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1 Einleitung

1.1 Atiologie und Definition des MRKH-Syndroms

15% der jungen Frauen, die wegen primarer Amenorrhoe beim Haus- oder
Facharzt vorstellig werden, zeigen Auffalligkeiten bzw. Anomalien bei
Untersuchung der Genitalien.! Dabei stehen Fehlbildungen der Miillergange
bezliglich der Haufigkeit des Auftretens an zweiter Stelle.? Hierzu zahlt ein
breites Spek-trum genitaler Malformationen, die auf einer Storung der Fusion
bzw. Resorption vorhandener Septierungen der paarig angelegten Mullergange
wahrend der Embryonalentwicklung beruhen: Neben doppelt angelegten Uteri
(Uterus bicornis, Uterus didelphys) findet sich ein partielles (Uterus arcuatus
oder subseptus) bis vollstandiges (Uterus septus) Ausbleiben der Resorption
des physiologischen Septums der bilateralen Mullerganganlage, das Zervix bzw.
Vagina mit einbeziehen kann und dann Kklinisch als Vagina duplex in
Erscheinung tritt. (siehe 1.2)

Eine ausgepragte Form der Mdullergang-Fehlbildungen ist das Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser-(MRKH)-Syndrom, das mit einer geschatzten
Inzidenz von 1:4500 Frauen auftritt.> Es ist in seiner isolierten Form (MRKH-
Syndrom Typ |) durch eine Aplasie (von griechisch: plassein - formen, a - nicht),
also eine fehlende Anlage des Uterus, der Zervix und der oberen zwei Drittel
der Vagina gekennzeichnet. Liegen gleichzeitig eine renale Aplasie bzw.
Dysgenesie, skelettale, cardiale oder aurikulare Fehlbildungen vor, sind die
Kriterien eines MRKH-Syndroms vom Typ Il bzw. einer MURCS-Assoziation
erfillt.*®
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Abbildung 1  Vergleich der anatomischen Verhéltnisse im kleinen Becken im Normal-
fall und bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom®

Die Diagnose MRKH-Syndrom wird bei den betroffenen Patientinnen meist erst
wahrend der Pubertat gestellt, da bei 46,XX-Karyotyp, normaler ovarieller
Funktion mit unauffalligen Hormonspiegeln, normal entwickelten sekundaren
und auleren weiblichen Geschlechtsmerkmalen und normaler Intelligenz das
Ausbleiben der Menarche oft die Erstmanifestation darstellt.” Ein vaginaler
Geschlechtsverkehr wird bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom ohne
therapeutische Intervention gar nicht oder nur eingeschrankt mdglich sein.
Zyklische Unterbauchbeschwerden sind fir das MRKH-Syndrom nicht typisch,
kénnen aber auftreten, wenn rudimentare, Endometrium enthaltende
Uterusknospen vorhanden sind. Gerade in Fallen zyklisch auftretender
Unterbauchbeschwerden kann es wichtig sein, differenzialdiagnostisch
Ovarialzysten, eine Hymenalatresie bzw. transversale vaginale Septen sowie
eine Endometriose auszuschliel3en.

Obwohl heutzutage durch die Moglichkeit der konservativen und operativen
Anlage einer Neovagina vielen Patientinnen ein normales Sexualleben
ermdglicht werden kann, darf die psychische Belastung nicht unterschatzt
werden, die die Fehlbildung flr die noch jungen Frauen mit sich bringt:

Problembereiche sind das weibliche Selbstbild und Selbstwertgeflihl sowie eine

Imiklosandmoore.com
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lebenslange Infertilitit.® Der Verlust eines Gefiihls der Zugehérigkeit und
Normalitat verglichen mit Gleichaltrigen und eine erschwerte sexuelle
Identitatsbildung konnen unter Umstanden Depressionen und Angststorungen
bei den Betroffenen nach sich ziehen.®'® Dariiber hinaus kann auch die
operative Vaginalrekonstruktion das Problem der Infertilitat fir die Betroffenen
nicht beseitigen, was verstandlicherweise oftmals nur schwer akzeptiert wird.
Diese psychosoziale Komponente darf neben medizinischen und
wissenschaftlichen Interessen sicher als Argument fur eine Weiterfuhrung der
Ursachen-, Diagnostik- und Therapieforschung in Bezug auf das MRKH-
Syndrom gewertet werden, das prinzipiell zu den im Bewusstsein der

Allgemeinbevolkerung weniger prasenten gynakologischen Erkrankungen zahilt.

1.2 Embryologie und Grundlagen des MRKH-Syndroms

Bei Saugetieren ist die Embryonalentwicklung des Genitaltrakts eng mit der
Formation der Niere und der ableitenden Harnwege verkniipft."" Der Wolff-
Gang, aus dem dorsalen intermediaren Mesoderm entstandener
Ausfuhrungsgang bereits der Vorniere (Pronephros), zeigt eine nach
kaudalwarts gerichtete Progredienz und induziert die Bildung der Urniere
(Mesonephros) und des metanephrogenen Blastems. Bei beiden Geschlechtern
sind die vom Wolff-Gang aussprossende Ureterknospe und das
metanephrogene Blastem Ausgangspunkt des so genannten Metanephros, der
endgultigen Nierenanlage; die vorangegangenen Nierengenerationen bilden
sich jeweils zurick. Zudem ist der Wolff-Gang Uber parakrine Zellsignale an der
Differenzierung des Mullergangs beteiligt, der sich ebenfalls aus dem
intermediaren Mesoderm entwickelt, parallel zum Wolff-Gang verlauft und um
die 6. Woche der Embryonalentwicklung bei Embryonen beiderlei Geschlechts

zu finden ist.'12
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Beim mannlichen Geschlecht hangt die weitere Gonadenentwicklung von der
Sex determining Region on the Y (SRY) ab, einem Gen auf dem kurzen Arm
des Y-Chromosoms, welches fur den Testis-determinierenden Faktor (TDF)
codiert. Unter seinem Einfluss entwickeln sich in der 7. Embryonalwoche (EW)
die zunachst indifferenten Gonadenanlagen, bestehend aus Genitalleiste und
ab der 5. EW eingewanderten Urkeimzellen, zu Hodenanlagen. In den Leydig-
Zellen der mannlichen Gonadenanlage wird Testosteron gebildet, welches die
Differenzierung des Wolff-Gangs zu Nebenhoden, Vas deferens und Prostata

t." Das aus den Sertoli-Zellen der mannlichen Gonaden sezernierte

vorantreib
Anti-Maller-Hormon (AMH) leitet ab der 8. EW die Regression des Mullergangs
ein. Beim weiblichen Embryo dagegen persistieren die Millergénge, fusionieren
und erhalten Anschluss an den Sinus urogenitalis. Der kraniale Anteil der
Mdillergange bildet die Uranlage der Tuben, aus dem fusionierten Anteil der
Mdillergange beider Seiten entwickelt sich der Ductus uterovaginalis,
Vorlauferstruktur von Uterus, Zervix und der oberen 2/3 der Vagina."”” Das
untere Drittel der Vagina entwickelt sich aus dem Sinus urogenitalis, wobei der
untere Pol der vereinigten Mdullergange die Ausbildung zweier
Uterogenitalknospen in der Hinterwand des Sinus urogenitalis induziert. Diese
Sinuvaginalhécker proliferieren und vereinigen sich zur Vaginalplatte, die durch
Kanalisation von kaudal Anschluss an die oberen Anteile der
Uterovaginalanlage erhalt. Ein dunnes Hautchen, das Hymen, bildet die Grenze
zum Sinus urogenitalis, dem spateren Vestibulum vaginae.'® Der Wolff-Gang
degeneriert beim weiblichen Geschlecht in der 10. EW. Die Entwicklung des
Ovars erfolgt aus der indifferenten Gonadenanlage bei fehlender SRY ohne
Einwirkung von TDF in der 9.EW." Im Ovar gebildete Hormone, insbesondere
Ostrogene, stimulieren dann beispielsweise die Differenzierung der Tuben; an
hypoplastischem  Tubengewebe konnte eine reduzierte Zahl von
Ostrogenrezeptoren auf den epithelialen Zellen beobachtet werden."”

Auch uterine und vaginale Hypoplasie wurde im Zusammenhang mit einer
Ostrogenrezeptordefizienz beschrieben: Vor allem Ostrogenrezeptor a wird
normalerweise auf Uterus-, Vaginal- und Mammagewebe, aber auch in den

ovariellen Thekazellen exprimiert'’. Im Mausmodell filhrte eine Inaktivierung
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des entsprechenden Gens ESR1 zu Uterusrudimenten mit halbiertem Gewicht
im Vergleich zu Uteri wildtypischer Artgenossen, fehlender sexueller Ausreifung
und mangelndem Ansprechen von Uterus- und Vaginalepithel auf Ostrogene. ™
Entwicklungsgeschichtliche Ursache uteriner und vaginaler Malformationen ist
meist eine Hemmungsfehlbildung der Mdullergange. Dies schliel3t sowohl die
Aplasie als auch eine inkomplette Fusion mit ein. Bei auf Uterusebene erfolgter
Fusion der Mullergadnge, aber fehlender Resorption des zentralen sagittal
verlaufenden Bindegewebsseptums (Relikt der Wandung der beiden
Mdillergange) resultieren je nach Auspragungsgrad Uterus septus, subseptus
oder arcuatus. Eine fehlerhafte Fusion der Mullergange auf Fundushoéhe flhrt
zum klinischen Bild eines doppelt angelegten Uteruskorpus bei einfacher Zervix
(Uterus bicornis). Ist die Zervix durch Ausbleiben der Fusion ebenfalls doppelt
angelegt, findet sich ein so genannter Uterus duplex bzw. didelphys.

Eine Hypoplasie (griechisch: plastein - ausbilden, formen; hypo - unvollstandig)
beider Mullergange manifestiert sich mit verkimmertem Uteruskorpus bei
oftmals langem und verengtem Zervikalkanal. Ist nur ein Mullergang von der
Hypoplasie betroffen, resultiert ein Uterus unicornis mit einseitig normal
ausgebildetem Lumen und gegenseitig fehlender oder nur rudimentar (Horn)
vorhandener Uterusanlage.19 Die komplette Vaginal- und Zervixaplasie bei
rudimentaren Uterushdérnern wird (wie bereits beschrieben) als Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser-Syndrom bezeichnet.
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| Hypoplasia/agenesis Il Unicornuate Il Didelphus
(a) Vaginal (b) Cervical (a) (b) Non

Communicating  Communicating IV Bicornuate

THT R W Y
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V Septate VI Arcuate Vil DES drug related

DA T

(a) Complete (b) Partial

Abbildung 3 Spektrum der Miillergang-Fehlbildungen entsprechend der AFS-

Klassifikation™

Eine Klinisch-anatomisch orientierte Kategorisierung Madllergang-abhangiger
genitaler Malformationen wurde 2013 von einer gemeinsamen Arbeitsgruppe
der European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) und
der European Society for Gynaecological Endoscopy (ESGE) vorgestellt:
Anhand eines vergleichbaren embryologischen Ursprungs der uterinen
Fehlbildung (Dysmorphie des Uteruscavums/ Stérung der Septumresorption/
Fusionsstorungen/ unilaterale Agenesie/Malformation) erfolgt eine Einteilung in
sechs Hauptklassen (U0-U6). Innerhalb der Hauptklassen wird auf Grundlage
des Schweregrades der Fehlentwicklung des Uterus weiter in Subklassen
graduiert (a-c). Zervikale (C0-C4) und vaginale (V0-V4) Anomalien werden
zusatzlich gesondert nach Subklassen geordnet.20 Im klinischen Alltag wird sich

die Praxistauglichkeit dieser alternativen Klassifikation noch beweisen mussen.
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1.3 Geschichtlicher Abriss

Bereits Avicenna und Albucasius beschrieben im 10. bzw. 11. Jahrhundert n.
Chr. die erfolgreiche Therapie einer vaginalen Aplasie.?’ Ob es sich bei diesen
Berichten tatsachlich um Patientinnen mit MRKH-Syndrom gehandelt hat, ist
ruckblickend nur schwer festzustellen, da eine weitere Untersuchung innerer
Geschlechtsorgane zu dieser Zeit kaum madglich war.? Sicher ist dagegen die
Erstbeschreibung durch den Anatomen und Physiologen Prof. Dr. C.A. Mayer
aus Bonn. In Einzelfalldarstellungen berichtete dieser von einer Kombination
aus einem ,bogenféormigen, unausgehdhlten Uterusrudiment® und einer Vaginal-
aplasie bei Totgeburten. Irrtimlicherweise verwendete er flr die beobachteten
fehlgebildeten Rudimente den Begriff des Uterus bipartitus®; dieser lateinische
Ausdruck fur eine zweigeteilte Gebarmutter ist zwar ebenfalls durch eine
Fehlbildung der Mullergange bedingt, beschreibt die Ausdehnung des MRKH-
Syndroms aber nur unzureichend. Spater (1838) beschrieb Prof. C. wv.
Rokitansky Einzelfalle uterovaginaler Aplasie.?* Dr. H. Kiister sprach 1910 unter
Zusammenfuhrung der Beobachtungen seiner Vorganger vom Syndrom des
Uterus bipartitus solidus rudimentarius cum vagina solida und stellte eine
Literaturibersicht zum Thema zur Verflugung. Erstmalig beschrieb er auch
assoziierte Fehlbildungen.?® G.A. Hauser und W.E. Schreiner grenzten 1961
das Krankheitsbild von der Differenzialdiagnose einer testikularen
Feminisierung ab, und pragten den Terminus des Mayer-Rokitansky-Kuster-
Syndroms,?® der spater zum Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH)-
Syndrom erweitert wurde.

Heute wird fur die Diagnose MRKH-Syndrom die Erfullung der folgenden
Kriterien gefordert:

Kongenitale Aplasie von Uterus und oberen 2/3 der Vagina bei Frauen mit
normal entwickelten sekundaren Geschlechtsmerkmalen und einem normalen
46,XX Karyotyp.
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Assoziierte Malformationen (MRKH Typ 1l/ MURCS) umfassen:
e Nierenanomalien (unilaterale Agenesie, ektope Nierenanlagen oder
Hufeisenniere)
e Skelettanomalien, insbesondere Wirbelkdrperanomalien (Klippel-Feil-
Anomalie, Wirbelkorperfusionen (v.a. an der HWS), Skoliose)
e Horstorungen

e selten Herz- und Fingeranomalien (Syndaktylie, Polydaktylie)?

(Uibersetzt nach Morcel et al., The Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH)

syndrome: clinical description and genetics, 2008)

1.4 Diagnostik des MRKH-Syndroms

Als diagnostische Mdglichkeit steht neben einer Inspektion insbesondere die
Sonographie zur Verfugung. Mit der Ultraschalluntersuchung kénnen nicht nur
der fehlende bzw. rudimentar angelegte Uterus, sondern auch Nierenanomalien
sichtbar gemacht werden. Sensitiver und spezifischer ist allerdings die
Kernspintomographie (MRT) vor allem in Bezug auf Fehlbildungen der
ableitenden Harnwege. Bei uneindeutigen Befunden bzw. in der genauen
morphologischen Diagnostik der Uterusrudimente ist sie der Sonografie
(iberlegen.* Zudem konnen skelettale assoziierte Fehlbildungen ebenfalls
dargestellt werden. In seltenen unklaren Fallen ist zur definitiven
Diagnosefindung eine  diagnostische  Laparoskopie indiziert.  Eine
Blutuntersuchung liefert beim MRKH-Syndrom kaum Hinweise: Bei normaler
ovarieller Funktion finden sich normwertige Hormonspiegel von LH, FSH und

Androgenen.*

-10 -
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1.5 Forschungsergebnisse zur Atiologie des MRKH-Syndroms

Die Frage nach Atiologie und genetischer Ursache des MRKH-Syndroms kann
auch zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht als abschliel3end geklart bezeichnet
werden. Erste Ansatze gingen von einem sporadischen Auftreten der
Fehlbildung aus und stellten die Hypothese eines polygenetisch/
multifaktoriellen Erbgangs unter Beteiligung von nichtgenetischen bzw.
Umweltfaktoren  auf.?’  Diskutiert wurde ein Zusammenhang  mit
Gestationsdiabetes?®® oder Teratogenen wie Thalidomid,?® was sich in
verschiedenen Fallstudien nicht bestéatigen lieR.***! Aktuell favorisierte Theorien
nehmen einen autosomal-dominanten Erbgang mit unvollstandiger Penetranz,
variabler Expressivitat und einem niedrigen Wiederholungsrisiko von 1-2 % fur
erstgradig Verwandte von Betroffenen an.*?" Erste infrage kommende Gene
(Kandidatengene) ergaben sich einerseits aus einer Assoziation des MRKH-
Syndroms mit anderen genetischen Anomalien wie Galaktosamie® oder
Mukoviszidose,*® andererseits aus der Beteiligung entsprechender Gene an der
Embryonalentwicklung des weiblichen Genitaltrakts (siehe 1.2). Allerdings
konnten weder Mutationen noch Polymorphismen der Gene fur Galactose-1-
Phosphat-Uridyl-Transferase (GALT) oder den Mukoviszidose-assoziierten
Chloridkanal (CFTR) bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom als auslésende
genetische Verdnderung bestatigt werden.®*3* Auch die sich bei Betrachtung
der weiblichen Urogenitalentwicklung aufdrangende These einer ursachlichen
Beteiligung des Gens fur das Anti-Muller-Hormon bzw. seines Rezeptors,
verantwortlich fur die Regression der Millergange, konnte bisher nicht
bewiesen werden.>*’

Weitere Untersuchungen fokussierten auf Gene, die wahrend der fruhen
Embryonalentwicklung aktiv sind, wie WT1 oder PAX2, deren Inaktivierung im
Mausmodell zur Agenesie von Nieren und Gonaden flhrte. Molekulare
Analysen bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom zeigten aber keine ursachlichen
Mutationen oder Aktivitatsanderungen dieser Gene.>®

Andere Studien befassten sich mit der Familie der HOX-Gene, die fur die

kranio-kaudale Gliederung des Embryos und ebenfalls flr die Organogenese
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eine entscheidende Rolle spielen.*® Im Mausmodell fanden sich bei homozygot
HOX A10-, 11- oder 13- defizienten Individuen Anomalien in Strukturen, die aus
den Mullergangen hervorgegangen waren. Festzuhalten ist auch, dass die
erwahnten HOX-Gene flr die Knochenentwicklung bedeutsam sind und in der
Niere exprimiert werden, ein Fakt, der die Assoziation zwischen Fehlbildungen
der Millergdnge, Nieren- und Skelettanomalien erklaren konnte.’
Untersuchungen an DNA aus Blutproben von MRKH-Patientinnen konnten
jedoch weder Mutationen noch Polymorphismen der Gene HOXA7 - HOXA13
feststellen.*>*' Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass epigenetische
Mechanismen, (In)Aktivierung der Promotorregion, posttranskriptionale
Mechanismen oder Veranderungen in Zielgenen der HOX-Proteine zur
Ausbildung von Millergang- abhangigen Anomalien flihren, zumal Rall et al.
zeigen konnten, dass HOXA5 und HOXA9 zu denjenigen Genen zahlen, die in
rudimentarem Uterusgewebe von Patientinnen mit MRKH-Syndrom vermehrt
exprimiert werden und deren Methylierung im Vergleich zu Kontroll-DNA
reduziert ist.*?

Dartber hinaus detektierte 2011 eine Array-CGH-Analyse der aus Blutproben
isolierten DNA von 48 MRKH-Patientinnen LHX1, ein Gen, das fir einen
Transkriptionsfaktor der urogenitalen Embryonalentwicklung codiert und einer
Subfamilie der HOX-Gene angehort, als weiteres Kandidatengen. Mause,
denen dieses Gen fehlt, zeigen eine Uterus- und Tubenagenesie bei normal
entwickelten Ovarien sowie eine renale Agenesie.*® Eine weiterfiihrende Studie
konnte erneut eine Missense-Mutation von LHX1 bei einer Patientin mit MRKH-
Syndrom und unilateraler Nierenagenesie aufdecken, die Moglichkeit einer
ursachlichen Beteiligung an diesem komplexen Fehlbildungssyndrom scheint
somit bestatigt.**

Vielfach in  Verbindung gebracht mit  Mullergang-Aplasie und
Nierenfehlbildungen wurde auch WNT4, ein Gen welches wahrend der
Embryogenese an der Regulation von Wachstum und Differenzierung von
Zellen und Gewebe beteiligt ist.* Loss-of-function-Mutationen von WNT4
resultieren in einem Phanotyp mit fehlenden Mullergang-abhangigen Strukturen

und Nierenanomalien ahnlich dem MRKH-Syndrom, allerdings immer in
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Kombination mit einer Hyperandrogenamie.***® Da beim klassischen MRKH-
Syndrom eine normale Ovarialfunktion und normwertige Hormonspiegel
gefordert werden, sollten urogenitale Anomalien mit Hyperandrogenismus bei

WNT4-Mutation als eigene Entitat vom MRKH-Syndrom abgegrenzt werden.*#°

Eine ganze Reihe neuer Kandidatengene ergab sich 2011 aus der bereits
erwahnten Studie von Rall et al. Mithilfe von Microarray-Analysen wurden
Expressionsstarken und Methylierungszustand von Genen zwischen
Uterusgewebe-Proben von Patientinnen und Kontrollen verglichen. Insgesamt
wurden 293 signifikant differenziell exprimierte Gene detektiert. 194 Gene
zeigten ein abweichendes Methylierungsmuster bei MRKH-Patientinnen. 9
Gene (HOXA5, HOXA9, WISP2, CDH5, PEG10, MFAP5, LRRC32, RALGPS2
und SMPD3) fanden sich in beiden Gruppen wieder, d.h. es kann davon
ausgegangen werden, dass ein verandertes Methylierungsmuster fir die
differenzielle Expression bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom verantwortlich ist.
Somit suggeriert diese Studie erstmalig eine Bedeutung epigenetischer

Regulationsmechanismen fur die Entstehung des MRKH-Syndroms.

Weitere Ansatzpunkte fiir die Forschung zur Atiogenese des MRKH-Syndroms
und die Grundlage dieser Arbeit liefert daruber hinaus die Analyse derjenigen
Gene, die sich in der beschriebenen Studie zwar als differenziell exprimiert,
nicht jedoch als methylierungsreguliert darstellen lieRen. In dieser Gruppe
zeigten sich Gene flur Hormonrezeptoren besonders stark vertreten: Das Gen
des Oxytozinrezeptors (OXTR) war in Gewebe von MRKH-Patientinnen deutlich
reduziert exprimiert, wahrend die Expressionslevel der Gene des
Ostrogenrezeptors a (ESR1) und des Progesteronrezeptors (PGR) erhéht
gefunden werden konnten.*” Dies ist insofern interessant, da Ludwig bereits
1998 die These aufstellte, defiziente Hormonrezeptoren konnten an der
Entstehung des MRKH-Syndroms kausal mitbeteiligt sein. Aus Beobachtungen
von Differenzen zwischen ovariellem Zyklusstadium und Zustand des
Endometriums im rudimentaren Uterusgewebe von MRKH-Patientinnen schloss

er auf eine Storung der hormonellen Stimulierbarkeit des minderentwickelten

-13-



1 Einleitung

inneren Genitales. So beschrieb er beispielsweise ein Missverhaltnis zwischen
normalem ovariellen Gelbkérper und fehlender Desquamation im Endometrium
des Uterusrudiments oder auch eine Nichtnachweisbarkeit von Hamosiderin in
endometrialem Gewebe von Patientinnen, was er als Hinweis auf nicht
stattgehabte Desquamation und Blutung wertete.

Die Erklarung sah Ludwig in einer fehlerhaften Reagibilitat des untersuchten
Endometriums auf ovarielle Gestagene.'” Diese Hypothese fand 2013 in einer
Arbeit zu Histologie und Immunhistochemie uteriner Rudimente von
Patientinnen mit MRKH-Syndrom eine gewisse Bestatigung: Zwar konnte im
Vergleich zu Gewebe gesunder Kontrollen keine verringerte Zahl an
Ostrogenrezeptoren festgestellt werden, eine Stimulierbarkeit der hormonellen
Rezeptoren im Sinne einer erhdohten Proliferationsrate endometrialer Zellen war

allerdings nur reduziert zu beobachten.*’

Mutationsanalysen regulatorischer Elemente und des Promotors des Anti-
Mdaller-Hormons (AMH), das die Regression des Mdullergangs beim mannlichen
Embryo initiiert, identifizierten dariiber hinaus eine Ostrogenrezeptorbindestelle
als Bestandteil der Promotorregion von AMH.*® Die bei der Analyse einer
differenziellen Genexpression zwischen MRKH-Patientinnen und Kontrollen
detektierte Uberexpression von ESR1***? kénnte also eine mégliche Ursache
einer verstarkten Expression von AMH darstellen und somit Grundlage einer
Ruck- oder Fehlbildung der Mullergange auch beim weiblichen Embryo sein.
Denkbar ware daneben eine Induktion von AMH durch eine Exposition des
Ungeborenen gegeniiber erhohten maternalen Ostrogenleveln, die unter
anderem durch Ostrogen-dhnliche Bioflavonoide (Phytotstrogene) als
Nahrungsmittelbestandteil oder -zusatz (z.B. Genistein in Sojaprodukten)
zustande kommen konnten.""* Diese Annahme lasst sich weiter durch die
Tatsache untermauern, dass die intrauterine Exposition gegenuber
Diethylstilbestrol (DES), einem nicht steroidalen, Ostrogen-mimetischen
Molekul, zu uterovaginalen Fehlbildungen, insbesondere im Sinne eines T-
formigen Uterus und zu einer erhdhten Inzidenz von vaginalen und zervikalen

Adenokarzinomen bei Betroffenen fiihrt."’
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Neueste Ergebnisse (Stand 2014) einer Studie an funf bezlglich MRKH-
Syndrom diskordanten monozygoten Zwillingspaaren konnten Copy Number
Variations (CNVs) u.a. der Gene LRP10 und MMP14 als mogliche Ursache des
MRKH-Syndroms identifizieren. Beide Gene sind Bestandteil einer bei dem
betroffenen Zwilling duplizierten Genregion auf Chromosom 14. LRP10 ist fur

die Inhibierung des Wnt/ B-Catenin-Signalweg von Bedeutung. Bei konstitutiver
Aktivierung dieses Pathways wahrend der Embryonalentwicklung resultieren im
Mausmodell Tubenagenesie, kleinere Uteri mit dysfunktionellem Endometrium
und Infertilitdt sowie dysproliferative Veranderungen im Epithel. MMP-14
wiederum konnte durch B-Catenin reguliert sein®® und kontrolliert die
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix sowie die Migration glatter
Muskelzellen, was fur die Embryonalentwicklung des weiblichen Genitaltrakts
insofern  bedeutsam ist, dass der elongierende Millergang die
Extrazellularmatrix als Leitstruktur nutzen kénnte. SchlieBlich bot die Studie
auch eine Erklarung fur das sporadische Auftreten des MRKH-Syndroms und
die Falle von Diskordanz bei eineiigen Zwillingen: Beim betroffenen Zwilling
waren die CNVs im Genom der Blutleukozyten und des rudimentaren
Uterusgewebes, nicht aber in abgeschilferten Zellen der Mundschleimhaut
nachweisbar, was als Erklarungsmodell ein gewebsspezifisches Mosaik in

Betracht ziehen lasst.*®

1.6 Erlauterung verschiedener Begrifflichkeiten als Vorgriff auf den Ergebnis-
bzw. Diskussionsteil

1.6.1 Bedeutung posttrankriptioneller Veranderungen

Im menschlichen Genom finden sich weniger als 5% codierende Sequenzen,
die als mRNA exprimiert werden und Ausgangspunkt der Proteinsynthese sind
(Exons).”® Den GrofRteil humaner DNA bilden repetitive und Steuerelemente
(Introns), die als so genannte ,junk DNA® nicht zur Expression kommen. Im

Rahmen der Transkription wird allerdings zunachst die komplette Gensequenz
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durch die RNA-Polymerase |l abgelesen, als Produkt entsteht die zur DNA-
Sequenz komplementare pra-mRNA.

Durch co- bzw. posttranskriptionelle sequenzielle Modifikationen reift sie zur
mRNA heran, bevor sie den Nukleus verlasst, um an den Ribosomen
abgelesen und in eine Aminosauresequenz umgewandelt zu werden
(Translation). Im Rahmen dieser Modifikationen ist neben stabilisierenden
Sequenzveranderungen wie der Polyadenylierung am 3’-Ende und einem
Capping am 5’-Ende der pra-mRNA insbesondere das Spleil’en zu erwahnen:
Dieser Vorgang beschreibt die Exzision der Intronsequenzen aus der pra-
MRNA sowie eine Ligation der angrenzenden Exons.

Katalysiert wird der SpleiRprozess vom SpleiRosom, einem Komplex aus funf
RNA enthaltenden Ribonukleoproteinen (snRNPs) und hunderten weiteren
assoziierten Proteinen.®’ Entscheidend fiir die korrekte Identifikation der Exon-
Intron-Grenzen sind die Splei3stellen am 3’- und 5’-Ende des Introns, sowie die
Branch Point-Sequenz, welche verschiedenen Komponenten des SpleilRosoms
als Bindungsstelle dienen.®’

5' SBplice site Branchpoint 3' Splice site

v v '
5 — R GU A l_IAG
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Abbildung 5  Spleivorgang in Einzelschritten®

Zuné&chst bindet Ribonukleoprotein U1 am 5-Ende der prd-mRNA, woraus der early
complex (E Komplex) resultiert.

Ribonukleoprotein U2AF erkennt die Polypyrimidinregion (PPT) und unter Mithilfe
weiterer Faktoren werden 5°- und 3-Ende der prd-mRNA einander angenéhert.

Zur Stabilisierung dient ATP, welches die Bindung von U2 und so die Bildung des A
Komplex ermdglicht.

Der B Komplex entsteht durch gleichzeitiges Anlagern der Ribonukleoproteine U4-U6.
Verschiedene Umlagerungen sowie die Abspaltung von U1 und U4 fiihren schlie3lich
zur Ausbildung des C Komplex (Spleilosom). Dieser katalysiert die Exzision des

Introns und Verbindung der aufeinander folgenden Exons.*

Regulatorische Sequenzen, so genannte Intron- bzw. Exon-Splei3-Enhancer
oder Silencer beeinflussen zusatzlich das Zusammenlagern der einzelnen
Bestandteile des Spleiliosoms plus die Auswahl, Bindung und Effizienz von
Spleilstellen.®®> Manche dieser SpleiR-Enhancer/-Silencer sind ubiquitdr bzw.
konstitutionell aktiv, andere dagegen nur in bestimmten Geweben oder
Abschnitten der Embryonalentwicklung. Sie ermoglichen u.a. die Varianz der
MRNA und somit die Bildung von Proteinen teils unterschiedlicher Funktion als
Produkt einer identischen Gensequenz.®® Weitere Determinanten der
Variabilitat von mRNA und des alternativen Splei’ens sind Mutationen der
Spleil3stellen. Dabei muss wiederum zwischen intronischen und exonischen
Basenpaarveranderungen unterschieden werden. Haufig pathologische
Mutationen betreffen die hochkonservierten Dinukleotide GT an den 5’- und AG
an den 3’-Spleillstellen eines Introns, da sie fur die Festlegung der
Exongrenzen bedeutsam sind. Modifikationen der Basenfolge kdnnen einerseits
ein Uberspringen und somit die fehlende Expression eines ganzen Exons zur
Folge haben, andererseits kdnnen sie im Sinne einer Frameshift-Mutation das
Leseraster der Basentripletts bei der Translation verandern. Mutationen im
Exon betreffen wiederum meist regulatorische Elemente und kdnnen dazu
fuhren, dass ein SpleiR-Enhancer verloren geht oder ein Silencing Element
hinzukommt, was letztlich dazu fuhrt, dass betroffene Exons mit den Introns
exzidiert werden (Exon Skipping).”’
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1.6.2 miRNA

MicroRNAs (abgekurzt: miRNAs) sind 21-25 Nukleotide lange, einstrangige
RNA-Fragmente, deren Hauptaufgabe nach heutigem Forschungsstand in einer
Negativregulation der Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene zu sehen
ist.>* Je nach Art der Interaktion mit dem Produkt der Transkription, der
MessengerRNA oder klUrzer mRNA, resultieren zwei verschiedene
Mechanismen der Proteisynthesehemmung: Bei vollstandiger komplementarer
Basenpaarung zwischen mRNA und miRNA wird die mRNA abgebaut, besteht
nur teilweise Komplementaritat zwischen den Nukleotiden, wird die Translation
der mRNA gestort.>®

Erstmalig beschrieben wurde eine Genregulation durch kleine, interferierende
RNA-Fragmente 1993 bei Untersuchungen zur Steuerung der =zeitlichen
Entwicklung von Larven des Wurms Caenorhabditis elegans.®® Inzwischen
wurden 28.645 miRNAs®’ bei Wirbeltieren, Fliegen, Wiirmern, Pflanzen und
selbst in Viren® identifiziert und ihre Bedeutung fiir u.a. die zeitliche Kontrolle
der Embryonalentwicklung, Differenzierung hamatopoetischer Zellen, Apoptose,

Zellproliferation und Organentwicklung festgestellt.>®

1.6.2.1 Biogenese und Funktion der miRNA

Fir miRNA kodierende Gene finden sich zum gréf3ten Teil in intergenischen
Regionen oder in entgegen gesetzter Orientierung zu bekannten Genloci, z.T.
auch in Intronsequenzen. Eine RNA-Polymerase Il vollfiuhrt die Transkription
der betreffenden Sequenzen in ein bis zu mehrere Kilobasen langes
Primartranskript (pri-miRNA), welches von der im Kern lokalisierten RNAse Il
Drosha geschnitten wird und sich zu einer Schleife zusammenlegt (Hairpin-
Struktur). Zusatzlich erfolgt eine Polyadenylierung am 3’- und ein Capping am
5’-Ende. Die so entstandene precursor-miRNA (pre-miRNA) wird mithilfe eines
nuklearen Transportrezeptors, Exportin 5, ins Zytoplasma transloziert. Dort

erfolgt erneut ein Zerteilungsschritt durch die zytoplasmatische RNAse |l Dicer
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und es entsteht eine oder mehrere doppelstrangige etwa 22 Nukleotide lange,
instabile miRNA duplex. Jeweils einer der beiden Strange degeneriert.59 Die
reife, funktionsfahige miRNA assembliert mit einem Enzymkomplex, dem RNA-
induced-silencing complex (RISC), welcher nun mithilfe der inkorporierten mi-
RNA komplementare Basenpaarungen zwischen miRNA und Ziel-mRNA
erkennt und durch eine dazugehoérige Endonuklease die mRNA abbauen oder
die Translation der mRNA verhindern kann.>® Eine vollstindige Degradation
der mRNA ist dabei Folge absolut komplementarer Basenpaarungen zwischen
MiRNA und mRNA, nur teilweise zueinander passende Basenpaarungen der

beiden Einzelstrange fuhren dagegen zur Hemmung der Translation.®°

1.6.2.2 Bedeutung von miRNAs bezogen auf das MRKH-Syndrom

In einer kirzlich (2014) an der Universitatsfrauenklinik Tlbingen durchgefuhrten
Studie wurden erstmalig differenziell exprimierte miRNAs in Uterusrudimenten
von Patientinnen mit MRKH-Syndrom identifiziert.

Genauer untersucht wurden die miRNA-145, da unter ihren Zielgenen HOXA9
zu finden ist, welches schon in fruheren Arbeiten als bedeutsam fur die
Entstehung des MRKH-Syndroms gewertet wurde, sowie die miRNA-98 und -
203 aufgrund ihrer Relevanz im Rahmen der Embryonalentwicklung und
gynakologischer Prozesse. Alle drei betrachteten miRNAs zeigten sich in der
Gruppe der MRKH-Patientinnen im (rudimentaren) Uterusgewebe starker
exprimiert als in der Kontrollgruppe.®’ Eine vermehrt aktive miRNA, die die
Expression ihres Zielgens reduziert, kann somit durchaus als Ursache des
MRKH-Syndrom in Betracht gezogen werden, insbesondere wenn, wie im Falle
der miRNA-145, Gene involviert sind, deren Rolle im Rahmen der
Embryonalentwicklung des weiblichen Genitaltrakts und der Differenzierung der

Mullergange gesichert ist.
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1.6.3 Internationales HapMap-Projekt

Viele der grofden Volkskrankheiten wie kardiovaskulare Erkrankungen, Krebs,
Adipositas, Diabetes, entzlindliche oder auch psychiatrische Erkrankungen sind
nicht auf Mutationen in einem einzelnen Gen zurtck zu fuhren, sondern das
Resultat polygenetischer und umweltbedingter Einflussfaktoren.

Ziel des im Oktober 2002 initiierten internationalen HapMap-Projekts ist es,
Muster genetischer Varianten im menschlichen Genom zu detektieren, die
Einfluss auf die Gesundheit, die Reaktion auf Umweltreize und das Ansprechen
auf Medikamente nehmen.

Grundlage bildet die Annahme, dass sich die Menschen untereinander nur in
0,1% ihrer DNA unterscheiden, wovon die haufigste Variation so genannte
single nucleotide polymorphisms (SNPs) darstellen, d.h. der Austausch einer
einzelnen Base an einer bestimmten Position auf einem Chromosom. Etwa 10
Millionen dieser SNPs sind in der Weltbevolkerung mit einer Frequenz von =
1% und somit haufig vertreten. Sie machen 90% aller genetischen Variationen
innerhalb der Bevdlkerung aus.®> Da davon ausgegangen werden kann, dass
jeder SNP die Folge einer Punktmutation im Rahmen der Evolution darstellt, ist
anzunehmen, dass eine Assoziation zwischen dem einzelnen SNP und den
restlichen Allelen eines Chromosoms besteht.

Die Summe aller Allele eines Chromosoms charakterisiert dessen Haplotyp, der
durch evolutionar bedingte Mutationen und Rekombinationsereignisse
interindividuell differiert. Das gemeinsame Auftreten verschiedener SNPs im
Rahmen eines solchen Haplotyps ist Voraussetzung, um anhand der
Genotypisierung spezieller Marker-SNPs im Vergleich zwischen erkrankten und
nicht erkrankten Personengruppen einen Groldteil genetischer Variationsmuster
zu identifizieren, die das Auftreten einer Erkrankung beeinflussen konnten.

Um allerdings auf diese Weise genetische Variation adaquat beschreiben zu
kénnen, muss eine ausreichende Dichte von SNPs vorbekannt sein. Zu diesem
Zweck wurden bis Februar 2004 6,8 Millionen SNPs mit einer Allelhaufigkeit
von mindestens 5% durch Sequenzierung detektiert. In der frei zuganglichen
Datenbank dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) sind sie alle einzusehen.
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Ins HapMap-Projekt eingeschlossen wurden 270 DNA-Proben von
Populationsgruppen aus den USA, Nigeria, Japan und China. Dabei setzten
sich die US-amerikanische und nigerianische Bevolkerungsgruppe jeweils aus
Trios von zwei Elternteilen und einem Kind zusammen. Die Proben wurden so
gesammelt, dass zwar eine geographische Zuordnung, aber kein Rickschluss

auf das Spenderindividuum méglich ist.®?

1.7 Kontext der vorliegenden Arbeit und Fragestellung

1.7.1 Wegweisende Vorbefunde

Bis heute ist es trotz weitreichender Forschung nicht gelungen, die genetische
Ursache des MRKH-Syndroms zu identifizieren. Untersuchungen an Genen,
deren Mutation sich durch eine bekannte Beteiligung an der
Embryonalentwicklung des weiblichen Genitaltrakts als potenzielle Ursache des
Krankheitsbildes anbot, konnten bislang keine generalisierbare kausale
monogenetische Veranderung herausstellen. Neuere Arbeiten lassen zudem
eine atiogenetische Beteiligung epigenetischer Mechanismen wie differenzielle
Methylierung*? oder gewebsspezifische Mosaikbildung*® vermuten. Gerade
aber Daten aus der Studie von Rall et al. zu Auspragungsprofilen verschiedener
Gene im Vergleich zwischen Uteri gesunder Kontrollen und Uterusrudimenten
von Patientinnen mit MRKH-Syndrom, die erstmals epigenetische Regulation in
die Ursachendiskussion des MRKH-Syndroms einbrachte, zeigten, dass neben
methylierungsregulierten auch eine Vielzahl weiterer Gene bei MRKH-
Patientinnen eine differenzielle Expression aufweisen konnen. Unter den 293
unterschiedlich exprimierten Transkripten fanden sich u.a. HOX-Gene sowie
Gene hormoneller Rezeptoren. Wahrend allerdings fiur die beiden in
Uterusrudimenten von Patientinnen vermehrt exprimierten Gene der HOX-
Familie (HOXAS5 und HOXA9) eine Demethylierung festgestellt werden konnte,
fanden sich fur die Methylierung der Rezeptorengene ESR1 und PGR, die

ebenfalls eine Mehrexpression aufwiesen, keine signifikanten Veranderungen.
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Auch OXTR, dessen Expression in Gewebe von MRKH-Syndrom-Patientinnen
reduziert war, zeigte keine Veranderung im Methylierungsmuster.42 Diese
Befunde legen die Uberlegung nahe, dass die Ursache des veranderten
Auspragungsprofils der genannten Gene in einer moglicherweise die Funktion
korrumpierenden  Mutation zu suchen ist. Eine kompensatorische
Uberexpression eines defizienten Gens kdnnte eine verstarkte Transkription wie
im Falle von ESR1 und PGR erklaren. Die 2013 von Rall et al.
immunhistochemisch  nachgewiesene verminderte  Stimulierbarkeit von
Ostrogenrezeptoren in rudimentdrem Uterusgewebe von MRKH-Patientinnen
scheint ebenfalls auf eine funktionsbeeintrachtigende Mutation im Bereich
hormoneller Signalwege hinzudeuten.*’

Der reduzierte Nachweis des OXTR-Transkripts lieRe sich beispielsweise im

Sinne einer Nonsense-Mutation mit verfrihtem STOP-Codon interpretieren.

1.7.2 Konkrete Fragestellung dieser Dissertation

Die vorliegende Arbeit will diesen Theorien nachgehen und anhand einer
Sequenzierung der Gene fiir den Ostrogenrezeptor a (ESR1) und den
Oxytozinrezeptor (OXTR) erstmals eine Mutationsanalyse dieser beiden Gene
bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom vorlegen. Unter dieser Zielsetzung soll die
basengenaue Evaluation sequenzierter DNA der 93 inkludierten Patientinnen
Anderungen der Basenfolge detektieren, die als potenziell pathogen
einzustufen sind. Es soll auf diese Weise geklart werden, inwieweit ein
Austausch einzelner Basen innerhalb der Gene OXTR oder ESR1 die Funktion
der entsprechenden Rezeptoren negativ beeinflussen bzw. aufheben kann.
Eine Basensubstitution, die potenziell eine Defizienz des codierten
Rezeptorproteins ausldsen konnte, darf dann auch zu Recht als mdgliche
Ursache der Entstehung des MRKH-Syndroms angesehen werden.

Somit versteht sich diese Dissertation als weiteren Beitrag auf dem Weg zur
Klarung der Atiogenese des MRKH-Syndroms, welche wiederum die Grundlage
fur neue Therapieansatze darstellen konnte.
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Die Abfolge von Isolation, Amplifikation und Sequenzierung der Patientinnen-
und Kontroll-DNA sowie alle Zwischenschritte sind in der folgenden Abbildung

als methodischer Pfad dargestellt.

Schritt 1: Isolation der DNA aus EDTA-Blut von Patientinnen mit
MRKH-Syndrom

Y

Schritt 2: Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA-Isolate
mittels NanoDrop

Y

Schritt 3: Verdinnung der DNA-Isolate auf eine Konzentration von
20 ng/pl mit destilliertem Wasser

Y

Schritt 4: Polymerasekettenreaktion (PCR) mit spezifischen Primern zur
Amplifikation der einzelnen Exons der DNA-Isolate

Y

Schritt 5: Gelelektrophorese zur Darstellung der
PCR-Produkte

¥

[ Schritt 6: enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte mit Exonuklease | )
und antarktischer Phosphatase

Y

Schritt 7: Sequenzierreaktion mit
DTCS QuickStart Kit

Y

Schritt 8: Aufreinigung der Produkte der Sequenzierreaktion mithilfe
magnetischer Beads

Y

Schritt 9: vollautomatische Sequenzierung im kapillarelektrophoretischen
Sequenzierer CEQ 8000

Y

Schritt 10: Vergleich der in Schritt 9 erhaltenen Sequenzen mit einer
Referenzsequenz des jeweiligen Gens mit der Auswertungssoftware SeqPiIot)
.

Abbildung 6 Abfolge der Einzelschritte des methodischen Vorgehens im Rahmen der

vorliegenden Arbeit
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2 Material und Methoden

2.1 Primer

Die Oligonukleotidprimer fur die Polymerasekettenreaktion (PCR) des Gens fur
den Oxytozinrezeptor (OXTR; NM_000916.3%%) und des Gens fiir den
Ostrogenrezeptor a (ESR1; NM_0011227421%%) wurden jeweils mithilfe von
ExonPrimer® generiert und von der Firma Metabion GmbH (Martinsried) in
einer Konzentration von 100 yM produziert. Exon 03 und 04 von OXTR (1062
bp bzw.1408 bp) sowie Exon 03 von ESR1 (5622 bp) mussten aufgrund ihrer
GroRe zur Amplifikation in kleinere Einzelfragmente untergliedert werden.®*
Zudem wurden alle Primer in einer um die Sequenz M13 (5-
gtaaacgacggccagtg-3’) bzw. M13rev (5’-ggaaacagctatgaccatga-3’) verlangerten
Version bezogen. Diese im Sinne eines Universalprimers fungierenden
zusatzlichen Basen ermoglichen ein Anlagern der Primer an die zu
vervielfaltigende DNA auch noch bei unter der optimalen Annealing-Temperatur
der spezifischen Primer liegenden Temperaturen wahrend eines PCR-Zyklus
und erhdhen somit die Amplifikationsrate.®® Die Sequenzen der einzelnen
Primer kdnnen im Anhang (siehe 6.2) eingesehen werden.

Fur die Sequenzierreaktion wurden als Primer ausschliefldlich M13 bzw. M13rev
eingesetzt, die Synthese erfolgte ebenfalls durch die Firma Metabion,

Martinsried.

2.2 GroRenstandard fur die gelelektrophoretische Analyse

0,1 - 10,0 kb DNA-Leiter (PEQ-Gold)

1ul Ladder pegLab Gene Ruler Mix Peqlab, Erlangen
1ul 6x Loading Dye Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
4ul H,0O AccuGene Lonza, Basel
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2.3 vorgefertigte Reaktionslésungen

Tabelle 1 vorgefertigte Reaktionslésungen
Name Hersteller
QIAmp DNA Blood Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden

Fast-Start-Kit mit dNTPs

Roche, Mannheim

GenomelLab DTCS Quick Start Kit

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

CleanSEQ

Agencourt Bioscience Corporation,
Beverly MA, USA

Sample Loading Solution

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

CEQ Sequence Separation Buffer

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Separation Gel

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

2.4 Enzyme

Tabelle 2 Enzyme

Bezeichnung Hersteller

Proteinase K Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
FastStart Tag-DNA-Polymerase | Roche, Mannheim

Antarctic Phosphatase New England BioLabs, Frankfurt am Main

Exonuclease | (E.coli)

New England BiolLabs, Frankfurt am Main

2.5 Chemikalien

Tabelle 3 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Agarose Life Technologies, Darmstadt

Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homburg

Betain Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen
Q-Solution Qiagen, Hilden

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt
Ethidiumbromid 1,5% Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Mineral Qil Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

-25-




2 Material und Methoden

2.6 Puffer
Puffer Zusammensetzung
10x TBE 100 mM Trisbase (Roth, Karlsruhe)

100 mM Borsaure (Roth, Karlsruhe)

20 mM EDTA (pH 8,0) (Sigma- Aldrich, Steinheim)

Blaupuffer 8% Ficoll (GE Healthcare, Freiburg)

1% TBE

0,02% Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim)
2.7 Gerate

Tabelle 3 Geriéte

Bezeichnung Hersteller

Qiagen Biorobot 8000 Qiagen GmbH, Hilden

Zentrifuge 5804 und 5417C Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
Eppendorf BIOPhotometer Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Bugeleisen Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
ep384 Cycler Roche, Mannheim

Mikrowelle MG-3724V LG Electronics Deutschland GmbH, Willich
Elektrophoresekammer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

OLYMPUS Camedia C-5050 Zoom|Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

CEQ 8000 Zyklussequenzierer Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Magnetplatte Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Pumpe IBS Integra Bioscience, Fernwald
Research Pipette10/100/1000 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Multipette® plus Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg

- 26 -



2 Material und Methoden

2.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4

Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Blutrohrchen

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Pipettenspitzen

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Safe-Lock Tubes 1ml/2ml

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Tubes ohne Safe-Lock

Sarstedt, NUmbrecht

Rotor Adapter Qiagen, Hilden
1,5 ml microcentrifuge tube Sarstedt, NUmbrecht
QIAmMp Spin Column Qiagen, Hilden

Disposable Filter-Tips 1000ul

Biozym, Hessisch Oldendorf

Disposable Filter-Tips 200ul

Biozym, Hessisch Oldendorf

96-well PCR-Plate

4titude, Berlin

Folie Adhesive PCR Film

ABgene, Hamburg

Adhesive PCR Film

ThermoScientific, Schwerte

PP-Test Tube 15 ml

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Filter Tips 10yl

Corning (Axygen), Amsterdam

Beckman 96-well Platten

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Multipettenspitzen 100ul Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Uvette® Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Handschuhe Hartmann, Heidenheim
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2.9 Software und Internetressourcen

Tabelle 5 Software und Internetressourcen

Software Hersteller

Qiasoft 5 Vers. 5.0.0.1400 Qiagen, Hilden

NanoDrop 2000 Software Themo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
Argus X1 Vers. 3.3.1 Biostep GmbH,Jahnsdorf

CEQB8000 Genetic Analysis System

Software Vers. 9.0.25

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Sequence Pilot Vers.4.1.2

JSI medical systems GmbH, Ettenheim

Alamut

Alamut® Visual

Intemetressource

URL

UCSC Genome Bioinformatics Human
(Homo sapiens) Genome Browser

http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?redirect=auto&source=genome.ucsc
.edu

, https://ihg.helmnoltz-muenchen.de/cgl-
ExonPrimer birvprimer/ExonPrimerR pi2dir=/
ENSEMBL Human Genome Browser | http:/Amww.ensenbl.org/Homo sapiens/
ESP ExomeVariant Server http://evs.gs.washington.edw/EVS/
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml
HapMap Homepage http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/
Datenbank dbSNP http:/Awww.nchi.nlm.nih.gov/SNP/
European Variation Archive http:/Aww.ebi.ac.uk/eva/
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2.10 Methoden

2.10.1 Patientenkollektiv/ Untersuchungsmaterial

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde DNA aus Blutproben von 97
Patientinnen der Universitatsfrauenklinik Tubingen mit MRKH-Syndrom vom
Typ | oder Il isoliert. 93 Proben erbrachten eine fur die Amplifikation
ausreichende DNA-Konzentration von > 10 ng/pl und wurden auf Mutationen im
Gen des Oxytozin- bzw. Ostrogenrezeptor a untersucht. Die
Studienteilnehmerinnen  hatten nach entsprechender Aufklarung einer
Blutentnahme zu Forschungszwecken zugestimmt. Als Kontrollen dienten
c134503, ¢134504, 134903 und ¢134904 aus der Sammlung
lymphoblastischer Zelllinien und entsprechender DNA des Centre d' Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH) der Jean Dausset-Stiftung in Paris. Ziel der
Untersuchungen war, DNA-Varianten in den Genen OXTR bzw. ESR1 zu
detektieren, die ausschlie3lich bei MRKH-Patientinnen und nicht bei Kontrollen
zu finden waren. Diese Punktmutationen sollten von einer Software zur
Vorhersage der Auswirkung einer Basenveranderung auf DNA-Ebene auf die
Aminosauresequenz (PolyPhen2) als nicht-synonymer Aminosaureaustausch
und somit als potenziell pathogen eingestuft werden.

Das experimentelle Vorgehen erfolgte in Ubereinstimmung mit der Ethik-
Kommission der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen: Alle verwendeten
Blutproben entstammen ausschliellich der bereits bestehenden und im
Rahmen des Projektes Nr. 28/2008BO1 fortlaufend gefuhrten Blut-/
Gewebebank der Universitatsfrauenklinik Tubingen. Deren Aufbau war mit
Zustimmung aller Studienteilnehmerinnen zur wissenschaftlichen Verwendung
ihrer Blut- bzw. Gewebeproben (,Standardinformation und
Einwilligungserklarung zur Entnahme und Aufbewahrung von Blut und (Tumor-)
Gewebe im Rahmen erganzender wissenschaftlicher Untersuchungen® AZ
397/2006; Uberarbeitung vom Oktober 2007) moglich geworden. Eine
Verlangerung des bestehenden Ethikvotums datiert auf den 04.09.2012
(Tdbingen: 205/2015B0O1 - "Untersuchung von genetischen und epigenetischen
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Ursachen bei Patientinnen mit Uterus- und Vaginalaplasie und anderen

genitalen Fehlbildungen.").

2.10.2 DNA-Isolation — Roboter

23 der verwendeten DNA-Proben wurden mittels QiaCube gemall dem
Herstellerprotokoll aus jeweils 200uyl EDTA-Blut isoliert. Bei einem
Elutionsvolumen von 100ul ergaben sich bei Messung mithilfe des NanoDrop
2000-Spectrophotometers DNA-Konzentrationen von etwa 49,0ng/ ul. Die
Reinheit der isolierten DNA wurde anhand der 260/280 Ratio, dem Verhaltnis
der Absorption bei Licht der Wellenlange 260 bzw. 280 nm, Uberprift. Die

geforderte Ratio von ~1,8 wurde bei allen Isolaten erreicht.

2.10.3 DNA-Isolation — manuell

Die DNA aus 70 weiteren Proben wurde von Hand nach standardisiertem
Protokoll (QIAmp DNA Purification from Blood or Body Fluids) aus ebenfalls
jeweils 200 ul EDTA-Blut gewonnen. Dazu erfolgte ein Aufschluss der
Blutleukozyten mithilfe des Lysepuffers Buffer AL und ein Proteinverdau durch
Proteinase K. Zur Ausfallung der DNA unter Zuhilfenahme einer QIAmp-
Spinsdule wurde absolutes Ethanol (= 99,8%) verwendet. In zwei weiteren
Schritten wurde die DNA anschlieend unter Einsatz von Buffer AW1 und AW2
gewaschen und im letzten Schritt in 100 ul Buffer AE eluiert.

Die Bestimmung der erzielten DNA-Konzentration sowie die Reinheitsprufung
erfolgten wie bei der Isolation durch den QiaCube mit dem Spectrophotometer
NanoDrop 2000 (s.o.). Es ergab sich eine mittlere Konzentration von 38,3 ng/
ul; die erforderliche 260/280 Ratio von ~1,8 konnte erneut bei der Mehrzahl der
Isolate festgestellt werden.

-30 -



2 Material und Methoden

2.10.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)®

Ziel der so genannten Polymerasekettenreaktion (PCR) ist die enzymatische
Vervielfaltigung definierter DNA-Fragmente. Die eingesetzte hitzestabile Tag-
Polymerase (Taq steht fur Termophilus aquaticus, ein in heilten Quellen und
Geysiren, beispielsweise im Yellowstone-Nationalpark lebendes Bakterium)®” ist
unter Zusatz von spezifischen Primern, Nukleotiden (dNTPs), MgCl,, Puffer,
Betain, Q-Solution und der zu amplifizierenden DNA bei vorgegebener
Temperatur in der Lage, DNA-Fragmente in vitro exponentiell zu replizieren.
Prinzipiell handelt es sich bei der PCR um eine dreischrittige Reaktion:
Zunachst erfolgt bei einer Temperatur von 94°C die Denaturierung der DNA-
Strange, was im zweiten Schritt die Anlagerung der Primer-Oligonukleotide als
Startpunkte der Polymerase ermdglicht. Die dazu notige Annealingtemperatur
liegt unter der Denaturierungstemperatur. Im letzten Schritt bildet die
Polymerase bei einer Temperatur von 72°C, beginnend am Primer, einen neuen,
zur Ausgangssequenz komplementaren DNA-Strang. Diese drei Schritte
werden zyklisch mehrfach durchlaufen, um eine moglichst hohe
Amplifikationsrate zu erzielen.

Die in der vorliegenden Studie durchgefuhrte PCR weicht von diesem
Standardprotokoll in einigen Punkten ab:

Im Sinne einer Touchdown-PCR wurde in den ersten Zyklen die
Annealingtemperatur nur knapp unterhalb der Denaturierungstemperatur
gewahlt, was eine aulderst spezifische Primerbindung ermdglicht. Somit wird
eine Amplifikation unspezifischer DNA-Sequenzen vermieden. In den weiteren
Zyklen wurde stufenweise die Annealingtemperatur reduziert. Unspezifische
Bindungen werden dadurch zwar moglich, allerdings verhindern die
spezifischen Replikate vorangegangener Reaktionszyklen eine Ubermaflige
Vervielfaltigung unspezifischer Sequenzen.®® Dariiber hinaus erfolgte zu Beginn
ein langerer Denaturierungsschritt und am Ende des Protokolls ein
ausgedehnter Verlangerungsschritt. So konnen schon ab dem zweiten
Replikationsschritt die gewunschten Produkte gewonnen werden, deren Anzahl

sich (beinahe) entsprechend eines exponentiellen Wachstums der Sattigung
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annahert. Im Folgenden sind die einzelnen Schritte des verwendeten PCR-

Protokolls nochmals im Detail aufgefuhrt:

PCR-Programm (40 Zyklen)

5 min 95°C Denaturierung
N
30s 94°C
30s 64°C - 1°C/Zyklus > 10 Touch Down—-Zyklen
30s 72°C
4
30s 94°C )
30s 54°C N 30 Zyklen
30s 72°C
4
7min 72°C Verlangerung

Standard-Reaktionsansatz

10 x PCR-Puffer + MgCl, 2,5ul
dNTPs (10 mM) 0,5ul
Tag-Polymerase (5 U/pl) 0,2 ul
Betain 2,0l
Q-Solution 2,0ul
Primer (10 pmol/ul) 2,0ul
DNA (20 ng/ul) 1,0ul
H.O 14,8l
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2.10.5 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde eingesetzt, um die amplifizierten DNA-Fragmente
nachzuweisen und ihre Gro3e zu kontrollieren.

Als Tragergel wurde dabei eine Mischung aus Agarose und 1x TBE unter
Zusatz von Ethidiumbromid verwendet. Das ausgehartete Gel wurde in einer
mit TBE-Puffer beflillten Elektrophoresekammer platziert, anschliel3end wurden
die einzelnen Geltaschen mit einer Mischung aus jeweils 5 pl Probenmaterial
und 3pl Blaupuffer beladen. Die elektophoretische Auftrennung erfolgte bei 90V
innerhalb von etwa 35 min.

Unter UV-Durchleuchtung konnten die einzelnen Banden sichtbar gemacht und
somit der Erfolg der PCR anhand des Vorhandenseins von Banden der
bekannten Fragmentlange Uberpruft werden.

DNA wandert aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatrickgrates im
elektrischen Feld in Richtung der positiv geladenen Anode. Dabei legen
kleinere Fragmente in kirzerer Zeit eine langere Strecke zurlick als grol3e. Auf
diese Weise erfolgt eine Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend ihrer
GroRe. Die Verwendung eines 0,1-10 kb GréRenstandards, einer so genannten
Leiter, die ebenfalls im elektrischen Feld aufgetrennt wird, ermdglicht das
Abschatzen der Fragmentlangen. Der zugefugte Ladepuffer (Blaupuffer)
stabilisiert die DNA und kennzeichnet durch den zugesetzten Farbstoff die
Lauffront. Die Eigenschaft von Ethidiumbromid, mit der DNA zu interkalieren,
die dessen mutagene Wirkung ausmacht, wird ausgenutzt, um die DNA-
Fragmente sichtbar zu machen: Bei Einlagerung von Ethidiumbromid zeigt die
DNA unter UV-Licht eine Fluoreszenz, die mittels einer einfachen Fotokamera

festgehalten und ausgewertet werden kann.

2.10.6 Exonuklease |/ antarktische Phosphataseverdau der PCR-Amplifikate

In Vorbereitung auf die nachfolgende Sequenzierreaktion wurden die DNA-

Amplifikate, die in der PCR gewonnen wurden, enzymatisch aufgereinigt.
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Exonuklease |, aus Escherichia coli isoliert, entfernt Gberschussig gebundene
Primer-Oligonukleotide, die eine Sequenzierung stéren wirden. Die
antarktische Phosphatase, ebenfalls aus Escherichia coli, beseitigt
Phosphatreste am 5’-Ende und verhindert so einen Ringschluss der
Fragmente.69 Zur enzymatischen Aufreinigung wurde die Proben-DNA mit den
beiden Enzymen und entsprechenden Puffern zunachst 15 min bei 37°C, dann
weitere 15 min bei 80°C und zuletzt 10 min bei 15° C inkubiert.

2.10.7 Sequenzierreaktion

Fir die Sequenzierreaktion wurde das GenomelLab DTCS Quick StartKit
verwendet.

Neben eines vorgefertigten DTCS QuickStart Master Mix wurden dem
aufgereinigten PCR-Produkt dabei Q-Solution, Betain sowie der bereits
beschriebene M13-Primer zugesetzt. Mit Wasser wurde auf ein Volumen von
10ul aufgeflllt. Die Menge des einzusetzenden PCR-Produktes wurde aus der
Breite der in der Gelelektrophorese erzeugten Bande abgeleitet und variierte
zwischen 0,5 und 0,8ul. Ziel war, die fur die automatische Auswertung der
Sequenzierung mithilfe des Kapillarelektrophoresegerates der Firma Beckman-
Coulter optimale DNA-Menge von 150-200 ng zu erreichen. Die
Sequenzierreaktion erfolgte mit Ausnahme von Exon 06 des Gens ESR1 (siehe
3.2) monodirektional vorwarts in 40 Zyklen im selben Cycler, der bereits fur die
PCR-Reaktion zum Einsatz kam. Im Folgenden ist das verwendete Programm

nochmals im Einzelnen aufgefthrt:

Sequenzier-Programm (40 Zyklen)

90s 94°C
20s 96°C
20s 60°C 40 Zyklen
60s 60°C
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Standard-Reaktionsansatz

Primer (10pmol) 1,24l
DTCS QuickStart Master Mix 3,0pl
Q-Solution 1,0ul
Betain 1,0l

Aufgereinigtes PCR-Produkt 0,5-08ul (je nach Bandenbreite)
Auf 10ul mit H.O

2.10.8 Aufreinigung der Produkte der Sequenzierreaktion

Um Uberschussige fluoreszenzmarkierte Nukleotide, die eine
kapillarelektrophoretische  Auftrennung stéren und die  Auswertung
beeintrachtigen wirden, zu eliminieren, erfolgte eine Aufreinigung der Produkte
der Sequenzierreaktion mittels Fertiglosung CleanSeq von Agencourt.
Magnetisch ausrichtbare Beads binden hierbei die DNA-Fragmente, werden bei
Inkubation auf einer Magnetplatte angezogen und sinken zu Boden. Der
Uberstand, der unter anderem die Uberschiissigen Nukleotide enthalt, kann
verworfen werden. Es erfolgten jeweils zwei Reinigungsschritte mit 85%igem
Ethanol, anschlieend wurde in Sample Loading Solution (SLS) reeluiert und
die Losung auf die Beckman 96-well Sequenzierplatte Uberfihrt. Zuletzt wurden
die Proben mit jeweils einem Tropfen Mineralol Uberschichtet um ein
Verdunsten des Ansatzes wahrend der Kapillar-elektrophorese zu vermeiden.

2.10.9 vollautomatische Sequenzierung mittels CEQ 8000

Zur Sequenzierung der an die Beads gebundenen DNA-Amplifikate wurde das
vollautomatische Sequenziergerat CEQ 8000 der Firma Beckman-Coulter
verwendet. Bis zu acht Proben konnen gleichzeitig Uber Glaskapillaren
aufgetrennt werden, ein kompletter Durchlauf erméglicht die Analyse von 96

Proben innerhalb von etwa 16h. Als Programm wurde LFR-1 eingesetzt,
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welches optimal fur PCR-Fragmente geeignet ist und sich wie folgt

zusammensetzt:

Temperatur der Kapillaren 50°C

Denaturierungstemperatur 90°C

Dauer Denaturierung 120 s

Spannung bei Injektion 2 kV

Dauer der Injektion 15 s

Auftrennungsspannung 4.2 kV

Auftrennungsdauer 85 min

Dauer bis Spannung erreicht (ramp duration) 5 min

Eine erste Darstellung der ausgelesenen Sequenzen erfolgte mit der zum
Sequenziergerat kompatiblen Genetic Analysis System Software, die weitere

Auswertung und genauere Analyse mit Sequence Pilot Vers.4.1.2.

2.10.10 Abgleich gefundener Sequenzveranderungen mit bestehenden

Datenbanken

Bei der Auswertung mit dem Programm Sequence Pilot ergaben sich durch
Vergleich der Ergebnisse der Sequenzierung mit der bekannten Basenfolge des
jeweiligen Gens (entnommen aus Ensembl) Stellen veranderter Basenfolge.
Diese so gefundenen Punktmutationen wurden mithilfe der Datenbank dbSNP
auf bereits beschriebene Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) tUberprift.
Anschlieend wurde unter Zuhilfenahme des Vorhersageprogramms
PolyPhen2 untersucht, welche Auswirkung eines solchen Basenaustauschs auf
die Aminosauresequenz erwartet werden konnte. Zuletzt wurden mittels ESP
Exome Variant Server mogliche Effekte von Punktmutationen auf das Spleil3en

der pra-mRNA ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse von DNA-Isolation, PCR und Sequenzierung

Die Isolation der DNA aus EDTA-Blut von 97 Patientinnen mit MRKH-Syndrom
erbrachte in 93 Fallen eine fur die folgenden chemischen Reaktionen
ausreichende Konzentration von >10 ng/ul (siehe 2.10.2 und 2.10.3).

Fir 92 Proben plus vier Kontrollen (CEPH-DNA) konnten samtliche vier Exons
von OXTR in der PCR amplifiziert werden. Aufgrund einer Exonlange von >500
bp wurden dazu Exon 03 in drei Fragmente und Exon 04 in vier Fragmente
untergliedert. Auf eine Vervielfaltigung der Fragmente 04 2 — 04_4 wurde
verzichtet, da sie vollstandig im Bereich der nicht translatierten Region am 3’-
Ende (3-UTR) des Gens liegen und nach heutigem Forschungsstand eine
Aussage uber Auswirkungen von Basenveranderungen dieser Region auf die
Proteinfunktion nur in wenigen Einzelfallen moéglich ist.

Die PCR aller zehn Exons von ESR1 war ebenfalls fur 92 Proben und 4 CEPH-
DNAs erfolgreich. Hierzu wurde Exon 03 in zwei Fragmente und Exon 10 in
zwoOlf Fragmente untergliedert, wobei nur Exon 10_1 amplifiziert wurde, da der
ubrige Anteil von Exon 10 zur schwer zu interpretierenden 3’-UTR des Gens
zahlt.

Samtliche in der PCR amplifizierten Fragmente konnten enzymatisch
aufgereinigt und anschlielfend mithilfe des Kapillarelektrophoresegerates von

Beckman-Coulter sequenziert werden (siehe 2.10.6-2.10.9).

Bei der Sequenzierung des PCR-Fragments der GroRe 505bp, das zur
Vervielfaltigung von Exon 06 gewahlt wurde, zeigte sich im Bereich des Introns,
an Pos. 57 - 63 des Fragments, ein Poly-T-Stretch. Nach
Homopolymerregionen findet sich oftmals eine Beeintrachtigung der
Sequenzqualitdt, da es durch Repetition einer Base zu einem
,Rutschen® (,slippage®) der Polymerase kommen kann, wodurchder wachsende
Strang wahrend der Elongation der Homopolymerregion nicht mehr korrekt mit

dem Templatestrang hybridisiert.70
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Um bei der geringen Entfernung des beschriebenen Poly-T-Stretches zum
Startpunkt des Exons (Pos. 82 des Fragments) und einer Primerlange von 20bp
ohne Sequenzverlust nach der etablierten Methode (siehe 3.1) fortfahren zu
kdnnen, erfolgte fur alle weiteren Proben eine Sequenzierung des betreffenden

Exons in gegenlaufiger Richtung mit M13rev als Primer.

50 60 70 80 90
AAACTAATTTTTTTTTTCCACCTGTGTTTTCAGGGRATACR
Poly-T-Stretch

Start Exon

; lbnmmhluuuu

Abbildung 7  Darstellung des Poly-T-Stretches in Exon 06 des Gens fiir den Ostro-
genrezeptor a (ESR1)

FUr die sich anschlieRende Analyse der mittels geratekompatibler Software von
Beckman-Coulter ausgelesenen Sequenzen mit dem Auswertungsprogramm
SeqPilot Vers.4.1.2 war die Installation einer Referenzsequenz nétig, um
Differenzen der erhaltenen Basenfolge zur bekannten Sequenz des jeweiligen
Gens detektieren zu kdnnen. Die Referenzsequenz konnte nach geringfigigen
Anpassungen der Exonbenennung aus Ensembl

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/) Ubernommen werden.
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3.2 Ergebnisse der Sequenzanalyse des Gens fur den Oxytozinrezeptor
(OXTR; NM_000916.3%)

Das Gen des Oxytozinrezeptors, OXTR (NM_000916.3%), liegt auf Chromosom
3, Position 8.750.408 - 8.769.628"' des Gegenstrangs (Minusstrang) und ist
somit 19.220 bp lang. Das Gen umfasst vier Exons, wobei nur Exon 03 und ein
Teil von Exon 04 zur Aminosaure-codierenden Region zahlen, die Exons 01
und 02 sowie der 3’-Anteil von Exon 04 werden nicht translatiert (5’- bzw. 3’-
UTR).”

Die folgende Tabelle zeigt die Exonkoordinaten von OXTR auf Chromosom 3
entsprechend Transkript ENST00000316793,”" die Positionen der fiir die PCR
eingesetzten Primer, sowie die GroRe der resultierenden Amplifikate.** Exon 03
und 04 mussten aufgrund ihrer Lange von >400bp fur die PCR in mehrere

Fragmente zerlegt werden.

Tabelle 6 Exonkoordinaten von OXTR (NM_000916.3%) entsprechend des
Transkripts ENST00000316793""
Start 5'-Primer/ | Start 3'-Primer/

Exon | GroBe | 5'-Exongrenze 3'-Exongrenze PrimergroRe PrimergroBe | AmplifikatgroBe
01 384bp 8.769.617 8.769.231 8.769.670/ 20bp | 8.769.175/ 18bp 514bp
02 96bp 8.768.591 8.768.496 8.768.652/ 21bp | 8.768.441/ 17bp 232bp

03_1 | 354bp 8.768.329 8.768.413/ 19bp | 8.767.950/ 18bp 482bp

03 2 | 354bp 8.768.040/ 17bp | 8.767.593/ 21bp 469bp

03_3 | 354bp 8.767.266 8.767.676/ 21bp | 8.767.220/ 19bp 476bp

04_1 | 352bp 8.753.224 8.753.354/ 21 bp| 8.752.845/ 20bp 469bp

04_2-

04_4 | 1056bp 8.750.408

Im Anhang sind die Sequenzen der einzelnen Primer einzusehen.

Bei

der

Sequenzanalyse von OXTR detektierte SNPs und sonstige

Basenveranderungen sind in der nachfolgenden Tabelle in Ubersicht aufgefiihrt.
Die Notation erfolgte in Anlehnung an die Darstellung in SeqPilot Vers.4.1.2 als
cDNA-Code.

auftretende Varianten ohne pathogenen Effekt zu werten; kursiv notierte Stellen

Nicht hervorgehobene Basensubstitutionen sind als haufig

erforderten eine detaillierte Untersuchung, sind aber eher als irrelevant fur die
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Atiogenese des MRKH-Syndroms einzustufen, wéhrend fett gedruckte SNPs
als diskussionswurdig und madglicherweise mitverursachend flir das MRKH-

Syndrom angesehen werden konnen. Fehlende Sequenzteile sind unterstrichen.
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Bei Sequenzanalyse von OXTR (NM_000916.3%) detektierte Basenverdnderungen
(nicht hervorgehoben - apathogene, héaufige Varianten
kursiv - eher nicht relevant fiir die Atiogenese des MRKH-Syndroms

fett - diskussionswiirdige, méglicherweise pathogene Varianten

unterstrichen - Sequenzteile fehlen)

rs-Nummern aus der Datenbank dbSNP"

Patientinnenprobe Ex01 Ex02 Ex03 Ex04_1
c134503
c.-135C>T (rs237911)
c134504 c.-485T>C c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)
c.-135C>T (rs237911)
c134903 ¢.-551C>T (rs2301260) c.171C>T (rs2228485) c.*118C>A
€.690C>T (rs237902)
c.-135C>T (rs237911)
c134904 c.-485T>C c.171C>T (rs2228485) c.*118C>A
€.690C>T (rs237902)
c.-135C>T (rs237911)
a01 c.-485T>C c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)
c.-135C>T (rs237911)
a02 c.-485T>C ¢.690C>T (rs237902)
c.-135C>T (rs237911)
a03 c.171C>T (rs2228485) c.*118C>A
c.690C>T (rs237902)
c.-135C>T (rs237911)
ao4 c.-485T>C c.171C>T (rs2228485) c.*118C>A

¢.690C>T (rs237902)
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a05

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

al06

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

a07

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a08

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

a09

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

al0

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

ali

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

al2

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

al3

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

al4

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

albs

c.-551C>T (rs2301260)
c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
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al7

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

al18

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
¢.690C>T (rs237902)

al9

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a20

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

a21

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

az22

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a23

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

a24

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a25

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

az26

c.-551C>T (rs2301260)
c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

a27

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A
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a28

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a29

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a30

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

a31

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
c.690C>T (rs237902)

a32

c.-551C>T (rs2301260)
c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)

a33

c.-551C>T (rs2301260)

c.-135C>T(rs237911)
c.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

a34

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a35

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a36

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

a37

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

a38

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A
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a40

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a4

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a43

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a44

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

a46

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

¢.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

c.*118C>A

a47

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

a48

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a49

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

a50

c.-551C>T (rs2301260)
c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a51

c.-485T>C

c.-135C>T(rs237911)

c.171C>T (rs2228485)

¢.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)
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ab52

c.-485T>C

c.-135C>T(rs237911)

c.171C>T (rs2228485)

c.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

as53

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

ab4

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

ab55

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

ab6

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

as57

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

a58

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a59

c.-135C>T(rs237911)

c.171C>T (rs2228485)

¢.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

c.*118C>A

a60

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

a62

c.-551C>T (rs2301260)
c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a63

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A
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ab4

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

ab5

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

ab66

Ex03_1fehit
€.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

a67

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

a68

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

a69

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a70

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a7’

c.-551C>T (rs2301260)
C.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

ar2

c.-551C>T (rs2301260)
c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

ar’3

c.-485T>C

c.-135C>T(rs237911)
c.171C>T(rs2228485)

¢.652G>A (rs4686302)

¢.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

c.*118C>A

ar4

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

ar’b

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A
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ar’6

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

ar7’

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a78

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

a7’9

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

a80

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

a81

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a82

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a83

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

ad4

c.-485T>C

c.-135C>T(rs237911)

c.171C>T (rs2228485)

c.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

c.*118C>A

a85

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

c.*118C>A

a86

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A
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a87

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a88

c.-135C>T(rs237911)

c.171C>T (rs2228485)

c.690C>T (rs237902)
c.712G>A (rs61740241)

c.*118C>A

a89

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a90

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

ag91

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.-133A>C

c.171C>T (rs2228485)

c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

ag92

c.-135C>T (rs237911)
c.-133A>C
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a93

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

a%

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.652G>A (rs4686302)

a95

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
¢.690C>T (rs237902)

c.*118C>A

a96

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)
c.690C>T (rs237902)

c.*118C>A
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ag97

c.-485T>C

c.-135C>T (rs237911)
c.171C>T (rs2228485)

c.*118C>A

a98

c.-485T>C
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3.2.1  Kurze Darstellung mdglicherweise pathogener Basensubstitutionen Im
Gen OXTR (NM_000916.3%)

Veranderungen im Bereich der 5’-untranslatierten Region
Exon 01 (c.-551C>T; rs2301260"%)

Ein Austausch von Cytosin durch Thymin an Position -551 (c.-551C>T) trat bei
8,6% der Patientinnen-DNA-Isolate (acht Proben) und einer Kontrolle (c134903)
auf. Es handelt sich hierbei um einen bereits bekannten und in der Online-
Datenbank dbSNP verzeichneten Single Nucleotide Polymorphism (SNP;
rs23012607%), dessen Minor Allel Frequency (MAF) mit 0,118 angegeben wird.
Das bedeutet, eine Substitution von Cytosin durch Thymin zeigte sich in der im
Zuge des grold angelegten genomweiten Sequenzierprojekts 1000Genomes
(2504 Probanden; Browser Update vom Oktober 20147*) untersuchten
Studienpopulation mit einer Haufigkeit von 11,8%, sodass von einer
apathogenen Variante ausgegangen werden kann; die Analyse des SNP

mithilfe des European Variation Archive bestétigt diese Einschatzung.”
Exon 03 (c.-133A>C)

Weiterhin konnte an Position -133 innerhalb des Exons 03 im DNA-Isolat zweier
MRKH-Patientinnen (Probe a91, 92) ein Ersatz von Adenin durch Cytosin
(c.-133A>C) detektiert werden. Diese Basensubstitution wurde erstmals im
Rahmen dieser Arbeit beschrieben und ist dementsprechend weder in dbSNP
noch in 1000 Genomes™ aufgefiihrt.
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Basenaustauch im Bereich der Aminosaure-codierenden Region
Exon 03 (c.712G>A; rs617402417)

Ebenfalls in Exon 03 des OXTR-Gens fand sich an Position 712 ein Ersatz von
Guanin durch Adenin (c.712G>A) bei 8,6% aller eingesetzten DNA von MRKH-
Patientinnen (acht Proben). Der Basenaustausch trat in sieben Fallen
heterozygot und bei nur einer Probe homozygot auf. Diese Substitution
entspricht einem bereits bekannten SNP (rs61740241"), dessen MAF in
dbSNP mit 0,013 angegeben wird. Als Folge der beschriebenen
Sequenzanderung wird an Position 238 der resultierenden Aminosauresequenz
Alanin durch Threonin ersetzt.”*">"® Dieser Aminoséurenaustausch wird von
PolyPhen2, der Software zur Vorhersage von Effekten eines Basenaustauschs
auf die Proteinfunktion jedoch als benigne eingestuft — der zugeordnete
Pathogenitatsscore liegt bei einer Spanne zwischen 0 (nicht pathogen) und 1
(hohe Wahrscheinlichkeit fiir Pathogenitat) bei nur 0,002.”"

3.3 Ergebnisse der Sequenzanalyse des Gen fir den Ostrogenrezeptor a
(ESR1; NM_0011227421%%)

ESR1 (NM_0011227421%), das fiir den Ostrogenrezeptor a codierende Gen,
liegt auf Chromosom 6, Position 151.690.496 - 152.103.274"" des
Vorwartsstrangs (Plusstrang); seine Lange betragt 412.778 bp. Das Gen
umfasst zehn Exons, davon sind sieben Teil der Aminosaure-codierenden
Region. Die Exons 01, 02 und ein Teil von Exon 03 bilden die 5-UTR, die 3'-
UTR wird durch Exon 10 représentiert.”

Die nachstehende Tabelle enthalt die Exonkoordinaten von ESR1 auf
Chromosom 6 entsprechend Transkript ENST00000440973,”! die Positionen
der fur die PCR eingesetzten Primer, sowie die Grof3e der resultierenden
Amplifikate.®* Exon 03 und 10 mussten aufgrund ihrer Lange von >400bp fiir die

PCR in mehrere Fragmente zerlegt werden.
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Tabelle 8 Exonkoordinaten von ESR1 (NM_0011227421%)entsprechend des
Transkripts ENST00000440973""
Start 5'-Primer/ | Start 3'-Primer/

Exon | GroBe | 5'-Exongrenze 3'-Exongrenze PrimergroRe Primergrofe AmplifikatgroRe
01 169bp 151.690.496 151.690.664 151.690.438/20bp | 151.690.705/27bp 295bp
02 131bp 151.701.875 151.702.005 151.701.816/23bp | 151.702.078/22bp 274bp

03 1 [ 261bp 151.807.843 151.807.708/18bp | 151.808.221/20bp 533bp

03_2 | 261bp 151.808.364 151.808.048/20bp | 151.808.541/20bp 525bp
04 191bp 151.842.597 151.842.787 151.842.523/20bp | 151.842.927/22bp 427bp
05 117bp 151.880.655 151.880.771 151.880.598/22bp | 151.880.825/20bp 248bp
06 336bp 151.944.173 151.944.508 151.944.075/25bp | 151.944.606/2 1bp 505bp
07 139bp 152.011.656 152.011.794 152.011.566/21bp| 152.011.915/18bp 386bp
08 134bp 152.060.991 152.061.124 152.060.833/24bp| 152.062.190/20bp 378bp
09 184bp 152.094.385 152.094.568 152.094.323/21bp| 152.094.616/20bp 314bp

10_1 | 378bp 152.098.732 152.098.665/19bp | 152.099.154/19bp 508bp

10_2-

10_12 [ 4158bp 152.103.274

Zu den Sequenzen der einzelnen Primer siehe Tabelle im Anhang.

Bei der Sequenzanalyse aufgefallenen Basensubstitutionen sind in Ubersicht in
der folgenden Tabelle in cDNA-Notation (siehe auch 3.2) aufgefihrt. Nicht

hervorgehobene Basenveranderungen sind als haufig auftretende Varianten

ohne pathogenen Effekt zu werten; kursiv notierte Stellen erforderten eine

detaillierte Untersuchung, sind aber eher als nicht relevant fiir die Atiogenese

des MRKH-Syndroms einzustufen,

wahrend fett

gedruckte SNPs als

diskussionswurdig und als mdglicherweise mitursachlich fur das MRKH-

Syndrom angesehen werden kdnnen.

Durch Unterstreichen gekennzeichnet sind Sequenzanteile, deren Amplifikation

bzw. Sequenzierung nicht erfolgreich war; sie wurden deshalb in der

Ergebnisauswertung nicht berlcksichtigt.
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Tabelle 9 Bei Sequenzanalyse von ESR1 (NM_0011227421%) detektierte Basenverdnderungen
(nicht hervorgehoben - apathogene, héufige Varianten
kursiv - eher nicht relevant fiir die Atiogenese des MRKH-Syndroms
fett - diskussionswlirdige, méglicherweise pathogene Varianten
unterstrichen - Sequenzteile fehlen)
rs-Nummern aus der Datenbank dbSNP”

Patientinnenp
robe Ex01 Ex02 Ex03 Ex04 Ex05 Ex06 Ex07 Ex08 Ex09 Ex10_1
¢134503
c134504
c.729T>C c.975G>C
c134903 (rs4986934) | (rs1801132)
c.729T>C c.975G>C
€134904 (rs4986934) | (rs1801132)
c.30T>C
201 (rs2077647) c.729T>C c.975G>C
c.261G>C (rs4986934) (rs1801132)
(rs746432)
202 ¢.30T>C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
203 c.729T>C c.975G>C c.1782G>A
(rs4986934) (rs1801132) (rs2228480)
204 c.30T>C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
205 ¢.30T>C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
206 c.30T>C c.729T>C c.975G>C c.1782G>A
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132) (rs2228480)
c.805C>T
207 c.30T>C c.729T>C (rs142712646)
(rs2077647) (rs4986934) c.975G>C
(rs1801132)
208 c.30T>C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
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209 ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
ato IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
» C.729T>C C.975G>C c.1782G>A
(rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
2 5.30T5C .729T5C c.975G5C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
13 ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
c.30T5C
14 (rogorroer) C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
coere (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs200075329)
o .729T5C c.975GC
(rs4986934) | (rs1801132)
. c.30T5C .729T>C .975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
o c.30T>C C.729T>C C.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
1o C.729T>C C.975G>C
(rs4986934) | (rs1801132)
20 .30T5C .729T>C .975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
a21 c.30T>C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
2 .30T>C .729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
CA782GoA
23 ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C (rs2228480)
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132) c*96C>T
(rs9341070)
c.30T5C
24 (rs2077647) C.729T>C C.975G>C
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132)
(rs746432)
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o5 ¢.30T>C C.729T>C .975G>C C.1782G>A
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
o0 c30T5C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C
az27 IVS1 -19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
28 ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C C.1782G>A
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
. €.30T>C C.729T>C
a29 V81 -19insG (rs2077647) (rs4986934)
c30T>C
230 (rs2077647) C.729T>C ¢.975G>C C.1782G>A
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
. C.729T>C ¢.975G>C
a3 IVS1-19insG (rs4986934) | (rs1801132)
c.30T>C
32 (rs2077647) C.729T>C .975G>C C.1782G>A
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
a3 c.30T>C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C .975G>C c.1782G>A
ad4 IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
c.30T5C
35 (rs2077647) C.729T>C .975G>C
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132)
(rs746432)
36 C.729T>C C.1782G>A
(rs4986934) (rs2228480)
a37 c.729T>C c.975G>C
(rs4986934) | (rs1801132)
. c.30T5C c.729T>C c.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
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. c.30T>C c.729T>C c.975G>C
a40 IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
» C.729T>C c.975G>C c.1782G>A
(rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
s C.729T>C C.975G>C c.1782G>A
(rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
. C.729T>C ¢.975G>C
ad4 IVS1 -19insG (rs4986934) | (rs1801132)
. C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
a46 VST -19insG (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
c.30T5C
o (rs2077647) C.729T>C ¢.975G>C
a4’ IVS1-19insG ¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132)
(rs746432)
c.720C5T
s ¢.30T>C (rs200303616) | ¢.975G>C c.1782G>A
(rs2077647) c.729T>C | (rs1801132) (rs2228480)
(rs4986934)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
a49 VST -19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
. C.729T>C C.975G>C
as0 IVS1-19insG (rs4986934) | (rs1801132)
o .729T5C C.975G>C
(rs4986934) | (rs1801132)
52 c.30T>C C.729T>C (;?Zg?fsg)
(rs2077647) (rs4986934)
5.30T5C
o (rs2077647) C.729T>C C.975G>C c.1782G>A
a3 VST -19insG ¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
c.30T>C
- (rs2077647) C.729T>C C.975G>C c.1782G>A
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
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. C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
a5 IVS1-19insG (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
. C.729T>C c.975G>C
as6 VST -19insG (rs4986934) | (rs1801132)
C.30T>C
. rs2077647 C.729T>C C.975G>C
a7 VST -19insG erdield (rs4986934) | (rs1801132)
(rs746432)
c.30T>C
. rs2077647 C.729T>C c.975G>C c.1782G>A
a8 IVS1-19insG (0.261G>C) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
.30T>C
(rs2077647)
a59 IVS1 -19insG ¢.261G>C fehit fehit fehit fehit
(rs746432)
Ex03 2 fehlt
c.16C>T
. 15139960913 C.729T>C ¢.975G>C
a6o IVS1 -19insG ( c.30T>C ) (rs4986934) | (rs1801132)
(rs2077647)
a62 IVS1 -19insG (riléggés%
o3 .729T>C c.975G5C
(rs4986934) | (rs1801132)
on c.30T>C .729T>C .975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
265 c.729T>C c.975G>C
(rs4986934) (rs1801132)
o6 C.30T>C .729T>C .975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
o7 c.30T>C C.729T>C C.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) (rs1801132)
oo .729T>C .975G>C
(rs4986934) | (rs1801132)
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¢.30T>C
6 (rs2077647) C.729T>C C.975G>C c.1782G>A
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
c30T5C
.70 (rs2077647) C.729T>C c.975G>C
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132)
(rs746432)
. c.30T>C C.729T5C C.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
- C.729T>C C.975G>C
(rs4986934) | (rs1801132)
C.30T>C
] (rs2077647) C.729T>C C.975G>C c.1782G>A
ars3 C.-314A>T ¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
. ¢.30T>C C.729T>C
ar4 IVS1 -19insG (rs2077647) (rs4986934)
- C.30T5C C.729T>C C.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
a76 c.729T>C c.975G>C
(rs4986934) | (rs1801132)
- C.30T>C C.729T>C C.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
. c.729T>C c.975G>C
ar8 IVS1-19insG (rs4986934) | (rs1801132)
. C.729T>C c975G>C | c.1131C>T c.1782G>A
ard IVS1-19insG (rs4986934) | (rs1801132) | (rs61760169) (rs2228480)
. C.729T>C C.975G>C
ag0 IVS1-19insG (rs4986934) | (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C c.975G>C c.1782G>A
a81 IVS1 -19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C
a82 IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
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3 ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C CcA782G>A
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (r$2228480)
c.30TC
™ (rs2077647) C.729T>C ¢.975G>C cA782G>A
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (r$2228480)
(rs746432)
c.30T>C
65 (rs2077647) C.729T>C ¢.975G>C CcA782G>A
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
(rs746432)
o0 .30T>C .729T5C
(rs2077647) (rs4986934)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C
ag7 IVS1 -19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
c.650A>G
a88 IVS1 -19insG c729T>C | G9796>C c.1782G>A
(etooboss) | (51801132) (rs2228480)
o0 .729T>C c.975G5C
(rs4986934) | (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C
ad0 IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
o C.729T>C ¢.975G>C CcA782G>A
(rs4986934) | (rs1801132) (r$2228480)
c.30T5C
o (rs2077647) C.729T>C C.975G>C
¢.261G>C (rs4986934) | (rs1801132)
(rs746432)
03 ¢.30T>C C.729T>C C.975G>C
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C
ad4 IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C C.975G>C
a%% VST -19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
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. C.729T>C c.975G>C
a% IVS1 -19insG (rs4986934) | (rs1801132)
. ¢.30T>C C.729T>C c.975G>C
ad7 IVS1-19insG (rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132)
06 ¢.30T>C C.729T>C ¢.975G>C c.1782G>A
(rs2077647) (rs4986934) | (rs1801132) (rs2228480)
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3.3.1 Ubersicht Giber ndher untersuchte Sequenzveranderungen im Gen
ESR1 (NM_0011227421%3)

Sequenzveranderungen im Bereich der Aminosaure-codierenden Region

Exon 03 (c.261G>C; rs746432"°)

An Position 261 innerhalb von Exon 03 des Gens ESR1 zeigte sich im
Vergleich zur Referenzsequenz aus Ensembl ein Basenaustausch von Guanin
zu Cytosin (c.261G>C). Die Variante ist bereits als Single Nucleotide
Polymorphism (SNP; rs7464327°) in der Datenbank dbSNP verzeichnet und
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei 17% der Patientinnen-DNA (16
Proben) gefunden werden. Diese Punktmutation auf DNA-Ebene fuhrt jedoch
aufgrund der Redundanz des humanen genetischen Codes nicht zu einer
Veranderung der Aminosauresequenz und beeintrachtigt somit die

Proteinfunktion nicht.”>"®
Exon 03 (c.352T>C; rs200075329"%)

Im DNA-Isolat der Patientinnen-Blutprobe a14 fand sich ein weiterer bereits
bekannter SNP (rs2000753297%). An Position 352 in Exon 03 des Gens ESR1
konnte ein Basenaustausch von Thymin zu Cytosin (c.352T>C) detektiert
werden. In der europaischen Bevolkerung tritt diese Punktmutation mit einer
MAF von 0,0033"° auf. Auf Aminosdurenebene resultiert aus dem
beschriebenen Basenaustausch ein Ersatz von Serin durch Prolin an Position
118. Im European Variation Server ist die Variante dementsprechend als
Missense Mutation beschrieben.”” Da aber unter physikochemischen
Gesichtspunkten zwischen den beiden ausgetauschten Aminosauren nur ein
geringgradiger Unterschied besteht,’® wird der gefundene Basen- bzw.
Aminosaurenaustausch von PolyPhen2 als nicht pathogen eingestuft (Score
0,039).”"
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Exon 05 (c.720C>T; rs200303616"°)

Auch der Austausch von Cytosin durch Thymin an Position 720 (c.720C>T)
innerhalb von Exon 05 (gefunden bei Probe a48) zahlt zu den bereits in dbSNP
verzeichneten SNPs (rs2003036167°). Diese Punktmutation verdndert die

Aminosaurensequenz nicht,” die sich ergebenden alternativen Tripletts TGC

bzw. TGT codieren beide fiir Cystein.” In der europaischen Bevélkerung findet
sich allerdings zu 99,9% Cytosin an Position 720 des ESR1 und nur in 0,1%
Thymin.”
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Adenin - griin; Cytosin - blau;
Guanin - schwarz; Thymin - rot
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Abbildung 8 Darstellung der bei Probe a48

in Exon 05 heterozygot aufge
tretenen Basensubstitution
c.720C>T.
Der erste, intensiv griin gefarbte
Balken zeigt die Basenfolge der
Referenzsequenz.
In blau findet sich das Ergebnis
der Sequenzierung in forward
(oberer Balken) sowie reverse
(unterer Balken) Richtung.
Der hellgriine, zweite Balken
zeigt fir die jeweilige Position
die Mischkalkulation aus beiden
Sequenzierrichtungen an.
Die Zahlen beschreiben die Po-
sition der jeweiligen Base inner-
halb des Exons und differieren
daher von der cDNA-Notation.
(SeqPilot Vers.4.1.2)
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Exon 06 (c.805C>T; rs142712646")

Eine weitere Veranderung der Basensequenz, die allerdings durchaus als
pathogen einzustufen ist, fand sich bei DNA-Isolat a07 an Position 805 in Exon
06. Hier wurde statt der Base Cytosin Thymin als Ergebnis der Sequenzierung
ausgelesen (c.805C>T). Nur 0,3% der europaischen Bevolkerung zeigen
diesen in dbSNP bereits aufgefilhrten Polymorphismus (rs142712646%). Der
Basenaustausch betrifft eine hoch konservierte genetische Region und flhrt
dazu, dass die Aminosaure Arginin an Position 269 der Aminosauresequenz
durch Cystein ersetzt wird, wobei zwischen diesen beiden Aminosauren grolde
physikochemische Unterschiede bestehen. Dementsprechend kalkuliert
PolyPhen2 die beschriebene Basenveranderung als hdchstwahrscheinlich
krankheitsverursachend, der Pathogenitatsscore auf der Skala von 0 - 1 liegt

bei 1,0.7>77

Abbildung 9 Darstellung der bei Probe a07 in
Exon 06 heterozygot gefundenen
Basensubstitution ¢.805 C>T.
Der erste, intensiv griin geférbte

Balken zeigt die Referenzsequenz.

Blau dargestellt sind die Ergebnisse
einer qualitativ weniger hochwerti-
gen Sequenzierungn in forward
Richtung (daher zwei weitere rot
unterlegte Basen; oberer blauer
Balken) sowie dreier Sequenzierun-
gen in reverse Richtung (folgende
blaue Balken; die letzte Sequenz

zeigt die beste Qualitét).

In hellgriiner Farbe ist wiederum die

Mischkalkulation aus allen Sequen-

Adenin - griin; Cytosin - blau;
Guanin - schwarz; Thymin - rot

zierungen abgebildet. Die Zahlen
entsprechen der Position der Basen
(Bildmaterial aus SeqPilot Vers.4.1.2) innerhalb des Exons.
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PolyPhen-2 report for P03372 R269C

This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity. 1.00)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Abbildung 10 Von der Analysesoftware PolyPhen2 kalkulierter Pathogenitatsscore des
bei Probe a07 in Exon 06 heterozygot aufgetretenen SNP ¢.805C>T.””
Aus der Skala von 0 (benigne Mutation) bis 1,0 (pathogene Basensubsti-
tution) ergibt sich der Verdacht auf einen relevanten, méglicherweise

krankheitsverursachenden Effekt des genannten SNP.
Exon 07 (c.1131C>T; rs61760169"°)

In Exon 07 von ESR1 konnte an Position 1131 noch ein Austausch von Cytosin
durch Thymin (c.1131C>T) bei einer MRKH-Patientinnen-Probe (a79)
festgestellt werden. Es handelt sich hier wiederum um einen in dbSNP
verzeichneten SNP (rs617601697%); durch die Redundanz des humanen
genetischen Codes resultiert aus der beschriebenen Basenveranderung kein
Aminosaurenaustausch.”’® Die alternativen Tripletts CAC bzw. CAT codieren
entsprechend der Codesonne (siehe Anhang) beide fur Histidin.

Sequenzalterationen im Bereich der 3’-untranslatierten Region

Exon 10 (c.*96C>T; rs9341070"°)

Im DNA-Isolat der Blutprobe a23 zeigte sich an Position *96 des zehnten Exons,
das bereits zur 3-UTR zahlt,”® eine Substitution von Cytosin durch Thymin

(c.*96C>T). Es handelt sich bei diesem Basenaustausch um einen bekannten
und in dbSNP hinterlegten Polymorphismus (rs93410707°), der bei 0,8% der
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europaischen Bevolkerung zu finden ist”® und als Bindestelle der miRNA-206

beschrieben wurde.’®
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ESR1 f Exan 14 Guanin - schwarz; Thymin - rot
Abbildung 11 Darstellung des bei Probe a23 in Exon 10 und somit im Bereich

der 3-UTR heterozygot detektierten SNP ¢.*96C>T.

Der oberste intensiv griin geférbte Balken stellt die Referenzse-
quenz dar. In blauer Farbe jeweils die Ergebnisse der Sequen-
zierung in forward- (dritter Balken) und reverse- (vierter Balken)
Richtung. Hellgriin hinterlegt findet sich die Mischkalkulation der
beiden Sequenzierergebnisse. Die Zahlen beziehen sich auf die
Position innerhalb des Exons.

(Bildmaterial aus SeqPilot Vers.4.1.2 tibernommen)
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4 Diskussion

Die Atiogenese des MRKH-Syndroms, einer embryonalen Fehlbildung der
Mullergange mit resultierender Aplasie bzw. Dysplasie des Uterus und der
oberen zwei Drittel der Vagina, gilt nach jetzigem Forschungsstand als noch
unzureichend geklart. Allerdings deuten gerade auch Studien aus jungerer
Zeit'*>*247 auf eine ursachliche Beteiligung von Hormonrezeptoren an der
Entstehung des MRKH-Syndroms hin. Dementsprechend pruft die vorliegende
Arbeit ein Auftreten von Sequenzveranderungen in den beiden flr
Hormonrezeptoren kodierenden Genen ESR1 und OXTR bei Patientinnen mit
MRKH-Syndrom. Dazu erfolgte erstmals eine Sequenzanalyse der betreffenden
Gene an DNA-Isolaten aus Blutproben von 93 Patientinnen, hinterlegt in der
umfangreichen Blut- und Gewebebank der Universitatsfrauenklinik, Tubingen.
Im Vergleich mit DNA gesunder Kontrollen (CEPH-DNA) und einer aus der
Datenbank Ensembl entnommenen Referenzsequenz79 lielen sich bei
Betroffenen insbesondere im Gen des Ostrogenrezeptors a Veranderungen der
Basensequenz detektieren, die potenziell die Funktion dieses Hormonrezeptors
beeintrachtigen koénnten. In Zusammenschau mit bereits zuvor am
Ostrogenrezeptordefizienten Mausmodell nachgewiesener Uterusdysplasie und
auf Ostrogene nicht ansprechender Uterusepithelien erhartet sich die
Annahme, Mutationen im Gen ESR1 kdnnten entscheidenden Einfluss auf die

Genese eines MRKH-Syndroms haben.

4.1  Anmerkungen zu den angewandten Methoden

Sowohl die DNA-Isolation aus Blutleukozyten (siehe 2.10.2/3) als auch die
Touchdown-PCR® (siehe 2.10.4) zidhlen wie die kapillarelektrophoretische
Sequenzierung auf Grundlage der Sanger-Methode® (siehe 2.10.7-9) zu den
etablierten und vielfach eingesetzten laborchemischen Verfahren. Fehlerhafte
Ergebnisse sind im Rahmen der vorliegenden Arbeit daher nahezu

ausschlieB3lich im Zusammenhang mit menschlichem Versagen bzw.
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technischen Defekten zu erwarten gewesen; ein besonders sorgfaltiges
Vorgehen sowie die regelmaBige Uberpriifung und Wartung der verwendeten
Gerate sollte das Risiko verfalschter Resultate auf ein Minimum reduzieren.
Daruber hinaus wurden, um die erfahrungsgemal jeweils zu Beginn und Ende
eines DNA-Fragments auftretende Problematik eines Hintergrundrauschens
und somit einer ungenauen Auslesung der generierten Sequenzen zu umgehen,
die eingesetzten Oligonukleotid-Primer (siehe 2.2) jeweils mit einem Abstand
von 20bp zum Exonbeginn positioniert. Auf diese Weise war die exakte Analyse
der kompletten exonischen DNA ohne Verluste mdglich.

Als einziger kritischer Punkt muss der Vergleich zwischen Referenzsequenz
bzw. Sequenz der Kontroll-(CEPH-)DNA und Basenfolge der DNA-Isolate der
untersuchten MRKH-Patientinnen genannt werden. Unter Zuhilfenahme des
Programms SEQ-Pilot Vers.4.1.2 erfolgte der Basenabgleich per Augenmal.
Um dennoch objektive, valide und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten und
wissenschaftlich fundierte Aussagen treffen zu konnen, wurde innerhalb des
Programms eine Statistik eingerichtet, die eine wertende Beurteilung
gefundener Sequenzunterschiede ermdglicht. Dazu wurde an jeder Position fur
die jeweils dargestellte Base Uber alle Proben hinweg die durchschnittliche
Hoéhe des Ausschlags in der Sequenzgrafik (siehe z.B. Abbildung 8) ermittelt
und als Saulendiagramm dargestellt. AnschlieRend konnten im Vergleich
signifikante Anderungen der Ausschlagshéhe leichter von unbedeutenden
Schwankungen unterschieden werden. Zur Verdeutlichung des analytischen
Vorgehens finden sich im Folgenden jeweils ein Beispiel einer signifikanten

Basenveranderung und eines Artefakts in grafischer Darstellung.
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Info ESR1-E10F fE10:229 /0.0

SPA 0611 0011 0028 0019
SD 0021 0005 0008 0017
RPA 0324 0013 0311 0000

RSD 13814 0326 36034 1123
==

ﬁmiim sa1  Adenin - griin; Cytosin - blau;
Guanin - schwarz; Thymin - rot

Abbildung 12 Beispiel einer heterozygoten Basenverénderung in Exon 10 Position 229
des Gens ESR1 (Probe a14)
Im Sé&ulendiagramm blau dargestellt und als Zahlenwert unter Statistic
Peak Area (SPA) aufgefiihrt, findet sich fiir die jeweilige Base die durch-
schnittliche Héhe des Ausschlags im Elektropherogramm bezogen auf
alle analysierten Proben. Die zugehérige Standardabweichung findet
sich in Zeile SD (Standard Deviation). An Position 229 von ESR1 wére
folglich die Base Adenin(A) zu erwarten gewesen. Thymin(T), Guanin(G)
sowie Cytosin (C) sind in Zusammenschau aller Proben an dieser Posi-
tion nur als marginales Hintergrundrauschen aufgetreten.
Der griin dargestellte, bei Probe a14 vorgefundene Ausschlag fiir Ade-
nin (entsprechender Zahlenwert unter Result File Peak Area(RPA)) ist
im Vergleich mit dem Durchschnittswert (iber alle Proben etwa um die
Haélfte reduziert; ein zuséatzlicher Peak ist flir Guanin festzustellen. Das
Ausmal3 der Differenz zwischen SPA und RPA ist in Zahlen nochmals
unter Relative Standard Deviation (RSD) abzulesen.

(Bildmaterial aus SeqPilot Vers.4.1.2)
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Info OXTR1-E03_1F /E3:92/0.0

i SPA 0044 0018 0.608 0.239
£ 2 < SD 0.031 0020 0053 0028
c o C RPA 0068 0008 0552 0.235
. —~ . RSD 0760 0477 1070 0119
e
V| —~ = e
7Y
i =] \\“-,,_h —
S P .
I — — = 1

Adenin - griin; Cytosin - blau; [ ]I G

Guanin - schwarz; Thymin - rot

Abbildung 13 Beispiel eines Artefakts in Exon 03_1 Position 92 des Gens OXTR

(Probe a01)
Im Sé&ulendiagramm blau dargestellt bzw. als Zahlenwert unter Statistic
Peak Area (SPA) die durchschnittliche Ausschlagshéhe der Base im
Elektropherogramm kalkuliert (iber alle analysierten Proben. In Zeile SD
(Standard Deviation) findet sich die jeweils zugehérige Standardabwei-
chung.
Die griine Séule bzw. der Wert der Result File Peak Area (RPA) zeigen,
dass bei Probe a01 an Position 92 zwar zusétzlich zur Referenzbase
Guanin (G) ein deutlicher Ausschlag fiir Cytosin zu verzeichnen ist, doch
ist diese Konstellation so auch bei anderen Proben aufgetreten (blaue
Séule (ber C). Zudem findet sich im Vergleich mit allen analysierten
Proben keine (iber die Standardabweichung hinausgehende Reduktion
der Originalbase Guanin(G). Die Differenz zwischen SPA und RPA, auf-
geflihrt als Relative Standard Deviation (RSD) ist dementsprechend
auch gering (<1) Ein deutliches Hintergrundrauschen ist bei
Probe a01zudem fiir Adenin (A) zu verzeichnen, was die These eines
Artefakts weiter unterstiitzt. Nur Thymin (T) war an Position 92 nicht
auszulesen.

(Bildmaterial aus SeqPilot Vers.4.1.2)
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4.2 Interpretation der Ergebnisse

4.2.1 Bedeutung der im Gen OXTR (NM_0009163°°) detektierten
Sequenzveranderungen c¢.-551C>T (rs2301260"°), c.-133A>C und
c.712G>A (rs617402417%)

Eine Beteiligung des G-Protein-gekoppelten Oxytozinrezeptors (OT-R) an der
Embryonalentwicklung des weiblichen Genitaltrakts ist in der Literatur bisher
nicht beschrieben. Seine Funktion im Bereich der femininen Geschlechtsorgane
liegt bei Bindung des Peptidhormons Oxytozin in der Einleitung der Geburt
durch Stimulation von Uteruskontraktionen, die ein Austreiben der Frucht
bewirken, sowie in der Induktion einer Kontraktion myoepithelialer
Milchgangszellen der weiblichen Brust im Rahmen der Lactation.®’
Bemerkenswert ist darlber hinaus eine Expression von Oxytozinrezeptoren im
Bereich der Macula densa und juxtamedullarer Nephrone im Nierengewebe von
Ratten®? ebenso wie in deren Herzvorhéfen bzw. -ventrikeln.®® Im Hinblick auf
mogliche kardiale bzw. renale Malformationen im Assoziationsspektrum eines
MRKH-Syndroms vom Typ Il kann eine Beteiligung an der Entstehung dieses
komplexen Fehlbildungssyndroms also durchaus in Betracht gezogen werden.
Gewichtigeres Argument fir eine Mutationsanalyse von OXTR im Rahmen der
vorliegenden Arbeit war jedoch die von Rall et al. beschriebene reduzierte
Expression dieses Gens im rudimentaren Uterusgewebe von Patientinnen mit
MRKH-Syndrom im Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe.42 Eine
Punktmutation im  uterin exprimierten Gen OXTR, die im Sinne einer
Nonsense-Mutation zu einem verfrihten Stop-Codon und somit einem die
Rezeptorfunktion beeintrachtigenden Kettenabbruch der Aminosauresequenz
fuhren wurde, bot sich als Erklarungsmodell flr eine Ausbildung rudimentarer
und nicht funktionsfahiger Uteri an. Die Auswertung der vorliegenden
Sequenzanalyse von OXTR an DNA von Patientinnen mit MRKH-Syndrom und
einigen gesunden Kontrollen konnte das Auftreten einer solchen Mutation als
atiogenetische Erklarung dieses Fehlbildungssyndroms allerdings nicht

bestatigen. Im Bereich der codierenden Sequenz konnte bei keiner der 92
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vollstdndig sequenzierten Patientinnenproben eine die Proteinfunktion
beeintrachtigende Basenveranderung detektiert werden. Innerhalb der
Aminosaure-codierenden Region fand sich einzig ein bereits beschriebener
SNP, die Substitution von Guanin durch Adenin an Position 712 des OXTR
(c.712G>A; rs61740241"). Der resultierende Austausch der Aminosaure Alanin
durch Threonin scheint die Funktionsfahigkeit des Oxytozinrezeptors aufgrund
ahnlicher physikochemischer Eigenschaften beider Aminosauren jedoch nicht
zu beeintrachtigen. Dem entspricht die Einstufung des SNPs als benigne
Variante durch PolyPhen2. Zusatzliche Bestatigung findet diese Bewertung der
beschriebenen Basensubstitution durch Befunde einer Sequenzanalyse von
OXTR im Rahmen einer Studie zur Atiogenese des Autismus, die diesen SNP
bei Betroffenen ebenfalls detektierte und genauso als fur die Rezeptorfunktion
irrelevant deklarierte.®

Dennoch lasst sich anhand der erhobenen Daten nicht ausschlieen, dass
Sequenzalterationen im Gen des Oxytozinrezeptors flr die Entstehung des
MRKH-Syndroms eine Rolle spielen konnten. Die im Bereich der 5-UTR
gefundenen Punktmutationen

c.-551C>T (rs23012607%) und c.-133A>C (in dbSNP nicht aufgefiihrt’®) kénnen
nach heutigem Forschungsstand in ihrer Auswirkung auf die Rezeptorfunktion
nur schwer eingeschatzt werden. Zwar sind die betroffenen Basen nicht
Bestandteil Aminosaure-codierender Tripletts und haben somit keinen direkten
Einfluss auf die Proteinfunktion, eine regulatorische Bedeutung fur die
Expression des Gens OXTR bleibt aber denkbar. Mdglicherweise handelt es
sich bei den betroffenen Sequenzbereichen um Regionen der Negativkontrolle
des Gens (so genannte Silencer), die zu einer herabgesetzten Transkription
und Translation von OXTR fuhren. Diese These liel3e sich insbesondere gut mit
den Befunden der Expressionsanalyse von Rall et al.*? vereinbaren und stellt
einen haltbaren Erklarungsansatz flir eine reduzierte Expression von OXTR in
rudimentaren Uteri von MRKH-Patientinnen dar. Somit erscheint es weiterhin
lohnenswert im Zusammenhang mit atiogenetischer Forschung zum MRKH-
Syndrom zumindest die 5’-UTR von OXTR in ihrer Funktion und Bedeutung flr

die Genexpression genauer zu untersuchen.
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Nicht zu vernachlassigen ist schlieldlich der funktionelle Zusammenhang
zwischen Ostrogenen und der Expressionsrate des Oxytozinrezeptors (OT-R).2°
Versuche an ovarektomierten Ratten und Schafen zeigten einen
Expressionsverlust des Oxytozinrezeptors bei fehlender Einwirkung von
C')strogenen.86 Vermutete Ursache ist ein palindromisches, inkomplettes
Ostrogen-responsives Element (ERE) im Bereich der dem OXTR-Gen
vorgeschalteten Sequenz, das bei Analysen von Ratten-DNA detektiert werden
konnte.!” Wie genau die Interaktion vonstatten geht, bleibt jedoch noch zu
klaren.®® Fest steht allerdings, dass auch beim Menschen unter steigenden
Ostrogenspiegeln gegen Ende der Schwangerschaft eine verstarkte Expression
des Oxytozinrezeptors in Dezidua und Myometrium zu beobachten ist.?® Eine

h17:354247 415 ursachlich

Stérung im Ostrogenregelkreis, wie sie bereits mehrfac
fur das MRKH-Syndrom postuliet wurde und in den Ergebnissen der
Sequenzanalyse von ESR1 im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitere
Bekraftigung findet, kann folglich als Erklarung fur eine reduzierte Expression

von OXTR mit herangezogen werden.

4.2.2 Bedeutung der im Gen ESR1 (NM_0011227421%%) detektierten

Sequenzveranderungen

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse von ESR1 sind durchaus als Bestatigung
der Hypothese einer ursachlichen Beteiligung funktionsdefizienter
Ostrogenrezeptoren, konkret des Ostrogenrezeptors a, zu interpretieren.
Allerdings lassen die vorliegenden Resultate auch erahnen, wie komplex sich
die Regulation hormoneller Rezeptoren im menschlichen Koérper gestaltet und
in welch mannigfaltiger Art und Weise eine Beeintrachtigung ihrer
Funktionsfahigkeit moglich ist. So konnten allein im Rahmen dieser Arbeit
sowohl eine Basensubstitution mit  direkter  Veranderung der
Aminosauresequenz als auch Punktmutationen mit nur indirekten Auswirkungen
im Sinne einer Spleil3stellenveranderung bzw. Veranderung der Bindestelle
einer miRNA erhoben werden. Weitere Forschung wird notig sein, um auch
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andere Moglichkeiten z.B. der posttranskriptionellen Modifikation oder

epigenetischen Regulation der Rezeptorfunktion miteinzubeziehen.

4221 c.805C>T (rs142712646"°) - Polymorphismus mit direkter Auswirkung

auf die Aminosauresequenz

Im humanen Genom macht ein interindividueller Austausch einzelner Basen
(SNPs) 90% der Sequenzveranderungen aus.®?* Man kann diese SNPs
entsprechend ihrer Auswirkung auf die Proteinfunktion in intronische oder
synonym kodierende SNPs, die die Funktion des Translationsprodukts Protein
nicht beeinflussen, und nicht-synonyme SNPs (nsSNPs), die einen
Aminosaurenaustausch im entstehenden Protein nach sich ziehen, unterteilen.
In vielen Fallen kann demnach von einem Zusammenhang zwischen einem die
Proteinfunktion korrumpierenden, nicht-synonymen Basenaustausch und
erblichen Erkrankungen ausgegangen werden.

Allerdings ist es nach derzeitigem Forschungsstand nicht eindeutig moglich,
vorherzusagen, ob ein spezifischer Basen- bzw. Aminosaurenaustausch
tatsachlich die Proteinaktivitat und -stabilitdt beeinflusst. Oftmals treten
Divergenzen zum Beispiel zwischen unterschiedlicher Software zur Prognose
der funktionellen Auswirkungen eines Basenaustauschs auf, die keine distinkte
Einschatzung zulassen. Als Grundlage einer Interpretation der
Sequenzierergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit diente PolyPhen2,
eine Internetsoftware, deren Schwerpunkt auf der Vorhersage von Effekten von
nsSNPs liegt,”” wobei eine Sensitivitdt der Prognose von 80% und eine
Spezifitdt von 70,5% erreicht wird.*

Mit dem Basenaustausch c¢.805C>T (rs142712646"%) in Exon 06 von ESR1
(sieche Abb. 9 S. 59) konnte in einer Probe (a07) eine Variante detektiert
werden, die als nsSNP einzuordnen ist und zu einem Austausch von Arginin
durch Cystein an Position 269 der Aminosauresequenz des Ostrogenrezeptors
a fuhrt. Ostrogenrezeptoren zahlen zu den nukledren Rezeptoren, die bei
Bindung eines Liganden dimerisieren und als Transkriptions-aktivierender

Faktor an palindromische Zielsequenzen (Estrogen- responsive-Elements,
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EREs) der DNA im Zellkern binden.?' lhre molekulare Struktur entspricht der
vieler weiterer Steroidrezeptoren: Uber eine koppelnde D-(Hinge-)- Region ist
das carboxyterminale Ende (im Falle von ERa 293 AS lang), das eine
Ligandenbindestelle darstellt (AF, oder LBD-Region), mit der DNA-
Bindedomane (DBD, im Bsp. ERa 83bp lang) verknupft. Im Anschluss findet
sich das aminoterminale Ende (NTD), welches bei ERa 180 AS lang ist und
eine Liganden-unabhangige Aktivierungsstelle (AF;) enthdlt® an die
beispielsweise Koaktivatoren wie Steroid-Rezeptor-Ko-Aktivator 1 (SRC 1)

anbinden kdénnen.®

1 180 263 302 595
NTD | DBD [ H| LBD ]
Ad A A A Ad A
nWw w 0] (77 <
B 3 & G2 4

Abbildung 14 Struktur von ERa inklusive potenziell aktivierender Phosphorylie-
rungsstellen (kleine Pfeile)
(die Zahlen entsprechen einer Nummerierung der Aminoséuren in auf-

steigender Reihenfolge)®

Demzufolge flhrt der im Rahmen der Sequenzanalyse von ESR1 aufgefallene
nsSNP c¢.805C>T zu einer Aminosauresubstitution im Bereich der Hinge- oder
D-Region. Diese enthalt die Signalsequenz zur Einschleusung der dimerisierten
Rezeptoren in den Nucleus. Daruber hinaus stellt sie die Voraussetzung fur das
prazise Zusammenspiel der AF{- und AF,- Domane dar, welches wiederum
gemeinsam mit der Bindung spezifischer Koaktivatoren (bspw. SRC1)
Grundlage einer adaquaten Rezeptorfunktion ist. Ein experimenteller Austausch
der Hinge-Region von ERa mit der entsprechenden Region des trotz vielfacher
Homologie weniger potenten ER resultierte in einer verglichen mit dem Wildtyp
reduzierten Antwort (geringere Expressionsrate im Luciferase-Assay) des
Rezeptormutanten auf Ostradiol.”® Somit darf die Hinge-Region zu Recht als fiir

die Funktion von ERa essenziell angesehen werden. Die Annahme, dass der
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SNP ¢.805C>T, der in genau dieser Region von ERa zu einem
Aminosaureaustausch fuhrt, eine Funktionsbeeintrachtigung nach sich zieht,
erscheint folglich gerechtfertigt. Ein zu diesen Uberlegungen konformes
Ergebnis erbrachte die Analyse des beschriecbenen SNP mit der
Prognosesoftware PolyPhen2. Ein Pathogenitdtswahrscheinlichkeit von 100%’”
fur c.805C>T stltzt die These eines resultierenden defizienten Rezeptors
ebenso wie die Tatsache, dass nur 0,3 % der europaischen Bevolkerung Trager
dieses SNP sind. "

4.2.2.2 ¢.720C>T (rs200303616"%) - Punktmutation mit Auswirkung auf den

Spleil’prozess

Wie bereits im Einleitungsteil (siehe 1.6.1) beschrieben, sind neben einer
korrekten Basenfolge auf DNA-Ebene auch prazise co- bis posttranskriptionelle
Modifikationen der pra-mRNA Voraussetzung fur die volle Funktionsfahigkeit
des entstehenden Proteins. Bestimmte hochkonservierte Basenfolgen
determinieren, an welcher Stelle Introns exzidiert und die verbleibenden Exons
ligiert werden (SpleilRen). Ein Verlust von bzw. ein Auftreten zusatzlicher
Spleillstellen kann in einer alternativen mRNA- Sequenz resultieren und auf
diese Weise unter Umstanden Aminosauresequenz und Proteinfunktion negativ

beeinflussen.

Bei Probe a48 fand sich in Exon 05 eine Substitution von Cytosin durch Thymin
an Position 720 (rs200303616"%; sieche Abb. 8 S.58) Es handelt sich bei diesem
Basenaustausch um einen synonymen SNP, da sowohl Triplett TGC als auch
Triplett TGT entsprechend der Codesonne (siehe Anhang) fir die Aminosaure
Cystein codieren.

Die beschriebene Basensubstitution scheint allerdings Einfluss auf den
posttranskriptionellen  SpleilRprozess der pra-mRNA von ESR1 zu haben:
Thymin anstelle von Cytosin an Position 720 kann zum Auftreten einer
alternativen SpleiRstelle fiihren.*
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Abbildung 15 Darstellung der alternativen 5-Spleil8stelle durch die Basensubstitution
c.720C>T in ESR1.

Zwei der abgefragten Spleil3stellen-Pradiktorprogramme zeigen fiir die
beschriebene Sequenzverénderung mit bis zu 78,0% Wahrscheinlichkeit

ein alternatives Spleilen im Bereich der 5™-Spleil3stelle an.”

Die aus dem beschriebenen Basenaustausch ¢.720C>T resultierende Sequenz
5...CCTGTCGGC...3 enthalt das hochkonservierte Dinukleotid GT, das haufig
Bestandteil einer 5’-Spleillstelle und damit Kennzeichen einer Exongrenze ist.”!
5’-Spleillstelle

Erkennungssequenz und leitet ein Zusammenlagern des Spleillosoms ein,

Eine dient  verschiedenen Ribonukleoproteinen als
welches die Exzision des jeweiligen Introns und die Ligation der angrenzenden
Exons katalysiert (siehe 1.6.1).

Vorausgesetzt, dass aus der Punktmutation c.720C>T eine alternative 5’-
Spleil3stelle resultiert, darf eine Beeintrachtigung der Proteinfunktion vermutet
werden: Eine zusatzliche Binde- und somit Schnittstelle des Spleillosoms kann
nicht nur zum Verlust exonischer Sequenzanteile flhren, sondern unter
Umstanden das gesamte, auf die Spleil’stelle folgende Leseraster alternieren,

sodass differenziell codierende Basentripletts resultieren.
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Im Fall der bei Probe a48 detektierten Substitution kann also trotz synonymen
Basenaustauschs ein pathogener Effekt des SNP angenommen werden,
insbesondere da die Mutation einen fur die Funktion von ERa bedeutenden
Bereich der DNA betrifft. Das von beiden alternativen Tripletts codierte Cystein
liegt an Position 240 der Aminosaurekette und ist somit Bestandteil der DNA-
bindenden Domane (DBD) des Rezeptors (siehe Abb.13).%2

4.2.2.3 c.*96C>T (rs9341070"°) - Alteration einer miRNA-Bindungsstelle

Ob eine Sequenzveranderung im Bereich der nicht translatierten Region eines
Gens die Proteinfunktion beeinflusst, kann bei heutigem Wissensstand nur fur
einzelne humane Gene beurteilt werden.

Die Funktion der 3'-UTR des Gens ESR1 wurde erfreulicherweise bereits offen
gelegt: Sie ist fur die Kontrolle der Stabilitdt der mRNA essenziell.”® RNA-
Transkripte aus Zellkulturen, die mit einem die 3’-UTR von ESR1 enthaltenden
Plasmid transfiziert wurden, degenerierten bereits nach 3 - 4h. Die mRNA nicht
transfizierter Zellen zeigte sich demgegenuber fur 24h stabil. Allerdings konnte
keine definierte Teilsequenz fur den destabilisierenden Effekt verantwortlich
gemacht werden, was eine Interaktion mit weiteren regulatorischen Elementen
wahrscheinlich macht.%

Es darf davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um eine Regulation
durch MicroRNAs (miRNAs) handelt, da vergleichende Microarray-Analysen
von miRNA- Konzentrationen in  Ostrogenrezeptor-negativem  bzw.
Ostrogenrezeptor-positivem Brustkrebsgewebe elf differenziell exprimierte
mMiRNAs zeigen konnten.*® Wie im Einleitungsteil bereits beschrieben, fihrt die
Bindung einer miRNA an eine definierte Stelle der mRNA eines Gens zu deren
Abbau oder verhindert zumindest die Translation und Proteinsynthese.
Dementsprechend konnte die vermehrte Expression bestimmter miRNAs
(miRNA-185,-206,-212)® im ER" Brustkrebsgewebe die fehlende Expression
des Ostrogenrezeptors erklaren. In einer weiteren Studie”® konnten fiir die beim
ER" Mammakarzinom uberexprimierte miRNA-206 zwei potenzielle
Bindungsstellen innerhalb der 3-UTR der ERa-mRNA detektiert werden.
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Dartber hinaus liel sich an Tumorzellen bestatigen, dass eine in-vitro-Zugabe
von miRNA-206 die Synthese der mMRNA des ERa sowie die Expression des
Rezeptors reduziert.

Diese bei der Untersuchung von Ostrogenrezeptor-negativen Brustkrebszellen
gewonnen Ergebnisse kdnnen unter der Annahme einer fir die Atiogenese des
MRKH-Syndroms  kausalen Defizienz des ERa im Sinne eines
pathophysiologischen  Modells interpretiert  werden: Eine  miRNA-
Uberexpression ist auch im Zusammenhang mit diesem Fehlbildungssyndrom
als Ursache einer Ostrogenrezeptorfehlfunktion denkbar. Erste Hinweise auf
eine atiogenetische Bedeutung von miRNAs sind mit der bereits erwahnten
Expressionsanalyse®’ an rudimentirem Uterusgewebe von Patientinnen bereits
gegeben, die eine vermehrte Expression der miRNA-98, -145 und -203 im
Vergleich zu Gewebe gesunder Kontrollen feststellen konnte.®!

Bemerkenswert ist nun, dass der im Rahmen der vorliegenden Studie bei
Blutprobe a23 gefundene SNP c.*96C>T (rs93410707%; siehe Abb. 11 S.61) im
Bereich einer der beiden experimentell fur die miRNA-206 detektierten
Bindungsstellen innerhalb der 3’-UTR von ESR1 lokalisiert ist und wohl die
Effizienz der miRNA-Bindung beeinflusst: Der Austausch von Cytosin durch
Thymin an Position *96 verstarkt wahrscheinlich die Bindung zwischen miRNA-
206 und der 3-UTR der mRNA des Ostrogenrezeptors a und dadurch die
Reduktion des Genprodukts: Eine Transfektion von Hela-Zellen (humane
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) mit einer den SNP enthaltenden DNA
zeigte bei Zugabe der miRNA-206 im Luciferase-Assay eine um das 2,2 - 3,6-
fache reduzierte Expression der mRNA im Vergleich zu nicht transfizierten
Zellen.™®

Die Basensubstitution ¢.*96C>T alterniert folglich eine Bindungsstelle der
mMiRNA-206 innerhalb der 3-UTR von ESR1 dergestalt, dass die Bildung der
MmRNA und somit auch die Proteinsynthese, d.h. konkret die Synthese von
Ostrogenrezeptor a verringert ist.

Eine Punktmutation innerhalb der Gensequenz von ESR1, die in Konsequenz
die Degeneration der mRNA des Gens durch verstarkte miRNA-Bindung

beschleunigt, stellt eine vollig neue, jedoch mit einer bereits mehrfach
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beschriebenen Reduktion der Expression des Ostrogenrezeptors a'’#24’

konforme Hypothese zur Atiologie des MRKH-Syndroms dar, die weiterer
Abklarung bedarf.

Sollte der SNP ¢.*96C>T tatsachlich fir das MRKH-Syndrom kausal sein, dirfte
unter Annahme eines autosomal-dominanten Erbgangs (siehe 1.5) kein
gesundes Individuum existieren, in dessen Genom sich der beschriebene
Polymorphismus nachweisen lasst. Das internationale HapMap-Projekt (siehe
1.6.3) bietet den weltweit grofdten Datensatz zur Verteilung von SNPs im
Genom der menschlichen Spezies. Deshalb wurde das Auftreten des SNPs
c.*96C>T in den im Rahmen dieses Forschungsvorhabens erhobenen
Populationsdaten Uberprift. Im Genom von 525 gesunden(!) Individuen
amerikanisch-europaischer, nigerianischer, japanischer und chinesischer
Abstammung konnte der betreffende SNP in der DNA zweier Probanden
detektiert werden. Es handelt sich um Mitglieder der amerikanisch-
europaischen Population, die in familiaren Trios untersucht wurden. Die Daten
lassen nachverfolgen, dass ein mannliches Kind und seine Mutter Trager des
SNP ¢.*96C>T sind.”’

Dieses Ergebnis scheint bei Annahme eines autosomal-dominanten Erbgangs
zunachst offensichtlich im Widerspruch zur Hypothese einer kausalen
Beteiligung des SNPs an der Atiogenese des MRKH-Syndroms zu stehen.
Allerdings gilt es zu beachten, dass fur die Vererbung des MRKH-Syndroms
auch variable Expressivitat und unvollstandige Penetranz postuliert wurden.*?’
Demzufolge koénnte bei der betroffenen Mutter mdglicherweise nur eine
marginale uterovaginale oder renale Fehlbildung vorgelegen haben, die wegen
fehlender gesundheitlicher Beeintrachtigung nicht zum Ausschluss von der
Projektteilnahme gefihrt hat. Dies konnte leider nachtraglich aufgrund der
Anonymisierung der Daten nicht mehr eruiert werden. Auch das Auftreten des
SNPs bei einem mannlichen Nachkommen dieser Frau reicht nicht aus, um
eine kausale Beteiligung am MRKH-Syndrom zu widerlegen, da sich ein
Ostrogenrezeptormangel beim mannlichen Individuum nicht als Fehlbildung
manifestiert, sondern eine Subfertilitat hervorruft®®, die beim Kind kaum zu

prufen ist. Schliel3lich sind aufgrund der Infertilitat der vom MRKH-Syndrom
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schwerer betroffenen Patientinnen kaum vergleichbaren Daten zum Auftreten
evil. pathogener Mutationen in der Folgegeneration erhaltlich. Einzelne
Fallstudien zu In-vitro-Fertilisation (IVF) und Leihmutterschaft als Moglichkeit
der Reproduktion bei MRKH-Patientinnen beschreiben allerdings Erfolgsraten
von 455%% bzw. bis 50%'® wobei bisher als einzige Fehlbildung ein
unspezifischer Mittelohrdefekt beim Sohn einer MRKH-Patientin detektiert
werden konnte®. Alle weiteren durch IVF und Leihmutterschaft erzeugten
Nachkommen wurden als gesund eingestuft. Das bedeutet wiederum, dass ein
nicht betroffener Filius wie im HapMap-Datensatz verzeichnet, kein
Ausschlusskriterium fur eine MRKH-Erkrankung bei der Mutter darstellt.

Somit konnte mit den Daten des HapMap-Projekts die Pathogenitat des SNP
c.*96C>T zwar nicht bestatigt, aber auch nicht eindeutig widerlegt werden.

-81-



5 Zusammenfassung/ Ausblick

5 Zusammenfassung/ Ausblick

Kennzeichen des MRKH-Syndroms, dessen Inzidenz unter weiblichen
Neugeborenen immerhin bei 1:4500 liegt, sind eine Aplasie des Uterus und der
oberen 2/3 der Vagina sowie fakultativ assoziierte renale, skelettale oder auch
kardiale bzw. aurikulare Fehlbildungen. Bis zum heutigen Tage ist die
Atiogenese dieses Fehlbildungssyndroms nicht vollstandig bekannt, sodass
ausschlieBlich symptomatisch therapiert, d.h. den Betroffenen zwar ein
weitestgehend normaler  Geschlechtsverkehr, aber keine naturliche
Schwangerschaft ermoglicht werden kann. Eine Leihmutterschaft oder auch
eine Uterustransplantation kdnnten hier Ansatze sein, den MRKH-Patientinnen
ggf. den Wunsch nach eigenen Kindern zu erfullen. Voraussetzung fur den
Erfolg solcher Methoden, der sich in gesunden Nachkommen widerspiegeln
wulrde, ist jedoch nicht nur die technische Machbarkeit, die bereits heute
gegeben ist, sondern eben vor allem die Kenntnis des Erbgangs des MRKH-
Syndroms sowie das Wissen um molekulargenetische, epigenetische und
moglicherweise weitere Faktoren, die diese komplexe Fehlbildung auslosen

bzw. beglnstigen.

Mit der erstmaligen systematischen Sequenzierung der Gene des Oxytozin-
sowie des Ostrogenrezeptors a bei Patientinnen mit MRKH-Syndrom im
Vergleich zu gesunden Kontrollen soll diese Arbeit einen weiteren Baustein zur
Klarung der Pathogenese des Krankheitsbildes beitragen und somit Grundlagen

fur neue therapeutische Ansatze liefern.

Hinweise auf eine kausale Beteiligung defizienter Hormonrezeptoren konnten

bereits aus Vorgéngerarbeiten'’%>4247

entnommen werden; die vorliegenden
Ergebnisse offenbaren erstmals Veranderungen auf DNA-Ebene, die uber
unterschiedliche molekulare Mechanismen die Funktion der betreffenden
Rezeptorproteine beeintrachtigen koénnten. Insbesondere die Sequenz von
ESR1 zeigte in DNA-Isolaten von Patientinnen Einzelbasen-Polymorphismen

(SNPs), die durch direkte Alteration der Aminosauresequenz des
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Rezeptorproteins, Beeinflussung posttranskriptioneller Vorgange oder auch
Veranderung einer miRNA-Bindestelle mdglicherweise eine Fehlfunktion des
Ostrogenrezeptors a bedingen konnten. Aber auch die Analyse des Gens
OXTR lieR eine Deutung der reduzierten Expression des Oxytozinrezeptors bei
MRKH-Patientinnen*? im Sinne einer Stérung im Ostrogenrezeptor-Regelkreis
als pathogenetische Erklarung zu.

Demzufolge erscheint im Hinblick auf eine Offenlegung der Atiogenese des
MRKH-Syndroms eine weitere Untersuchung der pathophysiologischen
Bedeutung des Ostrogenrezeptors a nebst dafiir kodierendem Gen ESR1 viel
versprechend. Die vorliegenden Ergebnisse sollen dabei als Anstold dienen,
neben klassischen Missense- bzw. Nonsense-Mutationen v.a. auch
posttranskriptionelle Modifikationen und Regulationsmoglichkeiten als Ursache
einer Rezeptordysfunktion in Betracht zu ziehen.

Ansatzpunkte sind hier vor allem die mutmaliliche Spleifstellen-Mutation in
Exon 05 von ESR1 (c.720C>T; rs200303616) sowie die zusatzliche miRNA-
Bindungsstelle in Exon 10 desselben Gens (c.*96C>T; rs9341070).

Um eine alternative Spleil3stelle zu bestatigen, konnten aus EDTA-Blut der
betroffenen Patientin a48 DNA und mRNA parallel isoliert und aus dem
Abgleich beider Sequenzen Rickschlisse auf den SpleiRprozess gezogen
werden. Liel3e sich im Vergleich mit mindestens funf Kontrollen auf diese Weise
eine alternative Spleillstelle bestatigen, durfte dies die Bedeutung nicht nur von
ESR1 sondern auch von posttranskriptionellen Veranderungen fir die Atiologie
des MRKH-Syndroms unterstreichen.

Die postulierte Beeintrachtigung der Ostrogenrezeptorsynthese durch den bei
Patientinnenprobe a23 aufgefallenen SNP c¢.*96C>T, der eine Bindestelle fir
die miRNA-206 darstellt,”® kénnte durch eine Expressionsanalyse von ESR1 im
(bei der betroffenen Patientin vorhandenen) rudimentaren Uterusgewebe
verifiziert werden. Sollten die Expressionsraten im Patientinnengewebe deutlich
zu Kontrollgewebe von Probanden, die nicht Trager dieses SNP sind, differieren,
wlrde dies nicht nur den expressionsreduzierenden Effekt der miRNA-
Bindestelle beweisen, sondern vor allem die Relevanz von Hormonrezeptoren

fur die Atiogenese des MRKH-Syndroms erneut herausstellen.
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6.1 Anonymisierte Liste an der Studie beteiligter MRKH-Patientinnen

fortautends Tugehtrige Hummer in fortlautends gehinge Hummer
Hutmmesierumg der der Blul- mnd ansormer e Fehiildungen! H L g ther der Bhat- wnd assodierte Fehibildangen!
Emtprobe im Kahmen der| Gawababank der UFK Haband@agnosan Blutprabs im BEahmen dar| Gewsbsbank der UFH Habandiagnecsen
worliegenden Arbeit Tiiiregen yorliegenden Arbei Tilbingen
a1 MERH-257-1 kema 3t WHERH-149-1 Higremtenlortdung
a0z MR H-320-1 e 353 ERRH-142-1
a3 MRRH-313-1 Keina 854 MRKH-185-1
204 KMREKH-311-7 keine g55 WRKH-151-1
s MR -283-7 “keine . 356 -
alg MR*XH-280-1 kEing asT
iy MR#H-283-1 ke 458 MHKA-135-1
g MRAH 2871 kene &l BaE 1821
I KREH-285- | keine afl M= R0
all WRAH-277-1 keing afid WRKE-Z5-1
atd KRR H-203- keing atil MREH-2{9-1
813 WRARH-325-1 Adranogendales Syndrom aGd WERH-224-1
214 WFRRH-323-1 Feing 365 WHEKH-222-1
315 KMRERH-318-1 Eackenriaran a6h ¥RKH-205-1
217 WMEEH-283-1 LURCS-As 3022300 a5T WRKH-074-1 keine
Deckenniere, 2erdiale
. . . Blackearaainiloang,
R MFERH-281-1 keing a6g WEEH-019-1 T ey
Tenarhypapias:e rechis
a1g MRRH-260-1% keina aeg ¥RKH-017-1 Eeine
220 MEHKH-267-1 Ieing ark W H-015-1 kgine
321 MRAH-275-2 keing 71 MRKH-158-1 keing
a2z WRHH-274-" keine avz WAKH-125-1 Beckenmiere links
a21 WMRHH-262-1 IEind arl WHK=-009-1 kpine
add MRHH-2E7-7 keine : avd N N keine
ah MREH-312-1 keing ars WHEH 1561 kone
a2 KMRAH-285-1 kming arh k=118 Higrentenlbidung
a2 MEKH-2(1-1 kzina ar’ WEEH-0IE-1 keme
el MEKH-2G4-1 lEing ard TARKH DUG-1 ke
328 MRKEH-2G5-1 teing arg WHRRH-015-1 kgine
230 WFRAH-2523-1 eina aGl WRKH-078-1 Eleinwucnz
matnztiers
fiefrtende Micre lmks
&3 MRII 2441 keing a8 WRKI-0024 Nl el aANE BAA TRChiE,
Hiifbchyzplaige,
Wenderwuchs,
Eiaferfenlatallung
ST MEEH-243-1 kama aad KHKH-DBG-1 Hackanniars links
233 MEKH-244-1 eme 3gd WHEH-DEA-1 Cappeiniars links
B34 NREH-245-1 nzna agd WRKH-070-1 Beckarniera links
335 MRKEH=246-1 Ieing L WRKH-071-1 kEme
malrotiefs Deckermlers
2t HIRKH-248-1 kging 3t MR B2 r:(}f;:[:';:g;::ﬁ:
raclils, Skobadn
B3T MNREEH-251-1 zna a5y WRKH-056-1 Mieranapiasia rechis
338 MRKEH-2514-1 Eing aGa WRKH-051-1 WMalrciation Miene links
adi MREH-225-1 | keine a5k BRKH-042-1 wrarenaplasle rechis
241 MREH-226-1 eine agar ERKH-025-1 keine
as3 HIRKH-170-1 L e aa WAIH 2161 Migienagenesie links
(arian =
244 WMRAH-053-7 eing a9z WREH-20E-1 Keargnggenesie rechts
atf WMR*H-103-1 Misrenagenesie oks a9l BRKH-010-1 Hypap af:_'?é RS
247 KMRERH-083-1 IEine aqd WRKH-015-1 Mierenfenladung
248 MREH-129-1 feine atiE BaKH-105-1 gﬁiﬁfﬁ*ﬁ:ﬁi;ﬂ":
34E WMREKH-137-1 Migrenagensasia rachis EEH WRKH-133-1 singuiare Backenniere
HerzHappemdtium,
anl KRHH- 1431 keing and WaR= 173 Hachhanschwarnongkait,
Be
451 MRAH 1507 keine EET WAKE 1821 ~ Hi
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6.2 Liste verwendeter Primer fur die Polymerasekettenreaktion (PCR)

6.2.1 Gen fiir den Oxytozinrezeptor (OXTR)**

Synthesis Shipping

n.rquence name Purification scale Condition Sequence
DNA M422-0XTR-Ex1-F01 | Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM gtasacgacggccagtgT TATTGACGAGTTCCCTCCC
DHA M423-0XTR-Ex1-R01 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaACCACCTCCACTCGGGTC

DNA M424-0OXTR-Ex2-F01 | Desalted 0.02 ymol ' diss. 100 pM gtaaacgacggccagtgTGGTTTTAGATTCCCACTCCC
DNA, M425-OXTR-Ex2-R01 Desalied 0.02 pmol  diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaCATCTGAAACAACAGGGCAC
DNA M426-0XTR-Ex3-F01  Desalted 0,02 pmol  diss_ 100 pM gtaaacgacggecagtgGTTCCTGGGAATGGGACAAG
DMNA M427-0XTR-Ex3-R01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 uM ggaaacagctatgaccatgaGTCGGCGATGCTTAGGTG
DHA M428-0XTR-Ex3-F02 Desalted 0.02 pmol  diss. 100 uM gtasacgacggecagtgCTGCTCCTGGCGCTGAG

DMNA M429-0XTR-Ex3-R02 Desalted |0.02 pmol  diss. 100 yM ggaaacagctatgaccatgaGCGTGATCCATGTGATGTAGG
DNA M430-OXTR-Ex3-F03 |Desalted 0.02 pmol diss. 100 yM gitaaacgacggccagigAGGTGCACATCTTCTCTCTGC
DNA, M431-OXTR-Ex3-R03 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 M ggaaacagctatgaccatgaCAGCAAGATAAGGGCCTCC
DA WM432-0XTR-Ex4-F01 Desalied 0.02 ymol ' diss. 100 uM gtaaacgacggccagtgGATAGGTCTGGAAGTGGCTCC
DA, M433-0XTR-Ex4-R01 Desalted 0.02 ymol diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaCACTCTCCACCCCACTGAAG
DNA M434-0XTR-Ex4-F02  Desalted 0.02 pmol  diss. 100 M gtaaacgacggeeagtgCTCTGCTCCTAGGTGATGGE
DMNA, M435-OXTR-Ex4-R02 Desalted 0.02 pmol diss. 100 uM ggaaacagctatgaccatgaGGCTACCCTCTGACAAGCTG
DNA M436-0XTR-Ex4-FO3  Desalted 0.02 ymaol  diss. 100 pM gtaaacgacggccagigTCTGGACTTGGGGTAAGCAG
DNA M437-0XTR-Ex4-R03 |Desalted 0,02 pmol diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgatcttgcacttgtttigtiaagttg

DA, M438-0XTR-Ex4-F04 Desalted 0.02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacggccagtgaagticcgoaaggtttcaag

DNA M439-0XTR-Ex4-R04 Desalted 0.02 pmal  diss. 100 pM ggaaacagetatgaccatgacagtaacacactgagetgattace

6.2.2 Gen fir den Ostrogenrezeptor a (ESR1)*

Synthesis Shipping

[ LqUEnCce name Purification scale Condition Segquence
DNA M4B87-Esr1-Ex1-F01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacggecagtgTCCTAGTCAAATGGTGGTGE
DHA M488-Esr1-Ex1-R01 Desalted 002 pmol  diss. 100 yM ggaaacagctatgaccatgaTGCTTGTAAACAGTAGCACATTATATC
DA, M489-Esr1-Ex2-F01 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 pM gtasacgacggccagtgAAGGAAATCTGTAGAAATCACCC
DA M490-Esr1-Ex2-R01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaAAAATCGTTCTCCAAACTGATG
DNA M491-Esr1-Ex3-F01 Desalted 0.02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacggeeagtg ACTGCACTTGCTCCCGTC
DA M492-Esr1-Ex3-R01 Desalted 0.02 pmol  diss. 100 uM ggaaacagctatgaccatgaCTCGGAGACACGCTGTTGAG
DA, M493-Esr1-Ex3-F02 Desalted 0.02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacgeccagtp TGTACCTGGACAGCAGCAAG
DA M494-Esr1-Ex3-R02 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaAACTIGACTCTGAACGCAGC
DHNA M495-Esr1-Ex4-F01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacggeragtgATCTGCTGCATCTCCCAGAG
DA M496-Esr1-Exd-R01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 M ggaaacagctatgaccatgaTCCTGTCTCTTCTCCATGTTTC
DHA M497-Esr1-Ex5-F01 Desalted 002 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacggecagtg TTCTGACTGGCTAAGTTTCLCTG
| DNA M498-Esr1-Ex5-R01 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 uM gzaaacagctatgaccatgaATTCCAATGGGTAGAGCCAG
DMA M499-Esr1-Ex6-FO1 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacgpccagtgTCAAATAAAATGAAAGCTGGTTAGC
DHA M500-Esr1-Ex6-R01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 M ggaaacagctatgaccatgaTTTCTCCCATGACATCACAALC
DHA M501-Esr1-Ex7-F01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM gtaaacgacggecagtgCCTTGTCAGTTCAAATCCCTG
DHA M502-Esr1-Ex7-R01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaCCCCAATGCACTCTTITG
DA M503-Esr1-Ex8-F01 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 pM gtaaacgacgeccagtg TGAATGTTCATATTCCATGAAGAC
DMNA M504-Esr1-Ex8-R01 Desalted 002 pmol  diss. 100 pM ggaaacagciatgaccatgaCCTTTGGAGTGGGTAGATCG
DNA M505-Esr1-Ex9-F01 Desalted 0.02 pmol  diss. 100 pM gtasacgacggecagtgTGGGTCTCCTAGACCTCATCC
DA Ma06-Esr1-Ex9-R01 Desalted 0,02 pmol  diss. 100 yM ggaaacagctatgaccatgaGCTGTCACATAGGTTTGGGEG
DA M507-Esr1-Ex10-F01 Desalted 0.02 pymol  diss. 100 uM gtaaacgacgeccagtgAGGGATTTCAGCACTCCTGE
DA Ma08-Esr1-Ex10-R01Desalted 0.02 pmol  diss. 100 pM sogaaacagctatgaccatgaGAATCCCTTTGGCTGTTCC
' DNA Esri-E10-F01 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 pM gtaaacgacggecagtgGGATTTCAGCACTCCTGGG
DA Esr1-E10-R01 Desalted 0.02 ymol  diss. 100 pM ggaaacagctatgaccatgaGAATCCCTTTGGCTGTTCC
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