNA-
Methylierungseffekte durch unterschiedliche Individuen, sowie etwaige Effekte durch
unterschiedliche Gewebeisolationen (post mortem vs. frisch isoliertes Gewebe) ausgeschlossen
werden. Zudem sind diese Proben auf demselben Array prozessiert worden, sodass auch
Batch-Effekte ausgeschlossen werden konnten.

3.2.2.4.1 Qualitatskontrolle

Um zu analysieren, ob eine Unterscheidung verschiedener Gewebegruppen bereits mithilfe der
Erhebung von Korrelationskoeffizienten moglich war, wurde eine CpG-Gesamtkorrelation
durchgefihrt.

Die CpG-Gesamtkorrelation ergab bei Proben von Gefal3en (PA, Aorta) bzw. ,gefalRahnlichem®
Gewebe (AoV) deutlich abweichende r-Werte im Vergleich zu den restlichen Herzgewebeproben
muskuldrem Ursprungs des DCM-Patienten (Abbildung 40). Innerhalb der jeweiligen
Gewebegruppen ,Gefall* und ,Muskel® des Herzens lagen hierbei homogen hohe

r-Werte (nahe r = 1) vor.
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Abbildung 40 CpG-Gesamtkorrelation der AVG-Beta-Werte von neun Herzgewebeproben eines DCM-Patienten
(IAS, LA, RA, LV, MV, TriV, PA, Aorta und AoV), die auf einem 450K-Array hybridisiert wurden. Dargestellt sind die
Korrelationskoeffizient-Werte (r) nach Pearson-Methode mit einer farblich bedingten Formatierung von niedrigen
r-Werten in blau und hohen r-Werten in rot (siehe Farbcode). Jede Spalte (und die gleiche Zeilennummer) steht fir
eine DNA-Probe, mit oberhalb und links der Korrelationsmatrix den Herzgewebeproben aus ,Muskel“ in weil3 und
,Gefalk“-Proben in grau.

Die Normalisierung und GS-Filterung der 450K-Rohdaten der neun DCM-Proben resultierte in
einem Ausschluss von 35328 CpG-Loci und 450249 CpG-Loci gingen in die finale statistische
Analyse ein (Tabelle 27, P4).

3.2.2.4.2 ldentifizierung von 772 signifikant differenziell methylierten CpG-Loci in
Herzmuskelgewebe im Vergleich zu GefalR3strukturen des Herzens

Wie zuvor schon in der CpG-Gesamtkorrelation erkennbar, ergab auch die unsupervidierte
Analyse der 450249 CpG-Loci (VarianZzfilter 6/0max 2 0,4) der neun DCM-Proben eine deutliche
Gruppierung von ,Muskel“- und ,Gefal“-Proben in der PCA-Darstellung (Abbildung 41). Die
AoV-Gewebeprobe, physiologisch den Herzklappen zuzuordnen, wurde hier als ,Gefall* definiert
(Abbildung 41 grine Umrandung), da diese Probe bei der Gewebeexzision aus dem

Aortenklappenring entnommen wurde (siehe 2.1.1.1). Die Herzklappen MV und TV wurden unter
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der Gruppe ,Muskel® zusammengefasst, da die beiden Proben mit den muskularen

Gewebeproben LA, RA und LV gruppierten (Abbildung 41 rote Umrandung).

Abbildung 41  PCA-Darstellung  der

O Muskel 27 %) D Gefaess unsupervidierten __Analyse __von ___neun
OGeféB Herzgewebeproben eines DCM-Patienten
Ml 1as (IAS, LA, RA, LV, MV, TV, PA, Aorta und

[:]K]appe AoV), die mittels 450K-Array analysiert

.LA wurden. Dargestellt ist die Segregation der

verschiedenen Herzgewebeproben basierend

- v auf 12363/450249 CpG-Loci mit 0/0max = 0,4.

! RA Farbcode Herzgewebetyp: orange:

GefalBproben (PA, Aorta), rot: IAS, grin:
Herzklappen (MV, TV, AoV) rosa: LA, blau:
LV, violett: RA. In der unsupervidierten

AoV Analyse war eine deutliche Gruppierung von
~,Muskel“-Herzgewebeproben (rote
/ Umrandung) und GefaR-/“geféaR-ahnlichen®-
& Proben“ (grine Umrandung) zu erkennen.
¢ : Normalisierung zur graphischen
'S Darstellung: m =0
" /1 (85 %)

2(3%)

Ein T-Test mit g < 1x10™ (6/0max = 0,4) resultierte in 772 CpG-Loci mit Methylierungsdifferenzen
von AR > 30 % zwischen ,Muskel” und ,Gefal3* (Heatmap Abbildung 42). 660 CpG-Loci und
damit 85 % der DM-CpG-Loci zeigten eine Hypermethylierung in ,Muskel® im Vergleich zu
,Gefalk®. Insgesamt lag eine signifikante Anreicherung von Enhancer-assoziierten CpG-Loci
innerhalb der 772 DM-CpG-Loci zwischen ,Muskel* und ,GefaR* vor (OR = 3,6 p = 2,2x10™).
Auch RDMR-assoziierte CpG-Loci zeigten mit OR=2,22 (p=4,1x10°) eine signifikante
Anreicherung innerhalb der DM-CpG-Loci in Herzmuskelgewebe verglichen mit

GefalRstrukturen.
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Abbildung 42 Heatmap der AVG-Beta-Werte des T-Tests der Gruppen ,Muskel* (LA, RA, IAS, LV, RV, TV, MV)
und ,GefaR* (PA, Aorta, AoV) bestehend aus Herzgewebeproben von einem DCM-Patienten, die mittels 450K-Array
analysiert wurden. Dargestellt ist die Heatmap des T-Tests der Gruppen ,Muskel” vs. ,Gefal®* mit c/omax = 0,4 und
q < 1x10”, wobei 772/450249 CpG-Loci differenziell methyliert in ,Muskel* im Vergleich zu ,GefaR“ vorlagen. Jede
Zeile stellt einen CpG-Locus dar, mit niedrigen AVG-Beta-Werten in blau und hohen AVG-Beta-Werten in gelb. Jede
Spalte stellt eine DNA-Probe dar, mit den Bezeichnungen der einzelnen Proben unterhalb der Heatmap. Proben und
wurden hierarchisch geclustert. Oberhalb der Heatmap sind pro Probe entsprechend der Farbcode-Legenden rechts
der Heatmap folgende Kategorien farblich dargestellt (von oben nach unten): die Probengruppenkategorie und der
Gewebetyp (Gefal3: PA, Aorta; Herzklappen: MV, TriV, AoV). Normalisierung zur graphischen Darstellung: keine,
Einfarbung nach absoluten AVG-Beta-Werten.

Von den 772 signifikant differenziell methylierten CpG-Loci zwischen ,Muskel® und ,GefaR*
konnten 548 CpG-Loci insgesamt 421 Genen zugeordnet werden. Die in ,Muskel®
hypermethylierten 660 CpG-Loci im Vergleich zu ,GefalR* zeigten innerhalb der 369 assoziierten
Gene nach GO-Analyse (siehe 2.2.5.3) eine signifikante Anreicherung von Genen mit der
molekularen Funktion ,actin binding (GO:0003779)* (26 Gene, q = 1,25x10°). Die 55 Gene mit
in ,Muskel“ hypomethylierten 112 CpG-Loci im Vergleich zu ,GefalR* ergaben keine signifikante

Anreicherung.

Die Gene GRIK2 (11 CpGs), DIP2C (10CpGs) und PRDM16 (9 CpGs) zeigten mit
9 bis 11 CpG-Loci eine besonders hohe Anzahl von DM-CpG-Loci pro Gen (weitere Gene

150



Ergebnisse Dissertation Kirstin Hoff

umfassten max. 4 DM CpG-Loci). Die DM-CpG-Loci in GRIK2 lagen im Herzmuskelgewebe
verglichen mit Gefal3strukturen mit mittleren Methylierungsdifferenzen von AB = 47 % signifikant
hypomethyliert im wT-Test vor (p = 2,5x10 ). Die DM-CpG-Loci von DIP2C (p = 9,5x10 %) und
PRDM16 (p =5,6x10°) zeigten jeweils mittlere Methylierungsdifferenzen von AR =61 %
bzw. 53 % mit einer Hypermethylierung im Herzmuskelgewebe im Vergleich zu
Gefal3strukturen (Abbildung 43).
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Abbildung 43 Boxplot-Darstellung multipler DM-CpG-Loci der Gene GRIK2, DIP2C und PRDM16, welche in ,Muskel*
differenziell methyliert im Vergleich zu ,GefaR" vorlagen. Die Gruppe ,Muskel“ umfasste sieben Herz-Gewebeproben
(LA, RA| IAS, LV, RV, TV, MV) und die Gruppe ,Gefall* umfasste drei Herzgewebeproben (PA, Aorta, AoV). In der
Boxplotdarstellung sind pro Gen die mittleren DNA-Methylierungswerte (AVG-Beta-Werte) der DM-CpG-Loci pro
Gruppe (Muskel/GefaR) auf der y-Achse und die Probenbezeichnung auf der x-Achse dargestellt. Boxplots der
Muskel-Gruppe sind rot und die der GefaR-Gruppe griin eingeféarbt. Die p-Werte des wT-Tests sind jeweils pro
anaylsiertem CpG nach Sternchencode aufgefiihrt. Alle DM-CpG-Loci zeigten eine hoch signifikante (p < 0,001)
differenzielle Methylierung zwischen den Gruppen ,Muskel” und ,Gefall* (Grenzwert: p < 0,05 (*)).

Die Analyse der DNA-Methylierungs-Signatur von muskuldarem Gewebe des Herzens im
Vergleich zu Gefal3strukturen ergab zusammenfassend 772 signifikant differenziell methylierte
CpG-Loci mit Methylierungsdifferenzen von AR > 30 %. Die detektierten 772 DM-CpG-Loci
ermdglichen somit eine Unterscheidung von muskularem Gewebe und Gefalistrukturen des
Herzens anhand der DNA-Methylierungsmuster. Interessanterweise lag der Grof3teil (85 %) der
DM-CpG-Loci in ,Muskel“ hypermethyliert im Vergleich zu ,Gefal3“ vor. Mit einer signifikanten
Anreicherung von RDMR- und Enhancer-assoziierten CpG-Loci zeigten vornehmlich regulative

DNA-Regionen eine differenzielle DNA-Methylierung zwischen ,Muskel“ und ,GefaR".
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3.2.2.5 Identifizierung von 86 differenziell methylierten CpG-Loci in
Herzgewebe von HLHS-Patienten im  Vergleich zu fetalem
Herzkontrollgewebe

Um das DNA-Methylierungsprofil von I|AS-Gewebe von HLHS-Patienten mit gesunden
Kontrollindividuen vergleichen zu konnen, wurde als Kontrollkollektiv fetales Herzgewebe
gesunder Individuen (Biocat, (Heidelberg, Deutschland)) von je einem weiblichen (40. Woche)
und einem mannlichen Donor (25. Woche) verwendet. So sollten krankheitsspezifische Effekte,
die madglicherweise in der initialen Analyse des Vergleichs der Gruppen HLHS und
Rechtsherzfehlbildungen (siehe 3.2.2.1) von Einfluss waren, vermieden werden. Um zudem
altersspezifische DNA-Methylierungseffekte zu minimieren, wurden in dieser Analyse des
Teilprojekts P5 lediglich die I1AS-Gewebeproben der Alterskategorie ,jung® (< 3 Wochen) des
HLHS-Probenkollektivs eingesetzt, um diese mit dem fetalen Herzkontrollgewebe zu
vergleichen.

In diese Analyse gingen somit 17 IAS-Gewebeproben von HLHS-Patienten der Alterskategorie
Jung® (£ 3Wochen, siehe 2.1.1.1 Tabelle 1 ,J) und Duplikate von fetalem Herzgewebe eines

mannlichen und weiblichen Donors als Kontrollen ein (Tabelle 1, P5).

3.2.2.5.1 Qualitatskontrolle

Die CpG-Gesamtkorrelation der AVG-Beta-Werte der insgesamt 21 Hybridisierungen ergab
hohe r-Werte mit einem Median uber alle Korrelationskoeffizienten von r 2 0,98, sodass keine
Proben exkludiert werden mussten (siehe Abschnitt 8 Abbildung 62). Die Duplikate der fetalen
Herzgewebeproben wiesen wie erwartet einen hohen Korrelationskoeffizienten von r > 0,99
zueinander auf. Nach Normalisierung und GS-Filterung der 450K-Rohdaten der insgesamt
21 Hybridisierungen wurden 35543 CpG-Loci ausgeschlossen und 450034 CpG-Loci gingen in
die finale statistische Analyse ein (Tabelle 27, P4). Von den so prozessierten AVG-Beta-Werten
der Duplikate der fetalen Herzgewebeproben wurden Mittelwerte gebildet, sodass insgesamt
19 Hybridisierungen, bestehend aus 17 IAS-Gewebeproben von Patienten mit HLHS und zwei

fetalen Herzgewebeproben gesunder Individuen final analysiert wurden.
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3.2.2.5.2 Identifizierug multipler differenziell methylierter CpG-Loci der Gene
NR2F1, NR2F1-AS1l, PDXDC1 und XYLT1 in Herzgewebe von HLHS-
Patienten im Vergleich zu fetalem Herzkontrollgewebe

Es lieRBen sich 137 signifikant differenziell methylierte CpG-Loci bei q<1x10° im T-Test
(basierend auf o/omax 2 0,4) im Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu fetalem
Herzkontrollgewebe detektieren (Abbildung 44). Bei ca. 50 % der DM-CpG-Loci konnte eine
Hypermethylierung im |AS-Gewebe von Patienten mit HLHS verglichen mit fetalem
Herzkontrollgewebe mit hohen DNA-Methylierungsdifferenzen von AR > 45 % feststellen.

HLHS-Typ:
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Abbildung 44 Heatmap der AVG-Beta-Werte des T-Tests des HLHS-Kollektivs (17 IAS-Gewebeproben) und des
Kontrollkollektivs aus fetalem Herzkontrollgewebe (2 fetale Herzgewebeproben), welche mittels 450K-Array analysiert
wurden. Dargestellt ist die Heatmap des T-Tests der Gruppen ,HLHS* vs. ,CTL“(fetale Herzgewebeproben) mit
o/omax 2 0,4 und g < 1x10°, wobei 137/450034 CpG-Loci differenziell methyliert bei ,HLHS* im Vergleich zu ,CTL*
vorlagen. Jede Zeile stellt einen CpG-Locus dar, mit niedrigen AVG-Beta-Werten in blau und hohen AVG-Beta-
Werten in gelb. Jede Spalte stellt eine DNA-Probe dar, mit den Bezeichnungen der einzelnen Proben unterhalb der
Heatmap. Proben und CpG-Loci wurden hierarchisch geclustert. Oberhalb der Heatmap sind pro Probe entsprechend
der Farbcode-Legenden rechts der Heatmap folgende Kategorien farblich dargestellt (von oben nach unten): der
HLHS-Typ (,CTL“-Proben als ,normal® bezeichnet)), das Geschlecht und die Probengruppenkategorie.
Normalisierung zur graphischen Darstellung: keine, Einfarbung nach absoluten AVG-Beta-Werten.

Die fetalen Herzgewebeproben, die nach Angaben des Anbieters (Biocat (Heidelberg,
Deutschland)) lediglich mit der Angabe ,Gesamtherzgewebe® beschrieben waren, wurden im

Rahmen der Herz-Mapping-Analyse des Teilprojekts P2 (siehe 3.2.2.2) als Herzgewebe
153



Ergebnisse Dissertation Kirstin Hoff

ventrikularem Ursprungs eingeordnet. Da die Herzgewebeproben der HLHS-Probengruppe aus
IAS-Gewebe und damit aus atrialem Herzgewebe bestanden, war das Ziel, ,Atrium-Ventrikel“-
spezifische DNA-Methylierungseffekte auszuschlieRen. Demnach wurden im nadchsten Schritt
CpG-Loci ausgeschlossen, die eine Uberlappung zu den zwischen ,Atrium* und ,Ventrikel
differenziell methylierten 168 CpG-Loci (siehe 3.2.2.3) aufwiesen. Dieser Filtervorgang
resultierte in 86 ,HLHS-spezifischen* DM-CpG-Loci (Abbildung 45). Auch diese zeigten sehr
hohe DNA-Methylierungsdifferenzen von AR > 45 % zwischen den Gruppen HLHS und fetalem
Herzkontrollgewebe. Diese wurden mit den im Herzgewebe altersabhangig differenziell
methylierten 1104 CpG-Loci der HLHS-RF-Analyse aus Abschnitt 3.2.2.1 abgeglichen, um
Alterseffekte zu vermeiden. Hierbei ergab sich keine Uberschneidung der CpGs. Da die fetalen
Herzkontrollgewebe eine gewisse Heterogenitat innerhalb der Gruppe aufwiesen und ein
Vergleich von lediglich N = 2 Herzkontrollgewebe gegen N = 17 IAS-Gewebe stattfand, wurden
zur Erhbéhung der statistischen Power ausschlieBlich Gene mit multiplen DM-CpG-Loci
selektiert. Dies resultierte in folgenden vier Genen mit je zwei DM-CpG-Loci (Abbildung 45):
NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und XYLTL1.

Abbildung 45 Filter-Schema der 137/450034 DM- CpG-Loci im Herzgewebe

K 3 : von HLHS-Patienten im Vergleich zu fetalem Herzkontrollgewebe. Nach
1T BN-CpoLoa) Filterung gegen DM-CpG-Loci aus Teilprojekt P3 (siehe 3.2.2.3), die
¢ zwischen ,Atrium“ und ,Ventrikel“ differenziell methyliert vorlagen, resultierten

i= BMi:CoGs B3 86 ,HLHS-spezifische® DM-CpG-Loci. Vier Gene (NR2F1, NR2F1-AS1,
? - OVLpS PDXDC1 und XYLT1) zeigten hiervon multiple DM-CpG-Loci und wurden als

Atrium < Ventrikel" o Lo
g entrike statistisch signifikant erachtet.

86 DM-CpG-Loci

v

Gene mit multiplen
DM-CpGs

NR2F1
NR2F1-AS1
PDXDC1
XYLT1

Die DM-CpG-Loci von NR2F1 und NR2F1-AS1 lagen innerhalb von RDMRs. Der CpG-Locus
€gl11080549 von NR2F1-AS1 und die beiden DM-CpG-Loci von XYLT1 (cg05057352,
€g09770579) warem zudem mit einer Enhancer-Region assoziiert (Tabelle 29). cg05057352
(XYLT1) lag in einer DHS-Region (DNase | hypersensitive Region) und damit in einer

potenziellen Transkriptionsfaktorbindestelle (TFBS). Nach UCSC Genome Bioinformatics
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Datenbank und Transkriptionsfaktor-ChiP**-Seq-Track von ENCODE (siehe 2.1.3.2) lag der
CpG-Locus cg05057352 von XYLT1 innerhalb einer Bindestelle des Faktors POLR2A, der
groRten Untereinheit der Polymerase Il (synthetisiert mMRNA) (nach NCBI Gene, siehe 2.1.3.2).
Der letztgenannte CpG-Locus lag somit innerhalb einer genregulatorischen DNA-Region.

Tabelle 29 DM-CpG-Loci im Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu fetalem Herzkontrollgewebe von
NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und XYLT1

DNA-Methy -
Position CHR Enhancer- Diff. HLHS - SD SD

el Cpele (GRCh37/hg19) D DU Assoziation | FetalHerz [AB | OniHs | OFetalHerz

in %]

NR2F1 | cg04192879 | chr5:92929473 | - | RDMR } 53 0.08 | 0.02
NR2F1 | cg25449484 | chr5:92929372 | - | RDMR ; 60 0.09 | 0.00
N'ngll' cg11080549 | chr5:92909968 | - | RDMR a 52 0.08 | 0.0
N | cg24579887 | chr5:92005693 | - | RDMR - 52 0.06 | 0.0
XYLTL | cg05057352 | chr16:17499310 | ja - ia 51 0.06 | 0.03
XYLTL | cg09770579 | chr16:17407430 | - - ia 50 005 | 0.03
PDXDC1 | cg03245889 | chr16:15127173 | - - i 52 0.02 | 007
PDXDCL | cg06978461 | chr16:15127194 | - - ; 60 002 | 013

Angaben zu DHS (DNase | hypersensitive Region), DMR (D’differenziell methylierte Region) und Enhancer-
Assoziation nach lllumina-Annotation; RDMR: reprogrammierungsspezifische DMR; DNA-Methylierungsdifferenz:
AVG-Beta Mittelwerte  ,HLHS®" (17 Hybridisierungen) minus ,FetalHerz“ (fetale  Herzgewebeproben
(2 Hybridisierungen)). Positiver Wert = hypermethyliert bei Patienten mit HLHS, negativer Wert = hypomethyliert bei
Patienten mit HLHS; SD: Standardabweichung [o] je fur AVG-Beta Mittelwerte von ,HLHS" und ,FetalHerz".

Alle DM-CpG-Loci der vier Gene - NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und XYLT1 — zeigten hohe
DNA-Methylierungsdifferenzen von AR > 50 % (Tabelle 29 und Abbildung 46). Im wT-Test lag
bei den DM-CpG-Loci von NR2F1 (cg04192879: p = 1,19x10°, cg25449484: p = 8,39x10™),
NR2F1-AS1 (cg11080549: p =4,63x10"°, ¢g24579887: p=2,2x10"°), und XYLT1
(cg05057352: p=5,4x10", ¢g09770579: p=3,36x10°) eine signifikante differenzielle
Methylierung zwischen den Gruppen HLHS und fetalem Herzkontrollgewebe vor. Die DM-CpG-
Loci von PDXDC1 zeigte im wT-Test keine signifikanten DNA-Methylierungsdifferenzen mit
p = 0.058 (cg03245889) und p = 0,094 (cg06978461) auf (Grenzwert: p < 0,05).

. ChlIP-Seq: Chromatin ImmunoPrecipitation DNA-Sequencing umfasst eine Methode zur Bestimmung von Protein-DNA-
Interaktionen [333]
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Abbildung 46 Boxplot-Darstellung der DM-CpG-Loci der vier Gene - NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und XYLT1,
welche im Herzgewebe von HLHS-Patienten differenziell methyliert im Vergleich zu fetalem Herzkontrollgewebe
(CTL) vorlagen. Die Gruppe ,HLHS umfasste 17 IAS-Gewebeproben und die Gruppe ,CTL“ umfasste 2 fetale
Herzgewebeproben. In den Boxplotdarstellungen A — D sind pro Gen und CpG-Locus die DNA-Methylierung (AVG-
Beta-Werte) auf der y-Achse und die Probenbezeichnung auf der x-Achse dargestellt. Boxplots der HLHS-Gruppe
sind grun und die der CTL-Gruppe rot eingefarbt. Die p-Werte des wT-Tests sind jeweils pro anaylsiertem CpG nach
Sternchencode aufgefuhrt. Die DM-CpG-Loci von NR2F1 (A), NR2F1-AS1 (B) und XYLT1 (C) zeigten eine
signifikante differenzielle Methylierung zwischen den Gruppen ,HLHS* und ,CTL®, wahrend die DNA-
Methylierungsdifferenzen der CpG-Loci von PDXDC1 (D) nicht signifikant (n.s.) waren (Grenzwert: p < 0,05 (*)).

Eine signifikante Anreicherung von RDMR-assoziierten CpG-Loci (OR =6,71, p =4,3x107)
sowie von Enhancer-assoziierten CpG-Loci (OR = 5,56, p = 7,6x10™"°) konnte innerhalb der
86 ,HLHS-spezifischen* DM-CpG-Loci festgestellt werden. Die 51 assoziierten Gene dieser DM-
CpG-Loci zeigten nach GO-Analyse (siehe 2.2.5.3, hier Signifikanzlevel p <0,05) eine

signifikante Anreicherung von Genen im biologischen Prozess ,regulation of developmental
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process (GO:0050793)“ (11 Gene, q = 0,0138), inklusive des Gens XYLT1. Dartber hinaus lag
eine Anreicherung der molekularen Funktion ,protein binding transcription factor activity
(G0O:0000988)“ (6 Gene, gq= 0,0138), wozu auch NR2F1 z&hlte, vor.

3.2.2.5.3 Verifizierung

Zur Verifizierung der differenziellen DNA-Methylierung im Herzgewebe von HLHS-Patienten
verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe wurden jeweils die zwei DM-CpG-Loci der Gene
NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und XYLT1 mittels BSPS (Bisulfit-Pyrosequenzierung, siehe
2.2.2.3) analysiert (Primer siehe Abschnitt 8 Tabelle 32). Die Qualitatskontrolle anhand der
Konversionskontrollen mithilfe der PyroQ-CpG™ Software (Qiagen) (Details siehe 2.2.2.3
,Qualitdtskontrolle®) ergab keine Peak-Detektion, sodass von einer effizienten Bisulfit-
Konversion ausgegangen werden konnte. Fir das HLHS-Kollektiv standen drei Proben
(HLHS 13, HLHS 72 und HLHS 130) mit ausreichender DNA-Quantitéat fur die Verifizierung zur
Verfiigung. Zudem wurden die Proben M_FetalHerz und F_Fetalherz verwendet, sodass die
Verifizierung an insgesamt funf Proben durchgefiihrt wurde (Rohdaten siehe Abschnitt 8
Abbildung 63 (NR2F1 cg04192879)).

Zur Analyse der Korrelation der Techniken 450K-Array und BSPS wurden die
Methylierungswerte in einem Scatterplot als lineare Regression dargestellt (Abbildung 47). Das
BestimmtheitsmaR R? ergab fir alle analysierten CpG-Loci Werte nahe 1 (Minimum R? = 0,94
bei ¢g05057352), sodass eine hohe Korrelation der gemessenen Methylierungswerte der
Techniken 450K-Array und BSPS gegeben war (Details lineare
Regressionsanalyse siehe 2.2.4). Die differenzielle DNA-Methylierung zwischen den Gruppen

HLHS und fetalem Herzkontrollgewebe konnte somit verifiziert werden.
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Abbildung 47 Lineare Regression der DM-CpGs der Gene (A) NR2F1 (A. cg04192879, B: cg25449484), NR2F1-AS1 (C: cg11080549, D: cg24579887),

XYLT1 (E: cg05057352, F: cg09770579) und PDXDC1 (G: cg03245889, H: cg06978461) der Korrelationsanalyse (Pearson-Methode) der DNA-Methylierungswerte

des 450K-Arrays und der BSPS. Die aufgefiihrten CpG-Loci lagen differenziell methyliert zwischen den Gruppen HLHS und fetalem Herzkontrollgewebe in der 450K-
Analyse vor. Zur Verifizierung mittels BSPS wurden drei DNA-Proben des HLHS-Kollektivs (HLHS_13, HLHS_72 und HLHS_130) und die beiden DNA-Proben der
fetalen Herzgewebe (M_FetalHerz und F_Fetalherz) analysiert. Methylierungswerte der BSPS (DNA-Methylierung [%]) auf der y-Achse wurden gegen die 450K-
Methylierungswerte (DNA Methylierung (AVG-Beta x 100) [%]) auf der x-Achse |n einem Scatterplot als I|neare Regression dargestellt. Das BestimmtheitsmaR R?
ergab fur cg04192879 R? = 097 fur cg25449484 R? = 099 fur cg11080549 R?=0,99, fur €g24579887 R?=0,99, fir cg05057352 R?=0,94, fir cg09770579
R” = 0,99, fiir cg03245889 R* = 0,99 und fiir cg06978461 R* = 0,99.
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Zusammenfassend ergab der Vergleich der DNA-Methylierung von Herzgewebe von HLHS-
Patienten und fetalem Herzkontrollgewebe insgesamt 86 ,HLHS-spezifische® DM-CpG-Loci.
Hierbei zeigten NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und XYLT1 multiple DM-CpG-Loci, die teilweise
mit regulativen DNA-Regionen assoziiert waren. Insgesamt lieRen sich  hohe
Methylierungsdifferenzen von AR > 50 % im Herzgewebe von HLHS-Patienten verglichen mit
fetalem Herzkontrollgewebe nachweisen.

3.2.3 Identifizierung von 11 differenziell exprimierten Genen bei

HLHS im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen

Um auf Transkriptomebene Herzgewebeproben von HLHS-Patienten zu analysieren, wurde eine
Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung (RNA-Sequenzierung (Details siehe 2.2.3.3)) an IAS-
Gewebeproben von 25 HLHS-Patienten und 10 Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
(Probenzuordnung siehe 2.1.1.1, Tabelle 1 Analyse ,R1“ bzw. ,R2“) durchgefuhrt. Hierbei sollte
die Fragestellung bearbeitet werden, ob Herzgewebeproben von Patienten mit HLHS eine
differenzielle Genexpression im Vergleich zu Herzgewebeproben von Patienten mit einer
rechtsseitigen Herzfehlbildung (Rechtsherzfehlbildungen) als Kontrollkollektiv zeigten. Bei der
Probenauswahl wurde darauf geachtet, moglichst dieselben IAS-Gewebeproben, die zuvor auch
fur DNA-Methylierungsanalysen verwendet wurden, fur die RNA-Extraktion und nachfolgende
RNA-Sequenzierung einzusetzen. Somit lagen zu 23 der 25 analysierten I1AS-Gewebeproben
von  HLHS-Patienten und zu 9/10 1AS-Gewebeproben der Patienten  mit

Rechtsherzfehlbildungen sowohl DNA-Methylierungsdaten als auch Transkriptom-Daten vor.

Zusatzlich zu den im Vorfeld dieser Arbeit sequenzierten 13 HLHS-Proben und funf Proben von
Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen (in Tabelle 1 mit ,R1“ gekennzeichnet, prozessiert durch
Frau Dr. med. Anne-Karin Kahlert) wurden in der vorliegenden Arbeit fur 17 weitere IAS-
Gewebeproben von 12 HLHS-Patienten und funf Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
(Tabelle 1 ,R2%) die Genexpressionslevel mittels RNA-Sequenzierung bestimmt. Die RNA-
Sequenzierung ,R1“ hatte eine mittlere Reads-Anzahl von 36,8 Mio. Reads und ,R2“ von
61,4 Mio. Reads.
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3.2.3.1 Qualitatskontrolle

Zur Qualitatskontrolle wurden die erhaltenen Rohdaten der 17 IAS-Gewebeproben mittels
FastQC-Software (Details siehe 2.2.5.4) analysiert. Die Genauigkeit des Base-Callings wurde
anhand von Phred-Qualitatswerten (Abbildung 48 A) untersucht. Hierbei ergab sich ein Phred-
Wert-Median von 36,7 Uber alle 17 Proben, was einer Wahrscheinlichkeit eines inkorrekten
Base-Callings von 1 zu 1223 (Base-Calling-Genauigkeit > 99,9 %) entsprach. Es konnte somit
von einer hohen Qualitdt des Sequenzierlaufs ausgegangen werden. Des Weiteren wurden
Phred-Qualitatswerte pro Sequenz anhand ,per Sequence Quality Score“-Darstellungen (Details
siehe 2.2.5.4) analysiert, um auszuschlie3en, dass ein groRerer Teil der Sequenzen geringere
Phred-Qualitatswerte aufwies. Hierbei ergab sich ein mittlerer Phred-Wert pro Read von > 37,
was einer Fehlerrate deutlich kleiner dem Grenzwert von 0,2 % (Phred =27) entsprach
(Abbildung 48 B). Zudem war ein einzelner Peak der mittleren Sequenz-Qualitdt — und nicht
weitere Peaks — erkennbar. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass es einen Anteil von
Sequenzen mit geringerer Sequenz-Qualitat gab. Auch die visuelle Analyse der Graphiken zum
GC-Gehalt pro Sequenz (per Sequence GC Content) ergab eine gute Ubereinstimmung mit der
modellierten Normalverteilung bei allen 17 IAS-Gewebeproben (Beispiel HLHS 128 in
Abbildung 48 C). Der Anteil abweichender Reads von der theoretischen Verteilungskurve war
kleiner 15 % (,pass filter* Treshold der FastQC-Software), was fir eine gute randomisierte
cDNA-Library sprach. In einer normalen randomisierten cDNA-Library wiirde eine annahernde
Normalverteilung des GC-Gehalts mit einem zentral gelegenen Peak beim durchschnittlichen
GC-Gehalt des zugrundeliegenden Transkriptoms (berechnet durch die FastQC-Software)
erwartet werden [334]. Die Kurvenform des GC-Gehalts der beispielhaft dargestellten Probe
HLHS 128 (Abbildung 48 C) stimmte mit der theoretischen Verteilungskurve (berein.
Kontaminationen durch Adapter-Sequenzen (Reads enthalten partielle oder komplette
Adaptersequenzen) waren in diesen Graphiken zum GC-Gehalt pro Sequenz erkennbar, indem
ein bis mehrere extreme (schmale hohe) Peaks auftreten wirden und die Kurve nicht der
theoretischen Verteilungskurve entsprache. Solche Kontaminationen lagen demnach in dem hier

analysierten Datensatz nicht vor.
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Abbildung 48 Qualitdtskontrolle von Rohdaten der RNA-Segienzierung von 17 IAS-Gewebeproben (12 HLHS-Proben
und finf Proben von Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen) mittels FastQC-Software. A: Boxplot Phred-Wert-
Mediane von HLHS- und Rechtsherzfehlbildung-Proben (,CTL") mit einem Phred-Wert-Median von 36,7 Uber alle
17 Proben. Dies entspricht einer Base-Calling-Genauigkeit > 99,9 %. B: ,per Sequence Quality Score“-Darstellung
beispielhaft anhand HLHS_128. x-Achse: mittlere Sequenz-Qualitat [Phred], y-Achse: Gesamtanzahl aller Reads. Der
mittlere Phred-Wert pro Read ist bei der Probe HLHS_128 Phred > 37. C: ,per Sequence GC Content“-Darstellung:
GC-Gehalt Uber jeden Sequenz-Read (rote Kurve) im Vergleich zur modellierten Normalverteilung der GC-Werte
(blaue Kurve) beispielhaft anhand HLHS_128. x-Achse: mittlerer GC-Gehalt [%)], y-Achse: Gesamtanzahl aller Reads.

3.2.3.2 Datenanalyse

Die bioinformatische Auswertung, in der eine differenzielle Expressionsanalyse mittels EdgeR-

Software [254] durchgefihrt wurde, erfolgte durch PhD Gabriel Musso (Brigham and Women's
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Hospital, Harvard Medical School, Boston). Die Analyse der beiden Sequenzierlaufe (Tabelle 1,
L,R1“ und ,R2%), mit insgesamt 26 IAS-Gewebeproben von HLHS-Patienten und
10 IAS-Gewebeproben von Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen, ergab im EdgeR Fisher’s
Exact Test (p < 0,05) bei HLHS-Patienten verglichen mit Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
eine signifikante Hochregulation der Expression von neun Genen: ACE2, HOGA1, MLLT11,
CASQ1, CSPG4, SERPINE2, XYLT1, ATP10A und PDGFRA. Zudem konnten zwei signifikant
herunterregulierte Gene — SOSTDC1 und Clorfl115 — im IAS-Gewebe von HLHS-Patienten im
Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen identifiziert werden. Das Gennetzwerk
(GeneMANIA [263], siehe 2.1.3.2) dieser vorwiegend Zellzyklus-assoziierten differenziell
exprimierten Gene ist in Abbildung 49 dargestellt.

Abbildung 49 Gennetzwerk
ngch : GeneMANIA der

differenziell exprimierten Gene

G@E im IAS-Gewebe von 26 HLHS-

5@3 Patienten und 10 Patienten mit
&@D Rechtsherzfehlbildungen.  Im

EdgeR Fisher's Exact Test lag

@ eine signifikante Hochregulation
der Genexpression im IAS-
@ . @3@ Gewebe von HLHS-Patienten

im Vergleich zu Patienten mit

Cio2
Rechtsherzfehlbildungen  von
1 folgenden Genen vor (schwarze
@ Fallung): ACE2, HOGAL,
@ MLLT11, CASQl, CSPG4,
SERPINE2, XYLT1, ATP10A
und PDGFRA. Die Gene
SOSTDC1 und Clorfl15 waren
C‘S @ @ signifikant herunterreguliert im
IAS-Gewebe von HLHS-
@ Patienten im Vergleich zu
Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen.
Interagierende Gene des
@ Gennetzwerks sind durch eine
graue Fillung dargestellt. Die
Koexpression der Gene ist

Koexpression

Genetische Interaktion

.herunterregu!iene Genexpression*® durch violette Linien und die
genetische Interaktion durch
. hochregulierte Genexpression* grune Linien gekennzeichet.

. interagierende Gene des Gennetzwerks

*in HLHS im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen

3.2.3.3 Verifizierung

Das Gen PDGFRA =zeigte nach MGI-Datenbank bei PDGFRA-Knockout-M&usen einen
kardiovaskularen Phanotyp sowie Auswirkungen auf die Embryogenese und wurde daher naher

analysiert. Mittels quantitativer Real-Time PCR (qPCR; Details siehe 2.2.3.5) erfolgte die
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Verifizierung mit drei HLHS-Proben und drei Proben von Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
(hier TA-Proben). Lediglich bei diesen Proben war restliche RNA zur Generierung von cDNA fir
die gPCR-Analyse vorhanden. Letztere Analyse ergab jedoch keine Bestatigung der
Hochregulation von PDGFRA bei HLHS im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen
(Abbildung 50). Innerhalb letztgenannter Proben lag eine starke Heterogenitat der Ratio-Werte
der mRNA-Expression vor (Abbildung 50 B und C). Der Ratio-Wert der HLHS-Proben lag mit
einem Median von 4,06 hoher als der der TA-Proben mit einem Median von 3,7
(Abbildung 50 C). Dies entsprach tendenziell der nach EdgeR-Analyse ermittelten
Hochregulation der PDGFRA-Expression bei HLHS, jedoch wies letztere Gruppe eine hohe
Streuung auf (Abbildung 50 B).
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Abbildung 50 Ergebnis der gPCR-Analyse von Proben von HLHS-Patienten und Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen zur  Verifizierung von Genexpressionsdaten zu PDGFRA aus der RNA-
Sequenzierungsanalyse. A: Boxplot-Darstellung der mRNA-Expression in counts (Anzahl gemappter Reads) der
mittels RNA-Sequenzierung analysierten Proben von HLHS-Patienten und Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
(RF). Eine hochregulierte Genexpression von PDGFRA bei HLHS im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen ist im
Boxplot zu erkennen. B: Balkendiagramm der Ratio-Mittelwerte der mMRNA-Expression (mit Standardabweichung) aus
der gPCR-Analyse von drei unabhéngigen technischen cDNA-Replikaten, hergestellt aus RNA von HLHS- und RF-
Proben. x-Achse: Probenbezeichung der cDNA-Proben, y-Achse: Ratio-Werte der mRNA-Expression. Herz-cDNA
(Clontech Laboratories Inc. (Mountain View, USA)) wurde als Positivkontrolle verwendet. Es lag eine hohe
Intragruppen-Heterogenitat vor. C: Boxplot-Darstellung der Ratio-Mittelwerte der mittels qPCR analysierten HLHS-
und Rechtsherzfehlbildungen-Proben. Anhand der gPCR-Analyse ist kein signifikanter Unterschied der
Genexpression zwischen den Gruppen HLHS und Rechtsherzfehlbildungen festzustellen.
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Aufgrund des limitierten RNA-Materials konnten keine weiteren gPCR-Analysen durchgefiihrt
werden, um die Heterogenitat der Expressionswerte genauer zu analysieren. Es stand von
keinen weiteren Proben der RNA-Sequenzierungsanalyse restliche RNA zur Verfligung, sodass
maogliche Degradationseffekte der RNA (Lagerung teilweise > 1 Jahr) und dadurch potenziell
hervorgerufene Varianzen der Ratio-Werte der mittels qPCR analysierten Proben nicht
nahergehend untersucht werden konnten. Da es sich jedoch um schwer zugangliches priméares
Herzgewebe handelt, wurden die durch PhD Gabriel Musso (Brigham and Women's Hospital,
Harvard Medical School, Boston) zur Verfigung gestellten Daten zur differenziellen Expression
bei HLHS im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen im Folgenden fir integrative Analysen weiter
verwendet. Daruber hinaus fanden die Ergebnisse des SNP-Callings aus der RNA-

Sequenzierung im Abgleich mit WES-Daten Anwendung.

3.3 Integrative Analysen von Genom, Epigenom und

Transkriptom

Um die molekularen Mechanismen in der Pathogenese des HLHS integrativ zu untersuchen,
wurden die Ergebnisse der genetischen Analysen auf Keimbahn- (siehe 3.1) und somatischer
Ebene (3.2), der DNA-Methylierungsanalysen (3.2.2) und der Transkriptom-Analysen (3.2.3)
gemeinsam analysiert. Hierbei wurden die Datenséatze hinsichtlich Uberlappender Gene mit
Mutationen, differenzieller DNA-Methylierung und/oder differenzieller Expression untersucht.
Mogliche  Uberlappungen betroffener Gen-Pathways auf Genom-, Epigenom- und

Transkriptomebene sollten so identifiziert werden.

3.3.1 Identifizierung von 20 differenziell methylierten Genen mit
zusatzlichen funktionellen Genvarianten bei Patienten mit

CHDs

In der folgenden integrativen Analyse wurden die in dieser Arbeit bei CHD-Patienten
identifizierten differenziell methylierten Gene (siehe 3.2.2) mit detektierten funktionellen

Genvarianten verglichen. Hierbei wurden sowohl die in Abschnitt 3.1 auf Keimbahnebene, als
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auch die in Abschnitt 3.2.1 auf somatischer Ebene (im Herzgewebe) detektierten Genvarianten
abgeglichen.

Bei dem Gen NR2F2 (NM_021005.3) konnte sowohl eine differenzielle Methylierung multipler
CpG-Loci in der Herz-Mapping-Analyse (siehe 3.2.2.2) als auch eine kausale de novo Splice-
Donor-Mutation [303] in der Keimbahn eines HLHS-Patienten nachgewiesen werden
(siehe 3.1.2.1). In verschiedenen Herzregionen von CHD-Patienten zeigte das Gen NR2F2 finf
DM-CpG-Loci (siehe 3.2.2.2 Tabelle 28) deren AVG-Beta-Mittelwerte verschiedener
Herzgewebetypen in Abbildung 51 dargestellt ist. Die RDMR-assoziierten CpG-Loci zeigten
hierbei vorwiegend eine Hypomethylierung in ventrikularem, atrialem und fetalem Herzgewebe
im Vergleich zu einer tendenziellen Hypermethylierung von Herz-Klappengewebe und Gefal3-
Strukturen. Die RDMRs lagen vorwiegend in Assoziation zu CpG-Insel-Shores vor,
d.h. 5/3‘-angrenzende Bereiche der CpG-Insel [335].

Position CHR |Position beziigl. DMR Enhancer- DNA-Methylierung [AVG-Beta]
(GRCh37/hg19)|UCSC CpG-Insel Assoziation RV IAS |[Klappe| GefaR | fetal
€g23734137|chr15:96868114 S Shore RDMR
€g01213447|chr15:96871576 N Shore RDMR
cg14205663|chr15:96872827 N Shore RDMR
€g27236629|chr15:96877720 Island RDMR
cg13772742|chr15:96878385 S Shore - ja

CpGID

Farbcode DNA-Methylierung

Abbildung 51 DM-CpG-Loci von NR2F2 der Herz-Mapping-Analyse (siehe 3.2.2.2). Die DNA-Methylierung der CpG-
Loci von NR2F2 ist als AVG-Beta-Mittelwert anhand definierter Herzgewebetypen (LV, RV, ...), beschrieben in
Abschnitt 3.2.2.2, dargestellt. Der Farbcode der DNA-Methylierung ist rechts dargestellt. Zu jedem CpG-Locus
(CpG ID) sind die chromosomale Position (Position CHR), die Position im Genom bezuglich bekannter UCSC CpG-
Inseln, das Vorliegen einer Uberlappung zu einer DMR sowie eine Enhancer-Assoziation nach lllumina-Annotation
aufgefuihrt. Island: CpG-Insel; N_Shore: North_Shore (5° angrenzender Bereich zur CpG-Insel); S_Shore: South
Shore (3° angrenzender Bereich zur CpG-Insel); fetal: fetales Herzkontrollgewebe.

Auf somatischer Ebene erfolgte in dieser integrativen Analyse ein Abgleich differenziell
methylierter Gene aus T-Test-Analysen des Abschnitts 3.2.2 mit Genen, in denen mittels WES-
Analyse von IAS-Gewebe von HLHS-Patienten funktionelle Ganvarianten identifiziert wurden
(siehe 3.2.1.1). In 16 Genen mit funktionellen Genvarianten im Herzgewebe von Patienten mit
HLHS konnte zusétzlich eine differenzielle Methylierung in Herzmuskelgewebe verglichen mit
Gefal3strukturen in der Muskel-Gefa3-Analyse (siehe 3.2.2.4) nachgewiesen werden. Hierbei
lieBen sich >50 %ige Methylierungsdifferenzen feststellen, welche in Abbildung 64
(siehe Abschnitt 8) aufgeflihrt sind.

Hierbei ist das Gen DOCK1l (NM_001380.3) hervorzuheben, welches zusatzlich zu einer

Hypermethylierung eines CpG-Locus in ,Muskel® im Vergleich zu ,Gefal3“ eine compound
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heterozygote Mutation beim Patienten HLHS 132 zeigte (Abbildung 52). Die Mutation lag
sowohl im initial mittels WES-Technik analysierten Herzgewebe von HLHS_132 als auch in der
Keimbahn vor. Es handelte sich um zwei bisher unbekannte Missense-Mutationen, die beim
Indexpatienten compound heterozygot auftraten und jeweils von einem Elternteil vererbt wurden:
die maternal vererbte Mutation ¢.1927G>A (p.Asp643Asn) und die paternal vererbte Mutation
¢.5038A>G (p.Arg1680Gly)). Diese Mutationen werden nach Polyphen-2 als probably bzw.
possibly damaging eingestuft und konnten mittels Sanger-Sequenzierung in der Familie 6
nachgewiesen werden (Abbildung 52 A).

€.1927G>A (p.Asp643Asn)
AGT C GAT G G
ili o ® e 0 — ——
Familie 6 VP © .
! E o -
|1 ,vﬁ\] (_'I) <
i1 o
"l }“ \ q'} .'\ i
c.5038A>G c.1927G>A S ¥\ —
f V¥ VWA A D o]
=
Q2
¢.5038A>G (p.Arg1680Gly) 2 < |
€.1927G>A/ C T cCcAGG T C B 2 o
c.5038A>G = § =& = s = & §F = = :
i < —
f Z o
I Fan RO~ | —

( i " M f\ T l"
\ ‘f\ /\/\/\ | \ Muskel Gefal

Abbildung 52 Compound heterozyogte Mutationen in DOCK1 bei einem HLHS-Patient und differenzielle DNA-
Methylierung von DOCK1 in ,Muskel* und ,Gefa3* A: Stammbaum mit Genotyp der Mutationen in DOCK1 der
Familie 6. Die phanotypisch gesunden Eltern sind in weiRer Fillung mit I:1 Vater (heterozygot c.5038A>G) und [:2
Mutter (c.1927G>A) dargestellt. Beim Indexpatient HLHS 132 (Il:1, schwarze Fillung) konnte eine compound
heterozyote Mutation (c.1927G>A/c.5038A>G) nachgewiesen werden. B: Elektropherogramme der mittels Sanger-
Sequenzierung verifizierten Missense-Mutationen in DOCK1 (c.1927G>A (p.Asp643Asn), c.5038A>G (p.Arg1680Gly))
bei HLHS_132. Dargestellt ist jeweils die Sequenz des Vorwarts-Primers (VP). Rote Buchstaben stellen die mutierte
Base dar, unterstrichene Buchstaben die mutierte Kodonsequenz der Aminosduren. C: Boxplot-Darstellung der
differenziellen DNA-Methylierung in AVG-Beta-Werten der Gewebegruppen ,Muskel® (LA, RA, IAS, LV, RV, TV, MV)
vs. ,GefalR* (PA, Aorta, AoV). Es lag im wT-Test eine signifikante (p = 0,00514) Hypermethylierung in ,Muskel* im
Vergleich zu ,Gefal* vor.

Die Gene CTNNB1, STEAP2 und PDXDC1 (Abbildung 53) wiesen im IAS-Gewebe von
Patienten mit HLHS seltene bzw. bisher unbekannte als probably damaging eingestufte
Genvarianten auf (WES-Analyse, siehe 3.2.1.1). Zusatzlich zeigten diese Gene eine signifikant
differenzielle Methylierung in demselben Gewebe dieser Patienten verglichen mit fetalem
Herzkontrollgewebe mit 50 %igen Methylierungsdifferenzen (HLHS-Fetal-Analyse,
siehe 3.2.2.5).
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Exom Epigenom
Mutation EcAC CpG ID DNA-Methylierung
Fall Gen Position CHR Typ | PPH AF Position CHR [AVG-Beta] =
(GRCh37/hg19) (GRCh37/hg19) | HLHS Fetal <
¢.1694G>A : cg09678212 g
HUHS 2122 AN chr3:41277225 Miss. | D |8.99E-05 341240163 >
¢g03245889 ;z”
hr16:15127172 > .
HLHS_15  |PDXDCT e Miss | D |6.27E-05] " 5
chr16:15091623 cg06978461 8
chr16:15127193 g
¢.276delT ¢g02206373 &
HLHS 12 | STEAP2| o\ 789854672 Fa. | = = | chr7-89841767 -

Abbildung 53 Mutationen und DM-CpG-Loci zu drei Gberlappenden Genen aus der WES-Analyse von IAS-Gewebe
von neun HLHS-Patienten (siehe 3.2.1.1) und der DNA-Methylierungsanalyse ,HLHS-Fetal” (siehe 3.2.2.5). Zu jedem
HLHS-Fall (Spalte ganz links) sind Genname, Genotyp der Mutation und chromosomale Position (Mutation Position
CHR), Mutationstyp (Typ), pradiktive Mutationskonsequenz nach Polyphen-2 (PPH), Allelfrequenz (AF) nach ExXAC
(Version 0.3, Feb. 2015) und uberlappende DM-CpG-Loci (CpG ID) mit chromosomaler Position des CpG-Locus
dargestellt. Die DNA-Methylierung (AVG-Beta-Mittelwerte) der Gruppen ,HLHS® (IAS-Gewebe) und ,Fetal® (fetales
Herzgewebe) ist rechts aufgefiihrt. Der Farbcode entspricht der Legende rechts der Abbildung. Dargestellte AVG-
Beta-Mittelwerte stimmen mit Einzelwerten des jeweiligen HLHS-Falls Uberein. Miss.: Missense-Mutation, FS:
Frameshift-Mutation. B = benign, P = possibly damaging, D = probably damaging. E= Zehnerpotenz.

Das Gen CTNNB1 (NM_001904.3) zeigte in den Patienten HLHS 21 und HLHS_22
(monozygote Zwillinge) eine seltene Missense-Mutation (c.1694G>A (p.R565H) EXAC-
AF = 8.992x10°), nach Polyphen-2 als probably damaging eingestuft, die durch Sanger-
Sequenzierung verifiziert werden konnte. Zuséatzlich konnte in diesem Gen eine
Hypermethylierung in demselben analysierten IAS-Gewebe dieser HLHS-Patienten verglichen
mit fetalem Herzkontrollgewebe detektiert werden (Abbildung 53). CTNNB1 stellt zudem ein
Netzwerk-Interaktionspartner eines Interaktionsnetzwerks aus Entwicklungsprozess-assoziierten
Proteinen dar, das in Notch-Signalwegen sowie in der transkriptionellen Regulation involviert ist
(siehe STRING-Analyse in Abschnitt 3.2.1.1). Acht Gene dieses Netzwerks wiesen funktionelle
Mutationen im IAS-Gewebe von Patienten mit HLHS auf (3.2.1.1, Abbildung 23).

In dem Gen PDXDC1 (NM_015027) konnte eine seltene Missense-Mutation (c.35C>T (p.T12M),
EXAC-AF = 6.266x10°) bei HLHS_15, die nach Polyphen-2 als probably damaging eingestuft
wird, nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigte dieses Gen zwei DM-CpG-Loci mit einer
Hypermethylierung im 1AS-Gewebe dieses Patienten im Vergleich zu fetalem

Herzkontrollgewebe.

In STEAP2 (NM_001040666.1) konnte eine bisher unbekannte Frameshift-Mutation mit
vorzeitigem Stopkodon (c.276delT (p.193Yfs*12)) bei HLHS_ 12 detektiert und durch Sanger-
Sequenzierung verifiziert werden (siehe 3.2.1.1.2 Tabelle 23). Zuséatzlich konnte in diesem Gen

eine Hypomethylierung im I[AS-Gewebe dieses HLHS-Patienten verglichen mit fetalem
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Herzkontrollgewebe detektiert werden (Abbildung 53). Die differenzielle DNA-Methylierung der
DM-CpG-Loci der Gene CTNNB1, PDXDC1 und STEAP2 konnte mittels BSPS mit einer hohen
Korrelation der Daten (R?>0,99) verifiziert werden (PDXDC1 siehe 3.2.2.5 Abbildung 47
(lineare Regression); CTNNB1 und STEAP2 siehe Anhang (Abschnitt 8 Abbildung 65 (lineare
Regression) und Abbildung 66 (Rohdaten)).

Zusammenfassend konnten in 20 Genen seltene bzw. bisher unbekannte funktionelle
Genvarianten, teilweise als probably damaging eingestuft, bei Patienten mit HLHS
nachgewiesen werden. Diese Gene zeigten im Herzgewebe von Patienten mit unterschiedlichen
CHDs, inklusive dem HLHS, zuséatzlich eine differenzielle Methylierung mit AR = 50 % bei CpG-
Loci von teils regulativen DNA-Regionen.

3.3.2 Identifizierung von ACE2 und SOSTDC1 mit einer
differenziellen Genexpression und funktionellen Genvarianten

bei Patienten mit HLHS

In dieser integrativen Analyse sollte untersucht werden, ob Gene mit detektierten funktionellen
Genvarianten bei Patienten mit HLHS (HLHS-WES-Datensatz der WES-Analyse, siehe 3.2.1.1)
zusatzlich eine aberrante Genexpression im analysierten IAS-Gewebe dieser Patienten
aufwiesen. Dazu wurde der HLHS-WES-Datensatz (hier AF <5 % als Filterkriterium) mit den, in
demselben Gewebe identifizierten, differenziell exprimierten Genen (RNA-Sequenzierung,
siehe 3.2.3) abgeglichen. Die Gene ACE2 (NM_021804.2) und SOSTDC1 (NM_015464.2)
zeigten hierbei sowohl auf Transkriptomebene eine differenzielle Expression als auch auf

Genomebene proteinverandernde Mutationen.

Das Gen ACE2 zeigte bei HLHS_ 4 eine bisher unbekannte Missense-Mutation (c.2188A>C
(p.T730P)), nach Polyphen-2 als probably damaging eingestuft, und lag im Herzgewebe von
HLHS-Patienten im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen signifikant hochreguliert
(p = 0,003857) vor (Abbildung 54). Die Missense-Mutation konnte mittels Sanger-Sequenzierung
in hemizygoter Auspragung beim Indexpatienten HLHS 4 und in heterozygoter Auspragung bei

der Mutter nachgewiesen werden (Abbildung 54 B). Leider konnte von dem gesunden
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Geschwisterkind (Abbildung 54 C, 1I:2) keine pB-Probe erhalten werden, um bei ihm ein
Auftreten der Mutation auszuschlief3en.

° GC CAACACT
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g = ! W c.2188A>C
a ‘\‘1 \"I“ H:;
2 o E ,/ \j‘ \ L\J‘ YLyy |
e g | , |
& o GCCAACACT B
i} — — II:2
< VP :
Z 8 - c2188A>C  nm.
f: == SN ) \L HLHS_4_Mutter hemizygot
) g =———— ol

: | AfoA ;

o - —_— A |‘”\ H f’lt “ | (p.Thr730Pro)
T T }\J | | ‘| ‘;‘”\,’ Al ““ “
HLHS RF FUAVY LYV

Abbildung 54 Differenzielle Expression und funktionelle Genvariante in ACE2 (NM 021804.2). A: Boxplot-
Darstellung der differenziellen Genexpression in ACE2 im |AS-Gewebe von HLHS (N = 26) im Vergleich zu
Rechtsherzfehlbildungen (RF) (N = 10). Die mRNA-Expression ist in counts (Anzahl gemappter Reads) auf der
y-Achse angegeben. NIm Fisher’s Exact Test lag eine signifikant hochregulierte Expression von ACE2 in ,HLHS" im
Vergleich zu ,RF* mit p=0,003857 vor (Grenzwert: p <0,05). B: Elektropherogramm der mittels Sanger-
Sequenzierung verifizierten Missense-Mutation ¢.2188A>C (p.T730P) in ACE2: hemizygot bei HLHS_4 (im IAS-
Gewebe und in pB detektiert) und heterozygot bei HLHS_4 Mutter. Dargestellt ist jeweils die Sequenz des Vorwarts-
Primers (VP). Rote Buchstaben stellen die mutierte Base dar, unterstrichene Buchstaben die mutierte Kodonsequenz
der Aminoséuren. C: Stammbaum der Familie 4 (Tabelle 2) mit Genotyp der Mutation in ACE2. Eine schwarze
Fullung symbolisiert den Indexpatienten mit HLHS, wahrend eine weife Fullung fur nicht betroffene Familienmitglieder
steht. Der Vater (I:1) wies keine Mutation in ACE2 auf, die Mutter (I:2) zeigte eine heterozygote Auspréagung der
Mutation (c.2188A>C) und der Indexpatient mit HLHS (ll:1) zeigte eine hemizygote Auspragung der Mutation
(c.2188A>C hemizygot). Vom gesunden Bruder (11:2) konnte keine pB-Probe erhalten werden (n.m. = nicht méglich).

Das Gen SOSTDC1 zeigte bei HLHS 132 eine Frameshift-Mutation ¢.592delA (p.S198Afs*8
(EXAC-AF = 0,34 %)), die nach Polyphen-2 als probably damaging eingestuft wird, und lag im
Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen
herunterreguliert vor. Zur Untersuchung der herunterregulierten Expression dieses Gens wurde
ein Knockdown im Zebrafisch-Modell mittels Morpholino-Injektion (Sequenz-spezifische
Translations-Inhibitoren) durch die Kollegin Frau Dr. med. Anne-Karin Kahlert durchgefuhrt
(Experimente erfolgten am Brigham and Women's Hospital (Harvard Medical School, Boston)).
Die Analysen im Zebrafisch-Modell ergaben eine kardiale Dysfunktion (kardiales Odem) und
muskulare Defekte am Ruckgrat (Daten wurden noch nicht publiziert). In Abbildung 55 ist das
Elektropherogramm der identifizierten Frameshift-Mutation und die Boxplot-Darstellung der
differenziellen Genexpression von SOSTDC1 dargestellt. Im Fisher’s Exact Test war diese nicht
signifikant, tendenziell war jedoch das SOSTDC1-Gen im Herzgewebe von HLHS-Patienten

verglichen mit Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen geringer exprimiert (Abbildung 55 A). Die
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Frameshift-Mutation c¢.592delA (p.S198Afs*8) lag sowohl beim Indexpatienten HLHS 132 als
auch beim phéanotypisch gesunden Vater heterozygot vor (Abbildung 55 C).

A B Index: HLHS_132 C
5 c.592delA (p.Ser198Alafs*8)
C CAGCAAA TCCAGCAA GCACAGCATGA
% ) VP TGA
= | Stop
8 84 | ‘ - Familie 6
C A a
o o _ ;
g 3 A | F—@
=3 8 — e VAV YV Y L c.592delA
L>Ll< o TCATGCT GTGCTTGCT GGATTTGCT GG
< N o= RP s 2 =2 ® 8 ses 38 s 8 e s e T 88 .o s I|:1
Z o]
x 2 4 ' \l/ c.592delA
E & 4
o - E
| |
HLHS RF DU VIV UV VLUV I

Abbildung 55 Differenzielle Expression und funktionelle Genvariante in SOSTDC1 (NM_015464.2). A: Boxplot-
Darstellung der differenziellen Genexpression in SOSTDC1 im IAS-Gewebe von HLHS (N = 26) im Vergleich zu
Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen (RF) (N = 10). Die mRNA Expression ist in counts (Anzahl gemappter Reads)
auf der y-Achse angegeben. Im Fisher's Exact Test lag keine signifikante differenzielle Expression zwischen den
Gruppen ,HLHS" und ,RF* vor (Grenzwert: p < 0,05), tendenziell war jedoch SOSTDC1 im Herzgewebe von HLHS-
Patienten im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen herunterreguliert. B: Elektropherogramm der mittels
Sanger-Sequenzierung verifizierten Frameshift-Mutation ¢.592delA (p.S198Afs*8) in SOSTDC1 bei HLHS_132 (im
IAS-Gewebe und in pB detektiert). Dargestellt ist oben die Sequenz des Vorwarts-Primers (VP) und unten die des
Ruckwarts-Primers (RP). Rote Buchstaben stellen die mutierte Base dar, unterstrichene Buchstaben die mutierte
Kodonsequenz der Aminosauren. Das durch die Frameshift-Mutation resultierende vorzeitige Stopkodon ist in der VP-
Sequenz markiert (TGA). C: Stammbaum der Familie 6 (Tabelle 2) mit Genotyp der Mutation c.592delA in SOSTDC1.
Eine schwarze Fillung symbolisiert den Indexpatienten mit HLHS, wahrend eine weiRe Fullung fir nicht betroffene
Familienmitglieder steht. Der Vater (I:1) wies eine heterozygote Mutation in ACE2 auf, die Mutter (I:2) zeigte keine
Mutation in SOSTDC1 und der Indexpatient mit HLHS (Il:1) zeigte eine heterozygote Ausprégung der Mutation in
SOSTDCL.

Zusammenfassend konnten zwei Gene — ACE2 und SOSTDC1 — bei Patienten mit HLHS mit
einer differenziellen  Expression im Vergleich zu Rechtsherzfehlbildungen und
proteinverandernden Genvarianten, die nach Polyphen-2 als probably damaging eingestuft sind,
identifiziert werden. Zusatzlich konnte in SOSTDC1 eine kardiale Dysfunktion im Zebrafisch-

Modell (noch nicht publiziert) nachgewiesen werden.
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3.3.3 Identifizierung von XYLT1 mit differenzieller DNA-Methylierung

und aberranter Genexpression bei Patienten mit HLHS

In der integrativen Analyse dieses Abschnitts wurden die bei CHD-Patienten identifizierten

differenziell methylierten Gene aus T-Test-Analysen des Abschnitts 3.2.2 mit Genen, die eine

differenzielle Genexpression im Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu Patienten mit

Rechtsherzfehlbildungen zeigten (RNA-Sequenzierung, siehe 3.2.3), abgeglichen. Das Gen
XYLT1 (NM_022166) zeigte hierbei eine signifikante Hypomethylierung zweier DM-CpG-Loci im
Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu fetalem Herzkontrollgewebe (siehe 3.2.2.5,

Boxplot in Abbildung 46 und Verifizierung in Abbildung 47). Zuséatzlich konnte in demselben

analysierten

IAS-Gewebe der

HLHS-Patienten

eine

signifikante

Hochregulation

der

Genexpression (p = 0,002865) im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen detektiert
werden (Abbildung 56).
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o
w
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B oo | cg0s057352 | .
N hochreguliert | chr16:17499310
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Abbildung 56 (A) Boxplot-Darstellung der differenziellen Genexpression von XYLT1 im IAS-Gewebe von HLHS-
Patienten im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen sowie (B) differenzielle Methylierung in XYLT1.

A: Die mRNA Expression der RNA-Sequenzierungsanalyse (siehe 3.2.3), ist in counts (Anzahl gemappter Reads) auf
der y-Achse angegeben. Im Fisher’s Exact Test lag eine signifikant hochregulierte Expression von XYLT1 bei HLHS-
Patienten (N = 26) im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen (RF) (N =10) vor (p = 0,002865).
B: DM-CpG-Loci von XYLT1 (aus HLHS-Fetal-Analyse siehe 3.2.2.5). Aufgefiihrt sind die CpG-Loci in XYLT1 und
deren chromosomale Position (CpG ID Position CHR) sowie Angaben zu DHS (DNase | hypersensitive site), und
Enhancer-Assoziation nach Illumina-Annotation pro CpG-Locus. Die DNA-Methylierung (AVG-Beta-Mittelwerte) der
Gruppen HLHS und fetales Herzkontrollgewebe (Fetal) ist entsprechend der Farbcode-Legende rechts der Abbildung

eingefarbt.

Zusammenfassend konnte

im

IAS-Gewebe von HLHS-Patienten

in XYLT1 sowohl

eine

differenzielle Methylierung von CpG-Loci regulativer DNA-Regionen als auch eine differenzielle

Genexpression im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen detektiert werden.
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3.3.4 Gesamtintegrative Analyse

Zur Analyse ursachlicher Zusammenhange in der Entstehung des HLHS wurde in dieser Arbeit
auf verschiedenen Ebenen der Genregulation, d.h. auf Genom-, Epigenom- und
Transkriptomebene, Analysen des Herzgewebes von Patienten mit HLHS durchgefihrt. Zwar
lagen jeweils Uberlappungen von potenziell krankheitsrelevanten Genen vor, die in genetischen
und epigenetischen Analysen (siehe 3.3.1), in genetischen und transkriptionellen Analysen
(siehe 3.3.2) sowie in epigenetischen und transkriptionellen Analysen (siehe 3.3.3) identifiziert
wurden, es konnte jedoch kein Gen identifiziert werden, welches auf allen drei Ebenen
Veranderungen aufwies. Konvergierende Gene mit kardialem Phanotyp im Mausmodell bzw. mit
aus der Literatur bekannten Assoziationen zu CHDs (Herz-Genliste) konnten dagegen auf allen
drei Ebenen festgestellt werden. Betrachtete man betroffene Gennetzwerke und Pathways, so
waren vornehmlich in Entwicklungsprozessen involvierte Gene angereichert, bezuglich der

kardiovaskularen Entwicklung speziell auf Epigenomebene (Abbildung 57).

Gesamt-Exom-Sequenzierung

Genom

Entwicklungsprozesse, transkriptionelle Regulation

DNA-Methylierungsanalysen

HLHS-RF Herz-Mapping Atrium-Ventrikel Muskel-GefiR HLHS-Fetal
Alterseffekt
n.s. Embryonalentwicklung Kardiovaskulare Aktin-bindende Regulation von
Entwicklung Gene Entwicklungsprozessen

Epigenom

Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung

Zellzyklus-assoziierte Gene

Transkriptom

Abbildung 57 Ubersicht der Gennetzwerke (bei Genom- und Transkriptom-Analysen) bzw. Pathways (bei Epigenom-
Analysen), die in Genen angereichert sind, welche in den verschiedenen Analysen auf Genom-, Epigenom- und
Transkriptomebene identifiziert wurden. Teilprojektbezeichnungen der DNA-Methylierungsanalysen entsprechend
Abschnitt 3.2.2 (Tabelle 26); n.s.: Anreicherungsanalyse nicht signifikant

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit auf Keimbahn-Ebene potenziell krankheitsrelevante
und teilweise kausale Genvarianten bei Fallen mit syndrom-assoziierten und nicht-syndromalen
CHDs nachgewiesen werden. Dariiber hinaus konnten auf somatischer Ebene differenzielle
DNA-Methylierungsprofile bei Patienten mit HLHS und verschiedenen CHDs, funktionelle
Genvarianten sowie eine aberrante Genexpression bei Patienten mit HLHS detektiert werden.
Es konnten Uberlappungen identifizierter potenziell krankheitsrelevanter Gene auf Genom-,

Epigenom- und Transkriptomebene festgestellt werden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Analysen auf Genom-, Epigenom- und Transkriptomebene an
Herzgewebe- bzw. Keimbahnmaterial durchgefiihrt, um die molekularen Mechanismen in der
Entstehung des HLHS zu untersuchen, dessen Atiologie bis heute weitgehend unklar ist [188].
Es konnten in dieser Arbeit auf Keimbahn-Ebene kausale Genvarianten bei Féllen eines
syndrom-assoziierten CHDs und bei nicht-syndromalen HLHS-Fallen identifiziert werden.
DarlUber hinaus lieRen sich auf somatischer Ebene im Herzgewebe von Patienten mit HLHS
potenziell krankheitsrelevante Genvarianten sowie eine differenzielle DNA-Methylierung und
Genexpression detektieren. Des Weiteren konnten differenzielle DNA-Methylierungsprofile in
unterschiedlichen Regionen des Herzens bei einer Analyse von Herzgewebeproben von
Patienten mit verschiedenen CHDs nachgewiesen werden. In einer integrativen Analyse lie3en
sich Uberlappungen identifizierter Gene auf Genom-, Epigenom- und Transkriptomebene
feststellen. Zusammengefasst konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

(1) In der vorliegenden Arbeit konnten kausale Genvarianten in TGDS im Rahmen der Studie
von Ehmke et al. (2014) [104] nach autosomal-rezessivem Vererbungsmodell in drei
Familien mit Catel-Manzke-Syndrom als Beispiel eines syndrom-assoziierten CHDs

identifiziert und verifiziert werden.

(2) In NR2F2 lie3 sich eine bisher unbekannte kausale de novo Splice-Donor-Mutation bei
einem Patienten mit HLHS als Beispiel eines nicht-syndromalen CHDs als Beitrag zur Studie
von Al Turki et al. (2014) [303] nachweisen, welche einen ursachlichen Zusammenhang von

NR2F2-Genvarianten mit isoliert auftretenden AVSD- und LVOTO-Fallen zeigen konnte.

(3) Im Rahmen einer WES-Studie zu Familien mit LVOTOs konnten bei einer Familie mit zwei
HLHS-Fallen potenziell krankheitsrelevante Genvarianten in C150rf62, TNKS1BP1 und
PRF1 nach autosomal dominantem Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz identifiziert

und verifiziert werden.

(4) Im Herzgewebe von Patienten mit HLHS konnten mittels WES-Analyse insgesamt 685 Gene
mit seltenen bzw. bisher unbekannten potenziell krankheitsrelevanten Mutationen detektiert
werden. Hierbei lieRen sich Genvarianten in Genen, die in Entwicklungsprozessen involviert
sind, wie Notch- und Wnt-Signalwege, sowie in Genen der transkriptionellen und

posttranskriptionellen  Regulation identifizieren. 17/685 Gene waren mit einem
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(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

kardiovaskularen Phanotyp im Mausmodell nach MGI-Datenbank assoziiert und
10/685 Gene wurden zuvor bei Fallen mit kardiovaskularen Erkrankungen (nach
Literaturrecherche NCBI PubMed-Datenbank) beschrieben.

Mithilfe der WES-Methode detektierte potenziell somatische Genvarianten lieBen auf das
mdogliche Vorhandensein von Herzgewebe-spezifischen Mutationen in ANKRD11 und
BHLHA15 schlieRen. Jedoch war eine Detektion dieser Mutationen mittels Sanger-
Sequenzierungs-Technik zum bisherigen Zeitpunkt nicht méglich. Deren Nachweis erfordert

zuklnftig Deep-Sequencing-Technologien.

Der Vergleich der DNA-Methylierung im Herzgewebe von HLHS-Patienten und Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen ergab keine signifikante differenzielle Methylierung, jedoch lief3

sich ein altersabhangiges Methylierungsprofil im Herzgewebe identifizieren.

Es konnte erstmalig an primaren Herzgewebeproben gezeigt werden, dass unterschiedliche
Herzregionen gewebespezifisch ein differenzielles DNA-Methylierungsprofil aufweisen.
Hierbei lieRen sich zum einen Atrium- und Ventrikelspezifische Methylierungsmuster, und

zum anderen eine differenzielle Muskel- und Gefal3signatur detektieren.

Im Herzgewebe von Patienten mit HLHS verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe konnten
multiple differenziell methylierte CpG-Loci in den Genen NR2F1, NR2F1-AS1, PDXDC1 und
XYLT1 identifiziert werden. Insgesamt lieRen sich hohe Methylierungsdifferenzen von
AB > 50 % im Herzgewebe von HLHS-Patienten verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe

detektieren.

In einem mdglichen Zusammenhang mit der Entstehung des HLHS konnten verschiedene
Gene der Regulation der Transkription (NR2F2 und ACEZ2), der Ausbildung kardialer
Strukturen (DOCK1 und XYLT1) sowie der Signaltransduktion (NOTCH1, CTNNB1 und
SOSTDC1) in integrativen Analysen auf Genom-, Epigenom- oder Transkriptomebene im

Herzgewebe von HLHS-Patienten identifiziert werden.

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse im Kontext bisheriger wissenschaftlicher

Erkenntnisse diskutiert. Hierbei werden zuné&chst die methodischen Aspekte der angewandten

Methoden erértert und anschlieend auf die biologische Bedeutung der in dieser Arbeit

gewonnenen Erkenntnisse eingegangen.
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4.1 Methodische Aspekte

Im folgenden Abschnitt werden die methodischen und technischen Aspekte dieser Arbeit
diskutiert. Hierbei wird zum einen auf die Herzgewebeprobenentnahme und das Probenmaterial
und zum anderen auf die Labortechniken von Next Generation Sequencing-Technologien, wie
der Gesamt-Exom-Sequenzierung und der RNA-Sequenzierung, sowie auf Methoden der DNA-
Methylierungsanalyse, d.h. der Natriumbisulfit-Konversion, des 450K-Arrays, der Bisulfit-
Pyrosequenzierung (BSPS) und der Epityper-Technik, eingegangen.

4.1.1 Gewebeisolation und Herzgewebetyp

In der vorliegenden Arbeit wurden Herzgewebeproben von HLHS-Patienten sowie anderer CHD-
Typen analysiert, um die pathogenen molekularen Mechanismen im betroffenen Gewebe zu
untersuchen. Hierbei wurde das interatriale Septum (IAS) als Analysegewebe zur Untersuchung
des HLHS verwendet. Die Morphologie des IAS stellt einen wichtigen Faktor in der Pathogenese
dieser Herzfehlbildung dar, indem eine variable Morphologie des IAS in einem mdglichen
Zusammenhang mit einer aberranten kardialen Entwicklung detektiert werden konnte [336].
Sowohl anatomische Anomalien des IAS [198], als auch eine verringerte GréRe des Foramen
ovale [197] konnten in Assoziation mit dem HLHS beobachtet werden. Eine daraus resultierende
Beeintrachtigung des fetalen Rechts-Links-Shunts  kdnnte eine  linksventrikulére
Wachstumsminderung zur Folge haben [336]. Diese genannten Aspekte sowie die regelmafige
Verfugbarkeit des Gewebes aufgrund der Atrioseptektomie im Rahmen des
Operationsverfahrens (siehe Abschnitt 8 Tabelle 30) begrinden die Auswahl des IAS als
Analysegewebe. In Anbetracht der Hypothese, dass ,primare” Defekte in Ein- und Ausflusstrakt
des LVs konsekutiv sekundare Veranderungen der Flussdynamik und so eine abnorme
Entwicklung linksseitiger Strukturen bewirken [200], wére vermutlich eine Analyse letztgenannter
anatomischer Strukturen von grofRerer Aussagekraft. Diese kdnnen jedoch im Rahmen der
operativen Behandlung des HLHS nicht gewonnen werden, sodass ihre Analyse lediglich mit
post mortem Proben oder im Rahmen seltener Herztransplantationen gewonnenen Proben

moglich ware. Jedoch lagen solche Proben von Patienten mit HLHS flr diese Arbeit nicht vor.

Das Patientenalter bei Probenentnahme reicht von <3 Wochen bei 69 % (20/29) der HLHS-
Falle bis zu > 30 Wochen bei 10 % (3/29) der HLHS-Falle. Da in der frihen neonatalen Phase
wesentliche Verdnderungen des Genexpressionsprofils des Herzens [337-339], sowie
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weitreichende dynamische Veranderungen des kardialen Methyloms stattfinden [319], stellt die
Heterogenitdt des Gewebealters einen Einflussfaktor auf Analysen des Epigenoms und
Transkriptoms dar. Solche Alterseffekte waren in dieser Arbeit in DNA-Methylierungsanalysen
von IAS-Gewebeproben von HLHS-Patienten und Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen (siehe
3.2.2.1) detektierbar, deren Ergebnisse in Abschnitt 4.2.3.2 diskutiert werden. Grundsatzlich
ware ein einheitliches Gewebealter erstrebenswert gewesen, jedoch handelt es sich beim HLHS
mit einer Prévalenz von 2 — 3 Féllen pro 10.000 Lebendgeburten [183, 186, 187] um eine
seltene Herzfehlbildung, sodass nur wenige Gewebeproben zur Verfligung stehen. Zudem sind
die Gewebeproben der Atrioseptektomie mehrheitlich kleiner als Reiskorn-Grof3e, sodass ein
Grolteil der Proben fiir weitere gesamtgenomische Analysen nicht eingesetzt werden konnten.

Einen weiteren Einflussfaktor stellt die Heterogenitat der Herzgewebeproben in Anbetracht des
Zelltyps dar. IAS-Gewebeproben bestehen hauptsachlich aus einem muskularen Anteil mit
Kardiomyozyten, sowie aus Endothel und Fibroblasten [248], deren Anteil pro Gewebeprobe
leicht variieren kann. Aufgrund des limitierten Probenmaterials war eine detailliertere Analyse
der zellularen Zusammensetzung nicht mdglich, sodass der variable Anteil unterschiedlicher
Zelltypen potenziell einen Einflussfaktor der in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen darstellen

konnte.

Als Kontrollkohorte wurden fir die initiale Methylierungsanalyse der HLHS-Félle Herzgewebe-
Proben von Patienten mit Fehlbildungen der rechten Herzhalfte verwendet. Zwar wurde Gewebe
derselben Herzregion (IAS) in beiden Kohorten analysiert, sodass gewebespezifische Effekte
ausgeschlossen werden konnten, jedoch handelte es sich bei der Kontroll-Kohorte um
herzkranke Individuen, sodass kein Vergleich von ,krankem® mit ,gesundem“ Gewebe mdglich
war. Das Akquirieren von Herzgewebeproben gesunder Individuen ist naturgemafd nicht
maoglich, da keine Indikation fur eine Herzoperation besteht. Zwar kann post morten Gewebe
herzgesunder Individuen gewonnen werden, jedoch liegt dies von Neugeborenen nur sehr
selten vor und solche gesunde Herzen werden, wenn mdglich, flr Transplantationszwecke
verwendet. Bei Analyse solcher schwer zuganglichen, seltenen primaren Gewebeproben ist
somit grundsatzlich eine Limitierung des experimentellen Designs und der Auswertung gegeben,

da kein Vergleich zu Kontrollen im herkbmmlichen Sinne mdglich ist.

Post morten Herzgewebeproben eines DCM-Patienten wurden in dieser Arbeit zur Analyse der
Herzregion-Methylierung verwendet. In der Studie von Rhein et al. (2015) [340] konnte gezeigt
werden, dass die Zeitspanne nach Todeseintritt (post mortem interval PMI) potenziell einen

Einfluss auf die gemessene DNA-Methylierung im Gewebe (hier Gehirngewebe von Schweinen)
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hat. Eine hohe Integritat der gemessenen DNA-Methylierung mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung
konnte bis zu einem Zeitpunkt von 72 h PMI gezeigt werden, wahrend die Varianz der
Messwerte mit héherem PMI deutlich zunahm [340]. Auch in der Studie von Barrachina and
Ferrer (2009) [341] zu Patienten mit Alzheimer-Erkrankung konnte eine hohe Reproduzierbarkeit
der gemessenen DNA-Methylierung in Gehirnproben, die bis zu einem Zeitpunkt von 48 h PMI
entnommen wurden, gezeigt werden. Die in dieser Arbeit verwendeten post mortem
Herzgewebeproben des DCM-Patienten wurden zu einem Zeitpunkt von 12 h PMI entnommen.
Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die post mortem Exzision keinen signifikanten

Effekt auf die Ergebnisse der durchgefihrten DNA-Methylierungsanalysen hatte.

4.1.2 Next Generation Sequencing-Technologien

Das Next Generation Sequencing (NGS), erstmals im Jahr 2005 als sogenannte zyklische
Array-Strategie beschrieben [342, 343], stellt als hachfolgende Technologie der ,first generation®
Sequenzier-Methode, der Sanger-Sequenzierung [344], eine Hochdurchsatz-Technologie dar,
die eine massive parallele Sequenzierung von Millionen von DNA-Fragmenten in einem einzigen
Sequenzierlauf ermdglicht. Die NGS-Technologie umfasst Fortschritte der Sequenzier-Methodik,
Signal-Detektion und Rechenleistung, sodass eine klonale Sequenzierung mit einer erhdhten
Sensitivitdt durch parallele Sequenzierung die Generierung grofl3er Datenmengen DNA- oder
RNA-basierter Sequenzen ermdglicht [345]. Die drei Arbeitsablaufe der NGS-Technologie —
Library-Praparation, Sequenzierung und bioinformatische Auswertung — umfassen kritische
Schritte, die die Ergebnisse und deren Auswertung beeinflussen. Fiur die beiden NGS-
Technologien, der Gesamt-Exom-Sequenzierung und der RNA-Sequenzierung, die in dieser

Arbeit angewendet wurden, wird dies im Folgenden diskutiert.

4.1.2.1 Gesamt-Exom-Sequenzierungstechnologie

Die Gesamt-Exom-Sequenzierung (WES) ist eine Technik zur Sequenzierung aller bekannten
protein-kodierenden Gene eines Genoms. Lediglich 2,94 % des Genoms sind kodierend fir
exonische Sequenzen (ca.25.000 Gene), bzw. 1,2% des Genoms bei ausschlieZlicher
Betrachtung der Aminosaure-kodierenden DNA-Sequenz, d.h. ohne UTR-Regionen [346]. Zwar
stellen diese Sequenzen nur einen kleinen Anteil des Genoms dar, Mutationen in diesen sind

jedoch mit héherer Wahrscheinlichkeit von schwerwiegender Konsequenz als in Sequenzen der
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restichen 98% des Genoms [347, 348]. Ungefahr 80-90% der bekannten
krankheitsrelevanten Mutationen liegen innerhalb exonischer Sequenzen und mithilfe der WES-
Technologie lieBen sich seit 2009 Uber 30 neue kausale Gene Mendelscher Erkrankungen
identifizieren [349, 350]. Die WES-Technologie stellt insgesamt eine kosteneffektive Methode
zur Identifizierung klinisch relevanter Genvarianten dar. Um einen validen Datensatz zu erhalten,

mussen jedoch einige Faktoren in den Arbeitsablaufen der WES-Analyse beachtet werden.

Limitierungen der Library-Préparation

Die Library-Préaparation (in Abschnitt 2.2.1.7 beschrieben), welche eine Anreicherung exonischer
Sequenzen sowie die Adapterligation fur die jeweilige Sequenzier-Plattform umfasst, stellt eine
wesentliche Komponente in der WES-Analyse dar. Unterschiedliche Library-Préaparationen, die
auf verschiedenen Enrichment-Kits basieren, zeigten in dieser Arbeit teilweise deutliche
Unterschiede in der Reads Coverage bei gleicher Sequenzier-Plattform, hier dem
lllumina HiSeq 2000-System. Vier von 11 analysierten Genvarianten, die zwar Uber die Plattform
des ,NimbleGen“-Kits detektierbar waren, wiesen keine oder nur eine geringe Coverage bei der
»Agilent*-Plattform auf (siehe 3.2.1.2). Vergleicht man die beiden Anreicherungs-Plattformen, so
unterscheiden sich diese in Zielsequenz-Regionen, der Bait-L&dnge und —Dichte, sowie in der
Capture-Art [351 - 353]. Bei der Agilent-Technologie werden cRNA-Baits, d.h. ein Oligo-Pool aus
cRNA (RNA erzeugt aus cDNA) komplementar zu den exonischen Ziel-Sequenzen, und bei der
NimbleGen-Technologie DNA-Baits zur Anreicherung der Ziel-Sequenzen verwendet. Die
NimbleGen-Plattform beinhaltet Gberlappende Baits in hoher Dichte (1,2 Mio. Baits), wahrend
die Agilent-Plattform keine Uberlappenden Baits (650.000 Baits) enthalt. Zwar deckt die
NimbleGen-Plattform weniger genomische Regionen ab (~44 Mb) als die Agilent-
Plattform (51 Mb), jedoch lassen sich SNPs mit einer héheren Sensitivitdt und geringerer
Sequenzierhaufigkeit mithilfe der NimbleGen-Plattform detektieren [351]. Die beiden
Anreicherungs-Plattformen unterscheiden sich zudem in den Zielsequenz-Regionen, da jede
Plattform diese Sequenz-Regionen basierend auf einer unterschiedlichen Kombination aus den
verfugbaren Datenbanken zu mRNA-kodierenden Sequenzen — inklusive UCSC
KnownGenes [354], RefSeq [355] und Ensembl [356] — definiert. Die beiden Plattformen zeigen
eine Uberlappung von ~39 Mb, sodass die restlichen genomischen Regionen jeweils nur von
einer der beiden Plattformen abgedeckt werden [351]. Somit ist die Vergleichbarkeit der
Sequenzier-Daten zwischen verschiedenen Plattformen teilweise limitiert und muss in den

jeweiligen Analysen in Betracht gezogen werden.
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Moglichkeiten und Limitierungen bei der Analyse somatischer Mutationen

Eine kombinierte Keimbahn- und somatische Analyse einer Familie mit HLHS wurde
durchgefuihrt, um herzgewebe-spezifische somatische Mutationen zu identifizieren (siehe
3.2.1.2). Dabei konnten die zuvor mittels WES-Technologie im IAS-Gewebe detektierten
Mutationen anschlieBend mithilfe der Methode der Sanger-Sequenzierung nicht repliziert
werden. Dies lieBe sich dadurch erklaren, dass die Sanger-Sequenzierungs-Technik eine
geringere Sensitivitat als die NGS-Technik der WES-Analyse aufweist. Die Sanger-
Sequenzierung hat eine Sensitivitdt von minimal 10 — 20 % mutierter AF, wahrend derzeitige
Deep-Sequencing NGS-Methoden eine Detektion von somatischen Mosaik-Mutationen mit einer
AF von 1% ermoglichen [357]. Beispielsweise lie3 sich in einer Studie von
Miyatake et al. (2014) [358] eine neue krankheitsassoziierte Mutation in ACTAl bei zwei
Geschwistern mit Nemalin-Myopathie, einer kongenitalen Myopathie, nachweisen, wéahrend
mithilfe der angewandten Technik der Sanger-Sequenzierung kein Nachweis der Mutation bei
den Eltern mdglich war. Jedoch konnten die Autoren anschlieBend durch Anwendung der Deep-
Sequencing-Technologie ein somatisches Mosaik dieser Mutation in ACTAl bei der
phanotypisch nicht-betroffenen Mutter nachweisen, sodass solche somatischen Mutationen bei
hoherer Sequenziertiefe detektierbar sind. Somatische Mutationen in Hautgewebe lie3en sich
kirzlich mit einer Coverage von 500x nachweisen [359]. Zur gezielten Analyse somatischer
Mutationen in Herzgewebeproben von CHD-Patienten sind daher wahrscheinlich minimale
Sequenziertiefen von 500x nétig, um potenziell krankheitsrelevante somatische Mutationen

nachzuweisen.

Herausforderungen in der Interpretation von Sequenzierdaten

Die Analyse grofRRer Sequenzier-Datenmengen der NGS-Technologie stellt eine wesentliche
Herausforderung in der Interpretation dieser Daten dar und hangt entscheidend von einem
akkuraten Varianten-Calling ab [360]. Insbesondere bei einer Coverage < 6 besteht eine hohe
Wahrscheinlichheit, dass nur eins der beiden Allele des diploiden Individuums in der
analysierten Region der Reads vorliegt, was eine Schwierigkeit im Varianten-Calling darstellt.
Um ein valides Ergebnis zu gewdahrleisten, wurde in dieser Arbeit im Rahmen der Varianten-
Filterung (siehe 2.2.1.7) eine Calling-Software-spezifische Selektion von SNPs und INDELs
durchgefuihrt, mit der Detektion durch minimal zwei bzw. drei Calling-Software-Tools pro
Variante. GATK [361, 362] zeigte in verschiedenen Analysen von Liu et al. (2013a) [363] die

hochste Spezifitat und Sensitivitit im Vergleich zu anderen Calling-Software-Tools,
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insbesondere bei Datensatzen mit geringer Coverage [363 - 365]. Ein Calling durch GATK galt
daher in dieser Arbeit als Minimum zur Filterung der Varianten. Zusatzlich wurde
Mpileup [366, 367] in Kombination mit GATK als SNP-Calling-Filter verwendet. Das INDEL-
Calling zeigt meist eine geringe Konkordanz zwischen verschiedenen Calling-Software-
Tools [368, 369], was sich durch eine hohe Komplexitdt und Missalignments in schwierigen
genomischen Regionen (z.B. repetetive Sequenzen) erklaren lasst. Fur INDELs galt somit in
dieser Arbeit eine minimale Kombination aus vier verschiedenen Calling-Software-Tools, um
eine verlassliche Detektion der Genvarianten zu gewahrleisten. Hierzu z&hlten GATK, Mpileup,
sowie  zusatzliche Calling-Software-Tools  fur INDELs wie Dindel [370] und
SplazerS/SNPstore [371].

4.1.2.2 RNA-Sequenzierung

Seit Etablierung der NGS-Technologien ermdglicht die RNA-Sequenzierung, welche auf einer
Hochdurchsatz-Sequenzierung von cDNA-Librarys basiert, einen grof3en Fortschritt in der
Charakterisierung und Quantifizierung von Transkriptomen [292]. Insbesondere bei dieser NGS-
Technologie ist die Qualitat der Library-Praparation von wesentlicher Bedeutung. Der zu
analysierende Pool von Sequenzen beinhaltet eine komplexe Mischung einer unterschiedlichen
Anzahl von mRNA-Molekilen, welche die Biologie der differenziellen Genexpression
reflektieren [292]. Die Schwierigkeit der Library-Préparation besteht darin, diese Komplexitat zu
bewahren und amplifikationsbasierte klonale Effekte zu minimieren [372]. Auch die cDNA-
Synthese stellt einen kritischen Schritt in der RNA-Sequenzierung dar, indem ein sogenanntes
Template Switching stattfinden kann [373 - 375]. Dies beschreibt einen Prozess wahrend der
reversen Transkription, bei dem die sich bildende cDNA von der Template-RNA dissoziiert und
an einen anderen RNA-Strang mit ahnlicher Sequenz hybridisiert. Auf diese Weise kdnnen
chimare cDNAs als Artefakte entstehen und die Identifizierung von Exon-Intron-Ubergéngen
oder ,echter” chimarer Transkripte beeintrachtigen [373]. Ungleichmafiigkeiten in der Coverage
der Signalintensitat Uber die Transkriptlinge hinweg kénnen neben einer fehlerhaften cDNA-
Synthese auch durch ein fehlerhaftes Hexamer-Priming (zur cDNA-Synthese) [376, 377], als
auch durch Fehler in der Amplifikation der Library [372] und in der Sequenzierung [378, 379]
hervorgerufen werden. Eine akkurate nachfolgende bioinformatische Auswertung ist daher von

wesentlicher Bedeutung fiir die Analysierbarkeit der Ergebnisse.
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Herausforderungen in der Analyse der differenziellen Genexpression

Die ldentifizierung differenziell exprimierter Gene, welche eine Normalisierung der gemappten
Reads pro Transkript basierend auf dessen Lange implementiert, stellt eine wesentliche
Herausforderung in der Analyse der RNA-Sequenzierung dar. Verschiedene Software-
Anwendungen wurden dazu entwickelt, wie Anwendungen mittels linearer Modellierung, nicht-
parametrische Anwendungen sowie Anwendungen basierend auf negativer binomialer
Regression (Modellierung von counts-Variablen) [380], wie u.a. EdgeR [254] oder Cuffdiff [381],
bzw. Cuffdiff2 [382]. Eine typische Expressions-Analyse-Pipeline umfasst nach
Trapnell et al. (2012) [383] eine Transkript-Assemblierung mittels Cufflinks gefolgt von einer
Annotations-Analyse mittels Cuffmerge und eine Expressions-Analyse durch Cuffdiff(2). Jedoch
resultierte die Anwendung dieses Analyse-Ansatzes in einer ungewohnlich geringen Anzahl
differenziell exprimierter Gene in der initialen Analyse der IAS-Gewebeproben. Der Grund dafur
kann zum einen in der Variabilitdt der Read Counts und zum anderen darin gelegen haben, dass
Cufflinks eine minimale Coverage pro Transkript benotigt, sodass es zum Ausschluss des Gens
aus der Analyse kommt, sobald nur ein Replikat unterhalb dieses Grenzwerts fallt. Daher wurde
in dieser Arbeit die EdgeR-Plattform zur Genexpressions-Analyse verwendet. Zwischen beiden
Plattformen liegt eine hohe Konkordanz (= 0,99 Korrelation) vor [384], in Bezug auf differenzielle
Expressions-Analysen zeigt EdgeR jedoch Vorteile gegenilber CuffDiff2, da EdgeR eine héhere
Toleranz gegeniiber einer unbalanzierten Library-GroRe und geringer Sequenziertiefe
(< 10 Mio. Reads auf Gen-Level) sowie eine bessere Detektion richtig-positiver differenziell

exprimierter Gene aufweist [385].

Mithilfe der RNA-Sequenzierung erfolgt die quantitative Bestimmung der Gesamtheit aller
Transkripte zu einem bestimmten Entwicklungsstadium und physiologischen Bedingungen [292],
sodass ein einheitliches Alter des zu analysierenden Gewebes, hier des Herzgewebes, von
wesentlicher Bedeutung ist. Hierbei ist zu beachten, dass in der friithen postnatalen Entwicklung
des Herzens dynamische Veranderungen des Genexpressionslevels auftreten [337 — 339, 386],
sodass das Herzgewebe zu verschiedenen Zeitpunkten potenziell unterschiedliche
Genexpressionsmuster zeigen kann. Diese dynamischen Verdnderungen kdnnten somit eine
Ursache fir die in dieser Arbeit detektierte Heterogenitat der Ratio-Werts der mRNA-Expression
innerhalb der Patienten-Kohorte der Rechtsherzfehlbildungen, die eine Altersspanne von
vier Tagen bis 19 Jahren aufweist, darstellen. Zudem sollten biologische Replikate zur Erh6hung
der statistischen Power von Analysen der differenziellen Genexpression eingesetzt
werden [387], um einen verlasslichen Datensatz zu gewahrleisten. Aufgrund des limitierten

Probenmaterials solcher primarer Herzgewebeproben war jedoch die Anzahl von Proben mit
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ausreichend Gewebematerial mit einheitlichem Alter bei Gewebeentnahme begrenzt, sodass
auch Proben von Patienten mit hoherem Alter in der vorliegenden Arbeit in die Analyse

eingeschlossen wurden.

4.1.3 Techniken der DNA-Methylierungs-Analyse

In dieser Arbeit wurden verschiedene Techniken zur DNA-Methylierungsanalyse angewendet.
Diese umfassten eine globale Analyse mittels 450K-Array und Locus-spezifische Analysen
mittels BSPS oder Epityper-Technik. Die Techniken werden im Folgenden hinsichtlich Vorteilen

und Limitierungen diskutiert.

4.1.3.1 Natriumbisulfit-Konversion

Die Natriumbisulfit-Konversion ist Voraussetzung fur nachfolgende DNA-Methylierungsanalysen,
wie 450K-Array, BSPS und der Epityper-Technik, welche in dieser Arbeit angewendet wurden.
Die Natriumbisulfit-Behandlung (siehe 2.2.2.1) bewirkt eine selektive Konversion von
Cytosin - nicht jedoch von 5-Methyl-Cytosin — zu Uracil [284, 285], und mittels einer
anschlie@enden PCR-Amplifikation werden Uracil-Molekile durch Thymin ersetzt. Die
Bestimmung der DNA-Methylierung erfolgt anhand des Verhéaltnisses C/T (bzw. A/G), sodass
eine vollstdndige und fehlerfreie Natriumbisulfit-Konversion fiir eine valide Analyse der DNA-

Methylierung von wesentlicher Bedeutung ist.

Eine unvollstandige Natriumbisulfit-Konversion kann beispielsweise durch eine unvollstandige
Denaturierung von dsDNA, deren Denaturierung Voraussetzung fiir eine akkurate Konversion
von Cytosin zu Uracil ist, oder auch durch Renaturierungsprozesse der DNA hervorgerufen
werden [388, 389]. Daraus folgt, dass unmethylierte Cytosine nicht desaminiert werden und
somit falsch-positive Ergebnisse ergeben. In dieser Arbeit wurde das EZ DNA Methylation™ Kit
(Zzymo Research) verwendet, welches in einer komparativen Studie von Konversions-Kits die
hdchste Konversions-Effizienz von 99,9 % aufwies [390]. Zudem wurde dieses Kit bei jeder der
drei verschiedenen angewendeten Methoden der DNA-Methylierungsanalyse eingesetzt, um
Effekte durch Anwendung unterschiedlicher Konversions-Kits, welche nach der Studie von
Holmes et al. (2014) [390] bei Analyse von verschiedenen Paramtern teils heterogene
Ergebnisse ergaben, zu vermeiden.
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Die Natriumbisulfit-Konversion stellt eine Reaktion unter extremen chemischen Bedingungen dar
(u.a. niedriger pH-Wert, hohe Inkubationstemperatur), sodass eine DNA-Degradation auftreten
kann [388]. Diese kann u.a. durch Depurinierung und Depyrimidierung mit anschlie3enden
Doppelstrangbriichen durch N-glykosidische Spaltung ausgeldst werden [391, 392]. Darlber
hinaus kann eine fehlerhafte Konversion, d.h., wenn methyliertes Cytosin desaminiert wird und
somit Thymin entsteht [388, 393], zu einer Fehlinterpretation des 5-Methyl-Cytosins als
Lunmethyliertes” Cytosin fuhren. Beim EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research) kann diese
fehlerhafte Konversion bis zu 2,7 % ausmachen [390]. Dieser Anteil kann durch eine Verkirzung
der Inkubationszeit verringert werden, jedoch auf Kosten der Konversions-Effizienz [390].

Um der beschriebenen Problematik zu begegnen, beinhalten die verschiedenen Techniken der
DNA-Methylierungsanalyse Konversionskontrollen zur Qualitatskontrolle. Zum Beispiel
beinhaltet der 450K-Array u.a. Bisulfit-Konversionskontrollen (BSK-Sonden, Details siehe
2.2.2.2.1), die einen C/T-Polymorphismus bei ineffizienter Bisulfit-Konversion detektieren. Lasst
sich beispielsweise eine Hybridisierung der zu analysierenden, bisulfit-behandelten Proben-DNA
an eine unkonvertierte BSK-Sonde als Signal detektieren, so liegt eine unvollstandige
Konversion dieser Probe vor. In dieser Arbeit kam es dadurch zur Exklusion der Probe
HLHS 157, welche eine Signalintensitat > 2000 FE bei erwartetem Hintergrundsignal (> 200 FE)
zeigte (siehe 3.2.2 Abbildung 25). Auch die BSPS (Details siehe 2.2.2.3) und die Epityper-
Technik (Details siehe 2.2.2.4) beinhalten Konversionskontrollen, die fir alle analysierten

Proben dieser Arbeit eine vollstandige Natriumbisulfit-Konversion ergaben.

4.1.3.2 450K-Array

Der 450K-Array ermdglicht als Hochdurchsatz-Technologie die parallele Analyse von bis zu
96 Proben hinsichtlich des DNA-Methylierungsstatus von 485.577 Loci mit einer Abdeckung von
99 % der RefSeq-Gene [355], 96 % bekannter CpG-Inseln der UCSC-Datenbank, sowie weiterer
Methylierungs-Loci des Genoms [286]. Fast die Halfte der Sonden (>41 %) decken
intergenische Regionen ab, wie bspw. bioinformatisch préadiktive Enhancer-, DHS-, oder DMR-
Regionen [286, 394]. 65 SNP-Loci ermdglichen zudem eine SNP-Genotypisierung zur
Qualitatskontrolle, indem Proben desselben Individuums identische AVG-Beta-Werte fir diese
Loci aufweisen sollten. In der Studie von Bibikova et al. (2011) [286] wurde die Technologie des
450K-Arrays mit einer hohen Reproduzierbarkeit technischer Replikate (R? >0,99) beschrieben.
Auch in dieser Arbeit lieR sich eine hohe Korrelation von R? >0,99 der technischen Duplikate

F _FetalHerz und M_FetalHerz verzeichnen (Abbildung 58). Dasselbe galt fir die biologischen
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Replikate der Proben HLHS-TGA_117 und Lvan_126, die jeweils fur die Gewebetypen LV, RV,
LA und RA ein R? >0,99 aufwiesen (Abbildung 58). Diese biologischen Replikate wurden jeweils
aus topographisch unterschiedlichen Gewebebereichen desselben Gewebetyps im Rahmen der
Gewebeexzision aus dem explantierten Herzen entnommen. Die hohe Korrelation der
biologischen Replikate rechtfertig somit die Verwendung des AVG-Beta-Mittelwerts der
Methylierungsdaten dieser Proben fir die durchgefuhrten statistischen Analysen (siehe 3.2.2.2
und 3.2.2.3).

Probe Proben-Kombination R?
V1 - LV2 0,0970855
V1 -LV3 0,9959006
LV2-LV3 0,0972144
o RV1-RV2 0,9961868
B RV1-RV3 0,995999
R RV2 - RV3 0,9950241
3 © ] HLHETCA T [A1-LA2 09908811
2 . | [A1- A3 0,0941115
z o (A2 - (A3 0.997572
5 RAT-RA2 09971142
£ S RA1- RA3 0,9970153
L“L’l RA2 - RA3 0,9985258
2 W V1 - LV2 0,9977693
LV1-LV3 0,9972465
o |, V2-LV3 0,9975448
S T T ' T T RV1-RV2 0,9962584
0.0 02 04 06 08 1.0 LA1 - LA2 0.9975677

Lvan_126

F1_FetaHerz [AVG-beta] LA - LAS 0,9976362
LA2 - LA3 0,9977372
RAT - RA2 09977619
RA1 - RA3 0,0974826
RA2 - RA3 0,9978541
F_FetalHerz Fi-E2 0,093379%
M_FetalHerz M1 - M2 0,9987836

Abbildung 58 Scatterplot der linearen Regression der DNA-Methylierungswerte von 447821 CpG-Loci der
technischen und biologischen Replikate der Herz-Mapping-Analyse. Die Methylierungswerte [AVG-Beta] von
F1_FetalHerz auf der x-Achse sind gegen die Methylierungswerte von F2_FetalHerz auf der y-Achse zur
Qualitatskontrolle der technischen Replikate aus der Herz-Mapping-Analyse (siehe 3.2.2.2) aufgetragen. In der
Tabelle rechts des Scatterplots sind die jeweiligen R%Werte unterschiedlicher Proben-Kombinationen von
biologischen Replikaten aus LV-, RV-, LA- und RA-Gewebe der Patientenproben HLHS-TGA_117 und Lvan_126
sowie von technischen Duplikaten der Proben F_FetalHerz und M_Fetalherz dargestellt (berechnet mittels
R-Programm). Das Bestimmtheitsmal3 R? ergab eine hohe Korrelation mit R? > 0,99 bei technischen und biologischen
Replikaten.

Das Sonden-Design des 450K-Arrays beinhaltet eine Praselektion von CpG-Loci, welche zuvor
in Methylierungs-basierten Assays identifiziert und durch ein Konsortium epigenetischer
Forscher festgelegt wurden [286]. Somit besteht grundsatzlich ein Bias mit nicht-neutraler
Hypothese [395]. Im Rahmen der Natrium-Bisulfitkonversion, die einen C/T-Polymorphismus
generiert, wird aus einem 4er-Code (A,T,G,C) nahezu ein 3er-Code, indem die restlichen, zuvor

methylierten Cytosine nur ca. 3,5% der totalen Anzahl von Cytosinen des Genoms
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ausmachen [396]. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit einer unspezifischen Kohybridisierung der
50mer Oligonukleotidsonden des 450K-Arrays. Ungeféhr 8,6 - 25 % der Sonden konnten in
verschiedenen Studien als nicht spezifische, d.h. kreuzreaktive Sonden identifiziert
werden [397, 398]. Beispielsweise konnte eine bis zu 94 %ige Homologie einiger autosomaler
Sondensequenzen zu gonosomalen Sonden detektiert werden [288]. Die DNA-
Methylierungswerte solcher kreuzreaktiver Sonden bestehen dabei wahrscheinlich aus einer
Kombination der Werte von multiplen Loci, nicht jedoch alleinig der initialen Ziel-CpG-Site [288].
Somit resultieren falsche DNA-Methylierungswerte und artefaktische, differenziell methylierte
Loci. Solche kreuzreaktiven Sonden wurden daher in dieser Arbeit entsprechend der Studie von
Chen et al. (2013) [288] aus der Analyse ausgeschlossen (Details zu Filterschritten
siehe 2.2.2.2.1).

Des Weiteren zeigen ca. 4,3 % der 450K-Sonden eine Uberlappung der Ziel-CpG-Site mit
bekannten SNPs [288, 397], sodass bei inter-individuellen Analysen artefaktische DNA-
Methylierungswerte resultieren. Zudem kdnnen SNPs in der Sondensequenz aul3erhalb der Ziel-
CpG-Site auftreten [288, 397]. In dieser Arbeit wurden daher SNPs mit einer AF > 0,05
(1000G rel. 20110521) innerhalb der Distanz von — 3 bp und + 3 bp um die Ziel-CpG-Site aus

der Analyse ausgeschlossen (siehe 2.2.2.2.1).

In verschiedenen Studien lie3en sich Batch-Effekte bei der 450K-Technologie feststellen, wobei
unterschiedliche Experimentatoren, Laborbedingungen, oder Chargen von Reagenzien einen
Einfluss haben kdnnen [399, 400]. Auch die Array-Position der Probe kann einen Einflussfaktor
darstellen [401]. In dieser Arbeit wurden daher mdglichst alle Proben pro Teilprojekt gemeinsam
hybridisiert und Proben derselben Analysegruppe auf zufallige Positionen des Arrays verteilt.
Die Analyse von Proben von unterschiedlichen Arrays und mit unterschiedlichem
Hybridisierungsdatum im Rahmen des Herz-Mappings ergaben keine Batch-Effekte
(siehe 3.2.2.2 und Abschnitt 8 Abbildung 60).

Ein wichtiger Vorgang in der Prozessierung von 450K-Daten stellt die Normalisierung dar, um
technisch-basierte Variationen, wie durch Signaldetektions-Abweichungen und Batch-Effekte, zu
vermeiden. Die Infinium I- und Infinium ll-Assays [286] (siehe 2.2.2.2) zeigen zudem nach der
Studie von Dedeurwaerder et al. (2011) [402] eine unterschiedliche Spanne mdglicher DNA-
Methylierungswerte, indem der Infinium II-Assay eine geringere Sensitivitat in der Detektion
extremer Methylierungswerte (AVG-Beta-Werte von 0 bzw. 1) aufweist als der Infinium I-Assay.
Somit ist eine Normalisierung von wesentlicher Bedeutung, die in dieser Arbeit mithilfe des

RnBeads R-Package fur jedes einzelne Teilprojekt durchgefuhrt wurde. Mithilfe der SWAN-
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Methode [287] konnten hierbei eine Hintergundssignal-Korrektur, eine Fluoreszenzsignal-
Anpassung und Infinium I/1l-Korrektur (Angleichen der Beta-Wert-Verteilung von Infinium I- und

Infinium II-Assays) erreicht werden.

Zwar stellt der 450K-Array eine kosteneffektive Hochdurchsatz-Technologie zur globalen DNA-
Methylierungsanalyse dar, jedoch deckt dieser Array lediglich ~1,7 % aller CpG-Loci des
Genoms ab. Zwar lassen sich nahezu alle RefSeq-Gene [355] und CpG-Inseln, sowie einige
genregulatorische Elemente abdecken, zusatzlich kénnten  jedoch aberrante
Methylierungsmuster in den restlichen ~ 98 % des Genoms eine potenzielle krankheitsrelevante
Funktion haben [403]. Eine Analyse des Methylierungsstatus des gesamten Genoms mittels
Sequenzierungs-basierter Technologien, wie z.B. der Gesamt-Genom-Bisulfit-Sequenzierung,
ware somit in zukinftigen Analysen erstrebenswert, um die ursachlichen Zusammenhéange in
der Entstehung komplexer Erkrankungen wie dem HLHS auf gesamtgenomischer Ebene

epigenetisch erforschen zu kénnen.

4.1.3.3 Verifizierung von 450K-Ergebnissen mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung

Die Bisulfit-Pyrosequenzierung (BSPS), die auf einer Sequencing-by-Synthesis Methode
basiert [289], erm&glicht die quantitative DNA-Methylierungsanalyse von CpG-Loci und wurde in
dieser Arbeit zur Verifizierung von 450K-Ergebnissen verwendet. Eine hohe Ubereinstimmung
der mit beiden Techniken erhobenen DNA-Methylierungswerte konnte in verschiedenen
Analysen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. Die differenziell methylierten CpG-Loci
im Herzgewebe von HLHS-Patienten verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe der Gene
NR2F1, NR2F1-AS1, XYLT1, PDXDC1l, CTNNB1 und STEAP2 zeigten mit einem
BestimmtheitsmaR von R? = 0,94 bis R? = 0,99 eine hohe Korrelation der Daten (siehe 3.2.2.5.3
Abbildung 47 bzw. Abschnitt 8 Abbildung 65). Somit lieRen sich die DNA-Methylierungswerte
des 450K-Arrays gut replizieren und die Ergebnisse dieses Arrays konnten als valide eingestuft
werden. Auch in der Literatur lasst sich eine hohe Korrelation der Daten dieser beiden
Techniken beim Vergleich der Methylierungswerte desselben CpG-Locus mit R?=0,88

verzeichnen [404].

Grundsatzlich gibt es jedoch auch Limitierungen dieser Technik in Bezug auf das Assay-Design.
Aufgrund der thermalen Instabilitdt der Luziferase muss die Pyrosequenzierung bei geringer
Temperatur (28 °C) durchgefiihrt werden und zudem besteht eine Limitierung der Amplifikat-

Lange von maximal 350 bp, um die Bildung von Sekundarstrukturen zu vermeiden [290]. Des
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Weiteren gestaltet sich das Assay-Design bei GC-reichen Regionen problematisch, sodass in
diesen Fallen teilweise die Generierung eines spezifischen PCR-Produkts nicht moglich ist.
Dennoch stellt die BSPS insgesamt eine valide Methode zur spezifischen Analyse bestimmter
Loci und zur Verifizierung von 450K-Ergebnissen mit einer hohen Korrelation der Daten, wie in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dar.

4.1.3.4 Anwendung der Epityper-Technik zur Verifizierung von 450K-
Ergebnissen

Die Epityper-Technik stellt ein massenspektrometrisches Verfahren zur semi-quantitativen DNA-
Methylierungsanalyse dar, die auf einer basenspezifischen Spaltung mit anschlieRender MALDI-
TOF-Massenspektrometrie basiert [291]. Der C/T-Polymorphismus lasst sich hier durch eine
16 Da-Massendifferenz messen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Technik neu
etabliert und fur die Verifizierung von 450K-Array-Ergebnissen angewendet. Mit analysierbaren
Amplifikaten von bis zu 600 bp [405] kénnen multiple CpG-Loci parallel in bis zu 384 Proben
untersucht werden, sodass diese Technologie eine kosteneffiziente Alternative zur BSPS mit
einem  hoheren Probendurchsatz darstellt. Dennoch lassen sich bei dieser
massenspektrometrischen Methode einige Limitierungen feststellen. Zwar beinhaltet das Assay-
Design keine zusatzlichen Sequenzierprimer und es entfallen zudem Optimierungs-PCR-
Vorgange (diese sind bei der Epityper-Technik in silico-basiert, siehe 2.2.5.1.1), wie dies fur die
BSPS notwendig ist, jedoch zeigte sich in der Etablierung der Technik im Rahmen dieser Arbeit,
dass eine Vielzahl zur Verifizierung ausgewahlter CpG-Loci sich aus technischen Griinden nicht

verifizieren lielR.

Es ist festzustellen, dass die Analysierbarkeit einiger CpG-Loci eines zu untersuchenden
Amplifikats teilweise nicht moglich ist. Zum einen kénnen grundsatzlich Fragmente derselben
Masse (silent peaks) auftreten und die Detektion des zu analysierenden CpGs im analytischen
Fragment durch Reduktion des quantitativen Auflosungsvermdgens verfalschen. Zum anderen
lassen sich CpGs innerhalb von Fragmenten mit einer zu geringen (< 1500 Da) oder zu grof3en
Masse (> 7000 Da) nicht zuverlassig detektieren [291]. Als Kriterium zur Analysierbarkeit der
CpGs galt in dieser Arbeit eine maximale Uberlappung von einem Fragment, um artefaktische
Messungen zu vermeiden (Details siehe 2.2.2.4 Tabelle 17). Des Weiteren lassen sich CpGs,
die sich in r&umlicher N&he zueinander befinden, nur limitiert detektieren, da mit héherer CpG-

Dichte pro analytischem Fragment keine valide Detektion des Methylierungsstatus maoglich ist. In
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dieser Arbeit liel3en sich daher nur einige CpG-Loci mithilfe dieser Methode verifizieren, da aus

den oben genannten technischen Griinden viele CpG-Loci nicht analysierbar waren.

Im Rahmen der Verifizierung von CpG-Loci in FGFR2 und IRX4, die zwischen atrialem und
ventrikularem Gewebe differenziell methyliert vorlagen, konnte eine hohe Korrelation der
Techniken 450K-Array und Epityper mit R = 0,85 bzw. R?=0,94 in der Regressionsanalyse
gezeigt werden (siehe 3.2.2.3.3 Abbildung 39). Jedoch liel3 sich eine Streuung der Daten in der
linearen Regression feststellen. Zwar blieb die mittels 450K-Array detektierte
Methylierungsdifferenz zwischen Atrium- und Ventrikel-Proben von AB 0,3 bis 0,4 annéhernd
gleich, jedoch fielen die Rohwerte bei der Epityper-Technik tendenziell geringer aus (um bis zu
Beta = 0,18) (siehe Abschnitt 8, Abbildung 61). Dies kdnnte darin begrindet sein, dass das
analytische Fragment der analysierten CpG-Loci von FGFR2 und IRX4 ein zusétzliches
Uberlappendes Fragment aufwies. Zwar gelten nach ,Sequenom Product Preview Note“ von
Ehrich et al. (2005) [291] Uberlappende Signalintensitaten solcher silent peaks als auswertbar,
jedoch scheint dies in dieser Arbeit einen Einfluss auf die quantitative Detektion gezeigt zu
haben. Verschiedene Studien zeigen eine variable CpG-Site-Spezifitat der Epityer-Technik, mit
einer Konkordanzspanne von 75 % bis 95 % bei Verifizierung mithilfe anderer Methylierungs-
Analyse-Methoden [406, 407]. Dies entspricht der in dieser Arbeit detektierten Konkordanz von
82 % bis 99 % zwischen der Epityper-Technik und dem 450K-Array.

Insgesamt stellt die Epityper-Technik eine kosteneffiziente Hochdurchsatz-Technologie mit der
Maoglichkeit der Analyse von grofen Amplifikaten von bis zu 600 bp dar. Zur Verifizierung
spezifischer, einzelner CpG-Loci ist diese Methode jedoch nur begrenzt geeignet. Aufgrund
technischer Limitierungen ist bei dieser Methode die Analysierbarkeit vieler CpG-Loci nicht
gegeben. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Verifizierung von 450K-Ergebnissen

hauptséchlich mittels BSPS durchgefiihrt, die valide Ergebnisse erbrachte.

188



Diskussion Dissertation Kirstin Hoff

4.2 Biologische Aspekte

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse der Analysen auf
genetischer, epigenetischer und transkriptioneller Ebene hinsichtlich der biologischen
Bedeutung fir die Entstehung von Herzfehlbildungen wie dem HLHS diskutiert.

4.2.1 Identifizierung von Keimbahnmutationen bei syndromalen

CHDs und nicht-syndromalen Fallen mit HLHS

Die Mehrzahl der CHDs ist durch ein sporadisches Auftreten mit unbekannter Atiologie
charakterisiert [77]. Nach epidemiologischen Studien kann jedoch bei ca. 10 - 20 % der CHD-
Patienten ein syndromaler Phanotyp, d.h. eine Assoziation zu genetischen Syndromen bzw.
extrakardialen Anomalien, diagnostiziert werden [47, 66, 77, 408, 409]. Dartiber hinaus lassen
sich auch bei nicht-syndromalen CHD-Fallen Keimbahnmutationen in ursachlichem
Zusammenhang mit der Entstehung der Herzfehlbildung feststellen [47]. Auch in dieser Arbeit
lieRen sich kausale Genvarianten bei Patienten mit einem syndromalen CHD als auch bei nicht-

syndromalen HLHS-Fallen identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit konnten kausale homozygote und compound heterozygote
Mutationen in TGDS als Beispiel eines syndrom-assoziierten CHDs bei drei Familien mit
Catel-Manzke-Syndrom als Beitrag zur Studie von Ehmke et al. (2014) [104] mittels WES-
Analyse identifiziert und verifiziert werden (siehe 3.1.1). Die nach autosomal-rezessivem
Vererbungsmodell auftretenden Mutationen im TGDS-Gen bei Patienten mit Catel-Manzke-
Syndrom, welche in 40 % der Falle eine Herzfehlbildung zeigen [103], umfassten die seltene
Mutationen ¢.298G>T (p.Alal00Ser) und die bisher unbekannte Mutation ¢.294T>G
(p-Phe98Leu). Erstere seltene Genvariante konnte in homozygoter Ausprdgung bei zwei
Patienten mit Catel-Manzke-Syndrom (aus Familie 1 und 2) identifiziert werden. Eine
Homozygotie dieser Mutation, welche als probably damaging eingestuft ist, wurde bisher noch
nicht beschrieben (SNP-Datenbankrecherche). Bei einer dritten Familie konnte dartiber hinaus
eine compound heterozygote Mutation ¢.298G>T/c.294T>G in TGDS beim Indexpatienten
gezeigt werden. Da diese Mutationen seltene bzw. unbekannte Varianten mit wahrscheinlich
protein-beschédigenden Einfluss darstellen, und dariber hinaus, zusammen mit vier weiteren
TGDS-Mutationen, bei insgesamt sieben unabhangigen familiaren Fallen mit Catel-Manzke-

Syndrom identifiziert werden konnten [104], wurden diese Mutationen als kausale Genvarianten
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in der Entstehung des Catel-Manzke-Syndroms angesehen. Das TGDS (TDP-Glucose 4,6-
Dehydratase) ist ein evolutionar konserviertes Protein der short-chain
Dehydrogenase/Reduktase (SDR)-Familie [410]. Beide Mutationen, p.Alal00Ser und
p.Phe98Leu, liegen innerhalb der NAD-Bindedoméne des TGDS-Proteins (nach NCBI
Conserved Domains Database, siehe 2.1.3.2) [104], sodass die katalytische Funktion dieser
Domane [410] durch diese Mutationen mdoglicherweise beeintrachtigt wird. Die spezifische
Funktion des TGDS-Proteins beim Menschen ist noch unbekannt, jedoch hat das paraloge®
Gen UXS1, eine Funktion in der Synthese von Glukosaminoglykanen [411], die Bestandteile von
Proteoglykanen der extrazellularen Matrix (EZM) sind [412]. TGDS, welches zu 27 % dem UXS1
auf Proteinlevel gleicht (UXS1 Isoform 1, NP_001240804) [104], kénnte somit in der
Proteoglykansynthese involviert sein und Mutationen in diesem Gen kdnnten putativ die EZM-
Ausbildung beeintrachtigen. Die EZM ist eine wichtige Komponente des Myokardiums und in
allen Aspekten der Herzentwicklung involviert [413]. Stérungen der Genexpression von EZM-
Komponenten, oder auch Verdnderungen von EZM-regulativen Signalwegen resultieren in
kardialen Defekten, wie u.a. ASD und VSD, im Mausmodell [414 - 416]. Die in der vorliegenden
Arbeit analysierten Familien mit Catel-Manzke-Syndrom umfassten auch einen Fall mit einem
VSD. Der Entstehung dieses kardialen Defekts kdnnte somit mdglicherweise eine Stérung der

EZM zugrundeliegen, beglnstigt durch Mutationen im TGDS-Gen.

In  NR2F2 konnte in der vorliegenden Arbeit im Rahmen der Studie von
Al Turki et al. (2014) [303] eine kausale de novo Splice-Donor-Mutation bei einem nicht-
syndromalen Fall mit HLHS bei Analyse des Eltern-Index-Trios nachgewiesen werden
(siehe 3.1.2.1). In der Studie von AlTurki et al. (2014) konnte gezeigt werden, dass
Genvarianten in NR2F2 in einem ursachlichen Zusammenhang mit AVSDs und LVOTO-
Phanotypen (hier HLHS und CoA) stehen. Die de novo Splice-Donor-Mutation ¢.970+1G>A stellt
eine bisher unbekannte Genvariante dar und fihrt wahrscheinlich durch Auslassen des dritten
Exons zur Bildung eines trunkierten Proteins [303]. Einzelbasenpaar-Veranderungen in dem
konservierten Dinukleotid GT der 5'-Splice-Donor-Site kénnen die Bindung der U1 snRNA des
Spliceosoms hemmen, sodass keine akkurate Exon-Inklusion stattfinden kann [417]. Demnach
ware in NR2F2 (liganden-induzierbarer COUP-II TF), ein Teil der C-terminalen Liganden-
Bindedoméane, welche die transkriptionelle Aktivitdt reguliert, von einer Trunkierung betroffen
(nach ELM-Datenbank). Dies wirde einen Verlust der TF-Funktion des Proteins bedeuten.

Wahrend der Organogenese zeigt der COUP-II TF eine hohe Expression in mesenchymalen

a“ Gene, die in der Evolution einer Spezies durch Duplikation eines Gens oder Chromosomenabschnitts, sowie anschlie3ender
Divergenz entstanden sind (Fitch, 1970; Review: Jensen, 2001)

190



Diskussion Dissertation Kirstin Hoff

Zellen [418, 419], sodass dieser TF moglicherweise eine wichtige Funktion in der endothelial-
mesenchymalen Signalgebung hat [420]. Die endotheliale-mesenchymale Transition (EndMT)
umfasst einen Prozess, in dem endotheliale Zellen ihre Zelltyp-spezifische Eigenschaften
verlieren und in Zellen eines mesenchymalen Phanotyps umgewandelt werden [421]. Die
EndMT st fur die Ausbildung von Herzklappen und der kardialen Septierung von wesentlicher
Bedeutung [421 - 424]. Knockout-Experimente von NR2F2 im Mausmodell ergaben
atrioventrikulare Septum- und Herzklappendefekte [420, 425], sodass NR2F2 wahrscheinlich
eine wichtige Funktion in der Herzentwicklung hat. In der Studie von Al Turki et al. (2014) [303]
konnte zudem in einem Luziferase-Assay bei Analyse von sechs CDS-Varianten, die in NR2F2
identifiziert wurden, eine signifikante Veranderung der TF-Aktivitat von NR2F2 an Ziel-
Genpromotoren detektiert werden. Eine Haploinsuffizienz von NR2F2 durch die detektierte
de novo Splice-Donor-Mutation kénnte somit zu einer aberranten Genexpression im Prozess der
EndMT und somit zu einer fehlerhaften Herzklappenentwicklung [424] fuhren, sodass ein
LVOTO-Phanotyp, wie das HLHS, entsteht.

4.2.1.1 Familien-Analyse von HLHS-Fallen: oligogene Vererbung mit
reduzierter Penetranz und variabler Expressivitat

Ein multifaktorielles, polygenes Vererbungsmodell, das das Auftreten multipler genetischer
Varianten mit geringem Effekt und eine Interaktion von Umweltfaktoren umfasst, wurde lange
Zeit als wesentliches Vererbungsmodell fir CHDs angesehen [69, 75, 76]. Genomweite
Analysen zu Multiplex-Familien mit CHDs konnten ein hoheres Wiederholungsrisiko, als nach
polygenem Vererbungsmodell zu erwarten ware, zeigen [62, 66 - 68]. Wahrscheinlich liegen ein
oligogenes Vererbungsmodell mit oder ohne reduzierter Penetranz, sowie das Auftreten von
de novo Mutationen in der Entstehung von CHDs zugrunde [78, 236, 246, 304]. Auch die
Beobachtung, dass identische Mutationen in CHD-assoziierten Genen ein variables Set
verschiedenster Herzfehlbildungen auslosen [105, 426, 427], lasst vermuten, dass ein
oligogener Vererbungsmechanismus, sowie ein moglicher Einfluss von Umweltfaktoren in der
Entstehung von CHDs zugrunde liegt. Um mdogliche Vererbungsmechanismen des HLHS zu
untersuchen, wurden daher in dieser Arbeit genetische Analysen im familiaren Kontext

durchgefihrt, deren Ergebnisse im Folgenden diskutiert werden.

In einer Familie mit zwei Geschwistern mit HLHS konnten die Gene C150rf62, TNKS1BP1 und
PRF1 im Rahmen einer WES-Studie zu Familien mit LVOTOs (Hitz und Hoff et al., Publikation
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in Vorbereitung (siehe 11)) als potenziell krankheitsrelevante Kandidatengene nach autosomal
dominantem Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz identifiziert werden (siehe 3.1.2.2). Die
Mutationen traten hierbei in den beiden betroffenen Geschwisterkindern mit HLHS und der
phanotypisch gesunden Mutter auf, nicht jedoch bei dem gesunden Geschwisterkind und dem
Vater. Der Erbgang der reduzierten Penetranz wurde als wahrscheinlichstes Vererbungsmodell
basierend auf Generationen mutterlicherseits vermutet, da bei diesen Familienmitgliedern
Totgeburten auftraten, welchen der Literatur nach als eine der haufigsten Todesursache
CHDs [50], insbesondere zyanotische CHDs [306] wie das HLHS zugrunde liegen. Eine bisher
unbekannte Stop-Mutation (c.757G>T (p.Glu253*)) konnte in PRF1 detektiert werden, dessen
Genprodukt Perforin 1 eine funktionelle Bedeutung im sekretorischen granulozyten-abhangigen
Zelltod hat [428, 429]. Nach ELM-Datenbank ware die Halfte des Proteins von der Trunkierung
betroffen, wobei wahrscheinlich die MACPF-Domane (membrane attack complex/perforin), die
der lytischen Membran-Porenbildung dient, funktionell deaktiviert wiirde. In vitro-Experimente an
ventrikularen Kardiomyozyten zeigten, dass das Perforin eine Reduktion und Zerstdrung dieser
Zellen bewirkte [430]. Der programmierte Zelltod hat eine wesentliche Bedeutung in der
Regulation der Zellproliferation und Eliminierung entarteter Zellen und konnte in verschiedenen
Studien mit kardialen Anomalien in Verbindung gebracht werden [431 — 435]. Zwar ist das
Perforin in infektionsbedingten Apoptose-Prozessen des Immunsystems involviert, eine
Dysregulation dieser granulozyten-abhéangigen Apoptose kdnnte jedoch mdéglicherweise auch in

der Entstehung von Herzerkrankungen eine Rolle spielen.

Zusatzlich konnte in C150rf62 eine bisher unbekannte Missense-Mutation, als possibly
damaging eingestuft, detektiert werden. C150rf62 stellt zwar ein Gen mit bisher unbekannter
Funktion dar, jedoch konnte zuvor schon ein CHD-Fall mit wahrscheinlich pathogenen
Ereignissen in der chromosomalen Region Uberlappend zu der von C150rf62 in 15g15.1 gezeigt
werden. Dieser CHD-Fall wies eine maternale Deletion in 15q15-g22.1 mit Diagnose einer

Kraniosynostose, Missbildungen der Extremitéten, sowie einer TOF auf [436].

Als drittes potenziell krankheitsrelevantes Gen liel3 sich in TNKS1BP1 eine seltene Missense-
Mutation nach dem Vererbungsmodell der reduzierten Penetranz feststellen. TNKS1BP1, das
fur ein Tankyrase 1-bindendes Protein kodiert, hat wahrscheinlich eine Funktion im
deadenylierungs-abhangigen mRNA-Decay (Abbau der mRNA) nach Reactome-
Datenbank [273] (siehe 2.1.3.2). In der Studie von Chang et al. (2005) [437] konnte mittels
Knockdown im Xenopus-Modell gezeigt werden, dass Tankyrase 1, ein Enzym des DNA-
Reperaturmechanismus, in der Assemblierung des Spindelapparats eine Rolle spielt. Dessen

Knockdown fiihrt zu einer Arretierung der Mitose [437, 438]. Das TNKS1BP1-Protein kdnnte
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somit in Mitoseprozesse involviert sein. Ein Funktionsverlust durch die als probably damaging
eingestufte Missense-Mutation in TNKS1BP1 kdnnte mdglicherweise Zellproliferations-Prozesse
beeinflussen und in der Pathogenese des HLHS eine Rolle spielen.

Eine weitere Analyse im familiaren Kontext umfasste in dieser Arbeit eine SNP-Array-Analyse
einer Familie (Familie 6) mit einem nicht-syndromalen HLHS-Fall, um krankheitsassoziierte
CNVs zu identifizieren (siehe 3.1.2.3). Ungefahr 3 — 10 % nicht-syndromaler CHDs liegen als
ursachliche pathogene Variationen CNVs zugrunde [87, 91, 93]. Vererbte sowie de novo CNVs
konnten zuvor in Assoziation zu LS-CHDs, inklusive dem HLHS, identifiziert werden [89]. Jedoch
lieRen sich in der vorliegenden Arbeit weder de novo CNVs, noch CNVs in Assoziation zu CHD-
assoziierten Genen bzw. chromosomalen Regionen bei dem analysierten HLHS-Fall
detektieren. Lediglich eine seltene paternal vererbte CNV konnte in 10g21.1 (0,29 Mb-Verlust)
festgestellt werden. Zwar betrifft die CNV keine kodierende Region, jedoch konnte zuvor in
Linkage-Analysen die chromosomale Region 10g21 - 10923, welche mit der in dieser Arbeit
detektierten CNV in 10g21.1 Uberlappt, in Assoziation mit der familiaren DCM festgestellt
werden [439]. Einige Familienmitglieder aus der Studie von Bowles et al. (1996) [439] wiesen
zudem weitere kardiale Anomalien, wie MVP und Mitralklappeninsuffizienz, auf. CNVs in nicht-
kodierenden Regionen kénnen einen pathogenen Einflussfaktor in der Entstehung von CHDs
darstellen, wenn diese CNVs potenziell cis-regulatorische DNA-Regionen betreffen [440] oder
z.B. pathogene Positionseffekte bewirken [441]. Zwar konnte die CNV in 10921.1 auch im
phanotypisch gesunden Vater detektiert werden, es wird jedoch vermutet, dass viele CNVs eine
inkomplette Penetranz und/oder variable Expressivitat aufweisen [442]. Eine Kosegregation

muss somit nicht zwingend eine Apathogenitat bedeuten.

Ein oligogenes autosomal dominantes Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz und
variabler Expressivitat konnte somit einen moglichen Pathomechanismus fur einige HLHS-Falle
darstellen. Eine reduzierte Penetranz liel3 sich hierbei als wahrscheinlichstes Vererbungsmodell
in der Familie 5 mit zwei HLHS-Fallen identifizieren. Auch eine variable Expressivitat, d.h. ein
unterschiedlicher Ausprdgungsgrad der Symptome, konnte in einigen familiaren Fallen mit
LVOTOs zugrunde liegen. Familienmitglieder, wie hier die gesunden Eltern der mittels SNP-
Array analysierten Familie 6, kdnnten asymptomatische und damit undiagnostizierte, milde
Auspragungen von AoV-Defekten vorweisen [233, 237, 246]. Hierbei kann die Inzidenz von BAV
(AoV-Defekt) bei Verwandten ersten Grades von Fallen mit LVOTOs wie dem HLHS bis zu 10 %
betragen [233, 236]. Leider konnte jedoch keine Echokardiographie bei den jeweiligen
Elternteilen durchgefihrt werden, um diese Hypothese zu bestéatigen. Zusammenfassend lieRen

sich die Beobachtungen und Hypothesen dieser Arbeit zum Vererbungsmodell des HLHS mit
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reduzierter Penetranz und/oder variabler Expressivitdt auch zuvor in anderen Studien zu
familiaren BAV-Féllen und weiteren LVOTO-Phé&notypen zeigen [78, 236, 246, 304]. Ein solcher
Vererbungsmechanismus konnte somit ein moégliches Modell fur einen Anteil von HLHS-Féallen

darstellen.

4.2.2 Potenziell krankheitsrelevante Genvarianten im Herzgewebe

von Patienten mit HLHS

Im IAS-Gewebe von neun Patienten mit HLHS konnten in dieser Arbeit insgesamt 685 Gene mit
seltenen bzw. bisher unbekannten funktionellen Genvarianten detektiert werden, von denen
56 Varianten LOF-Mutationen darstellten (siehe 3.2.1.1). Die Herzgewebeproben der HLHS-
Patienten wiesen in mehr als einem Dirittel dieser 685 Gene funktionelle Varianten in Genen auf,
die nach EXxAC-Datenbank in > 60.000 Individuen eine besonders geringe Haufigkeit
funktioneller Varianten und somit eine geringe Mutationstoleranz nach RVIS-Scoring-
System [264] zeigen, sodass diese Genvarianten potenziell einen pathogenen Einfluss in der
Entstehung dieser Herzfehlbildung haben kénnten. Innerhalb der 685 Gene mit Mutationen bei
HLHS-Fallen zeigten Gene mit bekannter Assoziation zu Herzfehlbildungen (Herz-Genliste) mit
einem RPS-Median <20 eine besonders geringe Mutationstoleranz (siehe 3.2.1.1.2
Abbildung 22), sodass zwar lediglich 27/685 Gene mit einem bekannten ,Herzphanotyp®
detektiert wurden, diese jedoch mit erhohter Wahrscheinlichkeit eine Pathogenitat der
Genvarianten beinhalteten. Eine Gennetzwerkanalyse mittels STRING-Software ergab innerhalb
der 685 Gene Interaktionsnetzwerke, die in Entwicklungsprozessen, wie Notch- und Wnt-
Signalwegen, sowie in der (post-)transkriptionellen Regulation involviert sind (siehe 3.2.1.1.2
Abbildung 23). Mutationen in Genen der transkriptionellen Regulation, wie bspw. TFs der
Herzentwicklung, und der Signaltransduktion von Entwicklungs-Pathways sind auch in der
Literatur als mal3geblich betroffene Gen-Kategorien im Zusammenhang mit nicht-syndromalen
CHDs beschrieben [47]. Betrachtet man aus der Literatur bekannte, mit Herzfehlbildungen
assoziierte Gene, so waren 17/685 Gene mit einem kardiovaskularen Phanotyp im Mausmodell
assoziiert und 10/685 Gene konnten zuvor bei Fallen mit kardiovaskularen Erkrankungen
identifiziert werden (siehe 3.2.1.1.2 Tabelle 24).
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Uberlappende Gene mit einem kardialen Phanotyp im Mausmodell

Innerhalb der Gene mit einem ,Maus-Phanotyp“ konnte eine Missense-Mutation in HAND1 bei
einem HLHS-Patienten identifiziert werden. HANDL1 stellt einen wesentlichen TF in der frihen
Herzentwicklung dar und ist in der Regulation der kardialen Ventrikel-Expansion involviert [443].
Knockout-Mause wiesen Stérungen des Looping-Prozesses und eine hochgradige Hypoplasie
des LVs und Ausflusstrakt-Anomalien [309, 310], sowie Defekte des LVs und eine dysregulierte
ventrikulare Genexpression auf [443]. Ahnliche Prozesse sind auch bei der Entwicklung eines
HLHS betroffen, sodass Genvarianten in HAND1 in der Pathogenese des HLHS eine Rolle
spielen kdnnten. Weitere in dieser Arbeit bei HLHS-Patienten identifizierte Gene mit einem
kardiovaskularen Phanotyp im Mausmodell umfassten IFT88 und PTCH1, welche beide in
Hedgehog-Signalwegen eine Rolle spielen. Diese Signalwege haben in der endokardialen
Spezifikation und Differenzierung eine wesentliche Funktion [444 - 447]. In IFT88 konnte eine
Frameshift-Mutation mit vorzeitigem Stopkodon (c.1508delT (p.F504Lfs*17)) nachgewiesen
werden, welche eine Trunkierung der Hélfte des Proteins nach ELM-Datenbank und somit
wabhrscheinlich einen Funktionsverlust bewirkt. Ein Knockout von IFT88 im Mausmodell zeigte,
dass IFT88 in der friihen Kardiogenese eine wesentliche Funktion in der Koordination des
Hedgehog-Signalweges hat [308]. Das Gen PTCH1, in dem eine Missense-Mutation
nachgewiesen werden konnte, kodiert fir einen Rezeptor von Hedgehog-Proteinen [448] und ist
somit direkt in der Hedgehog-Signalgebung involviert. Der Funktionsverlust im Mausmodell von
SHH (Sonic Hedgehog) resultiert in ventrikuldrer Hypoplasie, Septationsdefekten und
Ausflusstraktverkirzung [449, 450]. Mutationen in Genen des Hedgehog-Signalweges, wie in
dieser Arbeit detektiert wurde, kdnnten einen moglichen pathogenen Mechanismus in der
Entstehung des HLHS darstellen.

Uberlappende Gene mit bekannten kardiovaskularen Erkrankungen

Mittels der WES-Analyse nachgewiesene Mutationen in Genen, die zuvor bei Fallen mit
kardiovaskularen Erkrankungen identifiziert werden konnten, umfassten Gene, die bei syndrom-
assoziierten sowie nicht-syndromalen CHDs und auch bei Kardiomyopathie-Fallen identifiziert
wurden (siehe 3.2.1.1.2 Tabelle 24). Da es sich bei den in dieser Arbeit analysierten HLHS-
Patienten um isolierte, nicht-syndromale Falle handelte, wird im Folgenden auf bekannte Gene

nicht-syndromaler Félle eingegangen.
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In NAA15, dessen Genprodukt (N-Acetyltransferase) in Angiogeneseprozessen involviert
ist [262], konnte jeweils eine seltene und eine bisher unbekannte heterozygote Missense-
Mutation in HLHS_12 und HLHS_21/22 nachgewiesen werden. Die unbekannte Genvariante
€.945G>C (p.Arg315Ser), welche bei HLHS 21/22 detektiert werden konnte, wird nach
Polyphen-2 zudem als probably damaging eingestuft. In der Studie von Zaidi et al. (2013) [74]
lieBen sich bei zwei Patienten mit CHDs de novo LOF-Mutationen in NAA15 nachweisen,
sodass eine Haploinsuffizienz dieses Gens potenziell in einem ursachlichen Zusammenhang mit

der Entwicklung eines HLHS steht.

Des Weiteren konnte bei Patient HLHS_15 in NOTCH1, das fir einen Transmembranrezeptor
kodiert, eine bisher unbekannte Frameshift-Mutation mit vorzeitigem Stopkodon detektiert und
verifiziert werden. Der Notch-Signalweg stellt einen evolutionar hochkonservierten Signalweg
dar, welcher in der Regulation von Zellschicksals- und Differenzierungsprozessen der
Embryogenese, inklusive der kardialen Entwicklung, eine wesentliche Bedeutung hat [451, 452].
Die Aktivierung des Notchl-Rezeptors bewirkt eine Spaltung und nukleare Translokation der
intrazellularen Doméane, welche die Transkription von Zielgenen der Kardiogenese steuert [451].
Verschiedene Tiermodelle zeigten, dass NOTCHL1 in der vaskularen Morphogenese involviert
ist [453], sowie in der frlhen Valvulogenese eine Rolle spielt [223]. Die Notch1-Signalgebung ist
von wesentlicher Bedeutung in der EndMT [223, 224, 454 — 457], einem wichtigen Prozess der
Herzklappenentwicklung [421 - 424]. Heterozygote NOTCH21-Mutationen lie3en sich bisher bei
einem weiten Spektrum von LS-CHDs, wie BAV [225, 458 - 461], AoV-Stenose und CoA [225]
sowie dem HLHS identifizieren [196, 225, 226]. Somit ist eine Anreicherung von Missense- als
auch LOF-Mutationen in NOTCH1 bei der Entstehung von LS-CHDs wie dem HLHS, zu
postulieren (siehe Abbildung 59). Kirzlich konnte zudem in einer WES-Studie von 1823 CHD-
Familien (Sifrim und Hitz et al., 2016*), zu der im Rahmen dieser Arbeit beigetragen wurde,
eine Anreicherung von vererbten LOF-Mutationen und de novo Mutationen in NOTCH1, sowie
eine signifikante Anreicherung von Genen des NOTCH1-Pathways bei Patienten mit CHDs
detektiert werden. Die in dieser Arbeit identifizierte LOF-Mutation bei HLHS_15 fihrt auf
Proteinlevel zu einer Trunkierung des gesamten Proteins, da die komplexe INDEL-Mutation
€.408_414delATCGTGCinsGGGGCTGAC (p.Serl37Glyfs*140) direkt am N-Terminus des
2555 aa grof3en Proteins (NP_060087.3) in Exon 4/34 auftritt (Abbildung 59), was einen

kompletten Funktionsverlust des Proteins bedeuten wirde. Die von der Frameshift-Mutation

® Dokument derzeit in Revision, eingereicht bei Nature Genetics (siehe Abschnitt 11)
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betroffenen Aminosauren sind zudem in den verschiedenen Spezies hochkonserviert (Abbildung
59 ,Multiz Alignments of 100 Vertebrates®).

Die Position der Frameshift-Mutation von HLHS 15 liegt sehr nahe zu den beiden de novo LOF-
Mutationen in Exon 4, die in der Studie von lascone et al. (2012) [196] bei zwei isoliert
aufretenden HLHS-Fallen identifiziert werden konnten (siehe Ubersicht NOTCH1-Mutationen
Abbildung 59). Nach Mutation Taster [268] wurden letztgenannte de novo LOF-Mutationen als
disease causing eingestuft [196]. Die in der Studie von lascone et al. (2012) [196] identifizierte
Frameshift-Mutation p.Lys136Asnfs*141 endet hierbei auf demselben vorzeitigen Stopkodon,
wie die in der vorliegenden Arbeit identifizierte Frameshift-Mutation bei HLHS_15 (siehe
Abbildung 59). Somit konnte funktionell dieselbe Mutation zuvor auch schon bei einem weiteren
HLHS-Fall identifiziert werden. Eine Untersuchung von Familienmitgliedern des inzwischen
verstorbenen Patienten HLHS_15 war leider nicht moglich, sodass diese Mutation nicht in
familiaren Kontext analysiert werden konnte, um eine mdgliche de novo oder Herzgewebe-
spezifische Auspragung der NOTCH1-Mutation zu bestatigen. NOTCH1 hat einen RPS-Wert
von 0,33, sodass die Mutationstoleranz gegenuber funktionellen Varianten geringer als die
von 99 % anderer Gene des Genoms ist [264]. Nach ExAC-Datenbank ist zudem in dem
NOTCH1-Gen bisher lediglich eine seltene LOF-Mutation (Splice-Donor-Mutation, detektiert in
1/63728 Individuen) bekannt. Somit handelt es sich bei der LOF-Mutation bei HLHS 15, auch in
Anbetracht der Tatsache, dass funktionell dieselbe Mutation zuvor schon bei einem anderen
HLHS-Fall als pathogene Variante identifizert wurde [196], um eine wahrscheinlich kausale

Mutation.

197



Diskussion Dissertation Kirstin Hoff

c

0
=8 = < <
o 2 o o
EE 3 is @ g 2
g & 2 5 £ 35 2 3 3
03 Q90 a2 B L @ © I3 -
SO K~ 3 = Q< = ~ L)
0N w9 © © ) 2y B 2]
Y v 29 © © 5 = = o T
2% 308 > © 2 = = )
TSI O BDO 0 < o< ® < o

36 EGF-Doméanen 3LNR- O % 6 ANK- 0'—)
Domaéanen o Domaéanen L
z z o
L ) L )
Y T
extrazellulare Doméane intrazellulare Domane
¢.408_414delATCGTGCinsGGGGCTGAC
p.Ser137Glyfs*141
VP CAGGG AAAT CGT GC CA GCA GGC T GACCCGTGC G €<—m—
chc ol T3 REe e iR 2y e cievgieirn
—
Exon 4
‘.‘ delATCGTGC
|
|

insGGGGCTGAC

---> CAGTGGCAGATGTAGGAGGCCTCGAAGGGCAGGCACTGGCCACCGTTGGCGCAGGGGTTGGAG
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAsS & Comparative Genomics)
A E F F L C Q G G N A C P N S A Co P =] A Q

NOTCH! NG
MUITiZ Alignments of 100 Vertebrates

Human C H S A
Rhesus C H

Mouse C R

DogC G

Elephant C R
Chicken C R
X_tropicalisC ¥
ZebrafishC H
Lamprey €. A

INOONO

200X

1T et et et et
CMMAMNANNTN
290V VVIVY
00000000
ZZIZZIZZZZ

Y- Y-Y-Y-Y-¥-]
4D A HDOD

Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
E

000000000
<AL
BUN-ADIIDUDD
commmmmmmMm
Aurerrrrr
000000000
- Y-Y---) ]
000000000
233333333
000000000
EEEEEEEREY
DODDDDNYD
23333333
000000000
0DODODODD
233333333
000000000
ERORRRRRR
000000000

o

-

(]

(2]

G

|\ 222222222
9979909900

Abbildung 59 Ubersicht von NOTCH1-Mutationen, die bei Patienten mit HLHS identifiziert wurden (A) und
Elektropherogramm der NOTCH1-Mutation bei HLHS 15 (B) mit Darstellung im UCSC-Genome Browser (C). A:
Schematische Darstellung des NOTCH1-Proteins (NM_017617.3, ENSP00000277541.6) mit Angaben zu bekannten
Domanen, erstellt nach ELM-Datenbank. Bisher bekannte Genvarianten in NOTCH1, die als wahrscheinlich
pathogene Varianten nach Studien von McBride et al. (2008) [225], lascone et al. (2012) [196], und Theis et al. (2015)
[226] bei Patienten mit HLHS identifiziert wurden, sind in der schematischen Proteindarstellung markiert und als
Mutation auf Proteinebene beschriftet. Bis auf zwei de novo Mutationen und eine compound heterozygote Mutation
(c.h.) sind alle weiteren Mutationen heterozygot ausgepréagt. Die in der vorliegenden Arbeit beim Patienten HLHS_15
identifizierte Mutation p.Serl37Glyfs*140 ist in roter Schrift dargestellt. EGF: epidermal growth factor-like,
LNR: Notch/Ln12-Repeats, NOD/NODP: Regionen in Notch-Proteinen mit unbekannter Funktion, ANK: Ankyrin-
Repeats, PEST: Prolin-, Glutamat-, Serin-, Threonin-reich B: Elektropherogramm der Sanger-Sequenzierung der
NOTCH1-Mutation ¢.408_414delATCGTGCinsGGGGCTGAC (p.Serl37Glyfs*140) im IAS-Gewebe von HLHS_15.
Der Beginn der Frameshift-Mutation in Exon 4 ist durch einen Pfeil markiert. Oberhalb des Elektropherogramms ist
jeweils die Sequenz des Vorwarts-Primers (VP) dargestellt. Rote Buchstaben stellen die mutierten Base dar,
unterstrichene Buchstaben die erste mutierte Kodonsequenz der Aminosduren. C: Darstellung des
Elektropherogramm-Ausschnitts im UCSC-Genome Browser (rot markiert), als komplementar-reverse Sequenz des
NOTCH1-Gens, welches auf dem Minusstrang der DNA liegt. Die 3‘ nachfolgenden Aminosauren der Position der
Frameshift-Mutation sind auch in anderen Spezies hochkonserviert (siehe Multiz Alignments of 100 Vertebrates).
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Das Auftreten von NOTCH1-Mutationen mit unterschiedlichem Schweregrad (BAV als milde
Form bis zu HLHS als schwerwiegende CHD) [196, 225, 226, 458 - 461], sowie eine reduzierte
Penetranz von NOTCH1-Mutationen mit hoher Variabilitat intra- und interfamilarer
phanotypischer Expression bei Fallen mit LS-CHDs [225, 458] lassen einen Einfluss zusatzlicher
genetischer Komponenten als auch mogliche epigenetische Faktoren in der Entstehung des
HLHS vermuten. Eine unterschiedliche Mutationslast von NOTCH1 und synergistische
Mutationen weiterer Komponenten des Notch-Signalweges kdnnten das Ausmald der
Beeintrachtigung der Notchl-Signalgebung beeinflussen und somit den unterschiedlichen
Schweregrad von LS-CHDs erklaren.

4.2.2.1 Somatische Mutationen beim HLHS

Um mogliche Herzgewebe-spezifische Mutationen zu detektieren, wurde in dieser Arbeit eine
kombinierte Keimbahn- und somatische Analyse in einer Familie mit HLHS durchgefihrt
(siehe 3.2.1.2). Die Hypothese bestand darin, dass mdglicherweise ursachliche somatische
Mutationen in dem betroffenen Gewebe, also dem Herzgewebe, auftreten konnten, die jedoch
nicht in der Keimbahn vorliegen und somit in einem Mosaizismus resultieren. Wie in
Abschnitt 4.1.2.1 diskutiert, war aufgrund von Limitationen der Sanger-
Sequenzierungstechnologie die Verifizierung von zuvor mittels WES-Technologie im IAS-
Gewebe detektierten Missense-Mutationen in ANKRD11 und BHLHAL5 bisher nicht moglich. Es
sind daher Deep-Sequencing NGS-Analysen geplant, welche jedoch nicht mehr Bestandteil
dieser Arbeit sind. Da die Mutationen jeweils mittig innerhalb der Uberlappenden Reads und
zudem jeweils in FP- und RP-Reads detektierbar waren, wurden Sequenzier-Artefakte als
unwahrscheinlich erachtet. Beide Mutationen wurden als possibly damaging durch Polyphen-2
eingestuft und stellten nach EXAC-Datenbank bisher unbekannte Varianten dar, sodass es sich

moglicherweise um krankheitsrelevante Mutationen handelt.

ANKRD11 kodiert fur das Ankyrin Repeat Domain 11-Protein, welches einen Inhibitor der
Liganden-abhéngigen Aktivierung der Transkription darstellt [462]. Heterozygote Mutationen in
ANKRD11 konnten in ursachlichem Zusammenhang mit dem KBG-Syndrom identifiziert werden,
das durch geistige Behinderung, Minderwuchs, Skelettanomalien, sowie in einigen Féllen auch
CHDs, wie BAV und partieller AVSD charakterisiert ist [463]. Innerhalb der syndrom-assoziierten
CHD-Kohorte der WES-Studie von Sifrim und Hitz et al. (2016*), an der sich im Rahmen dieser

A Dokument derzeit in Revision, eingereicht bei Nature Genetics (siehe Abschnitt 11)
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Arbeit beteiligt wurde, konnte eine genomweit signifikante Anreicherung von de novo Mutationen
in ANKRD11 gefunden werden. Daruiber hinaus stellt ANKRD11 mit einem RPS-Wert von 0,62
ein Gen mit besonders geringer Mutationstoleranz nach RVIS-Scoring-System [264] dar, sodass
Mutationen in diesem Gen einen mdoglichen pathogenen Faktor in der Entstehung von CHDs
darstellen.

BHLHAL5, das fur ein Basic Helix-Loop-Helix-Protein kodiert, stellt einen transkriptionellen
Repressor von MYOD1 dar, einem TF mit funktioneller Bedeutung bei der Differenzierung
myogener Stammzellen [464]. MYOD1 zeigt nach Pathway Interaction Database [271]
(siehe 2.1.3.2) eine Assoziation mit dem Notch-abhéngigen HES/HEY- Pathway, sodass
BHLHA15 indirekt in der Notch-Signalgebung involviert sein konnte. Mutationen in
letztgenanntem Signalweg lassen, wie in Abschnitt 4.2.2 diskutiert wurde, einen mdglichen
Pathomechanismus in der Entstehung des HLHS vermuten. Somatische Mutationen in kardialen
Vorlauferzellen der frihen Herzentwicklung in BHLHA15 kdnnten hierbei Veranderungen des
Notch-Signalweges hervorrufen, sodass eine gestorte EndMT [223, 224, 454 — 457] und somit
eine abnorme Herzklappenentwicklung [424], wie dies beim HLHS der Fall ist, resultiert.

Solche somatischen Mutationen kdnnten in unterschiedlichen Phasen der Herzentwicklung in
Subpopulationen kardialer Zellen oder bestimmten Herzgeweberegionen als Mosaike auftreten.
Eine bei konstitutioneller Auspragung theoretisch letale Auswirkung auf den sich entwickelnden
Fetus wirde durch den somatischen Mosaizismus maskiert werden [465]. Je nach betroffener
Herzgeweberegion und Zeitpunkt des Auftretens solcher Aberrationen in der Herzentwicklung
konnte ein unterschiedlicher Schweregrad des kardialen Phanotyps resultieren. In Anbetracht
dessen, dass ein gehauftes Auftreten von BAV, als eine milde LVOTO-Form, mit bis zu 10 % bei
Familienmitgliedern von HLHS-Fallen festzustellen ist [236 — 238], kdnnten in der Entstehung
eines HLHS somatische Ereignisse mit konsekutiven kardialen Defekten unterschiedlichem
Schweregrads zugrunde liegen. Solche Mosaik-Mutationen im Herzgewebe kdnnten einen
moglichen  Mechanismus fur das Auftreten von inkompletter Penetranz  beim
HLHS (siehe 4.2.1.1) darstellen, deren Nachweis jedoch Deep-Sequencing-Technologien
erfordert (siehe 4.1.2.1).
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4.2.3 Epigenetische Aspekte in der Analyse von Herzgewebe

Um mogliche pathogene Faktoren im Herzgewebe auch auf epigenetischer Ebene zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit DNA-Methylierungsanalysen mittels 450K-Array an
Herzgewebe von Patienten mit CHDs, insbesondere mit HLHS, durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der verschiedenen Teilprojekte werden im Folgenden diskutiert.

4.2.3.1 Gewebespezifische DNA-Methylierungsprofile verschiedener
Herzregionen

In dieser Arbeit wurde die DNA-Methylierung in Herzgewebeproben verschiedener Regionen
des gesamten Herzens von Patienten mit CHDs untersucht, um zu analysieren, ob die
unterschiedlichen kardialen Regionen differenzielle DNA-Methylierungsmuster aufwiesen. Diese
Herz-Mapping-Analyse ergab signifikant differenzielle = DNA-Methylierungsprofile  von
Gewebeproben des Atriums, ventrikularen Proben sowie Gewebeproben von Gefal3(ahnlichen)-
Strukturen (siehe 3.2.2.2). Diese drei Kategorien zeigten bereits in der unsupervidierten Analyse
eine klare Segregation in unterschiedliche Gruppierungen (siehe 3.2.2.2 Abbildung 32). Daher
wurden diese speziellen Gewebe-Signaturen in weiteren Teilprojekten analysiert (siehe 3.2.2.3

und 3.2.2.4), deren Ergebnisse in den nachfolgenden Abschnitten diskutiert werden.

Die unterschiedlichen Herzregionen zeigten insgesamt eine signifikante Anreicherung von
RDMR- (OR = 4,65) und Enhancer-assoziierten (OR = 3,25) CpG-Loci innerhalb der DM-CpGs.
RDMRs, d.h. reprogrammierungsspezifische DMRs, umfassen CpG-Loci der epigenetischen
Remodellierung und haben eine zentrale Bedeutung in der somatischen
Zellreprogrammierung [173]. Letzteres umfasst den Prozess der Reprogrammierung einer
somatischen Zelle, um einen pluripotenten Status &hnlich einer embryonalen Stammzelle zu
erhalten, d.h. die Herstellung induzierbarer pluripotenter Stammzellen (iPSCs) [466]. Nach
Studien von Doi et al. (2009) konnten RDMRs von CpG-Insel-Shores (um 2 kb angrenzende
DNA-Region von CpG-Inseln (CGIls)) kritische epigenetische Ziel-Loci der Determinierung des
Zellschicksals darstellen. Es lagen 64 % (98/154) der RDMR-assoziierten DM-CpG-Loci
innerhalb von CGI-Shores, sodass mehr als die Halfte der identifizierten RDMR-assoziierten
DM-CpG-Loci mdoglicherweise in  Methylierungsprozessen der Zellschicksals-Definition
unterschiedlicher Herzregionen involviert ist. Die differenzielle DNA-Methylierung solcher

CGlI-Shores zeigt eine hohe Korrelation mit einer gewebespezifischen Genexpression [467],
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sodass die detektierte herzregionspezifische differenzielle DNA-Methylierung potenziell in der
Regulation differenzieller Genexpressionsmuster verschiedener Regionen des Herzens
involviert ist. Die signifikante Anreicherung Enhancer-assoziierter DM-CpGs lasst vermuten,
dass insbesondere genregulatorische Elemente in der herzregionspezifischen differenziellen
DNA-Methylierung eine Rolle spielen. In der GO-Analyse fand sich zudem eine signifikante
Anreicherung von Genen, die in der Embryonalentwicklung eine Rolle spielen.
Zusammenfassend lasst sich daher annehmen, dass unterschiedliche Herzregionen besonders
in  Entwicklungsgenen durch ein differenzielles DNA-Methylierungsprofil, speziell von
genregulatorischen und Zell-Determinations-assoziierten CpG-Loci, charakterisiert sind.

4.2.3.1.1 Differenzielles DNA-Methylierungsprofil und potenzielle epigenetische
Marker atrialer und ventrikularer Herzgewebeproben

In dieser Arbeit konnte ein signifikant differenzielles DNA-Methylierungsprofil von atrialem und
ventrikularem Herzgewebe mit Methylierungsdifferenzen von AB > 30 % nachgewiesen werden
(siehe 3.2.2.3). Zwei Drittel der identifizierten DM-CpGs zeigten eine Hypermethylierung des
Ventrikelmyokards im Vergleich zu atrialem Gewebe, wobei eine signifikante Anreicherung von
RDMR- (OR =4,24) und Enhancer-assoziierten (OR = 3,63) DM-CpG-Loci gezeigt werden
konnte. Die kardialen Gene IRX4 (Iroquois Homeobox 4) und FGFR2 (Fibroblast Growth Factor
Receptor 2) zeigten hierbei multiple DM-CpG-Loci pro Gen (3 CpG-Loci) mit einer signifikanten
Hypermethylierung in Ventrikelgewebe verglichen mit Atriumgewebe (siehe 3.2.2.3.2 Abbildung
38) und konnten daher epigenetische Biomarker dieser gewebespezifischen DNA-Methylierung

darstellen.

Homeodoméne-TFs der Iroquois-Familie, wie IRX4, sind von wesentlicher Bedeutung in der
Regulation von Entwicklungsprozessen [468] und IRX4 stellt einen frihen Marker ventrikularer
Vorlauferzellen mit einer vermehrten Expression in Ventrikelgewebe wahrend samtlicher
kardialer Entwicklungsstadien in Maus, Huhn und Xenopus dar [469 - 471]. Eine IRX4-Defizienz
im  Mausmodell fihrt zu einer abnormalen ventrikularen Genexpression und
Kardiomyopathie [472], sodass dieses Gen eine kritische Rolle in der ventrikuldren
Differenzierung im Zuge der Kardiogenese spielt. Eine solche ,Ventrikelspezifitat® lie? sich auch
in der vorliegenden Arbeit identifizieren, indem in IRX4 eine signifikante Hypermethylierung von
intragenischen CGls innerhalb des Genkoérpers von ventrikularen Gewebeproben im Vergleich

zu atrialen Gewebeproben nachgewiesen werden konnte. Gewebespezifische intragenische
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CGlI-Methylierungsmuster  lieBen  sich  zuvor schon in  verschiedenen  Studien
detektieren [473, 474]. Nach lllingworth et al. (2010) [473] konnten diese intragenischen CGls
,orphan  promotors® reprasentieren, deren transkriptionelle  Aktivitat in  frihen
Entwicklungsstadien von Bedeutung ist. Eine differenzielle DNA-Methylierung dieser Loci in
atrialem und ventrikularem Gewebe konnte somit in direktem Zusammenhang mit einer

herzregionspezifischen Genexpression von IRX4 stehen.

Die FGF-Signalgebung spielt eine wichtige Rolle in der frilhen Kardiogenese, was mithilfe
verschiedener Modellorganismen nachgewiesen werden konnte [475-481]. Analysen im
Mausmodell lassen vermuten, dass FGFR2 in der Ausflusstraktseptierung und der ventrikularen
Morphogenese eine wichtige Rolle spielt [482]. In FGFR2 liel3 sich in der vorliegenden Arbeit
eine signifikante Hypermethylierung in ventrikularem Gewebe im Vergleich zu atrialem Gewebe
nachweisen, wobei zwei der drei DM-CpG-Loci in Assoziation mit CGI-Shores vorlagen. Da in
der Studie von lIrizarry et al. (2009) [467] eine hohe Korrelation von differenzieller DNA-
Methylierung von CGI-Shores mit einer gewebespezifischen Genexpression gezeigt werden
konnte, koénnte neben IRX4 somit auch FGFR2 einen epigenetischen Marker der

Gewebesperzifitat des Herzens darstellen.

Die identifizierten DM-CpG-Loci zwischen Atrium- und Ventrikelgewebe wiesen insgesamt eine
Anreicherung von Entwicklungsgenen des kardiovaskuldren Systems auf. Dies lasst zum einen
die Feststellung zu, dass insbesondere Gene der Kardiogenese vornehmlich in
genregulatorischen Elementen eine differenzielle DNA-Methylierung zwischen atrialem und
ventrikularem Herzgewebe zeigen. Zum anderen kénnte die vermehrte Hypermethylierung der
untersuchten ventrikularen Gewebeproben einen mdglichen Einflussfaktor in der Entstehung der
entsprechenden CHD-Typen darstellen. Die Ventrikelproben umfassten in dieser Analyse
LV/RV-Proben je eines HLHS-TGA- und LV-An-Patienten und eine LV-Probe eines DCM-
Patienten. Es zeigte hierbei hauptsachlich der LV pathologische Veréanderungen, mit (1) einer
Hypoplasie bei HLHS-TGA, (2) einer diinnen, dyskinetischen LV-Wand mit fibrosen Gewebe und
nekrotischem Myokard beim LV-An und (3) einer Dilatation und Strukturver&nderung des
Myokards bei der DCM. Eine Hypermethylierung von CpG-Loci in Enhancer-Regionen, die eine
signifikante Anreicherung innerhalb der DM-CpG-Loci zeigten (s.0.), kdnnte in einer aberranten
Genexpression im LV resultieren. Die DNA-Methylierung von Enhancer-Regionen kdnnte die
Bindung von Transkriptions-Aktivatorproteinen an den Enhancer beeintrdchtigen, sodass die
transkriptionelle  Aktivierung von Genen gehemmt wirde. In der Studie von
Blattler et al. (2014) [176] konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der DNA-Methylierung in

einer Aktivierung von Enhancer-Regionen mit Veranderungen der Genexpression einhergeht.
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Ebenso konnten Wiench et al. (2011) [483] eine positive Korrelation von Enhancer-
Demethylierung und TF-Bindung feststellen. Eine Hypermethylierung von Enhancer-CpGs von
Herzentwicklungsgenen in ventrikularem Gewebe konnte somit eine dysregulierte

Genexpression und konsekutiv pathologische LV-Entwicklung zur Folge haben.

Atriales und ventrikulares Herzgewebe unterscheidet sich auf morphologischer und funktionaler
Ebene, insbesondere hinsichtlich elektrophysiologischer und kontraktiler Eigenschaften [484].
Bisher wurden jedoch nur wenige Gene in Zusammenhang mit Unterschieden von atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten identifiziert. Dies umfasst u.a. eine differenzielle Genexpression
einiger Strukurgene [484] oder auch TFs, wie u.a. IRX4 [469, 470, 485]. Letztgenanntes Gen
konnte auch in dieser Arbeit auf epigenetischer Ebene mit einer gewebespezifischen
differenziellen DNA-Methylierung zwischen atrialem und ventrikularem Gewebe identifiziert
werden, sodass eine differenzielle DNA-Methylierung in IRX4 einen moglichen Mechanismus in
der Regulation der gewebespezifischen Expression darstellen konnte. Eine differenzielle DNA-
Methylierung als distinkte epigenetische Signatur ventrikularer Kardiomyozyten konnte zudem
zuvor in einer Studie von Xu et al. (2012) [486] in der Differenzierung pluripotenter Stammzellen
gezeigt werden, sodass die DNA-Methylierung einen wichtigen Faktor in der Differenzierung
verschiedener Herzregionen darstellt.

Zusammenfassend konnte somit eine differenzielle DNA-Mehylierung von IRX4 und FGFR2
einen potenziellen epigenetischen Marker der Gewebespezifitat von atrialem und ventrikularem

Herzgewebe darstellen.

4.2.3.1.2 Muskel- und Gefa3-Signatur und mogliche Kandidatengene in der
Entstehung einer DCM

In dieser Arbeit konnte bei der Analyse von neun Herzgewebeproben eines DCM-Patienten
(IAS, LA, RA, LV, MV, TV, PA, Aorta und AoV) ein signifikant differenzielles DNA-
Methylierungsprofil von muskuldarem Gewebe des Herzens im Vergleich zu GefaR3strukturen
mit > 30 %igen Methylierungsdifferenzen detektiert werden (siehe 3.2.2.4). Eine Analyse der
globalen DNA-Methylierung verschiedener Herzregionen von DCM-Patienten ist in der Literatur
bisher noch nicht bekannt und wurde somit im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig
durchgefuhrt. Bereits in der Gesamt-CpG-Korrelationsmatrix (Abbildung 40) und in der
unsupervidierten PCA (Abbildung 41) lie3 sich eine deutliche Segregation von ,Muskel‘- und

,Gefall“-Proben feststellen. Neben den beiden Gefal3-Proben PA und Aorta segregierte auch die
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AoV-Probe zusammen mit diesen GefalR-Proben. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass bei der
Gewebeexzision der Bereich des Aortenklappenrings, dem Beginn der Aorta
ascendens [248, 320], entnommen wurde (siehe 2.1.1.1). Dieser enthélt, genauso wie die
Wandschichten Tunica media und Tunica adventitia der Gefal3e, kollagenes Bindegewebe [248].
Die histologische Ahnlichkeit dieser Proben war somit durch ein gemeinsames
Methylierungsprofil erkennbar. Die atrioventrikularen Herzklappen MV und TV zeigten eine
Gruppierung mit muskularen Gewebeproben (LA, RA, LV). Bei diesen Herzklappen-Proben
wurde die Gewebeexzision im Bereich der Klappenaufhangung durchgefiihrt (siehe 2.1.1.1). Die
Klappensegel der atrioventrikularen Herzklappen sind durch Chordae tendineae an der
Ventrikelwand Uber Papillarmuskel verbunden [249], sodass hier bei der Gewebeexzision auch
muskulare Anteile anfallen. Dies erklart die Segregation der Herzklappen-Proben zusammen mit
den muskularen Gewebeproben. Drei Gene, GRIK2 (11 CpGs), DIP2C (10 CpGs) und PRDM16
(9 CpGs) wiesen mit 9 — 11 CpGs eine besonders hohe Anzahl DM-CpGs pro Gen auf (siehe
3.2.2.4 Abbildung 43) und werden daher im Folgenden diskutiert.

In GRIK2, das fur einen Glutamat-Rezeptor kodiert, lag eine signifikante Hypomethylierung im
Herzmuskelgewebe im Vergleich zu Gefal3strukturen vor, wobei vornehmlich CpG-Loci
(9/11 CpGs) innerhalb von CpG-Inseln 200 bp upstream des Transkriptionsstarts (TSS) und
innerhalb des ersten Exons betroffen waren. Verschiedene Studien konnten eine negative
Korrelation der DNA-Methylierung von Promotorregionen, und damit DNA-Regionen upstream
der TSS, mit der Expression von downstream gelegenen Genen zeigen [165, 166, 487 - 490Q].
Die nachgewiesene Hypomethylierung dieser CpG-Loci von GRIK2 lieRe somit eine
transkriptionelle Aktivitat dieses Gens in muskularem Gewebe und eine verminderte Genaktivitat
in Gefalstrukturen vermuten. Fir eine eindeutige Aussage hinsichtlich des Zusammenhangs
der gewebespezifischen GRIK2-Methylierung und -Expression sind zuklnftig funktionelle

Studien geplant.

DIP2C (Disco-Interacting Protein 2 Homolog C), ein proteinkodierendes Gen mit bisher
unbekannter Funktion, zeigte eine signifikante Hypermethylierung muskuldrem Herzgewebe im
Vergleich zu Gefal3strukturen, wobei die Halfte der DM-CpG-Loci (5/10 CpGs) in Assoziation mit
DHS-Regionen, d.h. potenziellen TF-Bindestellen (TFBSs), vorlagen. Die DNA-Methylierung
kann die Affinitdt von TFs zu TFBSs beeinflussen [168] und die Bindung von TFs an TFBSs
verhindern [168 - 171). Zudem zeigen TFBSs héufig geringe DNA-Methylierungslevel [491 - 493]
und die TF-TFBS-Interaktion konnte in Verbindung mit einer fehlenden DNA-Methylierung
nachgewiesen werden [494, 495]. Eine Hypermethlyierung der potenziellen TFBSs in DIP2C
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kénnte somit moglicherweise auf eine transkriptionelle Inaktivitat dieses Gens in muskularem

Herzgewebe hindeuten.

PRDM16, welches fur ein TF kodiert, der u.a. in der Determination und Differenzierung brauner
Fettzellen involviert ist [496, 497], zeigte eine signifikante Hypermethylierung in
Herzmuskelgewebe im Vergleich zu GefaRRstrukturen. Zwar konnte kein Zusammenhang der
DM-CpG-Loci mit regulatorischen Regionen festgestellt werden, jedoch lagen alle DM-CpG-Loci
innerhalb des Genkorpers von PRDM16. Die DNA-Methylierung in Exons stellt einen
wesentlichen Ausloser von C—T-Transitions-Mutationen dar (durch Desaminierung von
5-Methyl-Cytosin zu Uracil) [498], welche eine haufige Ursache genetischer Erkrankungen [499]
und krebs-auslésender Mutationen in somatischen Zellen sind [500]. Somit kénnte das Auftreten
der Hypermethylierung im Genkdrper von PRDM16 in muskularem Herzgewebe
potenziell C—T-Transitions-Mutationen und so eine Beeintrdchtigung der Proteinfunktion
bewirken. Auch in der Studie von Meurs and Kuan (2011) [501] konnte gezeigt werden, dass die
DNA-Methylierung in urséchlichem Zusammenhang mit einer erhéhten Mutationsrate
bestimmter kardialer Gene steht. Mutationen in PRDM16 bzw. chromosomale Aberrationen in
Uberlappung mit der Genregion von PRDM16 konnten zuvor in ursachlichem Zusammenhang
mit der LVNC und der DCM identifiziert werden [321]. Funktionelle Studien von Arndt et al.
(2013) [321] lassen eine gestorte proliferative Kapazitdt wéahrend der Herzentwicklung als
primaren Mechanismus  von PRDM16-assoziierten Kardiomyopathien  vermuten.
Zusammenfassend koénnte somit eine Beeintrachtigung der Proteinfunktion in muskularem
Herzgewebe durch methylierungsbedingte C—T-Transitions-Mutationen in PRDM16 einen

pathogenen Faktor in der Myokard-Dysfunktion der DCM darstellen.

Eine differenzielle DNA-Methylierung in Herzgewebe von Patienten mit DCM liel3 sich zuvor
schon in der Studie von Haas et al. (2013) [178] zeigen, indem mittels Infinium
HumanMethylation 27 BeadChip Assay (27K-Array, lllumina) die DNA-Methylierung von LV-
Biopsaten von DCM-Fallen mit denen aus Herzexplantaten von Transplantationspatienten als
Kontrollen verglichen wurden. Ein Drittel der identifizierten CpG-Loci zeigte in dieser Studie eine
Hypermethylierung bei DCM-Patienten verglichen mit den Kontrollen. Letztgenannte CpG-Loci
zeigten jedoch keine Uberlappung mit den DM-CpG-Loci, die in der vorliegenden Arbeit bei dem
DCM-Patienten detektiert wurden. Dieser Umstand kénnte zum einen durch das Vorliegen
unterschiedlicher Vergleichsgruppen (Vergleich verschiedener Gewebe vs. Vergleich zu
Kontrollen) und zum anderen durch mdgliche zuséatzliche DNA-Methylierungseffekte der
Kontrollgruppe der Studie von Haas et al. (2013) [178] erklarbar sein. Die DNA-

Methylierungsmuster der Kontrollgruppe letzterer Studie standen potenziell unter dem Einfluss
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krankheitsspezifischer Effekte durch Herzerkrankungen der Transplantationspatienten, sowie
dem Einfluss von Immunosuppressiva [502]. Zudem umfasst der 27K-Array lediglich ~ 5 % der
CpG-Loci des in dieser Arbeit angewendeten 450K-Arrays [286, 394], sodass ein Groliteil der in
dieser Arbeit detektierten CpG-Loci in der Studie von Haas et al. (2013) [178] nicht identifiziert

werden konnte.

Insgesamt war auffallig, dass die meisten identifizierten CpG-Loci (85 %) in muskuldrem
Gewebe verglichen mit GefalRstrukturen hypermethyliert vorlagen, wobei insbesondere CpG-
Loci regulativer DNA-Regionen (Enhancer-assoziierte CpG-Loci mit OR = 3,6) betroffen waren.
Zudem konnte eine Anreicherung von Genen mit aktinbindender Funktion in Assoziation mit
hypermethylierten CpG-Loci im Herzmuskelgewebe verglichen mit Gefal3strukturen beobachtet
werden. Dies lie3 zum einen die Feststellung zu, dass vornehmlich Gene, die in der Ausbildung
des Muskelgewebes involviert sind, ein differenzielles DNA-Methylierungsprofil zeigten. Zum
anderen konnte die Hypermethylierung von CpG-Loci regulativer Elemente in muskularem
Gewebe mdoglicherweise in einer aberranten Expression von Muskel-assoziierten Genen und

somit in der Auspragung der DCM, einer Erkrankung des Herzmuskels, resultieren.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine globale DNA-
Methylierungsanalyse verschiedener Herzregionen eines DCM-Patienten durchgefuhrt und
signifikant differenzielle DNA-Methylierungssignaturen im Herzmuskelgewebe verglichen mit
Gefal3strukturen identifiziert. Eine aberrante DNA-Methylierung der Gene GRIK2, DIP2C und
PRDM16 konnte hierbei potenziell im Zusammenhang mit dem Auftreten von Myokardanomalien
der DCM stehen.

4.2.3.2 Altersspezifische und individuelle Effekte in der DNA-Methylierung

In der Analyse von IAS-Gewebeproben von HLHS-Patienten und Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen liel3en sich signifikante Alterseffekte der DNA-Methylierung detektieren
(siehe 3.2.2.1). Eine Rangregressionsanalyse der Gewebealterdaten ergab eine vermehrte
Hypomethylierung von ca. 80 % der CpG-Loci bei ,jungen‘ IAS-Gewebeproben (mAG < drei
Wochen) im Vergleich zu ,alten Gewebeproben (mAG > 30 Wochen) (Abbildung 29 und
Abbildung 30). In verschiedenen Studien konnten Ver&nderungen des DNA-
Methylierungsmusters mit zunehmendem Alter eines Individuums detektiert werden [145 - 152],
wofur wahrscheinlich progressive und kumulative Umwelteinfliisse eine Rolle spielen. In der

vorliegenden Arbeit konnten 11 Gene mit multiplen (= 4) DM-CpG-Loci identifiziert werden, von
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denen das Gen ESR1 zuvor schon in der Literatur mit einer altersabhangigen differenziellen
DNA-Methylierung beschrieben wurde [146, 149]. Beide Studien konnten einen Zugewinn der
DNA-Methylierung mit hoherem Alter in ESR1 detektieren, was auch in der vorliegenden Arbeit
bei 4/5 DM-CpG-Loci in ESR1 nachzuweisen war. Um Effekte durch eine altersbedingte
differenzielle DNA-Methylierung zu vermeiden, wurden daher diese 11 Gene aus den
nachfolgenden Teilprojekt-Analysen ausgeschlossen. Einen weiteren Einflussfaktor der
detektierten differenziellen DNA-Methylierung unterschiedlicher Alterskategorien konnten
postnatale dynamische Veranderungen des kardialen Methyloms darstellen. Diese konnten in
der Studie von Sim et al. (2014) [319] in Mausembryonen innerhalb der frilhen neonatalen
Phase (erste zwei Wochen postnatal) nachgewiesen werden. In dieser neonatalen Phase treten
wesentliche Verédnderungen des Genexpressionsprofils des Herzens mit Verlust der
proliferativen Kapazitdt und des regenerativen Potenzials auf [337 —339, 386]. Eine
differenzielle DNA-Methylierung ,junger® IAS-Gewebeproben (mAG < drei Wochen) der friihen
neonatalen Phase verglichen mit ,alten“ Gewebeproben von > 30 Wochen kénnte somit einen

Effekt der postnatalen kardialen Remodellierung darstellen.

Altersabhéngige Verédnderungen der DNA-Methylierung konnen je nach Individuum
unterschiedlich ausgepragt sein [503]. Umweltfaktoren, Diaten und psychosoziale Faktoren
kénnen hierbei in der inter-individuellen differenziellen DNA-Methylierung eine Rolle
spielen [504 - 507]. Eine solche individuelle differenzielle DNA-Methylierung lie3 sich bei den
IAS-Gewebeproben HLHS 12, HLHS 29 und HLHS_ 116 detektieren, indem diese ein teilweise
abweichendes Methylierungsmuster im Kontext der jeweiligen Alterskategorie zeigten
(Abbildung 30). Zusatzlich zu DNA-Methylierungseffekten durch das Alter kdnnten somit auch
individuelle Effekte zu einem differenziellen DNA-Methylierungsmuster beigetragen haben. Auch
die Herz-Mapping-Analyse zeigte individuelle Effekte, indem die atrialen Proben, DCM_175_ RA,
AVkompl_210_RA und TA_629, in der unsupervidierten Analyse auf3erhalb der Atrium-
Gruppierung segregierten (siehe 3.2.2.2 Abbildung 32). Inter-individuelle Effekte der DNA-
Methylierung konnten zuvor in verschiedenen Studien gezeigt werden [508 — 510], wobei auch
individuelle DNA-Methylierungsunterschiede bei monozygoten Zwillingen nachgewiesen werden
konnten [511]. Um die Intra-Gruppen-Heterogenitét zu vermindern und so individuelle Effekte als
Einflussfaktor zu vermeiden, wurden in der vorliegenden Arbeit bei Zwei-Gruppen-Vergleichen
Proben mit starken individuellen Effekten anhand der CpG-Gesamtkorrelations-Analyse aus der

Analyse ausgeschlossen.
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4.2.3.3 Potenzielle Kandidatengene mit differenzieller DNA-Methylierung im
Herzgewebe von HLHS-Patienten im  Vergleich zu fetalem
Herzkontrollgewebe

Mithilfe von fetalem Herzgewebe gesunder Individuen (BioCat, (Heidelberg, Deutschland))
wurde in dieser Arbeit ein Vergleich der DNA-Methylierung von Herzgewebeproben eines HLHS-
Patientenkollektivs zu gesunden Normalkontrollen ermdglicht (siehe 3.2.2.5). Dies diente der
Identifizierung potenziell krankheitsrelevanter aberranter DNA-Methylierungsmuster beim HLHS.
Effekte durch altersbedingte DNA-Methylierungsunterschiede wurden hierbei durch den
Vergleich zu ,jungen® (<3 Wochen) Gewebeproben des HLHS-Probenkollektivs minimiert.
Dennoch konnten weiterhin Alterseffekte auftreten, indem nach der Studie von Sim et
al. (2014) [319] in der neonatalen Periode Veranderungen des kardialen Methyloms auftreten
(siehe 4.2.3.2). Diese Effekte konnten im Mausmodell innerhalb der ersten zwei Wochen
postnatal fesgestellt werden, wobei die humane neonatale Periode bis Tag 28 nach der Geburt
definiert ist [512]. In der Analyse ,HLHS-Fetal“ wurden jedoch hauptséchlich Gewebeproben der
sehr frlhen neonatalen Periode mit 12/17 |AS-Gewebeproben (Median Alter: 4 Tage)
verwendet. Lediglich eine Probe, HLHS 8, hatte den Maximal-Wert der ,jungen®
Gewebekategorie mit 21 Tagen, wobei sich das Methylierungsmuster dieser Probe nicht von
dem der anderen IAS-Proben unterschied. Zudem zeigten die insgesamt 17 IAS-Gewebeproben
ein homogenes DNA-Methylierungsmuster mit r-Werten von 0,98 - 0,99 (siehe 3.2.2.5.1
Abbildung 62). Des Weiteren lieBen sich in der Analyse zu altersbedingten DNA-
Methylierungsunterschieden  (siehe  3.2.2.1) gr6RBere  Veranderungen des DNA-
Methylierungsmusters im IAS-Gewebe erst ab einem Alter von drei Wochen feststellen, sodass
die nach Sim et al. (2014) [319] beschriebenen Veranderungen des kardialen Methyloms in den
analysierten humanen IAS-Gewebeproben mdglicherweise spater auftreten. Zudem wurden die
signifikant differenziell methylierten CpG-Loci der HLHS-Fetal-Analyse mit DM-CpG-Loci der in
Abschnitt 3.2.2.1 ermittelten Alterseffekte abgeglichen, wobei keine Uberlappung vorlag.
Altersbedingte DNA-Methylierungseffekte konnten somit in dieser Analyse nahezu
ausgeschlossen werden. Die Gene PDXDC1, NR2F1, NR2F1-AS1 und XYLT1 (Diskussion von
XYLT1 erfolgt in Abschnitt 4.2.4) zeigten multiple DM-CpGs (22) mit DNA-
Methylierungsdifferenzen von AR > 50 % im Herzgewebe von HLHS-Patienten verglichen mit

dem Kontrollkollektiv fetaler Herzgewebeproben und werden im Folgenden diskutiert.

PDXDC1 kodiert fir ein Pyridoxal-Dependent Decarboxylase Domain Containing 1-Protein mit

bisher unbekannter Funktion und zeigte im Herzgewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu
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fetalem Herzkontrollgewebe eine Hypermethylierung von CpG-Loci. Zwar war diese im wT-Test
knapp nicht signifikant, jedoch konnte in diesem Gen bei demselben Patienten zuséatzlich eine
seltene Missense-Mutation, die nach Polyphen-2 als probably damaging eingestuft wird,
identifiziert werden (siehe 3.3.1 Abbildung 53). Somit lagen sowohl auf epigenetischer als auch
auf genetischer Ebene Aberrationen im Herzgewebe dieses HLHS-Patienten vor, die
gemeinsam in einer beeintrachtigten Proteinfunktion resultieren und somit einen Einflussfaktor in

der Pathogenese dieser Herzfehlbildung darstellen kdnnten.

AulRerdem konnte eine signifikante Hypermethylierung von CpG-Loci der CDS von NR2F1 beim
HLHS identifiziert werden. Eine Hypermethylierung im Herzgewebe von HLHS-Patienten
verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe bestand auch bei NR2F1-AS1, welches fir dessen
Antisense-RNA kodiert. NR2F1 gehért zu den nuklearen Rezeptoren, die ligandenabhangige
Regulatoren mit der Funktion von Aktivatoren, Repressoren und Silencern der Transkription
darstellen [419, 513]. NR2F1 (NP_005645) zeigt auf Proteinlevel eine hohe Sequenzhomologie
von 84,3 % identischer Sequenz (Pairwise Sequence Alignment EMBOSS Needle, siehe
2.1.3.2) zu NR2F2 (NP_066285). In NR2F2 konnte in dieser Arbeit im Rahmen der Studie von
Al Turki et al. (2014) [303] eine kausale de novo Splice-Donor-Mutation bei einem HLHS-Fall
nachgewiesen werden (siehe 3.1.2.1). In Anbetracht der hohen Sequenzhomologie zu NR2F2
kénnte eine aberrante DNA-Methylierung in der proteinkodierenden Sequenz des TF-Gens
NR2F1 sowie auch von NR2F1-AS1 moglicherweise in ursachlichem Zusammenhang mit der
Pathogenese des HLHS stehen. Da die DNA-Methylierung von exonischen Sequenzen
potenziell C— T-Transitions-Mutationen auslésen kann [498] (in 4.2.3.1.2 diskutiert), kénnte
durch die Hypermethylierung die Funktion der TF-Gene NR2F1 und NR2F1-AS1 beeintrachtigt
werden und somit einen Einflussfaktor fiir die Entstehung der Herzfehlbildung darstellen. Eine
aberrante DNA-Methylierung von TF-Genen als pathogener Mechanismus in der Entstehung
von CHDs konnte auch in der Studie von Sheng et al. (2013) [179] identifiziert werden, indem
hier eine aberrante DNA-Methylierung von NKX2.5 und HAND1 in Assoziation zu einer negativ
korrelierten mMRNA-Expression dieser TF-Gene in kardialem Gewebe von Patienten mit TOF

gezeigt werden konnte.

Eine vergleichende Analyse des DNA-Methylierungsmusters von primdrem Herzgewebe von
HLHS-Patienten und der DNA-Methylierung von Herzkontrollgewebe gesunder Individuen wurde
bisher in der Literatur noch nicht beschrieben und damit in der vorliegenden Arbeit erstmalig
vorgenommen. Erst kirrzlich wurde in der Studie von Serra-Juhé et al. (2015) [514] eine erste
Analyse des DNA-Methylierungsprofils von Patienten mit CHDs durchgefiihrt. In dieser Studie

erfolgte allerdings ein Vergleich der DNA-Methylierung von fetalem Herzgewebe von CHD-
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Patienten mit einem Kontrolldatensatz von Blutproben adulter Individuen (Alter 19 — 101 Jahre).
Daher konnten fir die detektierte differenzielle DNA-Methylierung dieser Studie sowohl
gewebespezifische Methylierungseffekte [515] (Blut vs. Herzgewebe) als auch Alterseffekte
[145 - 152] (fetal vs. 19 - 101 Jahre) verantwortlich sein.

Interessanterweise zeigten die identifizierten CpG-Loci des Vergleichs der DNA-Methylierung
vom Herzgewebe von HLHS-Patienten und fetalem Herzkontrollgewebe eine hoch signifikante
Anreicherung regulativer DNA-Regionen (RDMR- und Enhancer-assoziierte CpG-Loci, je
OR > 5,5 mit p < 4,3x107). Zudem lieRen sich stark erhéhte DNA-Methylierungsdifferenzen von
AB >45% im Herzgewebe von HLHS-Patienten verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe
detektieren. In Anbetracht des Befundes, dass eine signifikante Anreicherung von
Entwicklungsgenen innerhalb der detektierten DM-CpG-Loci vorlag, kdnnte eine aberrante DNA-
Methylierung von vorwiegend regulativen Elementen in Entwicklungsgenen in einer abnormen

Herzentwicklung wie beim HLHS resultieren.

4.2.4 Zusammenhange auf Genom-, Epigenom- und

Transkriptomebene in der Entstehung des HLHS

In dieser Arbeit wurden genetische Analysen auf Keimbahn- und somatischer Ebene, sowie
DNA-Methylierungsanalysen und Transkriptomanalysen durchgefuhrt, die abschlieRend in einer
integrativen Analyse auf Uberlappungen betroffener Gene und Gen-Pathways auf Genom-,
Epigenom- und Transkriptomebene untersucht wurden. Kombinationen von Ereignissen auf
diesen verschiedenen Ebenen konnten im besonderen MalRe darauf hinweisen, dass
ursachliche Zusammenhange in der Pathogenese des HLHS bestehen. Die Ergebnisse der

integrativen Analysen (siehe 3.3) werden im Folgenden diskutiert.

Gene mit einer differenziellen DNA-Methylierung und funktionellen Genvarianten bei
Patienten mit HLHS

Es konnten insgesamt 20 Gene mit seltenen bzw. bisher unbekannten proteinschadigenden
Mutationen bei Patienten mit HLHS nachgewiesen werden, die zuséatzlich im Herzgewebe von

Patienten mit unterschiedlichen CHDs, inklusive dem HLHS, differenzielle DNA-
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Methylierungsmuster aufwiesen. Diese umfassten u.a. das TF-kodierende Gen NR2F2, sowie
Gene, die in der Ausbildung kardialer Strukturen involviert sind (DOCK1 und CTNNB1).

Wie bereits in Abschnitt 4.2.1 diskutiert, konnte in NR2F2 eine kausale de novo Splice-Donor-
Mutation bei einem Patienten mit HLHS im Rahmen der Studie von Al Turki et al. (2014) [303]
nachgewiesen werden. Zusatzlich lieR sich in diesem Gen eine differenzielle Methylierung
multipler CpG-Loci in verschiedenen Herzregionen von CHD-Patienten identifizieren (siehe 3.3.1
Abbildung 51). Die DM-CpG-Loci zeigten hierbei eine Hypomethylierung in ventrikularem,
atrialem und fetalem Herzgewebe, wahrend das Herzklappengewebe und Gefal3-Strukturen
hypermethyliert vorlagen. Die Hypomethylierung in atrialem und ventrikularem Gewebe in
NR2F2 konnte mit einem tendenziell weniger differenzierten Gewebestatus assoziiert sein, da
auch die fetalen Gewebeproben der 25. und 40. SSW eine &hnliche DNA-Methylierung dieser
Loci aufwiesen. Die hohere DNA-Methylierung in Klappen- und GefalRgewebe von NR2F2
konnte hierbei in Zusammenhang mit dessen wahrscheinlicher Funktion in der endothelial-
mesenchymalen Signalgebung der Herzentwicklung stehen [420]. Da deren Signalgebung im
Prozess der EndMT zur Herzklappenentwicklung involviert ist, kdnnte eine differenzielle DNA-
Methylierung von NR2F2 einen epigenetischen Faktor in Differenzierungsprozessen der
Herzklappen- und GefalRentwicklung darstellen. Potenziell kénnte eine aberrante DNA-
Methylierung von CpG-Loci in NR2F2 in der pathologischen Herzklappenentwicklung bei
LVOTOs wie dem HLHS involviert sein.

Zusatzlich zur Hypermethylierung eines CpG-Locus in muskularem Herzgewebe verglichen mit
Gefal3strukturen konnten in DOCK1 zwei bisher unbekannte Missense-Mutationen, als probably
bzw. possibly damaging eingestuft, detektiert werden. Diese lagen beim Patienten HLHS 132
nach Sanger-Sequenzierungsanalyse des Eltern-Indexpatient-Trios compound heterozygot vor
(siehe 3.3.1 Abbildung 52). Wahrend eine heterozygote Auspragung keinen Phanotyp bei den
gesunden Eltern auslést, kénnten die pradiktiv proteinschadigenden Mutationen beider Allele im
compound heterozygoten Zustand beim Indexpatienten HLHS_ 132 in einem Funktionsverlust
dieses Gens resultieren und somit einen krankheitsrelevanten Faktor fur die Entstehung des
HLHS darstellen. DOCKZ1, welches fir einen Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor kodiert, der als
Aktivator der GTPase Racl fungiert [516, 517], ist in der Myoblasten-Fusion [518] und in der
kardiovaskularen Entwicklung involviert [519]. DOCK1 kontrolliert hierbei die endotheliale
Zellmigration wahrend der Kardiogenese [519] und schiitzt Endothelzellen durch die Aktivierung
des Racl/PAK/AKT (Racl/p21-aktivierte Kinase/Proteinkinase B)-Signalweges vor Apoptose.
DOCK1 wirkt somit als stabilisierender Faktor des Endothels [520]. Ein Knockout im Mausmodell

von DOCKI resultierte in kardialen Defekten, u.a. VSDs, sowie in Verdickungen und Fusionen
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der Mitralklappensegel [518, 519]. Das compound heterozygote Auftreten zweier bisher
unbekannter proteinschadigender Mutationen sowie kardiale Defekte im Mausmodell, die u.a.
die Mitralklappe — welche auch beim HLHS Anomalien aufzeigt — betreffen, lassen vermuten,
dass das DOCK1-Gen ein wahrscheinlich krankheitsrelevantes Kandidatengen in der
Entstehung des HLHS darstellt.

In CTNNB1 konnten in dieser Arbeit eine seltene, als probably damaging eingestufte Missense-
Mutation, sowie eine Hypermethylierung im IAS-Gewebe desselben HLHS-Patienten im
Vergleich zu fetalem Herzkontrollgewebe detektiert werden (siehe 3.3.1 Abbildung 53). Das
Genprodukt von CTNNBL1 ist der Wnt-Signalweg-Effektor 3-Catenin, welcher die Transkription
von Genen reguliert, die in der Proliferation und Differenzierung von Zellen in
Entwicklungsprozessen involviert sind [521]. Der Ctnnbl-abhangige Wnt-Signalweg ist in
multiplen Phasen der kardialen Entwicklung von wesentlicher Bedeutung. Zum einen ist dieser
Signalweg in der Mesodermentstehung wahrend der Gastrulation involviert, einer
Grundvoraussetzung fur die kardiale Entwicklung [522]. Zum anderen ist der Wnt-B-Catenin-
Signalweg fur die Aufrechterhaltung der SHF-Proliferationsfahigkeit von Bedeutung [21]. Eine
mesenchymale Inaktivierung von CTNNB1 in Mausen zeigte nach der Studie von Huh and
Ornitz (2010) [523] ein DiGeorge-Syndrom*’ -dhnliches phé&notypisches Spektrum inklusive
kardialer Defekte, wie u.a. eine Hypoplasie von Pulmonalarterie und Aorta sowie
Septationsdefekte. Kombinatorische Effekte aus einer aberranten DNA-Methylierung sowie
proteinschadigenden Mutationen in CTNNB1 kdnnten somit einen moglichen Einflussfaktor in

der Entstehung der Hypoplasie aortaler Strukturen beim HLHS darstellen.

ACE2 und SOSTDC1 mit einer differenziellen Genexpression und funktionellen

Genvarianten als mdgliche Kandidatengene in der Entstehung des HLHS

Die Gene ACE2 und SOSTDC1 konnten in dieser Arbeit als mdgliche Kandidatengene in der
Entstehung des HLHS identifiziert werden, da diese Gene, welche zuvor auch schon in der
Literatur in Assoziation zu CHDs beschrieben wurden, sowohl eine aberrante Genexpression als

auch proteinschadigende Mutationen im IAS-Gewebe von HLHS-Patienten aufwiesen.

In ACE2 konnte eine bisher unbekannte hemizygote Missense-Mutation (als probably damaging
eingestuft) bei HLHS 4 identifiziert werden und dieses Gen zeigte bei Analyse desselben IAS-

Gewebes dieses HLHS-Patienten eine signifikante Hochregulation verglichen mit Patienten mit

4 DiGeorge-Syndrom umfasst ein angeborenes Fehlbildungssyndrom, gekennzeichnet durch eine Hypoplasie des Thymus und der
Nebenschilddriisen, einer Gesichtsdysmorphie und CHDs (OMIM 188400).

213



Diskussion Dissertation Kirstin Hoff

Rechtsherzfehlbildungen (siehe 3.3.2  Abbildung 54). Auch in der Studie von
Goulter et al. (2004) [524] konnte eine gesteigerte Expression von ACE2 in Herzgewebeproben,
dem ventrikularem Myokard, von Patienten mit Herzfehlbildungen (Kardiomypathie) detektiert
werden, sodass eine hochregulierte Genexpression von ACEZ2 in Assoziation mit der Entstehung
von kardialen Anomalien steht. ACE2 (Angiotensin-konvertierendes Enzym) ist ein wesentlicher
Regulator des Renin-Angiotensin-Systems [525, 526]. Bei Deletionen von ACE2 konnten im
Mausmodell kardiale Kontraktilitatsdefekte gezeigt werden [526], sodass ACE2 einen wichtigen
Regulator der kardialen Funktion darstellt. Eine Inhibition von Angiotensin-konvertierenden
Enzymen sowie die Blockierung von Angiotensin II-Rezeptoren zeigte zudem ein klinisch
signifikant verbessertes Behandlungsergebnis bei Patienten mit Herzinsuffizienz [527], sodass
eine erhohte Genexpression von ACE2 auch in einem ursachlichen Zusammenhang mit der
Entstehung von Anomalien des Herzens stehen konnte. Die bei HLHS 4 hemizygot
ausgepragte Missense-Mutation 2188A>C (p.T730P) kdnnte zudem eine aktivierende Mutation
darstellen, da die Transition von Tryptophan zu Prolin, das besonders viele cis-Amidbindungen
aufweist [528], verdnderte Eigenschaften der Proteinfaltung beinhalten kann. In der
phanotypisch gesunden Mutter lag diese Mutation heterozygot vor, sodass mdglicherweise

beide Allele fiir eine pathogene Wirkung betroffen sein missen.

In SOSTDC1 konnte im IAS-Gewebe von HLHS-Patienten im Vergleich zu Patienten mit
Rechtsherzfehlbildungen eine herunterregulierte Genexpression detektiert werden. Dartiber
hinaus lieR sich eine LOF-Mutation (Frameshift), als probably damaging eingestuft, bei
HLHS 132 nachweisen (siehe 3.3.2 Abbildung 55). Ein im Rahmen dieser RNA-
Sequenzierungsanalysen durchgefiuihrter Knockdown im Zebrafisch-Modell ergab u.a. eine
kardiale Dysfunktion, d.h. ein kardiales Odem. Ein Funktionsverlust dieses Gens zeigte somit
eine Assoziation zu einem kardialen Defekt (noch nicht publiziert). SOSTDC1 wurde zuvor als
Wnt-Antagonist [529], sowie als Inhibitor des BMP-Signalweges beschrieben [530 - 532]. Beide
Signalwege haben eine wichtige Funktion in der Kardiogenese. Die Wnt-Signalgebung ist hierbei
in der Expansion kardialer Vorlauferzellen von wesentlicher Bedeutung [533 - 535], und deren
nachfolgende Differenzierung wird durch eine BMP-Signalgebung und Wnt-Inhibition
reguliert [536, 537]. Somit konnte eine aberrante Genexpression in SOSTDC1 einen
Einflussfaktor fur die Entstehung von Herzfehlbildungen darstellen. Zwar liel3 sich die LOF-
Mutation in SOSTDC1 des HLHS-Falls HLHS 132 ebenfalls beim ph&notypisch gesunden Vater
detektieren, jedoch kdnnte ein kumulatives Auftreten von Mutationen in Genen der kardialen
Entwicklung, wie z.B. die bei HLHS 132 zusatzlich detektierte compound heterozygote Mutation

in DOCKZ1, in der Pathogenese des HLHS eine Rolle spielen.
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Mogliche pathologische Veranderungen des Proteoglykanmetabolismus durch
differenzielle DNA-Methylierung und dysregulierte Genexpression von XYLT1 bei
Patienten mit HLHS

Das Gen XYLT1 (Xylosyltransferase 1), das in der Synthese von Glykosaminoglykan-
enthaltenden Proteoglykanen involviert ist [538 - 540], zeigte im Herzgewebe von HLHS-
Patienten verglichen mit fetalem Herzkontrollgewebe eine signifikante Hypomethylierung zweier
Enhancer-assoziierter CpG-Loci und eines DHS-assoziierten CpG-Locus. Eine verringerte
Methylierung dieser Enhancer-Regionen konnte in einer erhdhten transkriptionellen Aktivitat
resultieren, indem eine Bindung von Aktivatoren aufgrund der fehlenden DNA-Methylierung
ermoglicht wird [176, 483].

Im IAS-Gewebe dieser HLHS-Patienten konnte zudem eine signifikante Hochregulation der
Genexpression (p = 0,002865) im Vergleich zu Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen detektiert
werden (siehe 3.3.3 Abbildung 56). Dies wirde somit auf Transkriptomebene den
epigenetischen Mechanismus der Enhancer-Hypomethylierung mit resultierender Erhéhung der
transkriptionellen Aktivitat bestatigen. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine erhéhte
Xylosyltransferase-Aktivitat in  Zusammenhang mit fibrotischen und  sklerotischen
Veranderungen des Bindegewebes auftritt [541 - 543]. Mutationen in XYLT1 konnten bei Fallen
mit Pseudoxanthoma elasticum, einer vererbbaren degenerativen Bindegewebserkankung,
identifiziert werden [543]. Eine aberrante DNA-Methylierung in XYLT1 in Zusammenhang mit
einer hochregulierten Genexpression kénnte somit einen mdglichen Einflussfaktor in der
Pathogenese des HLHS darstellen. Die dysregulierte XYLT1-Expression kdnnte hierbei in
Veranderungen des Proteoglykanmetabolismus resultieren, sodass die Ausbildung
bindegewebshaltiger Strukturen des Herzens gestort ist. Dies konnte in direktem
Zusammenhang mit dem Auftreten von einer Endokardfibroelastose (EFE) des LVs stehen, die
haufig beim HLHS bei Durchgangigkeit der Mitralklappe beobachtet werden kann [544, 545].
Diese abnormale Verdickung des bindegewebshaltigen Endokards [546, 547] spielt in der
Progression der linksventrikularen Wachstumsverzogerung sowie der diastolischen Dysfunktion
des fetalen Herzens beim HLHS eine Rolle [548, 549]. Somit kdnnten die in dieser Arbeit
nachgewiesene Aberration in der DNA-Methylierung sowie die differenzielle Genexpression von
XYLT1 durch konsekutiv pathologische Veranderungen des Proteoglykanmetabolismus in der

Progression der LV-Dysfunktion beim HLHS involviert sein.
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Insgesamt lieRBen sich in der vorliegenden Arbeit verschiedene Gene der transkriptionellen
Regulation (NR2F2 und ACEZ2), der Ausbildung kardialer Strukturen (DOCK1 und XYLT1) sowie
der Signaltransduktion (CTNNB1 und SOSTDC1) in einem potenziell ursachlichen
Zusammenhang mit der Pathogenese des HLHS identifizieren. Kumulative Ereignisse auf
genetischer, epigenetischer und transkriptioneller Ebene kdnnten hierbei einen mdoglichen
molekularen Mechanismus in der Entstehung des HLHS darstellen. Die Entwicklung einer
solchen komplexen Herzfehlbildung konnte auf kombinatorischen Effekten entsprechend eines
»TWO Hit“-Modells basieren, welches als maoglicher Pathomechanimus bei
Entwicklungsstorungen (developmental disorder (DD)) diskutiert wurde [550, 551]. In der Studie
von Girirajan et al. (2010) [550] konnte beobachtet werden, dass DD-Patienten mit einer
(teilweise vererbten) Mikrodeletion in 16p12.1 mit einer héheren Wahrscheinlichkeit zusatzliche
CNVs (,Two Hit“) aufzeigten als die Kontrollkohorte. Dieser zweite ,Hit* kdnnte nach Girirajan et
al. (2010) den Schweregrad des klinischen Spektrums, welches u.a. auch Patienten mit HLHS
umfasste, beeinflussen. Diese Daten unterstiitzen ein oligogenes Vererbungsmodell, welches
als wahrscheinlicher Vererbungsmechanismus bei CHDs diskutiert wird [78, 236, 246, 304].
Kirzlich konnte in kausalem Zusammenhang mit nicht-syndromalen CHDs wie dem HLHS eine
signifikante Anreicherung von LOF-Mutationen, vererbt durch nicht-betroffene Eltern, gezeigt
werden (Sifrim und Hitz et al. 2016, eigene Mitwirkung). Somit kénnten vererbte Genvarianten
als pradisponierende Faktoren in Kombination mit einem zweiten ,Hit“, genetisch oder
epigenetisch, ein mogliches Modell der Entstehung von CHDs wie dem HLHS
darstellen [465, 552].

Hypothetisch kdnnte beim HLHS das Auftreten kumulativer Genvarianten ,primare“ anatomische
Defekte linksseitiger kardialer ~ Strukturen ausldsen, deren konsekutiv veranderte
Blutflussdynamik sekundar eine pathologische Morphogenese des Herzens durch epigenetische
Veranderungen von Genexpressionsprofilen bewirkt [205, 206]. In vitro-Studien konnten bei
Fluss-induziert wirkenden Kraften eine Veranderung der Zytoskelettstruktur und des
Genexpressionsprofils in  kultivierten kardialen Endothelzellen detektieren, sodass die
Flussdynamik eine wichtige Funktion in der kardialen Morphogenese haben konnte [553, 554].
Der Fortschritt in der Ultraschall-Technik liel3 zudem erkennen, dass die Hypoplasie des linken
Ventrikels wahrend der Schwangerschaft zunimmt [189]. Da die Proliferationsfahigkeit des
Herzens zwar noch in der frihen Embryogenese besteht [555, 556], es jedoch in spateren
Entwicklungsstadien zu einem Verlust der proliferativen Kapazitdét und des regenerativen

Potenzials kommt [337 - 339], ist die Hypoplasie des linken Ventrikels nicht reversibel.

8 Dokument derzeit in Revision, eingereicht bei Nature Genetics (siehe Abschnitt 11)
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Zusammenfassed konnte das Auftreten kombinatorischer Ereignisse auf genetischer und
epigenetischer Ebene in Genen von Entwicklungs-Pathways, der transkriptionellen Regulation
und der Kardiogenese, wie dies in der vorliegenden Arbeit detektiert wurde, einen mdglichen
Pathomechanismus in der Entstehung komplexer CHDs wie dem HLHS darstellen.

4.3 Fazit

Das HLHS stellt eine der schwerwiegendsten menschlichen Fehlbildungen mit hoher Mortalitat
und Langzeit-Morbiditat dar [182 — 184]. Der zugrundeliegende Pathomechanismus ist bis heute
noch weitgehend unklar [188]. Eine variable Penetranz detektierter
Genvarianten [200, 218 - 220] und eine unterschiedliche Auspragung linksseitiger kardialer
Defekte bei Familien mit HLHS [233, 237, 246] lassen vermuten, dass neben einer vererbten
genetischen Komponente weitere Faktoren in der Atiologie des HLHS involviert sind. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese Theorie. Einerseits lieBen sich auf
Keimbahnebene potenziell krankheitsrelevante und kausale Genvarianten nachweisen und ein
autosomal dominantes Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz konnte als
wahrscheinlichstes Vererbungsmodell in einer Familie mit HLHS identifiziert werden.
Andererseits konnten auf somatischer Ebene im Herzgewebe von Patienten mit HLHS neben
potenziell krankheitsrelevanten Genvarianten auch eine differenzielle DNA-Methylierung und
Genexpression detektiert werden. In Anbetracht des schwer zugénglichen Gewebematerials
liegen bisher in der Literatur nur wenige Daten Uber Mutationen und epigenetische
Veradnderungen im Herzgewebe von Patienten mit kardialen Defekten vor. Somit kann die
vorliegende Arbeit zu einem besseren Verstandnis der molekularen Mechanismen des HLHS

beitragen.

Daruber hinaus konnten erstmalig gewebespezifische differenzielle DNA-Methylierungsprofile in
primarem Herzgewebe unterschiedlicher Herzregionen von Patienten mit CHDs, inklusive dem
HLHS, gezeigt werden. Hierbei lieBen sich zum einen Atrium- und Ventrikel-spezifische
Methylierungsmuster, sowie eine differenzielle Muskel- und Gefal3signatur nachweisen. Diese
Erkenntnisse liefern einen Beitrag zur Charakterisierung von Herzzellen in der
Stammzellforschung. Die herzregionspezifischen Methylierungsprofile kdnnen potenziell als

epigenetische Marker zur Unterscheidung der Zelltypen Verwendung finden.
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In einer abschlieRenden gesamtintegrativen Analyse konnten Gene der transkriptionellen
Regulation, der Ausbildung kardialer Strukturen sowie der Signaltransduktion in einem potenziell
urséchlichen Zusammenhang mit der Entstehung des HLHS identifiziert werden, da diese Gene
Uberlappend auf Genom-, Epigenom- oder Transkriptomebene Aberrationen aufwiesen. Es
besteht die Moglichkeit, dass bei einer Anhaufung solcher genetischen und epigenetischen
Veranderungen die Entstehung des HLHS begunstigt wird.

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse einen Beitrag zur Aufklarung der Pathomechanismen
des HLHS. Die identifizierten Gene und Pathways konnen in weiterfihrenden funktionellen
Studien zur Analyse einer Genotyp-Phanotyp-Korrelation und méglicherweise zur Entwicklung

neuer Therapieanséatze nutzbar gemacht werden.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit lieBen sich neben neuen ursachlichen Genvarianten auf
Keimbahnebene auch Assoziationen auf somatischer Ebene, die mdglicherweise mit der
Pathogenese des HLHS zusammenhéangen, identifizieren. Es ist daher davon auszugehen, dass
sowohl genetische als auch epigenetische Verdnderungen in der Entstehung dieser komplexen
Herzfehlbildung eine Rolle spielen. Die analysierten HLHS-Falle zeigten zwar jeweils
phanotypisch gesunde Elternteile, grundsatzlich kdnnten hierbei jedoch asymptomatische und
damit undiagnostizierte milde Auspragungen von AoV-Defekten bei Familienmitgliedern dieser
HLHS-Falle vorliegen. Zukinftig waren daher systematische Echokardiographie-Analysen von
Familienmitgliedern dieser Falle notwendig, um das in dieser Arbeit im Rahmen der WES-Studie
zu Familien mit LVOTOs (Hitz und Hoff et al., Publikation in Vorbereitung (siehe 11))
identifizierte autosomal dominante Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz weiter validieren
zu kénnen. Ein weiterer moglicher Mechanismus fur das Auftreten von variabler Penetranz beim
HLHS konnte ein genetischer Mosaizismus in bestimmten Herzgeweberegionen sein, der zu
LS-CHDs unterschiedlichen Schweregrads fuhrt. Aufgrund der Limitationen der Sanger-
Sequenzierungstechnologie lieRen sich die in dieser  Arbeit identifizierten
herzgewebespezifischen Mutationen bisher noch nicht verifizieren. Es sind daher Deep-
Sequencing-Analysen zur Identifizierung potenzieller somatischer Mosaik-Mutaionen im

Herzgewebe von Patienten mit HLHS geplant.
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Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig in Herzgewebeproben eine differenzielle
DNA-Methylierung unterschiedlicher Herzregionen gezeigt werden. Ein solches differenzielles
DNA-Methylierungsprofil im Atrium- und Ventrikel-Gewebe, sowie im Herzmuskelgewebe und
Gefal3strukturen konnte potenziell als epigenetischer Marker in der Stammzellforschung
Anwendung finden. Diese Informationen konnten eine effiziente in vitro-Differenzierung von
atrialen und ventrikularen Kardiomyoyzten ermdglichen und zur weiteren Validierung bzw.
Unterscheidung dieser beiden Zelltypen herangezogen werden. Um solche Analysen
patientenspezifisch durchzufiihren, ist zukinftig die Generierung von iPSCs bei Patienten mit
CHDs, insbesondere mit HLHS, in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Klinische und
Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
geplant. Die generierten patientenspezifischen iPSCs und die daraus in vitro-differenzierten
Kardiomyozyten sollen in weiterflhrenden Studien gesamtgenomisch und funktionell
charakterisiert werden, um mogliche Pathomechanismen zu untersuchen. Auch sind zur Analyse
von Einflussen auf die frihe kardiale Entwicklung funktionelle Studien von identifizierten
Kandidatengenen im Zebrafisch-Modell geplant. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte
hierfir parallel der Aufbau einer Zebrafisch-Laboreinheit in der Klinik fir angeborene Herzfehler
und Kinderkardiologie (UKSH, Campus Kiel) und erste mutante Zebrafisch-Linien wurden

generiert.

Insgesamt koénnen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse (ber genetische,
epigenetische und transkriptionelle Veranderungen bei Patienten mit HLHS einen Beitrag flr ein
besseres Verstandnis der pathogenetischen Grundlagen des HLHS liefern. Mithilfe neuer NGS-
Technologien, wie in dieser Arbeit angewendet, sowie mithilfe von Modellorganismen und
patientenspezifischen iPSCs lassen sich zukinftig Fortschritte in der Risikopradiktion von CHDs
bei familiaren Fallen erreichen und neue therapeutische Ansatze durch patientenspezifische

Stammzelltechnologien erméglichen.
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5 Zusammenfassung

Das hypoplastische Linksherzsyndrom (HLHS) stellt ein kongenitales Herz- und
Gefalfehlbildungssyndrom dar, welches durch eine Atresie oder Stenose der Aorten- und
Mitralklappe sowie eine Hypoplasie des linken Ventrikels und der Aorta gekennzeichnet ist. Mit
einer Inzidenz von 2 -3 % aller Herzfehlbildungen zahlt das HLHS zwar zu den seltenen
kongenitalen Herzfehlbildungen (CHDs), ist aber unbehandelt ursachlich fir 25-40 % der
neonatalen kardialen Todesfélle und gehdrt somit zu den schwerwiegendsten CHDs. Wéhrend
sich wesentliche Fortschritte in der Diagnose und Therapie erzielen lieRen, ist die Atiologie des
HLHS bis heute weitgehend unklar. Betrachtet man die Herzentwicklung, so stellt diese einen
komplexen, raumlich und zeitlich fein abgestimmten Prozess dar, der auf einer koordinierten
Interaktion genetischer sowie epigenetischer Faktoren basiert. Storungen dieser Mechanismen
der Kardiogenese konnen zu einer fehlerhaften Herzentwicklung fiihren und somit in
strukturellen Herzfehlbildungen wie dem HLHS resultieren.

Um die molekularen Mechanismen in der Entstehung des HLHS zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit Analysen auf Genom-, Epigenom- und Transkriptomebene an Keimbahn-
bzw. Herzgewebematerial von Patienten mit HLHS und anderen CHDs durchgefihrt. Dies
umfasste auf Keimbahnebene Gesamt-Exom-Sequenzierungs (WES)-Analysen an drei Familien
mit Catel-Manzke-Syndrom, als Beispiel eines syndrom-assoziierten CHDs, sowie Sanger-
Sequenzierungen von Kandidatengenen bei zwei Familien mit rekurrent auftretenden nicht-
syndromalen HLHS-Fallen. Zusatzlich erfolgte eine SNP-Array-Analyse eines HLHS-Falls im
familiaren Kontext, um mogliche krankheitsrelevante Kopienzahlvariationen zu identifizieren. Auf
somatischer Ebene wurden neun Herzgewebeproben von HLHS-Patienten in einer WES-
Analyse hinsichtlich pathogener Genvarianten untersucht und Kandidatengene mittels Sanger-
Sequenzierung verifiziert. Zusatzlich wurden RNA-Sequenzierungen an Herzgewebeproben von
26 HLHS-Patienten und 10 Patienten mit Rechtsherzfehlbildungen zur Analyse von
Veranderungen auf Transkriptomebene untersucht. Dartber hinaus erfolgten auf epigenetischer
Ebene Analysen mittels Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array von insgesamt
78 Hybridisierungen von Herzgewebeproben unterschiedlicher CHD-Patienten, inklusive
27 Herzgewebeproben von HLHS-Patienten. Mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung und dem
massenspektrometrischen Verfahren der Epityper-Technik wurden ausgewahlte Ergebnisse
verifiziert. In einer gesamtintegrativen Analyse wurden abschlieRend die identifizierten
Kandidatengene und Gen-Pathways hinsichtlich Uberlappungen auf Genom-, Epigenom- und

Transkriptomebene untersucht.
220



Zusammenfassung Dissertation Kirstin Hoff

In dieser Arbeit konnten auf Keimbahnebene bei drei Familien mit Catel-Manzke-Syndrom, bei
dem CHDs vorkommen, kausale Genvarianten im TGDS-Gen identifiziert werden. Des Weiteren
liel3 sich eine kausale bisher unbekannte de novo Splice-Donor-Mutation in NR2F2 bei einem
nicht-syndromalen Fall mit HLHS nachweisen. In einer Familie mit zwei Geschwistern mit HLHS
konnten potenziell krankheitsrelevante Genvarianten in C150rf62, TNKS1BP1 und PRF1 nach
autosomal dominantem Vererbungsmodell mit reduzierter Penetranz identifiziert werden. Neben
diesen Ergebnissen auf Keimbahnebene konnten auch auf somatischer Ebene im Herzgewebe
von Patienten mit HLHS seltene bzw. bisher unbekannte funktionelle Mutationen in Genen
detektiert werden, die in kardialen Entwicklungsprozessen, sowie in der (post-)transkriptionellen
Regulation involviert sind. Hervorzuheben ist hierbei die ldentifizierung einer wahrscheinlich
kausalen proteintrunkierenden Mutation in NOTCH1, einem Gen, welches bereits zuvor in
verschiedenen Studien in Assoziation mit dem HLHS gefunden werden konnte. Zum anderen
konnte eine wahrscheinlich krankheitsrelevante compound heterozygote Mutation in DOCK1,
das in der Ausbildung kardialer Strukturen involviert ist, bei einem Patienten mit HLHS
identifiziert werden. In einer gesamtintegrativen Analyse lieRen sich verschiedene Gene
identifizieren, die in einem potenziell ursachlichen Zusammenhang mit der Entstehung des
HLHS stehen, da diese Gene uberlappend auf Genom-, Epigenom- oder Transkriptomebene
Veranderungen aufwiesen. Dies umfasste Gene, die in der Regulation der Transkription (NR2F2
und ACE2), in der Ausbildung kardialer Strukturen (DOCK1 und XYLT1), sowie in der
Signaltransduktion (NOTCH1, CTNNB1 und SOSTDC1) von Bedeutung sind. Des Weiteren
konnten erstmalig in primarem Herzgewebe von Patienten mit CHDs herzregionspezifische
DNA-Methylierungsprofile detektiert werden. Hierbei lie3en sich Atrium- und Ventrikelspezifische
Methylierungsmuster als auch eine differenzielle Herzmuskel- und Gefal3signatur nachweisen.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten, dass kumulative Ereignisse
auf genetischer und epigenetischer Ebene in einem potenziell urséchlichen Zusammenhang mit
der Entwicklung des HLHS stehen. Es besteht die Moglichkeit, dass vererbte Genvarianten als
pradisponierende Faktoren in Kombination mit somatischen Mutationen und/oder
epigenetischen Aberrationen im Herzgewebe die Entstehung einer solchen Herzfehlbildung
beglnstigen. Insgesamt kdnnen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse aus NGS-
Analysen und globalen DNA-Methylierungsanalysen sowie zukinftige funktionelle Studien im
Zebrafisch-Modell und Studien mit patientenspezifischen induzierbaren pluripotenten

Stammzellen einen Beitrag fur ein besseres Verstandnis der Atiologie des HLHS liefern.
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6 Summary

Hypoplastic left heart syndrome (HLHS) displays a severe congenital heart defect (CHD) that
encompasses a spectrum of structural defects characterized by atresia or stenosis of the aortic
and mitral valve, as well as a hypoplasia of the left ventricle and aorta. Despite its low incidence
rate, accounting for 2 to 3 % of all CHDs, HLHS, if left untreated, is responsible for 25 to 40 % of
all neonatal cardiac deaths and represents one of the most severe cardiac malformations. While
substantial progress has been made in diagnosis and surgical treatment, the etiology of HLHS
remains unknown. The formation of the heart is a complex spatiotemporally regulated process
involving a coordinated interplay of genetic and epigenetic factors. Any perturbation of this
sensitive process can lead to abnormal cardiogenesis resulting in structural cardiac defects,
such as HLHS.

In order to investigate the molecular mechanisms of HLHS, heart tissue and blood samples from
different patients with HLHS, as well as from patients displaying other CHDs, have been
examined. Genomic, transcriptomic and epigenomic datasets have been generated and
analyzed in this thesis. This included a whole exome sequencing (WES) dataset from three
families with Catel-Manzke syndrome and two families with recurrent form of non-syndromic
HLHS. In addition, a parent-offspring trio of an isolated HLHS case has been examined for rare
disease-associated copy number variations. In order to analyze somatic changes potentially
involved in the pathogenesis of HLHS, WES was performed on nine heart tissue samples from
independent cases. RNA sequencing on heart tissue samples of 26 HLHS cases and of
10 cases with right-sided obstructive lesions has been carried out to identify transcriptional
changes. To further evaluate epigenetic alterations, 78 heart tissue samples from patients with
CHD, including 27 heart tissue samples from cases with HLHS, have been analyzed using
Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array. Downstream verification of the identified
differentially methylated loci was done by applying bisulfite pyrosequencing and mass
spectrometric Epityper technique. To summarize these findings and identify possible pathways
involved in HLHS disease pathogenesis, an integrative analysis has been performed.

In this thesis, disease-causing mutations in TGDS have been identified in three families with
Catel-Manzke syndrome, which often is accompanied by a structural heart defect. Furthermore,
a de novo donor splice site mutation has been detected as a disease-causing variant in a case
with HLHS. Additionally, in a family with two siblings with HLHS, possibly disease-causing
mutations have been identified in C150rf62, TNKS1BP1 und PRF1 displaying an autosomal

dominant inheritance pattern with reduced penetrance. Despite these findings, the analysis on
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heart tissue samples revealed rare functional variants in genes which are possibly linked to heart
development and (post-)transcriptional regulation. Notably, a protein truncating mutation in
NOTCH1 displaying a probably disease-causing variant has been identified. A probably disease-
causing compound heterozygous mutation in DOCK1, a gene which is known to play a role in
cardiac development, has been identified in a case with HLHS. Overall, the integrative approach
revealed candidate genes necessary for transcriptional regulation (NR2F2 und ACE2), cardiac
development (DOCK1 und XYLT1) and signal transduction (NOTCH1, CTNNB1 und
SOSTDC1). One of the most interesting findings of this thesis was the detection of heart region
specific DNA methylation profiles. This included specific DNA methylation profiles for the atrium
and ventricle, as well as differential methylation signatures of cardiac muscle and vessels.

In summary, the results of the present study suggest that the occurrence of cumulative events
on genetic and epigenetic level could represent a possible mechanism in the pathogenesis of
complex CHDs, such as HLHS. A possible explanation would be that inherited genetic variants,
as predisposing factors, acting in combination with somatic mutations and/or epigenetic
aberrations in cardiac tissue could give rise to HLHS. Overall, insights gained from NGS
analyses and global DNA methylation analysis in this thesis, as well as future functional studies
in zebrafish and patient-specific inducible pluripotent stem cells, could provide a contribution for

a better understanding of the etiology of HLHS.
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Tabelle 30 Beschreibung verschiedener Operationsverfahren (mit Kiirzel der Tabelle 1) und der Gewebeexzision im
Rahmen dieser Operationen. Das Gewebe wurde fur molekulargenetische und epigenetische Analysen in dieser
Arbeit verwendet. Die Operationsverfahren wurden nach Angaben des Lehrbuchs von Apitz (2013) [13] beschrieben.

Operationsverfahren

Diagnose Patient (Alter
bei Operation)

Beschreibung Operation und Gewebeexzision

Norwood-Operation (N)

HLHS
(erste Lebenstage)

Beim HLHS kann die unterentwickelte linke Herzhélfte nicht
die Systemperfusion aufrechterhalten. Durch die Norwood-
Operation wird eine ungehinderte Systemperfusion
ermoglicht, indem eine Anastomisierung (Verbindung) der
durch einen Patch erweiterten hypoplastischen Aorta mit der
Pulmonalarterie durchgefihrt wird. Zur Sicherstellung der
Lungenperfusion wird ein systemisch-pulmonaler Shunt
angelegt. Mit der Norwood-Operation missen Korper- und
Lungenkreislauf parallelgeschaltet von der rechten
Herzkammer mit Blut versorgt werden. Um einen adaquaten
interatrialen Fluss sicher zu stellen, wird interatriales Septum
exzidiert (Atrioseptektomie), welches in dieser Arbeit fiir
genetische, epigenetische und Transkriptom-Analysen
verwendet wurde.

Hemifontan-Operation

(H)

HLHS
(4. bis 6. Lebensmonat)

Die Volumenbelastung der rechten Herzkammer wird durch
eine Anastomisierung der oberen Hohlvene mit der
Pulmonalarterie beseitigt (Hemifontan-Zirkulation). Der
aortopulmonale Shunt ist nicht mehr notwendig und wird
entfernt. Im Falle einer unzureichenden Atrioseptektomie bei
der Norwood-Operation kann bei diesem OP-Schritt noch
IAS-Gewebe entfernt werden, welches fir die verschiedenen
Analysen dieser Arbeit verwendet wurde.

Die TCPC ermdglicht eine verbesserte Sauerstoffsattigung
des Blutes. Die untere Hohlvene wird hierbei durch einen

totale kavopulmonale HLHS_, TA operativ geschaffenen Tunnel mit der Pulmonalarterie
Anastomose (TCPC) (12. bis 18. verbundenz sodass das gesamte venOse_BIut zum _
Lebensmonat) Lungenkreislauf gelangt. Im Anschluss sind Korperkreislauf
und Lungenkreislauf vollstandig voneinander getrennt
(Fontan-Zirkulation).
Aortopulmonale TA, (HLHS) Aortopulmonale Shunt-Anlage, die die
Shuntanlage (AP) (erste Lebenstage) Lungenperfusionermdglicht
TA (3. bis 6 Alternative chirurgische Technik zur Hemifontan-Operation
Glenn-Anastomose (GL) L . ’ (die obere Hohlvene wird direkt mit der rechten
ebensmonat) :
Pulmonalarterie verbunden).
AVSD (4. bis 6. Die Septumdefekte werden durch einen Patch (Flicken)
AV-Kanal Korrektur (AV) Lebensmonat) verschlossen und die AV-Klappen rekonstruiert.

HLHS: Hypoplastisches Linksherzsyndrom; TA: Trikuspidalatresie; AVSD: atrioventrikularer Septumdefekt; AV-Kanal:
Atrioventrikularkanal; DA: Ductus arteriosus
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Tabelle 31 Primer fir die Sequenzierungen von PCR-Produkten
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Primer Name - 7 op Heslifen 13 Ampl.- Primer Tn
[HGNC_fw/rv] Primer-Sequenz [5'...3'] [((ZCIE-IRRCSht:Zthgr}c?()a] Lange [bp] [°C]
ABLIM2_fw GCTGTGCTAAGGACACCCTACTCC | hr4:7986474- 283 i
ABLIM2_rv CTGCGGATGGGGTGGTTTCAG 7986756
ACE2_fw GCCTGGCTAGGTGTATATTCTTATG | chrx:15582138- - o5
ACE2_rv GCCACTTACTTCTTCCGATCTC 15582475
ACSL5_fw GGATCACTGCAAATTTCTACACTAT | chr10:114171484- . 6
ACSL5_rv CATGAAGGCAGGAGCAAGTAC 114171972
ANKRD11_fwl CTGTCTCACCTCGGCCAGG chr16:89346331- so5 o5
ANKRD11_rvl GCTCAGGCTCGAGCTCTGC 89346625
ANKRD11_fw2 CTGGGCGGACGCCTTCG chrl6:89346362- 230 5
ANKRD11_rv2 GGAGGCCTGGTCAGGAGG 89346593
ANKRD11_fw3 TAGCTTCCTGGACGGCAGC chr16:89346325- - i
ANKRD11_rv3 CTGAGGGCTCAGGCTCGAG 89346650
ASPG_fw CTCCGCGCAGTCCCTGAGTC chrl4:104552029- L68 i
ASPG_rv GACTCACCGCCGAGCTCACTC 104552196
BHLHA15_fwl GGTACCATTGCTGTCAGCAAGG chr7:97841464- 281 o5
BHLHA15_rvl CAGACCCTTGGCCGGCTC 97841744
BHLHA15_fw2 GGTGACCACAGAGTGTCCTGTG chr7:97841533- " i
BHLHA15_rv2 CTGGATGCTGCTGTCACGAC 97841846
BHLHA15_fw3 GTGAACAGAAGGACCTCCAGTCG |  chr7:97841419- 226 o5
BHLHA15_rv3 CAGACCCTTGGCCGGC 97841744
C150rf62_fw CCAGCACAGCAGGTGGG chr15-41062800- Ja o
C150rf62_rv CTCACCCCATTTAGAAGCTGG 41063231
CCDC125_fw GATGGAAAGAACTTTAGCCCTCC chr5:68616025- 187 o5
CCDC125_rv CACAGGAGAAAGAAAGGAGAGG 68616211
CREBBP_fw CAGGCTTCACAAGGGCAG chr16:3900316- 183 5
CREBBP_rv CTGTGCGGTGTTCAGTCC 3900498
CTNNB1_fw GGGAACTTCGGGTATATAATG chr3:41277113- - s
CTNNBL_rv CTGCACAAACAATGGAATGG 41277334
DNAH3_fw GACGTTCCCAGGAAGCAGAC chr16:21151756- )13 5
DNAH3_rv CATTTCCCAGGTGATTCTGC 21151968
DNAHS_fw GTTATGGAGGAATATGATAGTGA chr6:38854510- 160 i
DNAHS_rv CATTTCGACCACCTCCAGG 38854699
DOCK1_varl_fw CTGTTTCCAGTGGACCTTCTGG | chr10:128835973-
DOCK1_varl_rv CCTTTGAAGTCACTGCCTAC 128836168 196 >
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Primer Name . 1 &r Position CHR Ampl.- Primer T,
[HGNC._fw/rv] Primer-Sequenz [5'...3"] [((ZCIE-IRRCSht:Zthgr}c?()a] Lange [bp] [°C]
DOCK1_var2_fw GTGTCTGTGGGCTGGAAAG chr10:129237231- L7 .
DOCK1_var2_rv CTCTTGATGTTTGCTGTTCC 129237417
FAMB5A_fw GGTGGTTCTGAAATGCCCTCTC chrl6:67575737- 207 5
FAMB5A_rv CCTGCGGAAGGCAACTTGG 67575943

FBXW7_fw GGTGGCATCAATACTTTTTTGC chr4:153332737- . o

FBXW7_rv CTGGGAATCATTTTGGCCT 153333143
GALE_fw CCTCAGCCTGCCTAGCACC chrl:24122636- . 5
GALE_rv CTCACACATCCTGTCCAGCC 24122882

GDPD5_fw CATTCTGGTGGGAGGCAGC chr11:75173769- ’7 i

GDPD5_rv GTCCCAGCTACTGGATACCC 75174005
GPD2_fw GATGATTTCTCATCAGGGACC chr2:157367334- 261 5
GPD2_rv CTGACACACCTCTCCTGAAAG 157367594
GRB7_fw CATCCTGGTGGTAGAGGGG chr17:37900255- a5 .5
GRB7_rv CAAGGATGTAGGGAGAGATGG 37900607

HEPHL1_fw AACAGTTTACATATTTGAAGCTCCC |  ¢hr11:93819068- 266 5
HEPHL1_rv CTACACCACTTGAAGTGCACAAAG 93819466
HISTLH2AG_fw CCAACTGGCCATCCGCAAC chr6:27101102- )11 i
HIST1H2AG_rv GGTGGCCCTGAAAAGAGCCG 27101312

HSPA9_fw GGAGTGTTTCCTGCAAGGAC chr5:137903111-

HSPA9_rv CATCCAGGTGAGAAATTTACTGC 137903559 9 *0
IFT88_fw GAAAGGATTTTGCACAAGCC chr13:21212472- - 5
IFT88_rv GTGCTTCAGTACAAGAAGAATC 21212645

IMPAD1_fw GATGCTGGCTGTGTCAGTGC chr8:57905770- 61 i

IMPADL_rv GAAGGCGGTCTTGAGCAG 57905950

KBTBD3_fw CATTCACAAAACTGAGGAAAATGG | chr11:105924088- 435 5
KBTBD3_rv CCTCTGGGTAATGGGCTAACA 105924522

KCND1_fw GAGTGCATCCAGGCCTTC chrX-48826133- - o

KCND1_rv GCTCGTGTGTGGATTCTCG 48826354
KLF17_fw CCTTCCACTGAGGCCCAG chrl:44595532- ws o5
KLF17_rv AGCTTGGAAGATGAAAGGCTC 44595976

KLHL8_fw CAGGTGGGAGCTTGTTGGATC chrd:-88084595- 203 5
KLHL8_rv AGGTGGTCATATCAAAATCTTGG 88084797

LCLATL_fw GCTGTCCATGATATCACTGTGGC chr2:30862997- - i

LCLAT1_rv TGCAAGGTGGAATGACACTCTG 30863249
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Primer Name - 7 op Heslifen 13 Ampl.- Primer Tn
[HGNC._fw/rv] Primer-Sequenz [5'...3"] (GR(.Ih37/hglg) Lange [op] [°C]
[CHR:Start-Ende]
LMNB2_fw GGTGTGGAAGGGCCAGAG chr19:2431402- 45 .
LMNB2_rv GCCAAGGCTGGCTTCAC 2431853

LPXN_fw GAACGCTCTGCCATGGGTGTG chr11:58294903- 208 5

LPXN_rv GAAGAGGCTATGGATCAGTTGGC 58295111
LRIT2_fw GCTGAGACTGGAGGGGAAC chr10-85984460-

LRIT2_rv CAGTTCAGGAAGACACTCTTGG 85984660 201 05
LYPD3_fw CGAGGTTACTCATCCTGGGCTC chr19-43969636- 176 5
LYPD3_rv CAGACCCACCTCCGCGAAG 43969811
MADD_fw GGTAGAGGAGAAGTCAAGTGC chri1:47297486- ™ o
MADD_rv CACTAGGGTGAATCGAGATGG 47297669
MAPK4_fw GCTGCCTCTTGCTTTAATTTGAG chr18:48184593- sou 5
MAPK4_rv CCACTTGCATCTTAACAGAAGC 48184996

MIIP_fw TTGGGGGACAGAGCCTG chr1:12089978- a0 i

MIIP_rv GGCCCAGGCTGTGCTC 12090317
MYH7B_fw GCACTTGCTCTGACCTGGTG chr20:33584065- 4ol 60
MYH7B_rv CCTCCAGCTTGCGCTTG 33584485

NOTCH1_fw GATAGCACCTAAGGTGGAGCC chr9:139417542-

NOTCH1_rv GTGGGCAGTGGCAGATGTAG 139417754 213 >
NR2F2_fw GAGGATGCTCTTCAGCGCCGTC chr15:96877516- 461 o
NR2F2_rv CCTGGTAGTGCCCAGCAGC 96877996

NR2F2_fwl GACCTGCAGATCACGGACC chr15:96877565- 466 o5
NR2F2_rvl CAATCCAGCCTTCCTCTCCTC 96878030
NUP37_fw TCACTTACAAAGGCTAAAAATTGG |  chr12:102494700- - o
NUP37_rv TAATGATGACCATAAAAAGCC 102494931
OR1S2_fw CTTTCATGCGGGCCAGGTTC chr11:103070591- ’51 i
OR1S2_rv GGAGAAGAAGATGAGTACAAAGGG 103070904

PABPC3_fw GCATGCTCTGGACACCATG chr13:25670534- » .5

PABPC3_rv CGAACTTGCCAAAGAGATCC 25670979
PARK2_fw CTCCAGGATTACAGAAATTGGTC |  ch6:162206610- 16 6
PARK2_rv CAGTTCAACACAATTCCTTCATTC 162207028
PDZD2_fw GTTTAAATTGGGTCCACACC chr5:32010263- 452 i
PDZD2_rv GCACTGGTGTCTTTTCCCATC 32010714
PNMAL_fw CTGTTGGTAGAATTTGGCGTC chrl4:74180178- »o1 .5
PNMAL_rv GAACATTCTCCCAAGCATTCG 74180378

PRF1_fw CTGCACCCTGACTTCAAGAG chr10:72358452- sl .5

PRF1_rv GTGTAGTCCACCAGGCCAG 72358912

267



Anhang

Dissertation Kirstin Hoff

Primer Name - 7 op Fesiifion ClHlX Ampl.- Primer Tm,
[HGNC._fw/rv] Primer-Sequenz [5'...3"] [((ZCIE-IRRCSht:Zihlgr}c?()a] Lange [bp] [°C]

PTCH2_fw GCATGCTCCCTGTACAGTTCC chrl1-45288783- 428 o0

PTCH2_rv CACGAGTCCATGGAGGAGG 45289210

RADIL_fw CAGCCCAGGCATCACCCTC chr7-4854909- 206 o

RADIL_rv CTGGATGAGCTGGGCCCTG 4855117
RNF207_fw CTGAGTGCTTTGGCCCAAGTGG chr1:6279209- - o0
RNF207_rv CCATTTGCTAAGTCGGGTGTTCC 6279474
ROR2_fw CCAGGCTGTGGCCATCA chr9:94487101- 173 5
ROR2_rv CGTGCGAACAGTAGCTGAAG 94487273
SCYL3_fw GATCTCGCCAATCTTGGAG chr1:169824853- 206 o0
SCYL3_rv CTCCCAAAACACCCATAAGC 169825061
SPATA2_fw CAAGCCCTCGAGGTCAGTG chr20:48522505- 471 o5
SPATA2_1v GGACAGGTGAGCAGGCTG 48522975
SPERT _fw TGCAGCTCAGCGACGAG chr13-46287522- 16 o0
SPERT rv CTTCACCACCTCCAGGGAC 46287850
SMO_fw CCCATCCCTGACTGTGAGATC chr7-128850244- 202 5
SMO_rv GTCCCAAGGCTGAGGGTG 128850445
SNX4_fw CTCTCTCCAATTCCTGCTGAAG chr3:125216068- - o0
SNX4_rv ATTGTAAGACGATTTCCAACATTC 125216341

SNX13_fw CTGGAGGGATCAGAGGAAATC chr7:17873562-

SNX13_rv ACAGTTTATATTTGGACTCCAACAAC 17873976 o o
SOSTDC1_fw GCCTGCAAGTGCAAGAGGTAC chr7-16502090- - 5
SOSTDC1_rv GCAGTGGCAGGCTTGAGTC 16502310

STEAP2_fw CGGCTATCATGTGGTCATAGG chr7:89854552- ya3 o0
STEAP2 rv CATTGGATTCTGGGTACTGG 89854784
TGDS_fw GAGTGCTGTATGAAACCTAGGCC |  chr13:95242983- - 50
TGDS_rv CACAGTCACCGTGGGCTTG 95243245
TNKS1BP1_fw GTGACCTGTGACCCAGACTCT chr11:57075782- w10 o0
TNKS1BP1_rv GTTTCTTCCCTCCTCAGAAAGG 57076221
TNNC2_fw GTTTGATGCTGATGGTGGTGGG chr20-44453053- 203 o0

TNNC2_rv CAGCAGGTGGCAGACTGAGC 44453255

USP24_fw GCTGGAATAATGGGCCCTTTG chri-55560931- 226 "

USP24 rv GAGAGATCCTCAGCTTCCTGCC 55561156

ZNF418_fw CATCAACGAGGTCACACTAGTG chr19:58438255- p17 "
ZNF418_rv CACATTCTCCACACTCGTAAGG 58438471

Primer Name [HGNC_fw/rv]: HGNC: Genname nach HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC), fw: Vorwarts-
Primer, rv: Rickwarts-Primer. Primer-Sequenz [5'...3"]: Primersequenz in 5 nach 3’ Richtung. Position CHR
(GRCh37/hg19) [CHR:Start-Ende]: chromosomale Position des Amplifikats nach GRCh37/hg19. Ampl.-Lange [bp]:
Amplifikatlange in Basenpaaren (bp). Primer Tm [°C]: Primer-Schmelztemperatur (Tr) in °C
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PITIET NEmE Primer-Sequenz [5'...3"] (ggséﬂg?/r?ngg) ﬁ?nrgg FIIEY AL ep(e
[HGNC_TargetID__ F/R/S] [CHR:Start-Ende] | [bp] Tm [°C] | [TargetiD]
AGTGATAAGTGGAATTAGAT
CTNNB1_cg09678212_F AAAAATGG chr3:41240037- | 60
TAAATCCCACCTCTCAACAA 41240282
CTNNBL_cg09678212_R ACTATTCA 09678212
CTNNB1_co08678212 S GTTTTGGA?E#ATTTATTTT
GTGAGGAGTTAGTATTTTAA
NR2F1_cg04192879_F TTAGTTTAGT chr5:92920342- | .. 60
NR2F1_cg04192879 R ATCCTTAAE(T:%/?AATAAATC 92929612 g04192879
TTTTTAGTTATAGAGTAGTT
NR2F1_cg04192879_S T
GGTTTATATAGAGAGTTTGT
NR2F1_cg25449484_F AGGAGAAGT chr5:92929290- | o0 60
ATTAAAACTACTCCCAAACA 92929518
NR2F1_cg25449484 R AT AACATA 25449484
AGTAGTAGTGAGTATTGGA
NR2F1_cg25449484 S CCAGTA
AAGGTTTTGGTAGTATGAAT
NR2F1-AS1_cg11080549_F TGAGTAG chr5:92009859- | oo | oo
NR2F1-AS1 cg11080549 R AAAAAACTJ?S%TTTTACCC 92910087 911080549
NR2F1-AS1 cg11080549 S AATGGTTTTETTGTAGGTT
GGATATTGGGAGATTGTTAT
NR2F1-AS1_cg24579887_F TTTAAGAG chr5:92005584- | o 60
NR2F1-ASL 0g24579887 R | [CTCCACATTACCTACTCAC 92905823 024579887
ACTTA
NR2F1-AS1_cg24579887_S ACAAACAATCCTCCC
TGTGTGTGGTTAGGATTTTG
PDXDC1_cg03245889_F AATAG chri6:15127041- | .o 60
PDXDCL cq03245880_R | AACCCTCCAATTCTCCTCTA 15127259 £g03245889
TCTCCC
PDXDCL_Cg03245880. S AGTTTGTTTAAS;'TATTTTTGT
TTTGTAGGTTTTGAGTATAA
PDXDC1_cg06978461_F GAGTATGA chr16:15127128- | 60
ACTACTTTCCTCCTAACCCC 15127333
PDXDC1_cg06978461 R TACTATITAA cg06978461
PDXDC1_cg06978461_S GTTTTGAGT:/IQAGAGTATG
TTTTGTTATTTTGGGTTGAT
STEAP2_cg02206373_F GTAGGG chr7:89841709- | . 60
AACAATCAAAAAAAAAACCA 89841869 402206373
STEAP2_cg02206373_R ATTACTTTC g
STEAP2_cg02206373_S GGGTTGATGTAGGGTA
GTTAGGAGTTGGGTTTGTT
XYLT1 cg05057352_F GTTA chri6:17499183- | o0 60
XYLT1_cg05057352_R AACTACCAm§CCAATAAA 17499418 cg05057352
XYLT1_0905057352_S TTTAATTT |é3|TAGGGG| TTTTA
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Primer Name . v o Position CHR — | Ampl.-| 5o Ziel-CpG
[HGNC_Targetld_ F/R/s] | Frimer-Sequenz [5'...37] [éﬁRRngr{hg :3‘)31 Lﬁ)”p%e Tn[°C] | [TargetiD]
XYLT1 cg09770579_F TGGGTGATGTAAATTTTAATTGTCITTAAT chr16:17407321- | ,o0 60
XYLT1_cg09770579 R ACTCCETC%AATATT 17407601 909770579
XYLT1_cgoo770579_s | ACTTATATAGATAGTATIAT

Primer Name [HGNC_TargetlD_F/R/S]: HGNC: Genname nach HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC);
[TargetID]: Ziel-CpG, zu analysierendes CG-Dinukleotid mit Angabe der lllumina TargetID; F: Vorwarts-Primer, R:
Ruckwérts-Primer, S: Sequenzierprimer. Primer-Sequenz [5'...3']: Primersequenz in 5 nach 3’ Richtung. Position
CHR (GRCh37/hg19), [CHR:Start-Ende]: chromosomale Position des Amplifikats nach GRCh37/hg19. Ampl.-Lange
[bp]: Amplifikatlange in Basenpaaren (bp). Primer Tm [°C]: Primer-Schmelztemperatur (Tm) in °C. Ziel-CpG [TargetID]:

zu analysierendes CG-Dinukleotid mit Angabe der lllumina TargetID.

Tabelle 33 R-Befehle zum R-Package RnBeads anhand eines Beispiels. A) Befehle zur RnBeads (Qualitats-)Analyse,

B) Befehle zur Normalisierung

R-Befehle (je > - Zeichen)

Kommentar

>library(RnBeads)

>Sys.setenv(R_GSCMD="C:/Program Files/gs/gs9.07/bin/gswin64c.exe")
>rnb.options(disk.dump.big.matrices = TRUE)

>data.dir <-"C:/Dateipfad/HLHS"

>idat.dir <- file.path(data.dir, "idats_RnBeads_HLHS")

>sample.annotation <- file.path(data.dir, "Annotation_HLHS.csv")
>analysis.dir <- "C:/Dateipfad/HLHS/Normalisierung"

>report.dir <- file.path(analysis.dir, "reports")

>data.source<-c(idat.dir, sample.annotation)
>rnb.options(identifiers.column="Sample_ID")

A) RnBeads Analyse

>analysis.dir <- "C:/Users/hoff-k/Dokumente_KHoff/UK-SH/450K-
Array/MethylierungsArray_HLHS/RnBeads/analysis"

>report.dir <- file.path(analysis.dir, "reports")
>rnb.options(filtering.sex.chromosomes.removal =
TRUE,identifiers.column="Sample_ID")
>rnb.run.analysis(dir.reports = report.dir, sample.sheet =
sample.annotation,data.dir= idat.dir, data.type = "idat.dir")

B) Normalisierung

>result<-rnb.run.loading(data.source = data.source, data.type
="idat.dir",dir.reports=report.dir)

>result.norm<-rnb.run.normalization(result[[1]], dir.reports = report.dir)
>rnb.execute.export.csv(result.norm$rnb.set,"C:/Dateipfad/HLHS/Normalisierung")

Laden RnBeads Package

Dateipfad Import
IDAT-Ordner
Annotations-Tabelle
Dateipfad Export Ergebnisse

Datenquelle
Definition Probenspalte

A) RnBeads-Analyse
Dateipfad Export Ergebnisse

Optionen Filterung und
Defintion Probenspalte
RnBeads-Analyse
(Qualitatskontrolle)

B) Normalisierung
Hochladen der Import-Dateien
Normalisierung

Export Exceltabelle (Normal-
Tabelle)
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Tabelle 34 R-Befehle unter Verwendung der R-basierten Software Bioconductor (Bioclite-Tool) zur Erstellung einer
Import-Datei (hier ,Import_EpiDesigner.csv”) anhand einer Liste der zu analysierenden CpGs (hier ,CpG-Liste.txt*) fur

die EpiDesigner-Software

R-Befehle (je > - Zeichen)

Kommentar

>source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

>biocLite("Biostrings")

>biocLite("BSgenome")
>biocLite("BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19")

>library(Biostrings)

>library(BSgenome)

>library("BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19")

>manifest<-
read.csv("C:/Dateipfadl/HumanMethylation450_15017482_v.1.2.csv",
header=T,skip=7,sep=",")
>AnalyseCpG<-read.delim("C:/Dateipfad2/CpG-Liste.txt ")
>AnalyseCpG_m<-manifest[manifestsName %in% AnalyseCpG[,1], ]
>posl<- AnalyseCpG_m$MAPINFO-200

>pos2<- AnalyseCpG_m$MAPINFO+200

>chr<-paste(“chr”, AnalyseCpG_m$CHR,sep="")
>GenomSequenz<-getSeq(Hsapiens, names= chr, start= posl, end=
pos2,as.character = TRUE)

>CpGID<- AnalyseCpG_m$Name
>UCSCannotation<-paste(">",chr,":",pos1,"-",pos2,sep="")

>TabelleEpiDesign <- data.frame(CpGID,UCSCannotation,GenomSequenz)

Installieren &Laden von Bioclite
Package und Funktionen

GRCh37/hg19

Manifest-Datei 450K-Array49
einladen

CpG-Liste einladen

Verbinden mit CpGs Manifest
200 bp down-/upstream von CpG
extrahieren

CHR extrahieren/definieren
Genomische Sequenz nach
posl/pos?2 (s.0.) extrahieren
CpG-Bezeichnung extrahieren
Annotation extrahieren/definieren
Tabelle erstellen mit CpG-
Bezeichnung, Annotation, Genom.
Sequenz (402 bp-Sequenz)

>write.table(TabelleEpiDesign,"Import_EpiDesigner.csv”,sep=",",row.names | |mport_EpiDesigner-Tabelle

=F,quote=F)

exportieren

Tabelle 35 R-Befehle unter Verwendung des R-Packages MassArray zur in silico Assay-Vorhersage fir die Epityper-

Technik der zuvor ermittelten Amplikon-Sequenzen

R-Befehle (je > - Zeichen)

Kommentar

>source("http://bioconductor.org/biocLite.R")
>biocLite("MassArray"”)
>library(MassArray)

Installieren &Laden von
MassArray Package

>ampliconPrediction("GGGACAGGGGGTCTGATTCAC>CTACCAACCCTCTCCC | (“Vorwarts-Primer>...zu
TCCACTGGCCACGCATTCTCTCCCGCAGAG...CGCGCATCTGGTCCCTGGCC | analysierende Sequenz...
CACACAGCCACCGCCGCCGCCGCCGCC<GCCACCTCCCTGAGCCAGACTG | <Ruckwarts-Primer®

AGTTTC",lower.threshold = 1500, upper.threshold = 7000)

... = weitere 300 bp Sequenz wurden hier zur Vereinfachung nicht dargestellt

Definition messbarer Bereich
(Mass Window)

Tabelle 36 R-Befehle zur Erstellung einer Korrelationsmatrix anhand eines Beispiels

R-Befehle (je > - Zeichen)

Kommentar

>data=read.csv("HLHS.csv", header=TRUE)
>w=array('e',dim=c(36,36))
>for(t in 1:36){
for(i in 1:36){
r=cor(data[,t],data[,i],method="pearson", use="everything")
wit,i]=r}}
>write.table(w, file="HLHS_CpGKaorrelationsmatrix.txt", sep="/t",
row.names=TRUE, col.names=TRUE, quote=FALSE, dec=".",
append=FALSE)

Importieren der Tabelle

Definition Array-Matrix

Schleife Korrelationsanalyse von jeder
Zeile (CpG-Locus) von 36 Spalten
(Proben)

Exportieren der Korrelationsmatrixtabelle
(wird anschlief3end bedingt formatiert)

49Manifest—Datei entspricht der Annotationstabelle fir den 450K-Array mit zusatzlichen Informationen zu den CpG Loci, wie
UCSC_RefGene_Name, Mapinfo, etc.. Diese Datei entspricht hier der Datei, die in der GS-Software zur 450K-Methylierungsanalyse

verwendet wurde (siehe 2.2.2.2)
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Tabelle 37 Ubersicht tiber die 21 Kandidatengene, die mittels Sanger-Sequenzierung zur Untersuchung des Vererbungsmodells von Familie 5 analysiert wurden.
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Gen

Position CHR

Mutation (Konsequenz

(HGNC) NM-Nummer (GRCh37/hg19) VEP Proteinebene) Index-1 Index-2 Mutter Vater Bruder VM
MIIP 021933.3 chr1:12090104 Miss €.1258A>T(p.lle289Phe) C.1258A>T WT C.1258A>T WT ¢.1258A>T | nein
KLF17 173484.3 chr1:44595787 Miss €.902C>T(p.Pro282Ser) €.902C>T €.902C>T €.902C>T WT €.902C>T | nein
PTCH2 001166292.1 chr1:45289033 Miss | ¢.3151G>A(p.Argl047Trp) | c.3151G>A WT c.3151G>A WT ¢.3151G>A | nein
ACSL5 203380.1 chrl0:114171726 | Miss | c.1244A>T(p.Arg313Trp) C.1244A>T | c.1244A>T | c.1244A>T WT c.1244A>T | nein
PRF1 005041.4 chr10:72358720 Stop C.757G>T (p.Glu253%) c.757G>T c.757G>T c.757G>T WT WT ja
KBTBD3 152433.3 chr11:105924310 | Miss | ¢.1545G>C(p.Ala369Gly) €.1545G>C WT WT c.1545G>C WT nein
TNKS1BP1 033396.2 chr11:57075987 Miss | ¢.4198G>A(p.Gly1400Arg) | c.4198G>A | c.4198G>A | c.4198G>A WT WT ja
HEPHL1 001098672.1 chr11:93819308 Miss | ¢.2190T>C(p.Leu678Pro) €.2190T>C WT WT €.2190T>C WT nein
PABPC3 030979.2 chr13:25670755 Miss ¢.480A>G(p.Tyr140Cys) C.480A>G WT WT C.480A>G WT nein
SPERT 152719.1 chr13:46287725 Miss €.645C>G(p.Leul89Val) WT c.480A>G c.480A>G WT €.645C>G | nein
C150rf62 001130448.2 chr15:41063028 Miss €.335C>G (p.Ser112Trp) ¢.335C>G €.335C>G €.335C>G WT WT ja
GRB7 001242442.1 chr17:37900401 Miss €.946C>T(p.Arg271Cys) €.946C>T WT €.946C>T WT €.946C>T | nein
MAPK4 002747.3 chr18:48255706 Miss | ¢.2246A>T(p.Met416Leu) C.2246A>T WT C.2246A>T WT WT nein
LMNB2 032737.3 chr19:2431617 Miss | ¢.1785G>A(p.Arg584Cys) WT C.1785G>A | c.1785G>A WT €.1785G>A | nein
MYH7B 020884.3 chr20:33584231 Miss | ¢.3469C>T(p.Alal051Val) | ¢.3469C>T WT €.3469C>T WT ¢.3469C>T | nein
SPATA2 001135773.1 chr20:48522730 Miss | €.1339G>A(p.Ser330Phe) WT €.1339G>A WT €.1339G>A | ¢.1339G>A | nein
FBXW7 033632.3 chr4:153332916 Stop €.202G>A(p.Argl4*) WT c.202G>A WT c.202G>A WT nein
HSPA9 178140.2 chr5:137903382 Miss | ¢.1613C>A(p.Ser430Pro) €.1613C>A WT WT €.1613C>A WT nein
PDzZD2 004134.6 chr5:32010469 Miss c.876T>C(p.Alal89Ser) c.876T>C c.876T>C WT c.876T>C c.876T>C | nein
PARK2 013988.2 chr6:162206827 Miss ¢.535A>G(p.Leul34Pro) c.535A>G WT WT c.535A>G ¢.535A>G | nein
SNX13 015132.4 chr7:17873740 Miss | ¢.1745C>T(p.Arg511His) WT c.1745C>T WT €.1745C>T | ¢.1745C>T | nein

Position CHR: chromosomale Position der Mutation; VEP: Variant Effect Predictor (VEP) Konsequenz (1000G-rel77); Miss: Missense Variante, Stop: Stop Variante.
Analysierte DNA-Proben der Familie Familie 5 (siehe 2.1.1.1, Tabelle 2, Stammbaum Abbildung 18 A) aus der Familien-Analyse in Abschnitt 3.1.2.2 sind in den
Spalten rechts dargestellt, mit den beiden Patienten mit HLHS, Indexpatient-1 (HLHS_130_Index-1) und Indexpatient-2 (HLHS_130_Index-2), der phé&notypisch
gesunden Mutter (HLHS_130_Mutter), dem gesunden Vater (HLHS_130_ Vater) und dem gesunden Geschwisterkind (HLHS_130_Bruder). Entsprechend des
wahrscheinlichsten Vererbungsmodells ,autosomal dominant mit reduzierter Penetranz® wurde eine Vererbung der Mutationen uber die Generationen mutterlicherseits
vermutet. Bei Auftreten der Mutation in Mutter und beiden Indexpatienten, jedoch nicht bei Vater und gesundem Geschwisterkind, lagen die detektierten Mutationen
nach dem genannten Vererbungsmodell vor. Dies ist mit der Spalte ,VM* (Vererbungsmodell) gekennzeichnet: ja = Modell bestéatigt, nein = Modell nicht bestéatigt. Die
phanotypisch gesunde Mutter, sowie die Geschwister mit HLHS, Indexpatient-2 und Indexpatient-1, zeigten jeweils eine heterozygote Auspragung der Mutationen in

C150rf62 (c.335C>G), TNKS1BP1 (c.4198G>A) und PRF1 (c.757G>T). WT: Mutation nicht vorhanden (WT-Sequenz).
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Tabelle 38 Ergebnistabelle der kombinierten Keimbahn- und somatischen Analyse aus Abschnitt 3.2.1.2. Ubersicht iiber die 11 heterozygoten Genvarianten, die nach
Varbank-Filteroberflache als ,IAS“-spezifisch annotiert wurden und anschlieBend visuell hinsichtlich der Reads Coverage untersucht wurden. Fur die IAS-
Gewebeprobe und pB-Probe des Indexpatienten HLHS_4, sowie fur pB-Proben von dessen Eltern (Familie_4, siehe 2.2.1.7 (Tabelle 13)) wurden die Reads der WES-
Analyse Uberpruft und die Mutationen der Gene ANKRD11 und BHLHA15 mittels Sanger-Sequenzierung analysiert.

Index IAS Index pB Mutter pB Vater pB i

Gen HGNC Mutation (Konsequenz) Fomtion SHiS PPH B ontrele Auswertun

q (GRCh37/hg19) [AF] |MAF cVvva Mut. | Mut. [MAF cviva Mut. | Mut. |MAF cvlva Mut. | Mut. |MAF cviva Mut. | Mut. Mut 9
[%] WES | Sanger| [%] WES | Sanger| [%] WES |Sanger| [%] WES |Sanger| Sanger

c.6464C=A . " y . y y : s < potenziell

ANKRD11 (p.P2155H) 16:89346486 | p.d. = 43 | 7| ok]| ja nein 0 [12| ok | nein | nein 0 |10|{ok| nein | nein 0 (18| ok | nein | nein nein comatisch

BHLHA15 o 7:97841627 | pd . 43 | 7|ok| ja | nein | 0 | 3| .| nein| nein | 0 [ 1| .| nein| nein | 0 |6 |ok| nein| nein nein potenzicl

(p.K2N) somatisch

€.90_99delCCCCGGCCC| 20:61448930- = ; ; : ) )
COL9A3 (p.P34_P36del) 61448939 = 05 |10| ok | Ja nt 0 [17]| ok | nein nt - 10 (nc| - nt 0 1] . |nein nt nt geringe/keine CV
€.1249G=T . . ) ) ) )

FAM98B (0.G417C) 15:38776807 - 03 |13| ok | Ja nt 0 [14]| ok | nein nt 0 |11|ok| nein nt 0 |nc| - nt nt geringe/keine CV
c278C=A i . . geringe/keine CV
MPLKIP (p.S93Y) 7:40173889 b | 000038 | 0.5 [29| ok | ja nt 1114 ja nt 0 [1| L] nein| nt 0 [1] . [nen n.t nt T Kiirbabin
Cc266G=A X 3 5 geringe/keine CV
SAC3D1 (p.S89N) 11:64809030 - 06 |7 |ok| Ja n.t 111 Ja n.t 0 |24|ok| nein | n.t 0|nc| - n.t n.t T
MRPL55 (CD%C&T) 1228205750 | - 03 |45/ ok| ja | nt ofne| - | nt |- lofne] - | nt 1lulda | nt | nt | auchinkeimpahn
POC1B-GALNT4 i;g%g;? 12:89919749 - 000054 | 04 |8 |ok| Ja nt 42 (22| ok| Ja n.t 0 |nc. nt 3 [d ja nt nt auch in Keimbahn
WDR90 c(;igg;\(f 16705691 | pd. 06|51\ ok| ja | nt | 38 [17|ok| ja | nt |42 |23|ok| a | nt | 0 [21]|ok| nein | nt | nt | auchinkeimbahn
KCNS2 C(pf\ng? 8:99440232 b | 4x10*-5 | 04 |41|ok| ja nt 44 (24| ok| ja nt 0 [21|ok| nein | n.t 0 |27 |ok| ja n.t nt auch in Keimbahn
C9orf114 z:p3P5$2R(’3) 9:131592025 | p.d. |5,5x10%-5] 0.4 |45| ok | ja nt 41 |21 ok| ja n.t 111 Ja nt 0 (22| ok | nein n.t nt auch in Keimbahn

Proben Index IAS, Index pB, Mutter pB und Vater pB entsprechen den DNA-Proben der Familie_4 (siehe 2.2.1.7 (Tabelle 13)). Zusatzlich wurden die Mutationen in
einer unabhéangigen DNA-Normalkontrolle analysiert. Mutation (Konsequenz): Nomenklatur Mutation in kodierender Sequenz und Konsequenz auf Proteinebene in
Klammern; Position CHR: chromosomale Position (nach GRCh37/hgl9); PPH: Polyphen-2; EXAC AF: Allelfrequenz nach ExAC (Version 0.3, Feb. 2015);
p.d. = probably damaging; b = benign. Pro Probe sind die Anzahl Reads (CV) sowie die visuelle Reads-Analyse (VA) aufgefuhrt. MAF: mutierte Allelfrequenz [%];
CV: Reads Coverage (Anzahl Reads); VA: Visuelle Reads-Analyse; Mut. WES: Mutation in WES-Analyse vorhanden?; Mut. Sanger: Mutation in Sanger-
Sequenzierung vorhanden?; ja = Mutation detektiert; nein = Mutation nicht detektiert; ok = mehr als 6 Reads; sowohl Vorwérts- und Rickwarts-Sequenzen vorhanden;
| = weniger als 6 Reads. n.c. = nicht gecovert; n.t. = nicht getestet aufgrund Auswertungskriterien; Auswertung: Bewertung der Mutationen anhand der VA hinsichtlich
potenziell somatischer Muationen (nur im IAS-Gewebe, nicht in pB-Proben). Geringe/keine CV: mind. zwei Proben zeigen eine geringe oder keine Coverage; auch in
Keimbahn: die Mutation lief3 sich in der VA der WES-Analyse auch in der Keimbahn (pB-Probe) detektieren.
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Abbildung 60 Unsupervidierte Analyse als PCA-Darstellung (Varianzfilter o/omax = 0,4) der AVG-Beta-Werte von
60 Herzgewebeproben verschiedener kardialer Regionen, die mittels 450K-Array analysiert wurden. Die 450K-Array-
ID wurde zur Analyse von Batch-Effekten untersucht. Dargestellt ist die Segregation der 60 Herzgewebeproben
basierend auf 7763/447821 CpG-Loci mit c/omax = 0,4. Der Farbcode ist nach 450K-Array-ID dargestellt. Mithilfe der
PCA-Darstellung sollte Uberprift werden, ob Proben, die auf demselben Array hybridisiert wurden, zusammen
gruppieren und somit Batch-Effekte zeigen. Hier ist keine Grupierung bzw. Segregation entsprechend der 450K-Array-
ID zu erkennen, sodass keine Batch-Effekte vorlagen.
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Gen IRX4 FGFR2
CpG-Locus cg17774559 cg17710779
CHR-Position chr5:1879698 [chr10:123356331
grr?lzze Probe Bezeichnung | 450K |Epityper| 450K |Epityper
HLHS-TGA LA1
HLHS-TGA RA1
§ Lvan LA1
Z |Lvan_RA1
HLHS 4 IAS ~10
HLHS 182 IAS g
5 |HLHS-TGA_LV1 2
-f‘; HLHS-TGA RV1 s
o |Lvan LV1 4 W
> |Lvan RV1 ).79 o
Methylierte Kontrolle L 098 | - |087] %
Unmethylierte Kontrolle _ &
Differenz Atrium - Ventrikel -040 | -0.37 | -0.31 | -0.32 0.

Abbildung 61 Gegeniiberstellung der DNA-Methylierungswert-Rohdaten der DM-CpGs der Gene IRX4 (cg17774559)
und FGFR2 (cg17710779) von 450K-Array und der Epityper-Analyse. Die aufgeflihrten CpG-Loci lagen signifikant
differenziell methyliert zwischen atrialen und ventrikularen Herzgewebetypen in der 450K-Analyse vor. Zur
Verifizierung mittels Epityper-Technik wurden 6 DNA-Proben des ,Atrium“-Kollektivs und vier DNA-Proben des
LVentrikel“-Kolektivs analysiert. Eine methylierte und eine unmethylierte Kontrolle (EpigenDx, siehe 2.2.1) wurden fur
die Epityper-Technik verwendet und ergaben entsprechend einen hohen Methylierungswert von ~ 0,9 bei methylierter
Kontrolle und einen minimalen Methylierungswert von ~ 0,1 bei unmethylierter Kontrolle. Insgesamt fielen hierbei die
bestimmten Methylierungswerte bei der Epityper-Technik geringer aus, als die 450K-Methylierungswerte. Die DNA-
Methylierungswerte in ,Ventrikel“ bei IRX4 (cgl7774559) konnten durch die Epityper-Technik teilweise nur bedingt
nachgewiesen werden. Die Differenz der DNA-Methylierung (Abbildung 36: ,Differenz Atrium — Ventrikel“) zwischen
dem Mittelwert der DNA-Methylierungswerte der atrialen und ventrikularen Herzgewebeproben blieb jedoch
tendenziell gleich. Differenz Atrium - Ventrikel: Differenz der DNA-Methylierung zwischen dem Mittelwert der DNA-
Methylierungswerte der ,Atrium“-Proben und der der ,Ventrikel“-Proben. NA: kein Messwert vorhanden. Farbcode
DNA-Methylierung: blau (unmethyliert) bis gelb (voll methyliert).
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ID

F2_FetalHerz

HLHS_76

HLHS_4
HLHS_15
HLHS 8
HLHS_17
HLHS_10
HLHS_13
HLHS_35
HLHS_39
HLHS_64
HLHS_72
HLHS_130
HLHS_24
HLHS_20
HLHS_128
HLHS_12
HLHS_132
F1_FetalHerz
M1_FetalHerz
M2_FetalHerz

HLHS_4
HLHS_15
HLHS_8
HLHS_17
HLHS_10
HLHS_13
HLHS_35 N =l 0.971 ]
HLHS_39 mj-

HLHS_64 ] ‘

HLHS_72 i '
HLHS_130

HLHS 24

HLHS_20

HLHS_128

HLHS_12

HLHS_132

HLHS_76 o

F1_FetalHerz = i
F2_FetalHerz i ’
M1_FetalHerz ‘

M2_FetalHerz v =
Median  0.99/0.990.99/0.990.990.99]0.99]0.99]0.99]0.99]0.99]0.99]0.990.99] 0.98]0.98]0.990.98/ 0.980.98 | 0.98

Abbildung 62 CpG-Gesamtkorrelation der AVG-Beta-Werte von 17 IAS-Gewebe von HLHS-Patienten und Duplikaten
von fetalem Herzegwebe je eines méannlichen (M1/M2) und eines weiblichen (F1/F2) Donors, die auf einem 450K-
Array hybridisiert wurden. Dargestellt sind die Korrelationskoeffizient-Werte (r) mit einer farblich bedingten
Formatierung von niedrigen r-Werten in blau und hohen r-Werten in rot (siehe Farbcode). Jede Spalte (und die
gleiche Zeilennummer) steht fur eine DNA-Probe, mit oberhalb und links der Korrelationsmatrix den
Herzgewebeproben HLHS in weil3 und fetales Herzgewebe in grau. Unterhalb der Korrelationsmatrix ist der Median
Uiber alle Korrelationskoeffizienten der jeweiligen Spalte/DNA-Probe dargestellt.

Farbcode
Korrelationskoeffizient
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HLHS_72 Methylierte Kontrolle
B1 YCTTY GTTTGCTAGGTAANATTTTTATY CGAAATTTTTATTYGYGATATGTTATT Lcicie’ ASTTTTAATTCGTTTTAT F1 . YCTTY GTTTGGTACCT AARAT TTTTATY CAAAT TTTTATTY GY GATATGT TAT TP M Py TACT TTTAATTGGTTTTAT
77% 75% :ﬂ 74% S51% 90% 0% 88% 91% 80%
IS0 s itk OO s v IR o L L T A N B e e E A e v e VOO e v n A b e VOOOIID i ATIIIIR. i eda
BSOSO 5550 m s sis SR o503 I 35 e - 3 i e w35 5 P RS 35 3 ORI s 5 3 A R 3 5 D 73 SRR .3 S I
3,0, RO o O . IO O . [IGRRR, - NO (SO 1 oc et GRS B NS RN o AR .. IO,
SOk oo i e s BRI o s e TR 3 e b i oo oo e o o e e b - O ol s o7 47 s R ROROA 5 47 AR 4 & 4 S iR o630
(1, OSreLY, AN N A FERLCY, Joon.. A B2
ES GTCTGTCG TCTG A TCTGATCAGTCGACT
5 20 20 35 40
F_FetalHerz WGA (unmethylierte Kontrolle)
E1 : VGTTY GTTTGGTAGGT ARAATTTTTATY GAAATTTTTATTY GY GATAT GTTATTQITTSSERT AST TTTAATTGGTTTTAT G1 ;Y GTTYGT TTGGT AGGT AMAAT TTTTATY GAMAT TTTTATTY GY GATAT GTTATTETTTSGaAETAGT TTTAATTGGTT TTAT
%] 1% % 6% %) oA 3% £ [
| Y [ P
200+
B0k o 555555555555 4 s OO [ (¢ e o5 s ot o ol s s O s I (o IS i R o i o SO, S o
p5o7n RO RORIENT, v RO . R R B TOTY ICRERY [T FRBROREL . i SRR 1 ARTRIRBOIRE, . NORORIL. o DR AN AR
O sttt A s in s WO, s S STy o i R s af s OO s v P f ittt SN ot SO 14/ et
SO R SRR, R e R TS e S S R VR O i e e e RN L B L
O et p_%le } . L} ek ECa 2 e 3 HIR
ES GTCTGTCGTGCTAGCTAATCTGATCGATCTGATCAGTCGACT
5 10 15 20 25 20 35 40

Abbildung 63 Pyrogramm-Darstellung (PyroQ-CpG™ Software) des CpG-Locus cg04192879 von NR2F1 der Proben HLHS 72, F_FetalHerz, methylierte Kontrolle
(hochmethylierte (> 85 %) Kontroll-DNA (EpigenDx)) und WGA (unmethylierte (<5 %), WGA-amplifizierte DNA). Oben ist die zu analysierende bisulfit-konvertierte
Sequenz dargestellt, x-Achse: Dispension Order der eingespritzten dTNPs, sowie Enzym-(E) und Substratmix (S), y-Achse: Signalintensitat; rote Peaks: detektierte
Signalintensitaten; Einbau zweier gleicher Nukleotide ergibt eine doppelte peak-Hohe; graue Balken hinter roten Peaks: Histogramm der theoretischen
Signalintensitat, oranger Balken: Konversionskontrolle (kein Peak erwartet), graue breite Balken: CpG-Position, Prozent-Angabe: DNA-Methylierung [%] am
entsprechenden CpG-Locus. Der zu analysierende CpG-Locus ist rot eingerahmt. Zusétzliche Informationen zur Pyrogramm-Darstellungen sind in Abschnitt 2.2.2.3
aufgefihrt.
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Exom Epigenom
Mutation CpG ID v DNA-Methylierung
Fall Gen Position CHR Typ | PPH | ExAC AF| Position CHR | DHS AE;SO““ w'."’.“m' [AVG-Beta]
{GRCh37/hg18) {GRCh37/hg19) Muskel | Gefalt
0924578123 s
SRR _ chr2:69299868
HLHS_25 ANTXR1 Bt a1 Miss.| B |3.02E-05
% ' 0924878755

chr2:69248341

c1042G>A : 0g11573518 ; :
HEP21A2 GLEs chiT: 73771624 Mim/] B & chr7:72721031 | 1® 18
c875C>T : 0g04215228 .
HLHS.A3:  |GOLIZAY chr10:105822051 Miss. | = = |ehrto:105841897| is
. c260G>A : cg21827202 ;
Htsselies: |GYBoRg Chr22:42027449 . chr22:42018888 | 2
c.5038A>G Mi D
chr10:129237321 =, g og15676918
HLHS_13 DOCK1t - = 3 - -
132 C1927G>A ™ - chr10:129191258
chr10:128828080 i -
c11207>C _ 909135343
HLHS_12 DYRIZ chr12:88051807 Miss] & z chr12:88041428 | :
c281GoA . 917873101 :
HLHS_1 FAM | P |4e1E05 -
B8 AMEE chr10:1268270821 ik B1E-05 | r10:128229354 I8
©.1200_1208delCAGCCCA og05282188
HSTY FAMESA | r1e-67575847-87575883 | T° | - - chr18:87562128 | ° -
C3412A5G 4 902105211 -
HLHS_35 TPR1 Botiini) Miss.| - |oo00085 | 8 erss - js
c3801GC _ 0026395761 :
HLHS_8 LAMES chi7:107698221 Miss;| 8 = 7107700128 | ° ja
c811G>T . 13171842 .
4 IGM Miss.| - | e.18e-05 E
dophet o chr10:121585155 e G.18E05 |\ 10:131324189| 1°
. CT18GA . Q04275847
HLHS_21/ T Miss. 15 x 2
iy o chr10:128092420 W] 8 S0E-05 | . 101268105697
c1517C>G A cg09842125
HLHeCE e chr5:157085601 sl B chr5:157080710
c1389C>T : 0g08775829
Higa: [sreeass chr2:107429830 i chr2:107457758
C38575G , 0302435248 _ .
s 8 SIRIL0 chr10:124041568 M 2 - chr10:124079425| 12 i=
0923028758 - -
chr7:47579878
0927275374 - -
c778G>A . chi7:47539765
HLHS_122 TNS3 WD Miss. | D | 300805 et _ :
chr7:47539837
2904879211

chr7:47576144

Farbcode DNA-Methylierung

_ \

o

8 b .

Abbildung 64 Mutation und DM-CpG-Loci zu 16 dberlappenden Genen aus der WES-Analyse von IAS-Gewebe von
neun HLHS-Patienten (siehe 3.2.1.1) und DNA-Methylierungsanalyse ,Muskel-GefaR® (siehe 3.2.2.4) eines DCM-
Patienten. Zu jedem HLHS-Fall sind Genvarianten und uberlappende DM-CpG-Loci mit Darstellung der nach
Farbcode-Legende eingefarbten AVG-Beta-Mittelwerte der Gewebegruppen ,Muskel” (LA, RA, IAS, LV, RV, TV, MV)
vs. ,GefalR* (PA, Aorta, AoV). Miss.: Missense-Mutation, FS: Frameshift-Mutation. PPH: pradiktive
Mutationskonsequenz nach Polyphen-2. B =benign, P = possibly damaging, D = probably damaging. EXAC AF:
Allelfrequenz nach ExAC (Version 0.3). E=Zehnerpotenz. DHS (DNase | hypersensitive site) und Enhancer-
Assoziation nach Illumina Annotation.
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Abbildung 65 Lineare Regression der DM-CpGs der Gene (A) CTNNB1 (cg09678212) und (B) STEAP2
(cg02206373) nach Korrelationsanalyse (Pearson-Methode) der DNA-Methylierungswerte des 450K-Arrays und der

BSPS. Die aufgefihrten CpG-Loci lagen differenziell methyliert zwischen den Gruppen HLHS und fetalem
Herzkontrollgewebe in der 450K-Analyse vor. Zur Verifizierung mittels BSPS wurden drei DNA-Proben des HLHS-
Kollektivs (HLHS_13, HLHS_72 und HLHS_130) und die beiden DNA-Proben der fetalen Herzgewebe (M_FetalHerz
und F_Fetalherz) analysiert. Methylierungswerte der BSPS (DNA-Methylierung [%)]) auf der y-Achse wurden gegen
die 450K-Methylierungswerte (DNA-Methylierung (AVG-Beta x 100) [%)]) auf der x-Achse in einem Scatterplot als
lineare Regression dargestellt. Das Bestimmtheitsmaf3 R? ergab flr beide analysierte CpG-Loci R?>0,99.
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HLHS_72 Methylierte Kontrolle
210 : TTTTATCCAACATTATGTACTCTTCTTTTGY CAATACGTATT TTTAGTACTTATTTGETTTATTTTTTAGT AATGTAAT F10 - TTT TATGGAAGAT TATGTACTGTTGTTTTGY GAATAGGTATT TTTAGTACTTATTTGETTTATTTTT TAGT AATGTAAT]
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Abbildung 66 Pyrogramm-Darstellung (PyroQ-CpG™ Software) des CpG-Locus cg02206373 von STEAP2 der Proben HLHS_ 72, F_FetalHerz, methylierte Kontrolle

(hochmethylierte (> 85 %) Kontroll-DNA (EpigenDx)) und WGA (unmethylierte (<5 %), WGA-amplifizierte DNA). Oben ist die zu analysierende bisulfit-konvertierte
Sequenz dargestellt, x-Achse: Dispension Order der eingespritzten dTNPs, sowie Enzym-(E) und Substratmix (S), y-Achse: Signalintensitat; rote Peaks: detektierte
Signalintensitaten; Einbau zweier gleicher Nukleotide ergibt eine doppelte peak-Hohe; graue Balken hinter roten Peaks: Histogramm der theoretischen
Signalintensitat, oranger Balken: Konversionskontrolle (kein Peak erwartet), graue breite Balken: CpG-Position, Prozent-Angabe: DNA-Methylierung [%] am
entsprechenden CpG-Locus. Der zu analysierende CpG-Locus ist rot eingerahmt. Zuséatzliche Informationen zur Pyrogramm-Darstellungen sind in Abschnitt 2.2.2.3
aufgefihrt.
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