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ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

|. Arbeitshypothese und Fragestellung

Bis heute wurden 2993 Mendel’sche Erkrankungen auf molekularer Ebene aufgeklart, wohin-
gegen die genetische Ursache von 1771 Mendel’'schen Krankheitsbildern und weiteren 1963
Phanotypen mit putativer Mendel’scher Vererbung unklar ist (OMIM, Stand: April 2011). Fur
die Erforschung der molekularen Grundlagen Mendel'scher Erkrankungen gibt es
verschiedene Mdoglichkeiten, wie die Kopplungsanalyse in einer Familie mit mehreren von
einer Erkrankung betroffenen Personen und gesunden Familienmitgliedern sowie die Fein-
kartierung krankheitsassoziierter chromosomaler Rearrangements. Letztere kdnnen als
~Werkzeug“ zur Identifizierung von Kandidatengenen flir monogene Erkrankungen herange-
zogen werden, da bei einem Patienten mit einer de novo vorliegenden Chromosomen-
aberration vermutet wird, dass ein Gen im Bereich der Bruchpunkte in seiner Expression ver-
andert ist und mit dem Krankheitsbild des Patienten in Zusammenhang steht. Weiterfiih-
rende Untersuchungen sind fir die Bestatigung bzw. Widerlegung eines Kandidatengens als
Krankheitsgen notwendig.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Bruchpunkte von sieben krankheitsassoziierten chromo-
somalen Rearrangements mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung feinkartiert wer-
den. Die jeweilige Chromosomenaberration lag bei den Patienten konstitutionell, also in allen
Korperzellen, vor. Sechs Patienten hatten eine reziproke Translokation und eine Patientin
eine parazentrische Inversion; die Phanotypen der Patienten waren sehr unterschiedlich und
reichten von Entwicklungsverzdgerung und milder mentaler Retardierung bis hin zu einem
komplexen skelettalen Krankheitsbild. Mittels umfassender Datenbankrecherchen sollten
Kandidatengene in den eingegrenzten Bruchregionen identifiziert werden, die mdglicher-

weise mit dem Krankheitsphanotyp des jeweiligen Patienten assoziiert sind.
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ll. Einleitung

1. Arten von Mutationen

In der Regel wird das genetische Material von einer Generation auf die ndchste Generation
unverandert weitergegeben. Dennoch sind spontane Mutationen ein wichtiges Instrument zur
Anpassung des Individuums an die Umwelt und bilden daher eine zentrale Voraussetzung
fur die Evolution. Mutationen kdnnen entweder konstitutionell oder somatisch vorliegen.
Konstitutionelle Mutationen liegen in allen Korperzellen inklusive der Keimzellen vor.
Somatische Veranderungen entstehen hingegen postzygotisch und kénnen abhé&ngig vom
Furchungsstadium unterschiedliche Arten von Zellen und Organen betreffen. Dieser Zustand
wird als Mosaik bezeichnet. In der Regel lassen sich drei Arten von Mutationen
unterscheiden, die Genom-, Chromosomen- und Genmutation.

Genommutationen sind Veranderungen der Chromosomenzahl (numerische Chromosomen-
aberrationen). Es kann entweder ein einzelnes Chromosom zuviel oder zuwenig vorliegen
oder der gesamte Chromosomensatz ist vervielfacht. Ein klassisches Beispiel fur eine
Genommutation ist die Trisomie 21, die dem Down-Syndrom zugrunde liegt.

Genmutationen sind molekulare Veranderungen auf Nukleotidebene. Dabei sind
Punktmutationen die haufigsten Mutationen und betreffen nur ein einziges Basenpaar. Bei
einer Genmutation kdnnen aber auch mehrere Basen verandert sein. Die Auswirkungen von
Genmutationen sind sehr unterschiedlich, so kann die Aminosaurenabfolge eines Proteins
verandert werden, oder es tritt ein vorzeitiges Stopp-Codon auf.

Der dritte Mutationstyp ist die Chromosomenmutation, mit der sich diese Arbeit befasst. Aus

diesem Grund wird auf diesen Mutationstyp im n&chsten Kapitel nédher eingegangen.

2. Chromosomenmutationen

Bei Chromosomenmutationen, auch chromosomale Rearrangements genannt, kommt es zu
einer Veranderung der Chromosomenstruktur (strukturelle Chromosomenaberration), die in
zwei Schritten ablauft. Zun&chst muss es zu einem oder mehreren Brichen in der
doppelstrangigen DNA kommen. Danach folgt in einem zweiten Schritt das Zusammenfihren
der freien Enden, so dass ein neues chromosomales Arrangement der Gene entsteht,
welches sich von der Anordnung der Gene im Chromosom vor dem Bruch unterscheidet.
Chromosomale Rearrangements werden eingeteilt in Deletion, Duplikation, Translokation

und Inversion.
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Deletion

Bei einer Deletion kommt es zu einem Verlust eines Chromosomenstiicks, welches kein
Centromer enthalt und daher keine Ansatzstelle fir die Spindelfaser hat. Die Folge ist, dass
es bei der ndchsten Zellteilung verloren geht. Bei Deletionen unterscheidet man terminale,
bei denen Endfragmente und ein verkirztes Chromosom entstehen, von interstitiellen, die
zwei Chromosomenbriiche voraussetzen. Kommt es zu zwei Chromosomenbriichen
innerhalb eines Chromosomenarms, so entsteht ein verkirztes Chromosom. Bei zwei
terminalen Brichen hingegen kann ein Ringchromosom entstehen (Abb. 1) (Buselmaier W
2007).

a)nm:b)l Y 1 > o

- -— - — — - —

N Lol Kk [ =] =4

Abb. 1: Schema zur Entstehung von Deletionen

Schematisch dargestellt sind die Chromosomen in grau und die deletierten Chromosomenstiicke in rot. Die
Schlangenlinie gibt den Bruchpunkt wieder, und das schwarze Kreuz verdeutlicht, welches Chromosomenstiick in
der Zelle verloren geht. In a) ist eine terminale Deletion, in b) eine interstitielle Deletion und in c) ein
Ringchromosom dargestellt.

Deletionen entstehen spontan in den Keimzellen gesunder Eltern, bei denen die Mutation in
somatischen Zellen nicht nachweisbar ist (Griffiths AJF 1999). Das erste beschriebene
Deletionssyndrom war das Cri-du-Chat-Syndrom, bei dem es zu einem Verlust eines

terminalen Stlicks des p-Arms von Chromosom 5 kommt (Lejeune J 1963).

Duplikation

Bei der Duplikation kommt es zu einer Verdopplung eines Chromosomenstiicks. Entweder
liegen die duplizierten Regionen nebeneinander (Tandem-Duplikation), oder das duplizierte
Stick ist an einer anderen Position auf dem gleichen oder auf einem anderen Chromosom
lokalisiert (Abb. 2) (Griffiths AJF 1999).
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— ML =>l — W =M o =N
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Abb. 2: Schema zur Entstehung von Duplikationen

Schematisch dargestellt sind die Chromosomen in grau bzw. blau und die duplizierten Chromosomenstiicke in
rot. In a) ist eine Tandem-Duplikation zu sehen, in b) findet sich das duplizierte Chromosomenstiick an einer
anderen Position am gleichen Chromosomen und in ¢) wurde das duplizierte Chromosomenstiick in ein anderes
Chromosom integriert.

Translokation

Im Allgemeinen ist die Translokation charakterisiert durch die Verlagerung von
Chromosomenstiicken an eine neue Position, entweder auf dem gleichen Chromosom oder
auf einem anderen Chromosom. Dabei kdnnen mehrere Segmente zwischen homologen und
nicht-homologen Chromosomen beteiligt sein, die zu einem wechselseitigen Austausch
fuhren (Buselmaier W 2007). Kommt es zu einem Bruch von nur einem Chromosomenstiick
und anschlieBender Anlagerung an ein anderes Chromosom, handelt es sich um eine nicht-
reziproke Translokation. Bei der reziproken Translokation liegt ein wechselseitiger Austausch
von mindestens zwei Chromosomenstiicken zwischen homologen oder nicht-homologen
Chromosomen vor. Eine Besonderheit stellt die Robertson-Translokation dar. Es handelt sich
dabei um eine zentrische Fusion zweier g-Arme von akrozentrischen Chromosomen, wobei

die kurzen p-Arme in der Regel verloren gehen (Abb. 3) (Buselmaier W 2007).
a) b) c)

Laahal gl
T

Abb. 3: Schema zur Entstehung von Translokationen
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Schematisch dargestellt sind die Chromosomen in grau und rot. Die Schlangenlinie gibt den Bruchpunkt wieder
und das schwarze Kreuz verdeutlicht, welches Chromosomenstiick in der Zelle verloren geht. In a) ist eine nicht-
reziproke Translokation, in b) eine reziproke Translokation und in c) eine Robertson-Translokation dargestellt.

Inversion

Bei der Inversion kommt es zu zwei Brichen innerhalb eines Chromosoms und
anschlieender 180°-Drehung des Chromosomenstiicks. Eingeteilt wird die Inversion in
parazentrisch, bei der das Centromer an der Drehung nicht beteiligt ist, und perizentrisch, bei
der das Centromer beteiligt ist (Abb. 4).

a) b)

- - 4 \ 180°-Drehung

180°-Drehung

o
e

f
S
!

N
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Abb. 4: Schema zur Entstehung von Inversionen

Schematisch dargestellt sind die Chromosomen in grau. Die Schlangenlinie gibt den Bruchpunkt wieder. Das
invertierte Chromosomenstuick ist rot-schraffiert dargestellt. In a) ist eine parazentrische Inversion und in b) eine
perizentrische Inversion dargestellt.

Chromosomale Rearrangements werden in balanciert und unbalanciert eingeteilt. Dabei geht
bei einem balancierten Rearrangement kein genetisches Material verloren. Ein Beispiel
hierfir ist eine reziproke Translokation. Bei einem unbalancierten Rearrangement hingegen
geht genetisches Material verloren, wie z.B. bei einer Deletion. Nicht selten ist es jedoch so,
dass durch das Rearrangement genetisches Material verloren geht oder hinzugewonnen
wird und damit nicht-balanciert ist, obwohl das Ergebnis einer konventionellen
Chromosomenanalyse ein anscheinend balanciertes Rearrangement ergab. Diese
Veré&nderungen ereignen sich haufig am Bruchpunkt (Borg | 2002) oder in der N&he der
Bruchpunkte (Page DC 1990) und werden bei der zytogenetischen Untersuchung oft nicht
detektiert, da die Chromosomenanalyse nur eine begrenzte Aufldsung hat. Sie kann
Imbalancen (Duplikationen und Deletionen) detektieren, die mindestens 5 bis 10 Megabasen
(Mb) umfassen (De Ravel TJ 2007).
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Etwa 6% der pranatal durchgefihrten Chromosomenanalysen, deren Ergebnis ein
balanciertes de novo erscheinendes chromosomales Rearrangements war, werden mit
einem Krankheitsbild in Zusammenhang gebracht (Warburton 1991). Ursachen hierfur
konnen einerseits disruptierte Gene im Bruchpunkt, andererseits kleine Duplikationen oder
Deletionen, die lichtmikroskopisch nicht sichtbar waren, sein (Gribble SM 2005). Aus diesem
Grund sollte ein in der Chromosomenanalyse balanciert erscheinendes Rearrangement
weiter untersucht werden, um kleinere Imbalancen zu detektieren. Eine Méglichkeit hierfir ist

die Array-basierte komparative Genomhybridisierung (Array-CGH).

3. Array-basierte komparative Genomhybridisierung zur ldentifizierung

licht-mikroskopisch nicht sichtbarer Chromosomenaberrationen

Die Array-CGH ist eine Mdglichkeit zur genomweiten Detektion von Imbalancen. Dabei
kénnen Deletionen, Duplikationen, Aneuploidien oder Amplifikationen auf einem Chromosom
detektiert werden, die durch eine Chromosomenanalyse nicht erfasst wurden. Das Prinzip
der Methode ist der Vergleich von Patienten-DNA, welche aus Blutlymphozyten oder
Hautfibroblasten gewonnen wird, mit einer Referenz-DNA, wobei die DNAs mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Die vorher denaturierten
Patienten- und Referenz-DNAs werden zusammen auf einen Chip, welcher immobilisierte,
genomische DNA-Fragmente enthdalt, kohybridisiert. ~Anschlie@end werden die
Fluoreszenzsignale der Patienten- und Referenz-DNA gemessen und miteinander
verglichen. Numerische Veranderungen im Genom fiihren dabei zu einer Farbverschiebung
des Fluoreszenzsignals, welche automatisch mit Hilfe eines Scanners erfasst und mit

Imaging-Programmen ausgewertet wird (Abb. 5).

Referenz-DNA  Patienten-DNA

Abb. 5: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Array-CGH

Die Referenz-DNA ist mit rot-fluoreszierendem und die Patienten-DNA
mit grun-fluoreszierendem Farbstoff markiert. Der Chip mit den

Duplikation

0,6 definierten DNA-Fragmenten (schwarze Punkte) ist blau dargestellt.
0,4 - Direkt darunter ist ein Beispiel fir eine Computerdarstellung nach
02 Y ~ . Einscannen der Fluoreszenz. Das Fluoreszenzverhaltnis wird mit Hilfe

0 o “z'd "‘.“.;0 "',..:m i einer Software gemessen und grafisch dargestellt (ganz unten), wobei
0,2 10 bei einer Deletion (links) das rote Signal der Referenz-DNA detektiert
VAT wird. Bei einer Duplikation (rechts) hingegen wird eher ein griines
06 Signal detektiert (Abbildung aus Sanlaville D 2005).

Deletion
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Die definierten DNA-Fragmente stammen entweder von BAC-(,bacterial artificial
chromosome®), PAC-(,P1-derived artificial chromosome®) oder Fosmid-(F-Faktor basierende
Cosmide) Klonen oder sind Oligonukleotide (Sanlaville D 2005). Der grof3e Vorteil der Array-
CGH st ihre relativ hohe Auflosung. Je nach Grof3e der DNA-Fragmente liegt die
genomische Auflésung fir BAC-Klone bei 80 bis 200 Kilobasen (Kb) (Bejjani BA 2005) und
fur Oligonukleotide bei 25 bis 85 Basenpaaren (Bp) (Lucito R 2003). Dadurch wird in
manchen Studien eine mindestens doppelt so hohe Detektionsrate fur Imbalancen im
Vergleich zur Chromosomenanalyse erreicht (Shevell M 2003). Es werden auch sogenannte
,CoOpy number variations® (CNVs) detektiert, die nicht mit dem Phéanotyp des Patienten in
Zusammenhang stehen (Sanlaville D 2005). CNVs sind groRe DNA-Abschnitte im Genom,
die sich in ihrer Kopienzahl aufgrund von Deletionen oder Duplikationen zwischen zwei
Individuen innerhalb einer Spezies unterscheiden (Schrider DR 2010). Es wird
angenommen, dass sich das menschliche Genom von zwei Individuen um 0,2% (~6 Mb)
aufgrund von CNVs unterscheidet (McCarroll SA 2006). Durch die Array-CGH werden keine
Chromosomenumbauten detektiert, weswegen diese Methode fur diese Art der Mutation nur
eine erganzende Untersuchungsmethode darstellt, um Imbalancen im Bereich der
Bruchpunkte oder auf anderen Chromosomen zu detektieren, die eventuell fiir den klinischen
Phanotyp des Patienten verantwortlich sind. Sollte bei einem chromosomalen
Rearrangement mit auffalligem Phanotyp das Ergebnis der Array-CGH unauffallig sein, liegt
die Vermutung nahe, dass das Rearrangement ursachlich ist. Aus diesem Grund kénnen
balancierte chromosomale Rearrangements fir die Identifizierung von Krankheitsgenen

herangezogen werden.

4. Identifizierung neuer Krankheitsgene mit Hilfe von chromosomalen

Rearrangements

Bei Patienten, die ein de novo vorliegendes chromosomales Rearrangement mit
unauffalligem Ergebnis der Array-CGH und einen Mendel'schen Krankheitsphanotyp
aufweisen, wird angenommen, dass die chromosomale Aberration mit der Erkrankung
zusammenhangt. Es wird am ehesten eine ,Loss-of-function“-Mutation vermutet, d.h., es
kommt zu einem Funktionsverlust eines Gens. Somit liegt eine Haploinsuffizienz vor, das
bedeutet, dass die Expression des einen Wildtyp-Allels zur Aufrechterhaltung der
Normalfunktion nicht mehr ausreicht (Buselmaier W 2007). In der Literatur werden mehrere
Falle von balancierten Translokationen beschrieben, die zu einer Unterbrechung eines Gens
fuhrten und ursachlich fur den jeweiligen Phanotyp sind (Giacalone JP 1992, van Bakel |

1995). Durch die molekulare Charakterisierung einer X;5-Translokation wurde das DMD-Gen
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entdeckt und in Zusammenhang mit der Muskeldystrophie Typ Duchenne gebracht (Jacobs
PA 1981). Um heraus zu finden, ob Gene im Bereich der Bruchpunkte liegen, missen die
Bruchpunktregionen eingegrenzt werden. Die Bruchpunkte werden zunachst durch eine
Chromosomenanalyse grob bestimmt, und anschlieBend wird mittels einer Array-CGH nach
Imbalancen im Genom gesucht, die fir den Ph&notyp der jeweiligen Patienten verantwortlich
sein konnten. Wird keine krankheitsrelevante Deletion oder Duplikation detektiert, erfolgt die

Bruchpunktkartierung mit Hilfe serieller Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH).

4.1 Bruchpunktkartierung durch serielle Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen

Bei der molekularzytogenetischen Methode FISH werden denaturierte und mit
Fluoreszenzfarbstoff markierte DNA-Sonden auf ebenfalls denaturierte Metaphase- oder
Interphase-Chromosomen des jeweiligen Patienten hybridisiert (Abb. 6).

DNA Target

Probe and Target DNA
Denatured and Hybridized

Abb. 6: Schematische Darstellung der
FISH-Technik

#iﬁorescent
tag
Ganz rechts ist eine DNA-Sonde

dargestellt, die mit Fluoreszenzfarbstoff
(rosa) markiert wurde. Die Sonde und das
Chromosom (blau) werden denaturiert, so
dass die Sonde mit der entsprechenden

Target DNA DNA probe Sequenz des Chr_omosoms hyt_)ridisieren
retains fluorescence labeled with kann (Mitte) (Abbildung aus Wippold FJ
fluorescent dye 2nd 2007)

BAC-, PAC- und Fosmid-Klone werden als DNA-Sonden verwendet. Die Sondenléange
bestimmt das Auflosungsvermégen der FISH, die im Allgemeinen zwischen der Aufldsung
der DNA- und Chromosomenanalyse liegt (Volpi EV 2008). Ein Nachteil von FISH ist, dass
sie nur Veradnderungen eines Chromosomabschnitts detektieren kann, fur die die Sonde
spezifisch ist. Veranderungen, die auf3erhalb der Reichweite der eingesetzten DNA-Sonden
liegen, kbnnen somit nicht sichtbar gemacht werden (Shaffer LG 2006). Ein weiterer Nachteil
ist die relativ hohe Rate an falsch kartierten bzw. unspezifischen genomischen Klonen. Nach
Bejjani und Mitarbeitern (2005) betragt die Rate der unspezifischen Klone bis zu 35%
(Bejjani BA 2005). In dieser Arbeit erfolgte die Bruchpunktkartierung mittels serieller FISH-
Analyse, wodurch es zu einer sukzessiven Annaherung an den Bruchpunkt kam. Gesucht
wurde ein Klon, dessen Insert bruchpunktiiberspannend war und somit ein sog. ,Split-Signal*

ergab. Nach der Eingrenzung der Bruchpunktregion erfolgte eine ausfihrliche
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Datenbankrecherche zur Suche nach mdglichen Kandidatengenen fir den jeweiligen

Krankheitsphéanotyp des Patienten.

4.2 Suche nach Kandidatengenen mittels Datenbankrecherche

Kriterien fur die Suche nach Kandidatengenen sind unter anderem, ob ein Gen durch das
Rearrangement direkt unterbrochen wurde, wie das Expressionsmuster des Gens aussieht,
welche Funktion das von dem Gen kodierte Protein hat und ob bereits mit dem Gen
assoziierte Erkrankungen in der Literatur beschrieben wurden. Kommt es durch das
Rearrangement nicht zu einer direkten Unterbrechung eines Gens, so muss ein

Positionseffekt in Betracht gezogen werden.

4.3 Positionseffekte

Auch Positionseffekte kdnnen einen Einfluss auf das Entstehen von phanotypischen
Merkmalen haben, da nicht nur direkte Genbriiche bei balancierten Rearrangements zum
Funktionsverlust eines oder mehrerer Gene fuhren. Nach Kleinjan und Mitarbeiter (1998) ist
ein Positionseffekt eine nachteilige Veranderung der Genexpression aufgrund einer
Anderung der chromosomalen Umgebung. Letztere ist nicht auf eine intragenische Mutation
oder Deletion zurtickzufiihren, so dass die Struktur des Gens und die der regulatorischen
Einheit unverandert bleibt (Kleinjan DJ 1998). Chromosomale Rearrangements, wie z.B.
balancierte Translokationen, konnen zu einem Positionseffekt fihren. Im Wesentlichen
werden nach Kleinjan und Mitarbeitern (1998) vier Mechanismen unterschieden, wie sich ein

Positionseffekt auswirken kann (Abb. 7):
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—JEnhancetl— Gen A P> — GenA —

Gen A

Abb. 7: Mégliche Mechanismen, die zu einem Positionseffekt filhren kdnnen

Der DNA-Abschnitt ist rot bzw. schwarz dargestellt, wobei die Gene als Balken (turkis und pink) dargestellt sind.
Der kleine schwarze Pfeil gibt an, ob das Gen transkribiert wird oder nicht (Pfeil mit rotem Kreuz
durchgestrichen). Die Enhancer-Elemente sind jeweils blau und griin. Der chromosomale Bruchpunkt wird durch
einen gelben Blitz deutlich. Die Beschreibung der Abbildung in 1) bis 4) ist dem nachfolgenden Text zu
entnehmen (Abbildung modifiziert nach Kleinjan DJ 1998).

1. Eine Translokation fuhrt dazu, dass die regulatorische Einheit von dem zu
regulierenden Gen getrennt wird. Dieses kann dazu fuhren, dass bei einem Wegfall
eines Enhancers das Gen vermindert oder gar nicht exprimiert wird. Die
Auswirkungen sind mit einer direkten Unterbrechung des Gens vergleichbar. Ist
hingegen ein Silencer transloziert, kann es zu einer vermehrten Expression des Gens
fuhren.

2. Eine Translokation fuhrt dazu, dass ein Gen vor eine regulatorische Einheit
transloziert wird. Handelt es sich dabei um einen Enhancer, kommt es zu einer
vermehrten Expression des Gens, ein Silencer fihrt zu einer verminderten
Expression.

3. Eine Translokation fiihrt dazu, dass ein Gen (turkis) mit seiner regulatorischen Einheit
in die Nahe eines anderen Gens (pink) transloziert wird, so dass die regulatorische
Einheit dieses Gen (pink) in seiner Expression beeinflusst, was entweder zu einer

Fehlregulation von beiden Genen oder von nur einem Gen flihren kann.

10
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4. Eine Translokation fuhrt zu einer klassischen Positionseffekt-Variegation. Dieses
Phanomen wurde erstmals bei Drosophila melanogaster beobachtet: Nach
Rontgenbestrahlung kam es zu einer Verlagerung des euchromatischen white-Gens
in die N&he von perizentrischem Heterochromatin. Dieses fuhrte dazu, dass die
Expression des white-Gens inhibiert wurde. Variegationseffekte wurden bei
Menschen bisher noch nicht beschrieben, obwohl sie in transgenen Mausen bereits
beobachtet wurden (Muller 1930).

Wie in Abbildung 7 deutlich wird, kann die Trennung eines Gens von seiner regulatorischen
Einheit zu einer veranderten Genexpression fuhren. Es wird angenommen, dass
regulatorische Einheiten eine charakteristische Chromatinstruktur aufweisen und nicht-
kodierende, hochkonservierte DNA-Sequenzen (HCNEs) sind, die sich im Laufe der
Evolution kaum veréandert haben und bei unterschiedlichen Wirbeltierklassen wiederzufinden
sind (Kleinjan DA 2005, Bulger M 2011). Der Vergleich von DNA-Sequenzen
unterschiedlicher Spezies ist somit eine Mdoglichkeit, Enhancer im Genom zu finden.
Enhancer kdnnen bis zu 1,5 Mb (SOX9) distal oder proximal von der Transkriptionseinheit
entfernt liegen (Benko S 2009), wobei sie in genfreien Abschnitten, aber auch in Introns der
von ihnen regulierten Gene oder in Introns benachbarter Gene zu finden sind (Bulger M
2011). Es werden jedoch nicht alle Gene uber regulatorische Einheiten reguliert. Nach
Kleinjan und Mitarbeitern (2005) lassen sich aus regulatorischer Sicht drei Klassen von
Genen grob unterscheiden (Kleinjan DA 2005):

1. Haushaltsgene: Die vom ihnen kodierten Proteinen werden in fast allen Zellen
bendtigt, und daher werden Haushaltsgene ubiquitar exprimiert. Aus diesem Grund
sind ihre Promotoren standig aktiv und missen deswegen nicht Gber regulatorische
Einheiten reguliert werden.

2. Gewebespezifische Gene: Die von diesen Genen kodierten Proteine haben eine
wichtige Funktion in differenzierten Zelltypen. Daher werden sie in der Regel liber eine
oder wenige spezifische regulatorische Einheiten reguliert.

3. Wachstumsregulierende Gene: Die von diesen Genen kodierten Proteine werden nur
in bestimmen Geweben zu definierten Zeitpunkten der Entwicklung benétigt. Aus
diesem Grund erfolgt die Regulierung dieser Gene besonders streng und haufig Uber
mehrere regulatorische Einheiten.

Interessanterweise spielen Gene, die bereits in Zusammenhang mit Positionseffekten
beschrieben worden sind [z.B. RET (Emison ES 2005) und PAX6 (Fantes J 1995)], eine
Schlusselrolle bei der Determination und Differenzierung von Geweben und Organen
(Kleinjan DA 2005). Diese Tatsache kann daher als Kriterium bei der Suche nach

Kandidatengenen bericksichtigt werden.

11
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4.4 Bestatigung des Kandidatengens mittels einer Mutationsanalyse

Ausfihrliche Datenbankrecherchen fiihren unter Berlcksichtigung der oben genannten
Suchkriterien schlief3lich zur ldentifizierung eines Kandidatengens, das moglicherweise mit
dem Phanotyp der jeweiligen Patienten in Zusammenhang steht. Als nachster Schritt erfolgt
eine Mutationsanalyse in dem entsprechenden Gen in einer Kohorte von Patienten mit
gleichem Phéanotyp, jedoch unauffalligem Karyotyp. Werden Punktmutationen in dem
Kandidatengen bei Patienten ohne strukturelle Chromosomenaberration gefunden, kann
davon ausgegangen werden, dass sie mit dem Phanotyp in Zusammenhang stehen. Auf
diese Weise kann das Kandidatengen als Krankheitsgen bestatigt werden. Die hier
beschriebene Strategie flhrte bereits zur Identifizierung von verschiedenen Krankheitsgenen
(Tommerup 1993). Beispielsweise flhrte die X;2-Translokation bei einer Patientin mit
mentaler Retardierung zur ldentifizierung des Krankheitsgen TM4SF2 flr X-gekoppelte
mentale Retardierung (Zemni R 2000). Auch das ARHGEF6-Gen, das bei einer Patientin mit
X;21-Translokation unterbrochen war (Kutsche K 2000), wurde Uber diese Strategie als
Krankheitsgen bestatigt. Beispiele fiir Positionseffekte auf die Expression von
Krankheitsgenen, die durch ein chromosomales Rearrangement verursacht werden, sind
PAX6 (Fantes J 1995), was zur Aniridie fuhrt, und PITX2 (Trembath DG 2004), das zum
Rieger-Syndrom fuhrt.

12
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[1l. Material und Methoden

1. BAC-Klone

BAC (,bacterial artificial chromosome®) ist ein auf dem F-Plasmid von E.coli basierender
Vektor, in dem sehr groRe Genomabschnitte (von 100 bis 300 Kb) kloniert werden kdénnen.
Die durchschnittliche Insertgrof3e betragt 178 Kb (Osoegawa K 2001). Die in dieser
Doktorarbeit verwendeten BAC-Klone stammen aus der Bibliothek ,RPCI-11* (Roswell Park
Cancer Institute), fur die der Vektor pBACe3.6 verwendet wurde, und werden mit ,RP11¢
abgekirzt. Die klonierte genomische DNA stammt aus Lymphozyten eines Mannes.
Bezogen wurden die BAC-Klone vom BACPAC Resources Center (CHORI) in Oakland,
Kalifornien, USA. Der CTC-BAC-Klon stammt aus der Bibliothek ,CalTech human BAC
library C“. Die Inserts haben eine Gréfze von 129 bis 202 Kb und wurden in den Vektor
pBeloBACII kloniert. Die klonierte genomische DNA stammt aus mannlichem Sperma.
Bezogen wurde der Klon von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland.

1.1 Verwendete BAC-Klone fir das Chromosom 1

BAC-Klone (cen 2 tel) Chromosomale Region
RP11-554K11 1932.3
RP11-553F10 1941
RP11-816K22 1g41
CTC-784C12 1941
RP11-664E5 1941
RP11-675M15 1941
RP11-690H3 1941
RP11-231P2 1941
RP11-975N3 1941
RP11-302118 1941
RP11-295M18 1941
RP11-92H11 1941
RP11-458C5 1941
RP11-328N1 1942.12
RP11-115P16 1942.12
RP11-284L19 1942.2

1.2 Verwendete BAC-Klone fir das Chromosom 3

BAC-Klone (cen - tel)

Chromosomale Region

RP11-115B16
RP11-543D10
RP11-185E8
RP11-1142D2
RP11-151A21
RP11-946K8
RP11-1127J5
RP11-1K20

3026.2
3026.2

3026.31
3026.31
3026.31
3026.31
3026.31
3026.31

13
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1.3 Verwendete BAC-Klone fiir das Chromosom 5

BAC-Klone (p =2 q)

Chromosomale Region

RP11-270H9
RP11-414119
RP11-212H17
RP11-210I16
RP11-1104E16
RP11-1308L4
RP11-259G23
RP11-19708
RP11-350H19
RP11-356D23
RP11-336F20
RP11-26506
RP11-116A1
RP11-65F13
RP11-995J21
RP11-395N10
RP11-47535
RP11-467C9
RP11-626P15
RP11-460A14
RP11-188G19
RP11-188G8
RP11-357A6
RP11-1122014
RP11-26N10
RP11-20L22
RP11-221N1
RP11-124B7
RP11-396G22
RP11-68K1
RP11-492L8
RP11-950K24
RP11-47L19
RP11-90G5
RP11-17M7
RP11-638D13
RP11-266F10
RP11-359P5
RP11-395C3
RP11-114H7
RP11-21C10
RP11-484B2
RP11-351F7
RP11-1067D23
RP11-1085B10
RP11-21J3
RP11-39H4
RP11-149E17
RP11-381K20
RP11-48L3

5p14.3
5p14.3
5p14.3
5p14.3
5p14.3
5p14.3
5p14.3
5p14.2
5p13.3

5q14.1-q14.2

5914.3
5q14.3
5q14.3
5915
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.3
5022.1
5022.3
5g23.1
5g23.1
5023.1
5023.1
5g23.2
5g23.2
5g23.2
5023.2
5023.2
5023.2
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5g31.2
5g31.2
5q31.2
5031.3

1.4 Verwendete BAC-Klone fir das Chromosom 6

BAC-Klone (cen - tel)

Chromosomale Region

RP11-428B11
RP11-7306

6022.31
6023.1

14
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RP11-692C10
RP11-6918
RP11-268K4
RP11-628E6
RP11-116B11
RP11-585124
RP11-113P15
RP11-195M10
RP11-426L17
RP11-124K13

6023.2
6023.2
6023.2
6023.2
6q23.2
6q23.2
6023.2
6023.2
6023.2
6qg23.3

1.5 Verwendete BAC-Klone fiir das Chromosom 8

BAC-Klone (cen 2 tel)

Chromosomale Region

RP11-102D24
RP11-386G21
RP11-140I16
RP11-342K10
RP11-756K15
RP11-1058E13
RP11-636J3
RP11-99J23
RP11-614J15
RP11-1075B8
RP11-207120
RP11-262K19
RP11-67901
RP11-114M5
RP11-1128F17
RP11-430K7
RP11-924A24
RP11-359G13
RP11-39P8
RP11-27P7
RP11-99F5

8q11.23
8q12.1
8q12.1
8q12.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8q12.1
8q12.1
8q12.1
8q12.1
8q12.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.1
8ql2.2

1.6 Verwendete BAC-Klone fir das Chromosom 9

BAC-Klone (tel = cen)

Chromosomale Region

RP11-664D14
RP11-778P13
RP11-492A12
RP11-435K18
RP11-298A17
RP11-927D10
RP11-269F13
RP11-196M19
RP11-924K14
RP11-933F3
RP11-471J7
RP11-113D19
RP11-315114
RP11-291J9

9p23
9p22.3
9p22.2
9p22.2
9p22.2
9p22.2
9p22.1
9p22.1
9p22.1
9p22.1
9p22.1-p21.3
9p21.3
9p21.3
9p21.1
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1.7 Verwendete BAC-Klone fiir das Chromosom 11

BAC-Klone (cen 2 tel)

Chromosomale Region

RP11-715N9 11913.2
RP11-805J14 11913.3
RP11-186D19 11913.3
RP11-113L16 11913.3
RP11-1146L22 11913.3
RP11-598K3 11913.3
RP11-826F13 11913.3
RP11-361G24 11913.3-913.4
RP11-916J3 11913.4
RP11-21D20 11913.4
RP11-660L16 11913.4
RP11-7N14 119134

1.8 Verwendete BAC-Klone fiir das Chromosom 13

BAC-Klone (cen - tel)

Chromosomale Region

RP11-349010 13q13.3
RP11-154C3 13q14.12
RP11-1085J24 13q14.12
RP11-484B12 13q14.12
RP11-947E4 13q14.12
RP11-828J10 13q14.13
RP11-939G7 13q14.13
RP11-100L4 13q14.13
RP11-147L20 13q14.2

1.9 Verwendete BAC-Klone fiir das Chromosom 17

BAC-Klone (cen 2 tel)

Chromosomale Region

RP11-166M16 17q24.3
RP11-16C1 17q25.1
RP11-4491.23 17q25.1
RP11-685111 17q25.1
RP11-449J21 17925.1
RP11-20D1 17q25.1
RP11-794C22 17q25.1
RP11-89B11 17q25.1
RP11-61B11 17q25.1
RP11-666A8 17q25.1
RP11-951C22 17q25.1-25.2
RP11-358E11 17q25.1
RP11-13K12 17q25.3
RP11-353N14 17q25.3
RP11-559N14 17q25.3
RP11-765014 17925.3

1.10 Verwendete BAC-Klone fur das Chromosom 18

BAC-Klone (cen 2 tel)

Chromosomale Region

RP11-543H23
RP11-862L9

RP11-707P24
RP11-1150B1

18422.2
18g23
18g23
18g23
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RP11-671C19 18923
RP11-100K18 18923
RP11-640M23 18923
RP11-669B13 18923
RP11-958C14 18923
RP11-62G9 18923
RP11-1057F2 18923
RP11-1058J9 18923
RP11-152115 18923

1.11 Verwendete BAC-Klone fur das Chromosom 20

BAC-Klone (cen 2 tel) Chromosomale Region
RP11-381P2 20g11.22
RP11-231F10 20g11.23
RP11-29801 20g11.23
RP11-1152L20 20g11.23
RP11-451G10 20g11.23
RP11-12201 20g11.23
RP11-164D18 20g13.32
RP11-93B14 20g13.33
RP11-157P1 20g13.33
RP11-358D14 20g13.33
RP11-238J15 20g13.33
RP11-299N6 20913.33

2. Fosmid-Klone

Fosmide sind ein auf dem F-Plasmid von E.coli basierende Vektoren, in denen

Genomabschnitte von 10 bis 50 Kb kloniert werden konnen. Ihre durchschnittliche
InsertgroRe betragt 40 Kb. Zusammengefasst werden sie in der Bibliothek ,WIBR-2%, fir die
der Vektor pEpiFOS-5 verwendet wurde. Die klonierte genomische DNA stammt aus
Lymphozyten einer Frau. Bestellt wurden die Klone ebenfalls tGiber das BACPAC Resources

Center (CHORYI) in Oakland, Kalifornien, USA.

2.1 Verwendete Fosmid-Klone fiir das Chromosom 3

Fosmid-Klone (cen - tel) Chromosomale Region
G248P85845F12 3026.31
G248P86894D3 3026.31
G248P86542C9 3026.31
G248P8061C8 3026.31
G248P88516E9 3g26.31

2.2 Verwendete Fosmid-Klone fiir das Chromosom 5

Fosmid-Klone (p =2 q) Chromosomale Region
G248P87015C5 5p14.3
G248P85642F10 5p14.3
G248P80766E11 5p14.3
G248P86627C12 5p14.3
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G248P86259F9
G248P88773A8
G248P80927C5
(G248P8858D3
G248P80288H8
(G248P85483E6
G248P82428B11
G248P8768A9
G248P89575F8
G248P85764B7
G248P89823F2
G248P82041C9
G248P85475C2
G248P87860C6
G248P86998H1
(G248P8548F6
G248P85089E8

5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5021.1
5023.2
5023.2
5g23.2
5g23.2
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5g31.1
5031.1
5031.1
5031.1

2.3 Verwendete Fosmid-Klone fiir das Chromosom 9

Fosmid-Klone (tel 2 cen)

Chromosomale Region

G248P8687F2
G248P81679H6
G248P800769G12

9p22.1
9p22.1
9p22.1

2.4 Verwendete Fosmid-Klone fir das Chromosom 11

Fosmid-Klone (cen - tel)

Chromosomale Region

G248P87325A9
G248P83654H5
G248P89482C11
G248P87040D2

11q13.3
11q13.3
11q13.3
11913.3

2.5 Verwendete Fosmid-Klone fir das Chromosom 13

Fosmid-Klone (cen - tel)

Chromosomale Region

G248P83459B5
G248P87165B6
G248P8199B10
G248P87318B10

13q14.12
13q14.12
13q14.12
13q14.12

2.6. Verwendete Fosmid-Klone fiir das Chromosom 18

Fosmid-Klone (cen - tel)

Chromosomale Region

G248P87669C9
G248P8665C9
G248P80448H4
G248P87318B10
G248P82196F1
G248P82549H8
G248P81803E8

18923
18923
18923
18923
18923
18923
18923
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2.7 Verwendete Fosmid-Klone fiir das Chromosom 20

Fosmid-Klone (cen - tel) Chromosomale Region
G248P89785C12 20g11.23
G248P8257H2 20g11.23
G248P81370C6 20g11.23
G248P87410A9 20g11.23
G248P86057E1 20g13.33
G248P85335H7 20g13.33
G248P83874G5 20g13.33
G248P82228F2 20g13.33
G248P83214E3 20g13.33
G248P88403H1 20g13.33
G248P84486D9 20g13.33
G248P87848E4 20g13.33
G248P85792B9 20g13.33

3. PAC-Klone

PAC (,P1-derived artificial chromosome®) ist ein auf dem Phagen P1 von E.coli basierender
Vektor, in dem grof3e Genomabschnitte (von 100 bis 150 Kb) kloniert werden kénnen. Die
durchschnittliche InsertgroRe betrdgt 100 bis 125 Kb (loannou PA 1994). Die hier
verwendeten PAC-Klone stammen aus der Bibliothek ,RPCI-1%, ,RCPI-2%, ,RCPI-3*, ,RCPI-
4 und ,RCPI-5 fir die der Vektor pCYPAC2 verwendet wurde, und werden mit ,RP1* bis
,RP5“ abgeklrzt. Die klonierte genomische DNA stammt aus Lymphozyten eines Mannes.
Bezogen wurden die PAC-Klone vom BACPAC Resources Center (CHORI) in Oakland,
Kalifornien, USA.

3.1 Verwendeter PAC-Klon fir das Chromosom 5

PAC-Klon Chromosomale Region
RP3-508120 5p15.2

3.2 Verwendete PAC-Klone fiir das Chromosom 20

PAC-Klone (cen - tel) Chromosomale Region
RP4-6330020 20g11.23

RP1-94E24 20qg12

RP4-583P15 20g13.33

4. Chemikalien und Losungsmittel

Agar (Select) Invitrogen (Karlsruhe)

Agarose Invitrogen (Karlsruhe)

Borséaure Merck (Darmstadt)

Bovines Serumalbumin (BSA) New England Biolabs (Frankfurt a. M.)
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Chloramphenicol
Dextransulfat

Ethylendinitrilotetraessigsaure,
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)

Ethanol

Ethidiumbromid

Fixogum

Formamid, deionisiert

Glycerol

Hefeextrakt

HPLC

Natriumacetat

Natriumchlorid

Orange-G

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypton

2-Propanol
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

5. Medien und Zusatze

LB-Medium

Agar fur Festmedien

Chloramphenicol

Kanamycin

6. Puffer und L6sungen

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Marabuwerke (Tamm)
Qbiogene (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

Oxoide (Wesel)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

J.T. Baker (Deventer, NL)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
BD (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Serva (Heidelberg)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g Natriumchlorid
ad 1000 ml Aqua dest.
pH 7,0

5 g/l Agar

1 ml pro 1000 mli
Stammlésung: 50 mg/ml (in 100%
Ethanol)

1 ml pro 1000 ml
Stammlésung: 25 mg/ml (in Aqua
dest.)

6.1 Puffer und Losungen fir die Agarosegelelektrophorese

10x TBE

890 mM Tris

890 mM Borséaure
20 mM EDTA

pH 8,0
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10x Ladepuffer fir DNA

Ethidiumbromid

25 ml Glycerin (100%)
25 ml 1IXTBE
20 mg Orange-G

0,05% (in Aqua dest.)

6.2 Puffer und Losungen fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

20x SSC

Denaturierungslésung

Hybridisierungspuffer (Master-Mix)

Waschlésung

DAPI-Stammldsung

DAPI-Féarbe-Ldsung

7. Sonstige Puffer

10x Nick Translationpuffer

Restriktionspuffer Multi-Core™

8. Kits, Enzyme und Nukleins&uren

CGH Nick Translation Kit

NucleoBond® Xtra Midi Kit

EcoRlI

Nick Translation Enzymmix (DNAse |, DNA Pol I)
DNA-Standard (1 Kb-Leiter)

Humane Cot-1 DNA (1 mg/ml)
Lachssperma-DNA Typ Il

Nukleotidmix (dNTPs) (je 10 mM)

3 M NaCl
0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
pH 7,0

70% Formamid in 2x SSC
pH 7,0

5 ml 50% Formamid

1 ml 10% Dextransulfat in 2x SSC
100 pg/ml Lachssperma-DNA Typ I
pH 7,0

50% Formamid in 2x SSC
pH 7,0

5 mg/ml 4',6-Diamidino-2-phenyl-
indole/HCI

0,01% DAPI Stammlésung in 2x SSC

500 mM Tris-HCI (pH 7,2)
100 mM MgSO4
1 mMDTT

Promega (Mannheim)

Abbott Molecular, Inc. (lllinois, USA)
Macherey-Nagel (Duren)

New England Biolabs (Frankfurt a. M.)
Abbott Molecular, Inc. (lllinois, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Abbott Molecular, Inc. (lllinois, USA)
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9. Verbrauchsmaterial und Geratschaften

Deckglaser
Kunststoff-Tubes (Falcon)

Objekttrager

Agarplatten

Autoklav

Brutschrank

Digitalkamera

Drucker Digital Graphic Printer
Eismaschine Scotsman AF-10

Eismaschine HOSHIZAKI FM-1200E

Gelelektrophoresekammer
Heizblock (Typ: 52526101)
Heizblock (Typ: 50126101)
Inkubator Shaker Model G25

Kuhlzentrifuge 5417R
Kuhlzentrifuge 5810R

Leica DMRA Fluoreszenzmikroskop
Magnetruhrer RET basic
Photometer BioPhotometer
PIPETBOY acu

Pipetten Finnpipetten

Spannungsgeber Electrophoresis power supply
ST305

Spannungsgeber Power Pac 300

Sterilwerkbank Heraeus LaminAir Instruments HB
2448K

Sterilwerkbank HERA safe Typ12/2, 1995

Thermomixer compact

Tischzentrifuge Biofuge Pico

UV-Transilluminator UVT-28M

Vortex-Gerét Vortex Genie 2 Heidolph Reex 2000

Waage Sartorius 1SO 9001
Wasserbad GFL 1083

Zentrifuge Megafuge 1.0

Marienfeld (Lauda-Kénigshofen)
Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg)

Marienfeld (Lauda-Kénigshofen)
Sarstedt (NUmbrecht)
Tecnomara (Fernwald)

Heraeus (Hannover)

OLYMPUS (Hamburg)

SONY (Tokio, Japan)

Scotsman Ice Systems (Vernon
Hills, Illinois, USA)

Hoshizaki Europe (Amsterdam,
Niederlande)

BioRad (Munchen)

Liebisch (Bielefeld)

Liebisch (Bielefeld)

New Brunswick Scientific
(Edison, NJ)

Eppendorf AG (Hamburg)
Eppendorf AG (Hamburg)

Leica Microsystems (Wetzlar)
IKA Labortechnik (Staufen i. Br.)
Eppendorf AG (Hamburg)

IBS Integra Biosciences
(Fernwald)

Thermo Labsystems
(Mannheim)

Life Technologies (Karlsruhe)

BioRad (Munchen)
Heraeus (Hannover)

Heraeus (Hannover)

Eppendorf AG (Hamburg)
Heraeus (Hannover)
Herolab (Wiesloch)

Scientific Industries, INC.
(Bohemia, NY, USA)

Sartorius (Gottingen)

GFL Gesellschaft fur
Labortechnik (Burgwedel)

Heraeus (Hannover)
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10. Datenbanken und Computerprogramme

10.1 Datenbanken

NCBI (National Center for Biotechnology
Information)

UCSC Genome Browser (University of
California, Santa Cruz)

Ancora

VISTA Enhancer Browser

Database of Genomic Variants

Decipher

PubMed

10.2 Computerprogramme

Cytovision (Applied Imaging)

DIGI CAM Digital Camera Control

Corel Paint Shop ProX

Mit Hilfe der Funktion Map Viewer wurden die
BAC-Klone fur die FISH-Untersuchungen
ausgewahlt.

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

Mit der Option Genome Browser wurden die
BAC-, PAC- und Fosmid-Klone fir die FISH-
Untersuchungen  ausgewahilt. Desweiteren
konnte damit die Konservierung und das
regulatorischen Potential von nicht-kodierenden
DNA-Sequenzelementen dargestellt werden.

Mit BLAT konnte die Exon-Intron-Struktur in der
genomischen DNA-Sequenz  uber  eine
Einspeisung der mRNA-Sequenz dargestellt
werden.

http://genome.ucsc.edu/

Mit dieser Datenbank konnte nach nicht-
kodierenden, hochkonservierten DNA-
Sequenzen in genomischen DNA-Regionen

gesucht werden.
http://ancora.genereqg.net/

Mit dieser Datenbank wurde nach mdglichen
regulatorischen DNA-Elementen gesucht.
http://enhancer.lbl.gov/

Mit dieser Datenbank konnten ,copy number
variations” recherchiert werden.
http://projects.tcag.ca/variation/

Mit dieser Datenbank konnten Imbalancen, die

mit  Krankheitsphanotypen assoziiert sind,
recherchiert werden.
http://decipher.sanger.ac.uk/

Mit dieser Datenbank erfolgte die
Literaturrecherche.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Hiermit erfolgte die Dokumentation und

Bearbeitung der FISH-Bilder.
Damit wurden Agarosegele dokumentiert.

Mit Hilfe dieses Programms konnten Bilder
bearbeitet und erstellt werden.
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Inkscape Damit wurden u. a. physikalische Karten
gezeichnet.

11. Molekularbiologische Methoden

11.1 Plasmid-DNA-Isolierung aus E.coli durch Midi-Praparation

Die Midi-Praparation ermdoglicht eine sehr reine lIsolierung von Plasmid-DNA aus E.coli.
Verwendet wurde hierflr das Praparationskit NucleoBond Xtra Midi. Bevor mit der Isolierung
begonnen werden konnte, musste eine ausreichende Menge an Bakterienvolumen
angezuchtet werden. Dafir wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

¢ Nach Eingang der Klone erfolgte der Einzelkolonieausstrich auf Chloramphenicol-
Agar-Platten, die Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurden. Bei PAC-Klonen wurde
anstatt Chloramphenicol Kanamycin verwendet.

e Herstellung der Vorkultur: Eine Einzelkolonie wurde in einer Lésung mit 2 ml LB-
Medium und 2 pl Chloramphenicol (Endkonzentration: 0,05 mg/ml) in einem
Schiittelinkubator bei 200 rpm und 37°C fur mindestens 6 Stunden inkubiert.

e Herstellung der Ubernachtkultur: Die gesamte Vorkultur wurde in 200 ml LB-Medium
mit 200 pl Chloramphenicol (Endkonzentration: 0,05 mg/ml) Gberfuhrt und Uber Nacht
in einem Schuttelinkubator bei 200 rpm und 37°C inkubiert.

e Am nachsten Tag wurde die Ubernachtkultur in einer Zentrifuge fir 20 Minuten bei
6000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen, um das Pellet zu
erhalten.

Die darauf folgende DNA-Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Es erfolgte
zunachst eine Lyse der Bakterien und dann die Immobilisierung der DNA an einen
Anionaustauscher. Durch mehrfaches Waschen mit unterschiedlich konzentrierten
Salzlésungen wurden Proteine und RNA entfernt. AnschlieBend wurde die immobilisierte
DNA bei einem hohen pH-Wert eluiert. Mit Hilfe von reinem Isopropanol und einer
Zentrifugation erfolgte die Prazipitation der in Lésung befindlichen DNA. Danach wurde das
Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und anschlie3end getrocknet. Nach Trocknung der DNA
wurde sie in 150 pl HPLC-Wasser fur BAC- und PAC-Klone und 200 pl fur Fosmide
resuspendiert. Die DNA-L6sungen wurden bei -20°C gelagert, um eine Degradation der DNA

zu verhindern.

24



MATERIAL UND METHODEN

11.2 Restriktionsanalyse der isolierten DNA

Die Restriktionsanalyse nach Smith und Birnstiel (1976) diente der qualitativen, aber auch
der quantitaven Uberpriifung der isolierten DNA. Benutzt wurde EcoRI, eine Typ-ll-
Endonuklease, die eine palindromische Sequenz erkennt und schneidet, so dass sog. ,sticky
ends® entstehen. Fiur den Restriktionsverdau wurden folgende Substanzen pipettiert:

o 3 ul Plasmid-DNA

o 2 ulBSA (10x)

e 2 pl Multi-Core™ (10x)

e 1 plEcoRI(6U)

e 12 pl steriles HPLC-Wasser
Der Ansatz wurde fir 90 Minuten bei 37°C in einem Heizblock inkubiert. Danach wurden 5 pl

Orange G-Ladepuffer hinzugefligt und zusammen auf ein Agarosegel aufgetragen.

11.3 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese konnten die nach EcoRI-Restriktion entstandenen
DNA-Fragmente aufgetrennt werden. Dabei ist die Laufstrecke eines Fragments im Gel dem
Logarithmus seines Molekulargewichts umgekehrt proportional. Das bedeutet, kleine
Fragmente wandern schneller durch die Poren des Gels als groRe Fragmente. Fir die
Auftrennung der Plasmid-DNA wurde ein niedrig-prozentiges Gel (0,8%) verwendet. Da die
DNA aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen ist, laufen die Fragmente in der
Gelkammer von der Kathode zur Anode. Fir die Herstellung eines 0,8%-igen Gels wurden
1,04 g Agarose und 130 ml 1x TBE bendtigt, was zusammen aufgekocht und anschliel3end
auf etwa 50°C abgekihlt wurde. Danach wurde die Agaroselosung in einen Gelschlitten,
welcher vorher mit einem Gelkamm versehen wurde, Uberfuhrt. Nachdem das Gel
auspolymerisiert war, wurde es in eine Gelkammer eingesetzt und mit 1x TBE vollstandig
bedeckt. Nach Entfernung des Gelkamms wurden die Geltaschen mit 17 ul des
Restriktionsansatzes, welcher vorher mit 5 yl Orange G-Ladepuffer versehen worden war,
und einer 1 Kb-Leiter als Positivkontrolle und Referenz beladen. Danach wurde fir 2,5
Stunden eine Spannung von 120 V angelegt. Nach der Auftrennung der Fragmente wurde
das Gel in einer 0,05%-igen Ethidiumbromid-L6sung fur mindestens 20 Minuten gefarbt. Hier
kam es zu einer Einlagerung von Ethidiumbromid in die DNA, wodurch die DNA mit Hilfe von
UV-Licht (Wellenldange von 254 nm) auf einem Transilluminator-Tisch sichtbar gemacht

wurde.
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11.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Herstellung der Chromosomenpraparate

Die Herstellung der Chromosomenpraparate erfolgte nach dem Protokoll aus Current
Protocols in Human Genetics (Unit 4.1.1-4.1.4, Dracopoli 2000). Sie wurden mir von den
Kollegen aus der Zytogenetik-Abteilung zur Verflgung gestellt. Das hierflir verwendete

Material stammte aus kultivierten Blutlymphozyten der untersuchten Patienten.

Vorbehandlung der Chromosomenpréparate

Das Ziel der Vorbehandlung ist die Denaturierung der doppelstrangigen DNA, um eine
Hybridisierung der DNA-Sonden zu ermdglichen. Die Objekttrager (OT) mit den darauf
vorliegenden Metaphase-Chromosomen wurden fir 5 Minuten (Min) bei Raumtemperatur
(RT) in 2x SSC gewaschen. Daraufhin erfolgte eine Dehydrierung der
Chromosomenpréparate mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% Ethanol 5 Min, 80%
Ethanol 2 Min, 95% Ethanol 2 Min). Im Anschluss wurden die getrockneten Praparate in 70%
Formamid (in 2x SSC) bei 68°-72°C fir exakt 3 Minuten zur Denaturierung der
chromosomalen DNA inkubiert. Nach einem zweiten Waschen mit eiskaltem 2x SSC erfolgte
eine erneute Dehydrierung mit einer ebenfalls eiskalten, aufsteigenden Ethanolreihe (je 2
Min fir 70%, 80% und 95%). Nach diesem letzten Schritt konnten die Praparate nach dem

Trocknen fur die Hybridisierung verwendet werden.

Fluoreszenzmarkierung der DNA-Sonden

Die Fluoreszenzmarkierung der DNA-Sonden erfolgte mit dem CGH Nick Translation Kit. Bei
der ,Nick-Translation“-Methode erzeugt die DNAse |, welche im Enzymmix enthalten ist, in
der doppelstrangigen DNA an statistisch verteilten Stellen Einzelstrangbrtiche, die als ,nick"
bezeichnet werden. Dabei wird die Phosphodiesterbindung aufgebrochen, so dass freie 3'-
OH-Gruppen entstehen. Diese freien OH-Gruppen werden nun von der ebenfalls im
Enzymmix vorhandenen DNA-Polymerase | als Primer flr die 5°>3'-DNA-Synthese benutzt.
Als Bausteine fir die DNA-Synthese sind neben dCTP, dGTP, dTTP und dATP auch der mit
dem Fluoreszenzfarbstoff SpectrumRED markierte RNA-Baustein dUTP enthalten, der im
Reaktionsmix zur Halfte durch dTTP ersetzt wurde. Dieses flhrte zwar zu einem
verminderten Einbau von markiertem dUTP, jedoch wurde dadurch die Effizienz der
prokaryontischen DNA-Polymerase | erhoht. Wahrend der DNA-Synthese war die DNA-
Polymerase | aufgrund ihrer 5‘->3‘-Exonuklease-Aktivitat in der Lage, Nukleotide in
Syntheserichtung zu entfernen mit dem Ergebnis, dass unmarkierte DNA durch neu
synthetisierte markierte DNA ersetzt wurde. Diese DNA-Synthese dauerte 2 bis 4 Stunden
und bendtigte eine Temperatur von 15°C. Der Markierungsansatz enthielt folgende

Substanzen:
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o 4,75-8,75 ul Nuklease-freies Wasser

e 2,0-6,0 ul BAC-, PAC- oder Fosmid-DNA

e 1,25 pl SpectrumRED dUTP (0,2 mM)

e 5 puldNTP Mix (0,1 mM)

e 25uldTTP (0,1 mM)

e 2,5 ul 10x Nick Translation Puffer

e 3 pl Nick Translation Enzymmix
Nach der Inkubation wurden die Enzyme bei 70°C fur 10 Min inaktiviert, danach erfolgte eine
Abkuhlung des Markierungsansatzes fur 2 bis 3 Min auf Eis. Im Anschluss erfolgte die
Ethanolféllung des Markierungsansatzes, um nicht eingebaute Nukleotide zu entfernen. Der
Ansatz sah wie folgt aus:

e 3 ul NaAc (3M) (pH 5,2): setzt die Loslichkeit der DNA herab

e 4 ul humane Cot-1-DNA: dient zur spateren Absattigung der repetitiven Sequenzen

e 0,5 u Lachssperma-DNA: bewirkt eine beschleunigte Fallung, da die im

Markierungsansatz vorhandene DNA eine sehr geringe Masse hat
e 75,0 ul reines Ethanol: fiihrt zur Uberschreitung des Loslichkeitsproduktes der DNA
und damit zu ihrer Ausféallung

Nachdem der Fallungsansatz gut gevortext wurde, erfolgte die Féllung bei -20°C fir
mindestens 1 Stunde. AnschlieRend wurde der Mix flr 20 Min bei 4°C und fir 14.000 rpm
zentrifugiert. Nach dem der Uberstand dekantiert wurde, wurde das Pellet zweimal mit 250 pl
70% Ethanol fur 5 Min bei gleicher Umdrehung gewaschen. Nach dem Waschen wurde das
Pellet fir etwa 10 Min bei 37°C in einem Heizblock getrocknet.

Hybridisierung der Chromosomenpraparate

Fur die Hybridisierung der DNA-Sonden auf die Chromosomenpréparate wurde zunéchst
das Pellet aus dem vorigen Schritt in 12 pl Hybridisierungspuffer geldst und bei 95°C fiir 10
Min denaturiert. Daraufhin erfolgte eine Absattigung der repetitiven Sequenzen der DNA-
Sonden mit der im vorigen Schritt hinzugefugter humanen Cot-1-DNA bei 37°C fir 90 Min,
was als ,Pre-Annealing® bezeichnet wird. Nach dem ,Pre-Annealing wurde der
Hybridisierungsansatz auf die vorbehandelten Chromosomenpraparate aufgetropft und mit
einem Deckglaschen (20x20 mm) und Fixogum versiegelt. In einer Feuchtkammer wurden

dann die Objekttrager bei 37°C tber Nacht aufbewahrt und inkubiert.

Farben und Eindeckeln der Chromosomenpréaparate
Die Chromosomenpraparate wurden nach Entfernung der Deckglaschen mit 2x SSC fur 5
Min gewaschen. Danach erfolgte die Entfernung unspezifischer Bindungen, indem die

Objekttrager in 50% Formamid (in 2x SSC) kurz geschwenkt wurden. Dabei betrug die
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Temperatur des Formamids zwischen 42°C und 45°C. Anschlielend folgte ein zweites
Waschen mit 2x SSC als Vorbereitung fur die Farbung mit einer 0,05%-DAPI-L6sung fur 5
Min. Bevor die Chromosomenpréparate eingedeckelt werden konnten, mussten sie noch in
einfach destilliertem Wasser gewaschen werden. Daraufhin wurden die Praparate mit 20 pl
Vectashield Mounting Medium eingedeckelt, um einerseits die Hybridisierung zu verstarken
und andererseits eine Konservierung der Préparate zu bewirken. Die Auswertung der
Praparate erfolgte an einem Leica-Fluoreszenzmikroskop. Die DAPI-Farbung konnte mit
einem BGR-Filter dargestellt werden. Der BGR-Filter hat drei Anregungsstufen (405-435 nm,
487-502 nm und 560-580 nm), so dass durchscheinendes Licht weil3 erscheint. Das vom
SpectrumRED generierte Fluoreszenzsignal konnte mit einem TXR-Filter (586 nm) sichtbar
gemacht werden. Zur Dokumentation der FISH-Untersuchungen wurde das

Computerprogramm Cytovision verwendet.
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ERGEBNISSE

IV. Ergebnisse

1. Beschreibung der experimentellen Vorgehensweise

Die Vorgehensweise bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten erfolgte in gleicher
Weise. Aus diesem Grund wird der experimentelle Vorgang an dieser Stelle fur alle
Patienten erlautert.

Zu Beginn wurden mittels einer konventionellen Chromosomenanalyse die Bruchpunkte der
jeweiligen Translokation bzw. Inversion bestimmt. Fur eine Feinkartierung und Eingrenzung
der Bruchpunkte aller chromosomalen Rearrangements wurde die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) genutzt. Hierfir wurden BAC-, PAC- und Fosmid-Klone als DNA-
Sonden gewahlt, die auf Metaphase-Chromosomen des jeweiligen Patienten hybridisiert und
mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet wurden. Zunachst wurden Klone verwendet, die
in der durch die zytogenetische Analyse bestimmten chromosomalen Bande Kkartierten.
Ausgewdahlt wurden die BACs, PACs und Fosmide mit Hilfe der NCBI- und UCSC-
Datenbanken. Gesucht wurden dabei zunéchst distal und proximal zum Bruchpunkt
hybridisierende Klone, um so die Bruchpunktregion grob zu definieren. War dieses
geschehen, wurden in der grob definierten Bruchpunktregion kartierende BACs/PACs
verwendet mit dem Ziel, einen BAC/PAC zu finden, dessen Insert bruchpunktiiberspannend
ist und somit ein sog. ,Split-Signal“ ergibt. Das heif3t, dass das Insert auf dem Wildtyp-
Chromosom und auf beiden derivativen Chromosomen hybridisiert. Das zweite Signal
erscheint also ,aufgespalten®. Nachdem die Bruchpunktregion mit Hilfe von BACs/PACs auf
etwa 100 Kb eingegrenzt wurde, wurden fir die Feinkartierung in einigen Fallen Fosmide
benutzt, deren Inserts etwa 40 Kb umfassen, so dass die Bruchpunktregionen auf etwa 10
bis 20 Kb eingegrenzt werden konnten. Danach erfolgte mittels einer Datenbankrecherche
die Suche nach moglichen Kandidatengenen, die fir den jeweiligen Phéanotyp der Patienten

mit chromosomalen Rearrangements verantwortlich sein kénnten.

2. Isolierung und restriktionsenzymatische Spaltung von verschiedenen
BAC-, PAC- und Fosmid-DNAs zur Herstellung von Sonden fir die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Bevor mit der eigentlichen FISH-Untersuchung begonnen werden konnte, musste die DNA

der BACs, PACs und Fosmide aus den zugeschickten E.coli-Klonen isoliert werden. Hierfur

erfolgten die Kultivierung der E.coli-Bakterien und die Plasmid-DNA-Isolierung nach dem

Protokoll fur Midi-Kits der Firma Macherey-Nagel. Nach Isolierung der DNA wurde zur
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qualitativen und quantitativen Uberpriifung eine restriktionsenzymatische Spaltung mit EcoRl
durchgefihrt. Die dabei entstandenen Spaltfragmente wurden einer
Agarosegelelektrophorese unterzogen, wobei ein 0,8%-Gel verwendet wurde. Nach der
Auftrennung der Fragmente wurde das Gel gefarbt und fotografiert (Abb. 8).

8 1 Kb-Leiter
<« 12 Kb

<+ 5Kb

<+— 3 Kb

<+ 2Kb

- +—1,6 Kb

Abb. 8: Darstellung eines beispielhaften Agarosegels mit Restriktionsfragmenten einer EcoRI-Spaltung
von verschiedenen BAC- und Fosmid-Klonen

Dieses Bild zeigt ein 0,8%-Agarosegel, auf dem verschiedene, mit EcoRI verdaute BACs und Fosmide (1-8),
aufgetragen wurden. Als DNA-GroRenstandard wurde zusatzlich eine 1 Kb-Leiter (rechts) aufgetragen. Rechts
sind GrofRen einiger Banden der 1 Kb-Leiter angegeben. In der Reihenfolge von 1-8 sind folgende BAC- und
Fosmid-Klone zu finden: G248P88516E9, G248P87015C5, G248P85642F10, G248P80766E11,
G248P86627C12, RP11-585124, G248P82041C9, RP11-1085B10.

Durch den Vergleich der entstandenen Banden mit der 1 Kb-Leiter lief3 sich die Qualitat und
Menge der isolierten DNAs abschatzen. Die Mengenabschatzung war fir die nachfolgende
Sondenmarkierung fur die FISH wichtig. Nach diesem Schritt erfolgten die
Sondenmarkierung und anschlielende Hybridisierung der DNA-Sonden auf Metaphase-

Chromosomen der Patienten.

3. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 5;9-Translokation bei
Patient 1

3.1 Patientenbeschreibung

Der heute 6-jahrige Patient 1 wurde als ehemaliges Frilhgeborenes einer Zwillings-
schwangerschaft in der 34+5 SSW geboren. Seine Eltern sind gesund. Sein Geburtsgewicht
betrug 2125 g, die Geburtslange 41 cm und der Kopfumfang 31 cm.

Relativ friih nach der Geburt zeigte Patient 1 eine Trinkschwache und wurde schlief3lich mit 4
Monaten  aufgrund  zentraler  Koordinationsstérungen und psychomotorischer
Entwicklungsverzdgerung stationdr aufgenommen. Damalige MRT-Untersuchungen ergaben

eine Aplasie des Corpus callosum. Mit 4 Jahren betrug sein Kopfumfang 48 cm und lag
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damit unterhalb der 3. Perzentile (-2,5 SD). Im Alter von 6 Jahren wurden bei ihm eine
psychomotorische und sprachliche Entwicklungsverzogerung, ein sekundarer Mikrocephalus
und eine Harninkontinenz diagnostiziert. Er zeigt keine fazialen Dysmorphien. Sein
zweieiiger Zwillingsbruder ist gesund.

Eine Chromosomenanalyse in der Klinik for Kinder- und Jugendmedizin in Neubrandenburg
ergab eine de novo vorliegende, balanciert erscheinende Translokation zwischen den
Chromosomen 5 und 9 [46,XY,1(5;9)(q22;p12)dn]. Um mdogliche submikroskopische
Deletionen und Duplikationen aufzudecken, wurde eine Array-CGH-Analyse durchgeflhrt.
Das Ergebnis ergab eine Mikroduplikation von ca. 300 Kb in Xp11.22. Diese Mikroduplikation
wurde auch bei seinem gesunden GroRvater mitterlicherseits nachgewiesen, so dass davon
ausgegangen wird, dass diese Aberration nicht flr seinen Phanotyp verantwortlich ist.

Eine erneute Chromosomenanalyse erfolgte am Institut fir Humangenetik in Hamburg; sie
ergab den Karyotyp 46,XY,t(5;9)(q22;p21) (Abb. 9).

q22

Abb.9: Schematische Darstellung der Wildtyp- und
derivativen Chromosomen des Patienten 1 mit 5;9-
Translokation

Die Abbildung zeigt die beiden Wildtyp-Chromosomen 5 (rot) und 9
5 der(5) 9 der(9) (blau) und die rearrangierten Chromosomen 5 [der(5)] und 9

[der(9)]. Mit Hilfe einer Schlangenlinie sind die zytogenetisch

bestimmten Bruchpunkte 522 und 9p21 hervorgehoben.

3.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 5923.2

Fur die Eingrenzung des zytogenetisch bestimmten Bruchpunktes in 5922 wurden serielle
FISH-Analysen mit insgesamt zwolf BAC-Klonen durchgefiihrt. Sechs der BAC-Klone
hybridisierten proximal und drei distal vom Bruchpunkt (Tab. 1). Zwei BAC-Klone (RP11-
68K1 und RP11-17M7) ergaben unspezifische Signale. Diese Klone hybridisierten nicht in
der bei UCSC angegebenen chromosomalen Region. Aus diesem Grund sind sie nicht in der
Tabelle 1 aufgelistet. Ein BAC-Klon, RP11-638D13, ergab ein ,Split-Signal (Abb. 10).
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Abb. 10: FISH mit dem BAC-Klon RP11-638D13 als
DNA-Sonde an Metaphase-Chromosomen
von Patient 1

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde RP11-
638D13 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 5 und
auf den derivativen Chromosomen 5 und 9. Die
Chromosomen wurden mit DAPI gefarbt.

Die Signalintensitéat des bruchpunktiiberspannenden Klons RP11-638D13 war dabei
symmetrisch auf beide derivativen Chromosomen 5 und 9 verteilt. Da der BAC RP11-
638D13 in der Bande 5q23.2 kartiert, wurde der zytogenetisch bestimmte Bruchpunkt 5922
nach 5923.2 korrigiert. Fur die Feinkartierung des Bruchpunktes dieser Region wurden vier
Fosmide eingesetzt. Dabei hybridisierten die Fosmide G248P8768A9 und G248P89575F8
proximal zum Bruchpunkt und G248P85764B7 distal davon. G248P82428B11 stellte sich bei
der Auswertung als unspezifisch heraus. Die Uberlappung der Inserts der beiden Fosmide
G248P89575F8 und G248P85764B7 betrug etwa 10 bis 15 Kb. Dieses entsprach der GroRRe
der 5g23.2-Bruchpunktregion (Abb. 11).

Mb 1216 1218 1220 1222 1224 1226 1228

| I l I I | |

cen 5q23.2 tel

I RP11-638D13
” (248P89575F8
g— G248P85764B7

SNCAIP——> ~ SNX24 mmeey &— CEP120

.
7 SNX2=> €PPIC

~10-15 Kb

PRDM6 —>

Abb. 11: Schematische Darstellung ausgewéhlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 5923.2 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 5923.2. Daruber ist die GrolReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Der
bruchpunktiiberspannende BAC ist rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau und
das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben sind die Kandidatengene fur Patient 1.
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Die rot schraffierte Flache zeigt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hgl8
erstellt.

Datenbankrecherchen ergaben, dass durch diesen Bruch kein Gen direkt disruptiert wurde.
Aufgrund der Expression sind mogliche Kandidatengene das SNCAIP-Gen, das fur das
Synphilin-1-Protein kodiert und vor allem im Nervengewebe exprimiert wird (Ribeiro CS
2002), und das CEP120-Gen, das fir ein centrosomales Protein kodiert und im Wesentlichen
im Gehirn exprimiert wird (De Anda FC 2010). Ausflhrliche Erlauterungen zu den Genen
finden sich in der Diskussion unter 2.2.

Klone (cen 2 tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-221N1 5g21.3 WT 5, der(5)
RP11-396G22 5022.3 WT 5, der(5)
RP11-492L8 5023.1 WT 5, der(5)
RP11-950K24 5023.1 WT 5, der(5)
RP11-47L19 5023.1 WT 5, der(5)
RP11-90G5 5q23.2 WT 5, der(5)
G248P8768A9 5q23.2 WT 5, der(5)
G248P89575F8 5q23.2 WT 5, der(5)
RP11-638D13 5q23.2 WT 5, der(5), der(9)
G248P85764B7 5g23.2 WT 5, der(9)
RP11-266F10 5q23.2 WT 5, der(9)
RP11-359P5 5q23.2 WT 5, der(9)
RP11-395C3 5q23.2 WT 5, der(9)

Tab. 1: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 5g923.2 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,
wobei ,\WT* Wildtyp-Chromosom und ,der“ derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben ist der
bruchpunktiiberspannende BAC.

3.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 9p22.1

Analog zu Chromosom 5 konnte mit den seriellen FISH-Untersuchungen unter Verwendung
von 14 BAC-Klonen der andere Bruchpunkt in 9p22.1 eingegrenzt werden. Von den 14 BAC-
Klonen hybridisierten sechs distal und finf proximal vom Bruchpunkt und weitere drei BAC-
Klone (RP11-298A17, RP11-933F3 und RP11-113D19) gaben unspezifische Signale,
weswegen sie in der Tabelle 2 nicht aufgelistet sind.

Fur diesen Bruchpunkt wurde im Vergleich zum 5g23.2-Bruchpunkt kein
bruchpunktiberspannender Klon gefunden. Stattdessen fanden sich zwei Uberlappende
Fosmide mit distinkten Signalen. Das Fosmid G248P8687F2 hybridisierte auf Chromosom 9
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und dem derivativen Chromosom 5, das Fosmid G248P81679H6 hingegen auf Chromosom

9 und dem derivativen Chromosom 9 (Abb. 12).

Abb. 12: FISH mit den Fosmid-Klonen G248P8687F2 (links) und G248P81679H6 (rechts) als DNA-Sonden
an Metaphase-Chromosomen von Patient 1

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde G248P8687F2 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 9 und auf
dem derivativen Chromosom 5 (links). Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde G248P81679H6 befindet
sich auf dem Wildtyp-Chromosom 9 und dem derivativen Chromosom 9 (rechts). Die Chromosomen wurden
jeweils mit DAPI gefarbt.

Die Uberlappung der beiden Fosmid-Inserts betragt etwa 10 bis 20 Kb, was gleichzeitig der
Bruchpunktregion in 9p22.1 entspricht (Abb. 13).
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Abb. 13: Schematische Darstellung ausgewahlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 9p22.1 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 9p22.1. Daruber ist die GroReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Rechts vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und links das Telomer (tel). Klone, die
distal vom Bruchpunkt hybridisierten, sind blau und Klone, die proximal hybridisierten, gelb markiert. Die Gene
sind durch Pfeile dargestellt, wobei die Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist
das unterbrochene Gen, welches vergréRert dargestellt ist. Dabei stellen die senkrechten schwarzen Striche
Exons dar. Zwischen den einzelnen Exons befinden sich die Introns, die durch eine horizontale Linie
wiedergegeben werden. Die rot schraffierte Flache zeigt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde
nach NCBI36/hg18 erstellt.

Datenbankrecherchen ergaben, dass sich der Bruch im Bereich von Intron 6, Exon 7 und
Intron 7 des ADAMTSL1-Gens befindet (Abb. 13). Das unterbrochene Gen kodiert fir das
Glykoprotein Punctin (Hirohata S 2002).

Klone (tel > cen) | chromosomale Region Signale

RP11-664D14 9p23 WT 9, der(5)
RP11-778P13 9p22.3 WT 9, der(5)
RP11-492A12 9p22.2 WT 9, der(5)
RP11-435K18 9p22.2 WT 9, der(5)
RP11-927D10 9p22.2 WT 9, der(5)
RP11-269F13 9p22.1 WT 9, der(5)
G248P8687F2 9p22.1 WT 9, der(5)
G248P81679H6 9p22.1 WT 9, der(9)
RP11-196M19 9p22.1 WT 9, der(9)
G248P800769G12 9p22.1 WT 9, der(9)
RP11-924K14 9p22.1 WT 9, der(9)
RP11-471J7 9p22.1-p21.3 WT 9, der(9)
RP11-315I14 9p21.3 WT 9, der(9)
RP11-291J9 9p21.3 WT 9, der(9)

Tab. 2: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 9p22.1 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,
wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der” derivatives Chromosom bedeutet.

4. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 8;18-Translokation
bei Patient 2

4.1 Patientenbeschreibung

Der heute 2-jahrige Patient 2 kam nach einer komplikationslos verlaufenden

Schwangerschaft durch eine spontane Entbindung in der 37+4 SSW auf die Welt, wobei die
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Schwangerschaft nach einer intrazytoplasmatischen Spermieninjektion bei primarem
Tubenverschluss eintrat. Die Geburtsmal3e betrugen 2200 g, 45 cm, und der Kopfumfang
war 32 cm. Im Alter von 9 Monaten wurde der Junge erstmals aufgrund einer
psychomotorischen Entwicklungsverzégerung in der Humangenetik des Medizinischen
Versorgungszentrums in Frankfurt vorstellig. Damalige korperliche Untersuchungen ergaben
eine grol3e Fontanelle, eine breite Stirn und blauliche Skleren. Die Hande und Fil3e zeigten
breite Endphalangen, die auch bei der Mutter nachweisbar sind, und tiefe Handfurchen. Die
Muskulatur erschien hyperton, und die Extremitdten waren Uberwiegend in einer
Beugehaltung. Weiterhin wurde eine leichte Reizbarkeit des Jungen durch die Mutter
beschrieben. Ansonsten zeigte der Patient einen guten Blickkontakt. Mit etwa 17 Monaten
wurde sowohl eine motorische als auch eine sprachliche Entwicklungsverzégerung
festgestellt sowie eine korperliche Wachstumsretardierung (74 cm = -2,7 SD). Der Patient 2
konnte noch nicht frei Laufen und zeigte auch keine Wortbildung. Hinzu kamen
rezidivierende generalisierte Krampfanfalle, wobei das EEG keine Auffalligkeiten aufwies.
Zurzeit werden die cerebralen Anfalle mit Phenobarbital behandelt.

Eine zytogenetische Untersuchung im Zentrum fur Humangenetik in Mannheim ergab eine
de novo vorliegende balancierte Translokation zwischen den Chromosomen 8 und 18, wobei
die Bruchpunkte in den Banden 8912 und 18923 bestimmt wurden. Weiterhin ergab das
Ergebnis einer Array-CGH eine ca. 100 Kb grof3e Deletion in 5921.1, die auch bei der Mutter
nachweisbar war, und eine etwa 300 Kb grof3e Duplikation in 14931.1, die nicht weiter
abgeklart wurde. Nach Eingang der Blutproben im Institut fir Humangenetik in Hamburg
wurde eine erneute zytogenetische Untersuchung durchgefuhrt, die folgende Karyotypformel
ergab: 46,XY,t(8;18)(q11.23-q12.1;922.3-923) (Abb. 14).

q11.23-q12.1

q q Abb. 14: Schematische Darstellung der Wild-
typ- und derivativen Chromosomen
q22.3-q23 des Patienten 2 mit 8;18-

Translokation

Die Abbildung zeigt die beiden Wildtyp-
Chromosomen 8 (rot) und 18 (griin) und die
rearrangierten Chromosomen 8 [der(8)] und 18
[der(18)]. Mit Hilfe einer Schlangenlinie sind die
zytogenetisch  bestimmten  Bruchpunkte in
8 der(8) 18 der(18) 8011.23-gq12.1 und 18q22.3-q23 hervorgehoben.
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4.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 8q12.1

Nach erfolgreicher Isolierung der BAC-DNAs wurden serielle FISH-Analysen durchgefihrt.
Insgesamt wurden fir die Eingrenzung des zytogenetisch bestimmten Bruchpunktes in
8011.23-q12.1 21 BAC-Klone verwendet (Tab. 3), wobei drei Klone (RP11-102D24, RP11-
1058E13 und RP11-114M5) unspezifische Signale gaben. 13 BACs hybridisierten proximal
zum Bruchpunkt und vier BACs distal davon. Der BAC-Klon RP11-924A24 in 8ql12.1 ergab
schlie3lich ein ,Split-Signal®. Er hybridisierte sowohl auf dem derivativen Chromosom 8 als

auch auf dem derivativen Chromosom 18. In Abbildung 15 ist das dazugehérige FISH-Bild

dargestellt.

Abb. 15: FISH mit dem BAC-Klon RP11-924A24
als DNA-Sonde an Metaphase-
Chromosomen von Patient 2

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
RP11-924A24 findet sich auf dem Wildtyp-
Chromosom 8 und auf den derivativen
Chromosomen 8 und 18, wobei die Intensitat der
Fluoreszenzsignale auf den derivativen
Chromosomen gleich stark ist. Die Chromosomen
wurden mit DAPI gefarbt.

Dabei sind die Signale auf den derivativen Chromosomen gleich stark ausgepréagt, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass sich der Bruchpunkt in etwa in der Mitte des BAC-
Inserts befindet. Proximal wird der Bruchpunkt vom Klon RP11-430K7 und distal vom Klon
RP11-359G13 begrenzt. Daraus ergibt sich eine etwa 100 Kb grofR3e Bruchpunktregion in
8qg12.1 (Abb. 16).
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Abb. 16: Schematische Darstellung ausgewahlter BAC-Klone und der in der Bruchpunktregion 8q12.1
liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 8gq12.1. Dariiber ist die GréReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Der
bruchpunktiiberspannende BAC-Klon ist rot markiert. Der BAC, der distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und der BAC, der proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist das Gen, welches mdglicherweise
unterbrochen sein kdénnte. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde
nach NCBI36/hg18 erstellt.

Verschiedene Datenbankrecherchen ergaben, dass in der Bruchpunktregion das Gen CA8
liegt und eventuell zwischen Intron 8 und Exon 9 unterbrochen sein kdénnte. Das von CAS8

kodierte Protein ist vor allem in Purkinje-Zellen exprimiert (Taniuchi K 2002).

BAC-Klone (cen > tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-386G21 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-140116 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-342K10 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-756K15 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-636J3 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-99J23 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-614J15 8g12.1 WT 8, der(8)
RP11-1075B8 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-207120 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-262K19 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-67901 8q12.1 WT 8, der(8)
RP11-1128F17 8g12.1 WT 8, der(8)
RP11-430K7 8ql12.1 WT 8, der(8)
RP11-924A24 8q12.1 WT 8, der(8), der(18)
RP11-359G13 8ql12.1 WT 8, der(18)
RP11-39P8 8ql12.1 WT 8, der(18)
RP11-27P7 8ql12.1 WT 8, der(18)
RP11-99F5 8q12.2 WT 8, der(18)
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Tab. 3: Eingesetzte BAC-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 89q12.1 und FISH-Signale

In der linken Spalte sind die BAC-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale Region, aus
der der jeweilige BAC stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben, wobei ,WT*
Wildtyp-Chromosom und ,der® derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben st der
bruchpunktiiberspannende BAC.

4.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 18923

Durch die serielle FISH-Untersuchung mit 13 BAC-Klonen (Tab. 4) konnten zehn proximal
vom Bruchpunkt gelegene BACs gefunden werden und zwei BACs, die distal zum
Bruchpunkt hybridisierten. Der BAC-Klon RP11-62G9 stellte sich als unspezifisch heraus
und wird daher in der Tabelle 4 nicht aufgelistet. Bei der Auswertung fielen RP11-1057F2
und RP11-1058J9 auf: RP11-1057F2 hybridisierte proximal und RP11-1058J9 distal zum
Bruchpunkt. Beide BACs zeigten zwei distinkte Signale, obwohl deren Inserts eine
Uberlappung von 150 Kb aufweisen, so dass der Verdacht einer Mikrodeletion aufkam (Abb.
17).
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Abb. 17: Schematische Darstellung ausgewdahlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 18923 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 18g23. Daruber ist die GroReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Die
bruchpunktiuiberspannenden Fosmide sind rot markiert. Klone, die distal vom Bruchpunkt hybridisierten, sind blau
und Klone, die proximal hybridisierten, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
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Pfeilrichtung jeweils die 5'>3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist das Gen, welches mdglicherweise
unterbrochen sein kdnnte. Daher ist es vergroRRert dargestellt. Dabei stellen die senkrechten schwarzen Striche
Exons dar. Zwischen den einzelnen Exons befinden sich die Introns, die durch eine horizontale Linie
wiedergegeben werden. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde
nach NCBI36/hg18 erstellt.

Aus diesem Grund wurden sieben Fosmid-Klone bestellt, die eine hdhere Aufldsung
ermdglichten. Die Fosmide wurden so gewahlt, dass sich die Inserts der Fosmide in der 150
Kb-Region Uberlappen, um eine mdgliche Deletion auszuschlieBen. Es stellte sich heraus,
dass zwei Fosmide proximal vom Bruchpunkt hybridisierten und drei distal davon. Die
Fosmide G248P80448H4 und G248P87560B5 waren bruchpunktiiberspannend. Hierbei
fanden sich fir G248P87560B5 keine Metaphasen mit drei Signalen, sondern Metaphasen
mit je zwei Signalen. In etwa 80% der untersuchten Metaphasen wurde das Signal auf dem
Wildtyp-Chromosom 18 und auf dem derivativen Chromosom 18 gefunden, und in 20% der
untersuchten Metaphasen fand sich das zweite Signal auf dem derivativen Chromosom 8.
Dargestellt ist diese Signalkonstellation in Abbildung 18.

Abb. 18: FISH mit dem Fosmid-Klon G248P87560B5 als DNA-Sonde an Metaphase-Chromosomen von
Patient 2

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde G248P87560B5 findet sich auf dem linken Bild auf dem Wildtyp-
Chromosom 18 und dem derivativen Chromosom 8 und auf dem rechten Bild auf dem Wildtyp-Chromosom 18
und dem derivativen Chromosom 18. Die Chromosomen wurden mit DAPI geféarbt.

Beim Fosmid G248P80448H4 hingegen waren die Signale bei den untersuchten
Metaphasen auf beiden derivativen Chromosomen 8 und 18 zu finden. Da alle Fosmide zwei
regelrechte Signale bzw. ,Split-Signals® gaben, kann davon ausgegangen werden, dass
entweder keine Deletion vorhanden ist oder sie so klein ist, dass sie aufgrund der
begrenzten Auflosung der FISH-Methode nicht detektiert werden konnte. Durch die
Auswertung aller Fosmide konnten wir die Bruchpunktregion in 18923 schlief3lich auf etwa 10
bis 15 Kb eingrenzen. In dieser Region liegt das SALL3-Gen, das unterbrochen sein kdnnte

(Abb. 17). Das von SALL3 kodierte Protein gehort zur Spalt-Familie und spielt eine wichtige
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Rolle in der Embryonalentwicklung (Sweetman D 2006). Weitere Erlauterungen dazu sind in

der Diskussion unter 3.2 zu finden.

Klone (cen = tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-543H23 18g22.2 WT 18, der(18)
RP11-862L9 18923 WT 18, der(18)
RP11-707P24 18923 WT 18, der(18)
RP11-1150B1 18023 WT 18, der(18)
RP11-671C19 18023 WT 18, der(18)
RP11-100K18 18023 WT 18, der(18)
RP11-640M23 18923 WT 18, der(18)
RP11-669B13 18923 WT 18, der(18)
RP11-958C14 18g23 WT 18, der(18)
RP11-1057F2 18g23 WT 18, der(18)
G248P87669C9 18023 WT 18, der(18)
G248P8665C9 18023 WT 18, der(18)
G248P80448H4 18923 WT 18, der(8), der(18)
G248P87560B5 18923 WT 18, der(8);
WT 18, der(18)
G248P82196F1 18g23 WT 18, der(8)
RP11-1058J9 18g23 WT 18, der(8)
G248P82549H8 18023 WT 18, der(8)
G248P81803E8 18023 WT 18, der(8)
RP11-152115 18023 WT 18, der(8)

Tab. 4: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 18923 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,

wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben sind die
bruchpunktiiberspannenden Fosmide.

5. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 11;17-Translokation
bei Patient 3

5.1 Patientenbeschreibung

Der heute 4-jahrige Patient 3 kam in der 38. SSW durch einen Kaiserschnitt auf die Welt. Die
GeburtsmalRe betrugen 3050 g und 49 cm. Wahrend der Schwangerschaft erkrankte die

Mutter an einem Cervix-Carcinom, das direkt nach der Geburt operiert wurde. Seine Eltern
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sind nicht miteinander verwandt. Desweiteren hat Patient 3 einen gesunden, 1% Jahre
alteren Bruder.

Mit etwa einem Jahr bemerkten die Eltern eine psychomotorische Entwicklungsverzogerung.
Davor fiel er bereits durch eine Gedeihstorung und einen Ventrikelseptumdefekt auf. Mit 1%
Jahren konnte er noch nicht sprechen und nur mit Hilfe an der Hand gehen. Er zeigte
kraniofaziale Dysmorphien, wie eine kurze, nach oben gerichtete Nase, einen flachen
Nasenriicken, abstehende Ohren, einen hohen, bogenférmigen Gaumen, ein breites
Philtrum, weit auseinander stehende Zahne und einen breiten Thorax. Der mentale und
psychomotorische Entwicklungsstand entsprach mit 18 Monaten einem 9 Monate alten Kind.
Der damals bestimmte Intelligenzquotient lag bei 48. Aufgrund des Phéanotyps erfolgte eine
Chromosomenanalyse in Ungarn, die eine Translokation zwischen den Chromosomen 11
und 17 feststellte. Eine zweite zytogenetische Untersuchung am Institut fir Humangenetik in
Hamburg bestatigte die Translokation. Sie ergab eine de novo vorliegende balancierte
Translokation zwischen den Chromosomen 11 und 17 mit dem Karyotyp
46,XY,t(11;17)(q13.3;925.3) (Abb. 19).

q13.3

Abb. 19: Schematische Darstellung der Wildtyp- und
derivativen Chromosomen des Patienten 3
mit 11;17-Translokation

g25.3

Die Abbildung zeigt die beiden Wildtyp-Chromosomen 11

(oliv-grin) und 17 (violett) und die rearrangierten

Chromosomen 11 [der(11)] und 17 [der(17)]. Mit Hilfe

einer Schlangenlinie sind die zytogenetisch bestimmten
11 der(11) 17 der(17) Bruchpunkte in 11913.3 und 17g25.3 hervorgehoben.

Eine im Anschluss durchgefuhrte  Array-CGH-Untersuchung ergab keine
krankheitsrelevanten Duplikation oder Deletionen, so dass mit der FISH-Analyse begonnen

werden konnte.

5.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 11q13.3

Die serielle FISH-Analyse mit zwolf BAC-Klonen (Tab. 5) ergab sechs proximal vom
Bruchpunkt hybridisierende und vier distal davon hybridisierende BACs. Fur die BAC-Klone
RP11-826F13 und RP11-361G24 fanden sich je ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 11
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und auf den beiden derivativen Chromosomen 11 und 17. Das bedeutet, dass die Inserts der
beiden BACs bruchpunktiiberspannend sind. Die Signalintensitdt des BAC-Klons RP11-
826F13 war dabei gleichméRig auf beide derivativen Chromosomen verteilt. Im Gegensatz
dazu zeigte der BAC RP11-361G24 auf dem derivativen Chromosom 17 ein starkeres und

auf dem derivativen Chromosom 11 ein schwécheres Signal (Abb. 20).

Abb. 20: FISH mit dem BAC-Klon RP11-361G24
als DNA-Sonde an Metaphase-
Chromosomen von Patient 3

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
RP11-361G24 findet sich auf dem Wildtyp-
Chromosom 11 und auf den derivativen
Chromosomen 11 und 17, wobei das Signal auf
dem derivativen Chromosom 11 schwacher ist. Die
Chromosomen wurden mit DAPI gefarbt.

Zurtickzufuhren ist diese Signalkonstellation auf die Tatsache, dass das Insert von RP11-
361G24 nicht symmetrisch tUber dem Bruchpunkt liegt. Wie aus Abbildung 21 zu entnehmen

ist, befindet sich der Bruchpunkt im ersten proximalen Drittel des BAC-Inserts.

Mb 69,5 70,0 70,5 71,0

cen ~ 1q13.3 tel
e RP11-826F13
mmmm—— RP11-361G24

o

: G248P87325A9
ﬂ G248P83654H5
CTTN > é NADSYN1=>»
PPFIAT—> SHANK2 € DHCR7

~10-15 Kb

Abb. 21: Schematische Darstellung ausgewéhlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 11g13.3 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 11q13.3. Dariiber ist die GréReneinteilung in Megabasen
(Mb) angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Die
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bruchpunktiiberspannenden BACs sind rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'>3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist das unterbrochene Gen, welches
vergroRert dargestellt ist. Dabei stellen die senkrechten schwarzen Striche Exons dar. Zwischen den einzelnen
Exons befinden sich die Introns, die durch eine horizontale Linie wiedergegeben werden. Die rot schraffierte
Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Fur die Feinkartierung wurden vier Fosmide eingesetzt. Eins hybridisierte proximal und drei
distal zum Bruchpunkt. Durch die Auswertung der Fosmide G248P87325A9 (proximal) und
G248P83654H5 (distal) konnte die Bruchpunktregion schlie3lich auf etwa 10 bis 15 Kb
eingegrenzt werden (Abb. 21).

AnschlieRende Datenbankrecherchen ergaben, dass in dieser Bruchpunktregion das Gen
SHANK2 im Intron 13 direkt unterbrochen ist (Abb. 21). SHANK2 gehort zur Familie der
SHANK-Proteine, welche als Gerustproteine eine wichtige Rolle in der postsynaptischen
Dichte exzitatorischer Synapsen spielen (Sheng M 2000).

Klone (cen 2 tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-715N9 11913.2 WT 11, der(11)
RP11-805J14 11913.3 WT 11, der(11)
RP11-186D19 11913.3 WT 11, der(11)
RP11-113L16 11913.3 WT 11, der(11)
RP11-1146L22 11g13.3 WT 11, der(11)
RP11-598K3 11g13.3 WT 11, der(11)
G248P87325A9 11g13.3 WT 11, der(11)
RP11-826F13 11913.3 WT 11, der(11), der(17)
RP11-361G24 11913.3 WT 11, der(11), der(17)
G248P83654H5 11913.3 WT 11, der(17)
G248P89482C11 11913.3 WT 11, der(17)
G248P87040D2 11g13.3 WT 11, der(17)
RP11-916J3 11g13.4 WT 11, der(17)
RP11-21D20 11g13.4 WT 11, der(17)
RP11-660L16 11g13.4 WT 11, der(17)
RP11-7N14 11913.4 WT 11, der(17)

Tab. 5: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 11913.3 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,
wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben sind die
bruchpunktiiberspannenden BACs.
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5.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 17g25.1

Auf Chromosom 17 ergab die serielle FISH-Untersuchung mit insgesamt 16 BAC-Klonen fiunf
proximal vom Bruchpunkt hybridisierende und sechs distal davon hybridisierende BACs
(Tab. 6). Vier BAC-Klone (RP11-685I11, RP11-794C22, RP11-559N14 und RP11-765014)
stellten sich dabei als unspezifisch heraus und sind nicht in Tabelle 6 aufgelistet. Der BAC-
Klon RP11-89B11 gab schlieflich ein ,Split-Signal“ in g25.1 (Abb. 22).

Abb. 22: FISH mit dem BAC-Klon RP11-89B11
als DNA-Sonde an Metaphase-
Chromosomen von Patient 3

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
RP11-89B11 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom
17 und auf den derivativen Chromosomen 11 und 17,
wobei die Intensitdt der Signale gleich stark
ausgepragt ist. Die Chromosomen wurden mit DAPI
gefarbt.

Dabei war die Signalintensitat auf den beiden derivativen Chromosomen 11 und 17 gleich
stark, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass der Bruchpunkt sich etwa in der
Mitte des Inserts befindet. Dieses Ergebnis wurde durch den BAC RP11-20D1, welcher
proximal vom Bruchpunkt hybridisierte, und RP11-61B11, der distal vom Bruchpunkt
hybridisierte, bestatigt. Mit Hilfe dieser drei BACs konnte die Bruchpunktregion somit auf
etwa 40 bis 45 Kb eingegrenzt werden (Abb. 23).

Mb 717 71,8 71,9 72.0
o I I I -
cen 17925.1 tel
RP11:895
RP11-20D1
RP11-61B11
FAM100B » ERESAP1 E20
RNF157 £LfBDF2
C-— QRICH2  SPHK1 AANAT.
«— | =
~ 40-45 Kb

Abb. 23: Schematische Darstellung ausgewahlter BAC-Klone und der in der Bruchpunktregion 17g25.1
liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 17¢g25.1. Daruber ist die GroReneinteilung in Megabasen
(Mb) angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Der
bruchpunktiiberspannende BAC-Klon ist rot markiert. Der BAC, der distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und der BAC, der proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'>3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben sind die in der Bruchpunktregion
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liegenden Gene. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach
NCBI36/hg18 erstellt.

Hier wurde die Bruchpunktregion nicht n&her durch Fosmide eingegrenzt. In dieser 40 bis 45
Kb grofRen Bruchpunktregion liegen die Gene SPHK1 und UBEZ20O. Eins der beiden Gene
konnte durch die Translokation unterbrochen sein. SPHK1 kodiert fiir eine Sphingosin-
Kinase, die in der Lage ist, Sphingosin-1-Phosphat (S1P) zu phosphorylieren. S1P selbst hat
sowohl intra- als auch extrazellulare Funktionen (Shida D 2008). UBE20O kodiert fur ein
Ubiquitin-konjugierendes Enzym (Wefes | 1995).

BAC-Klone (cen - tel) Chromosomale Region Signale
RP11-166M16 17924.3 WT 17, der(17)
RP11-16C1 17025.1 WT 17, der(17)
RP11-4491.23 17025.1 WT 17, der(17)
RP11-449J21 17025.1 WT 17, der(17)
RP11-20D1 17g25.1 WT 17, der(17)
RP11-89B11 17¢25.1 WT 17, der(11), der(17)
RP11-61B11 17g25.1 WT 17, der(11)
RP11-666A8 17g25.1 WT 17, der(11)
RP11-951C22 17025.1-925.2 WT 17, der(11)
RP11-358E11 17025.1 WT 17, der(11)
RP11-13K12 17025.3 WT 17, der(11)
RP11-353N14 17925.3 WT 17, der(11)

Tab. 6: Eingesetzte BAC-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 17925.1 und FISH-Signale

In der linken Spalte sind die BAC-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale Region, aus
der der jeweilige BAC stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben, wobei ,WT*
Wildtyp-Chromosom und ,der® derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben ist der
bruchpunktiiberspannende BAC.

6. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 1;5-Translokation bei
Patient 4

6.1 Patientenbeschreibung

Patient 4 ist ein 5 Jahre alter Junge mit Entwicklungsverzégerung und Autismus. Es liegen
keine weiteren klinischen Daten von ihm vor. Eine in Belgien durchgefiihrte zytogenetische
Untersuchung ergab bei diesem Jungen eine Translokation zwischen den Chromosomen 1
und 5. Dabei lag in diesem Fall die Translokation nicht de novo vor, sondern wurde von der
gesunden Mutter weiter vererbt. Die Mutter ist normal intelligent. Auffallig sind bei ihr jedoch
eine Brachydaktylie und invertierte Brustwarzen. Eine Array-CGH-Untersuchung detektierte

eine Mikrodeletion in der Region 5p15.2 sowohl beim Jungen als auch bei seiner Mutter. Da
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genetische Veranderungen in bereits bekannten Genen fir Autismus mit unvollstandiger
Penetranz einhergehen koénnen (Toro R 2010), kann das Rearrangement verantwortlich fur
den Phanotyp des Patienten 4 sein. Aus diesem Grund wurde am Institut fir Humangenetik
in Hamburg eine erneute Chromosomenanalyse durchgefiihrt, die den Karyotyp
46,XY,1(1;5)(g41-942;931) ergab (Abb. 24).

Abb. 24: Schematische Darstellung der Wildtyp- und
qg31 derivativen Chromosomen des Patienten 4 mit 1;5-
Translokation

Die Abbildung zeigt die beiden Wildtyp-Chromosomen 1 (grau) und 5

(rot) und die rearrangierten Chromosomen 1 [der(1)] und 5 [der(5)]. Mit

Hilfe einer Schlangenlinie sind die zytogenetisch bestimmten
5  der(5) Bruchpunkte 1g41-g42 und 5931 hervorgehoben.

6.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 1g41

Die serielle FISH-Untersuchung erfolgte in der zytogenetisch bestimmten Region 1g41-q42
mit insgesamt 16 BAC-Klonen, wobei finf BACs proximal zum Bruchpunkt und neun BACs
distal zum Bruchpunkt hybridisierten (Tab. 7). Zwei der 16 BAC-Klone (RP11-664E5 und
RP11-675M15) sind in der Tabelle 7 nicht aufgelistet, da sie unspezifische Signale gaben.
Auf diesem Chromosom konnte kein bruchpunktiberspannender BAC gefunden werden,
dennoch konnte mit Hilfe der BAC-Klone RP11-690H3, welcher proximal hybridisierte, und
RP11-231P2, der distal zum Bruchpunkt hybridisierte, die Bruchpunktregion auf etwa 100 Kb
eingegrenzt werden. Diese GréRe entsprach dabei der Uberlappung der beiden BAC-Inserts
(Abb. 25).
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Abb. 25: Schematische Darstellung ausgewdhlter BAC-Klone und der in der Bruchpunktregion 1g41
liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 1g41. Daruber ist die GroRReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Der BAC, der
distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau und der BAC, der proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind
durch Pfeile dargestellt, wobei die Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben sind
die in der Bruchpunktregion liegenden Gene. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die
physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Obwohl die Uberlappung etwa 100 Kb betrug, gaben die BACs distinkte Signale. Eine
mdgliche Erklarung hierfir kénnte eine Deletion in dieser Region sein, die so klein ist, dass
sie sowohl mit der FISH-Technik als auch mit der Array-CGH nicht detektiert werden konnte.
Da in diesem Fall kein bruchpunktiberspannender BAC gefunden worden ist, sind in
Abbildung 26 die die Bruchpunktregion eingrenzenden BACs dargestellt.

Abb. 26: FISH mit den BAC-Klonen RP11-690H3 (links) und RP11-231P2 (rechts) als DNA-Sonde an
Metaphase-Chromosomen von Patient 4
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Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde RP11-690H3 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 1 und auf
dem derivativen Chromosom 1 (links). Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde RP11-231P2 befindet sich
auf dem Wildtyp-Chromosom 1 und auf dem derivativen Chromosom 5 (rechts). Die Chromosomen wurden
jeweils mit DAPI gefarbt.

In der Bruchpunktregion liegen vier Gene EPRS, BPNT1, IARS2 und RAB3GAP2 (Abb. 25).

BAC-Klone (cen > tel) Chromosomale Region Signale

RP11-554K11 1932.3 WT 1, der(1)
RP11-553F10 1941 WT 1, der(1)
RP11-816K22 1941 WT 1, der(1)
CTC-784C12 1941 WT 1, der(1)
RP11-690H3 1941 WT 1, der(1)
RP11-231P2 1941 WT 1, der(5)
RP11-975N3 1941 WT 1, der(5)
RP11-302118 1941 WT 1, der(5)
RP11-295M18 1941 WT 1, der(5)
RP11-92H11 1941 WT 1, der(5)
RP11-458C5 1941 WT 1, der(5)
RP11-328N1 1942.12 WT 1, der(5)
RP11-115P16 1942.12 WT 1, der(5)
RP11-284L19 1942.2 WT 1, der(5)

Tab. 7: Eingesetzte BAC-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 1g41 und FISH-Signale

In der linken Spalte sind die BAC-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale Region, aus
der der jeweilige BAC stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben, wobei ,WT*
Wildtyp-Chromosom und ,der” derivatives Chromosom bedeutet.

6.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 5q31.1

Fur die Kartierung des Bruchpunktes auf Chromosom 5 mittels serieller FISH-Analyse
wurden elf BAC-Klone bendgtigt. Drei davon hybridisierten proximal und sechs distal vom
Bruchpunkt (Tab. 8). Die in der Tabelle 8 nicht aufgefihrten BACs RP11-351F7 und RP11-
1067D23 gaben unspezifische Signale. Fur eine Feinkartierung wurden insgesamt sieben
Fosmide eingesetzt, wobei vier davon proximal und zwei davon distal vom Bruchpunkt
hybridisierten. SchlieBlich gab das Fosmid G248P86998H1 ein ,Split-Signal“ (Abb. 27).
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Abb. 27: FISH mit dem Fosmid G248P86998H1 als
DNA-Sonde an  Metaphase-Chromo-
somen von Patient 4

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
G248P86998H1 findet sich auf dem Wildtyp-
Chromosom 5 und auf den derivativen Chromosomen
1 und 5, wobei die Intensitat der Signale gleich stark
ausgepragt ist. Die Chromosomen wurden mit DAPI
gefarbt.

Es hybridisierte auf dem Wildtyp-Chromosom 5 und auf beiden derivativen Chromosomen 1
und 5, wobei die Signalintensitat auf den derivativen Chromosomen gleich stark ausgepragt
war. Es kann also davon ausgegangen werden, dass das Fosmid-Insert ungefahr
symmetrisch Giber dem Bruchpunkt liegt (Abb. 28).

Mb133,6 133,8 1340 1342 1344 1346 1348
I I I I I I I

cen 5q31.1 tel
f G248P87860C6
mm G248P86998H1

mm G248P8548F6
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<EPKL3 DDX46—> > <PITX1 HOAFY
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C5orf24>
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SEC24A—> ey
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Abb. 28: Schematische Darstellung ausgewahlter Fosmid-Klone und der in der Bruchpunktregion 5g931.1
liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 5q31.1. Daruiber ist die GréReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Das
bruchpunktiiberspannende Fosmid ist rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben sind die Kandidatengene fir den
Phénotyp des Patienten 4 und das unterbrochene Gen, welches vergroRert dargestellt ist. Dabei stellen die
senkrechten schwarzen Striche Exons dar. Zwischen den einzelnen Exons befinden sich die Introns, die durch
eine horizontale Linie wiedergegeben werden. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die
physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.
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Mit Hilfe der eingrenzenden Fosmide G248P87860C6 (proximal) und G248P81085B10
(distal) und dem bruchpunktiberspannenden Fosmid konnte schlie3lich die
Bruchpunktregion auf etwa 10 bis 15 Kb minimiert werden. Anhand der Abbildung 28 lasst
sich enthehmen, dass es durch die Translokation zu einer direkten Unterbrechung des Gens
CATSPER3 kommt. Das von diesem Gen kodierte Protein wird sowohl im Hoden als auch im
Gehirn von Mausen exprimiert (Kim CW 2010). Weitere interessante Gene sind CDKL3,
PITX1 und NEUROG1. Nahere Erlauterungen dazu finden sich in der Diskussion unter 5.2.

Klone (cen - tel) | Chromosomale Region | Signale
RP11-114H7 5q23.3 WT 5, der(5)
RP11-21C10 5q31.1 WT 5, der(5)
RP11-484B2 5q31.1 WT 5, der(5)
G248P89823F2 5g31.1 WT 5, der(5)
G248P82041C9 5g31.1 WT 5, der(5)
G248P85475C2 5g31.1 WT 5, der(5)
G248P87860C6 5g31.1 WT 5, der(5)
G248P86998H1 5931.1 WT 5, der(1), der(5)
RP11-1085B10 5031.1 WT 5, der(1)
G248P8548F6 5g31.1 WT 5, der(1)
G248P85089 5g31.1 WT 5, der(1)
RP11-21J3 5031.1 WT 5, der(1)
RP11-39H4 5g31.1 WT 5, der(1)
RP11-149E17 5g31.2 WT 5, der(1)
RP11-381K20 5g31.2 WT 5, der(1)
RP11-48L3 5031.3 WT 5, der(1)

Tab. 8: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 5931.1 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,

wobei ,\WT* Wildtyp-Chromosom und ,der* derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben ist das
bruchpunktiiberspannende Fosmid.

7. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 5;13-Translokation
bei Patient 5

7.1 Patientenbeschreibung

Patient 5 kam nach einer komplikationslos verlaufenden Schwangerschaft durch einen

Kaiserschnitt zur Welt. Seine Geburtsmal3e waren 4000 g und 54 cm. Seine koérperliche
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Entwicklung verlief bis zum 7. Lebensjahr normal. Danach begann er sehr stark an Gewicht
zuzunehmen. Mit 14 Jahren wurde er erstmals in der Humangenetik in Budapest, Ungarn
aufgrund eines Verdachts auf ein Klinefelter-Syndrom vorstellig. Zu diesem Zeitpunkt wog er
126 kg bei einer Korpergré3e von 1,85 m. Besonders auffallend war seine Gyndkomastie.
Abgesehen von den typisch weiblichen Kdrperrundungen hatte er fir einen Jungen eine
ungewdhnlich hohe Stimme, seine Hoden waren im Vergleich zu seinem Korper relativ klein,
und er hatte vor allem am Bauch sehr stark ausgepragte Dehnungsstreifen, sog. Striae.
Weiterhin auffallig war sein hoher Blutdruck, der bei 160/90 mmHg lag. Seine geistige
Entwicklung war normal. Aufgrund des auffalligen Phéanotyps wurde eine
Chromosomenanalyse in Budapest durchgefiihrt, die eine de novo vorliegende, balancierte
Translokation zwischen den Chromosomen 5 und 13 ergab. Das Ergebnis einer Array-CGH
gab ebenfalls keinen Hinweis auf krankheitsrelevante Deletionen oder Duplikationen.

Mit 15 Jahren wurde Patient 5 wegen seiner Gyndkomastie operiert. Der heute 16-jahrige
Patient hat eine Kdrpergréf3e von 1,92 m erreicht und ist trotz des Sports, den er regelmalig
betreibt, Ubergewichtig. Seine gesunden Eltern und Grof3eltern sind normal grof3 und schwer.
Da ein Klinefelter-Syndrom als Ursache fir seine Gyndkomastie ausgeschlossen werden
konnte, wird vermutet, dass die Translokation flr seinen Phanotyp verantwortlich ist. Aus
diesem Grund erfolgte am Institut fir Humangenetik in Hamburg eine zweite
Chromosomenanalyse, die folgenden Karyotyp ergab: 46,XY,t(5;13)(q14.2;q14.1).
Schematisch dargestellt sind die Chromosomen in Abbildung 29.

q14.2 q14.1

Abb. 29: Schematische Darstellung der Wildtyp- und
derivativen Chromosomen des Patienten 5
mit 5;13-Translokation

Die Abbildung zeigt die beiden Wildtyp-Chromosomen 5

(rot) und 13 (orange) und die rearrangierten

Chromosomen 5 [der(5)] und 13 [der(13)]. Mit Hilfe einer

Schlangenlinie sind die zytogenetisch bestimmten
5 der(5) 13 der(13) Bruchpunkte 5q14.2 und 13g14.1 hervorgehoben.
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7.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 5g21.1

Durch die Auswertung von 18 BAC-Klonen mittels serieller FISH-Analyse konnten schlief3lich
13 BACs gefunden werden, die proximal zum Bruchpunkt hybridisierten. Weitere finf BACs
hybridisierten distal davon (Tab. 9). Nachdem die BACs RP11-188G8, welcher proximal
hybridisierte, und RP11-357A6, der distal hybridisierte, ausgewertet wurden, konnte die
Bruchpunktregion in 5921.1 auf etwa 50 Kb eingegrenzt werden. Daraufhin wurde eine
Feinkartierung mit sechs Fosmiden durchgefiihrt. Dabei hybridisierte eins proximal und vier
hybridisierten distal vom Bruchpunkt. Das Fosmid G248P86259F9 gab hierbei unspezifische
Signale. Fur diese Bruchpunktkartierung auf Chromosom 5 wurde Kkein
bruchpunktiberspannender Klon gefunden. Daher sind in Abbildung 30 die Signale des
distal zum Bruchpunkt hybridisierenden Fosmids G248P80927C5 dargestellt.

Abb. 30: FISH mit dem Fosmid G248P80927C5
als DNA-Sonde an Metaphase-
Chromosomen von Patient 5

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
G248P80927C5  findet sich auf dem Wildtyp-
Chromosom 5 und auf den derivativen Chromosom
13. Die Chromosomen wurden mit DAPI geférbt

Proximal wird der Bruchpunkt durch das Fosmid G248P88773A8 eingegrenzt, so dass sich
schlieBlich eine Bruchpunktregion von etwa 15 bis 20 Kb in 5921.1 ergab, die der

Uberlappung der beiden eingrenzenden Fosmid-Inserts entspricht (Abb. 31).

Mb 99,9 100,0 100,1 100,2 100,3
I I I I I

cen tel

RP11-357A6

7

_ G248PBSTTIAB
%— G248P80927C5
FAM174A
11728,  &SIsSIA4
~15-20 Kb
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Abb. 31: Schematische Darstellung ausgewahlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 5q21.1 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 5g21.1. Daruber ist die GréReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Die Klone, die
distal vom Bruchpunkt hybridisierten, sind blau, und die Klone, die proximal hybridisierten, gelb markiert. Die
Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die Pfeilrichtung jeweils die 5'>3'-Orientierung anzeigt. Die rot
schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Wie in Abbildung 31 zu erkennen ist, liegt die 15 bis 20 Kb grof3e Bruchpunktregion nicht wie
erwartet in dem Uberlappenden Bereich der beiden BAC-Klone RP11-188G8 und RP11-
357A6, sondern proximal davon. Weiterhin ist der Abbildung 31 zu entnehmen, dass durch
die Translokation kein Gen direkt disruptiert ist. Datenbankrecherchen ergaben, dass das
Gen FAM174A proximal vom Bruchpunkt lokalisiert ist, wobei die Funktion des von ihm
kodierten Proteins noch unbekannt ist. Distal vom Bruchpunkt liegt das Gen ST8SIA4, das

fur eine Glykosyltransferase kodiert (Rieger S 2008).

Klone (cen - tel) | Chromosomale Region Signale

RP11-356D23 5q14.1-q14.2 WT 5, der(5)
RP11-336F20 5q14.3 WT 5, der(5)
RP11-26506 5q14.3 WT 5, der(5)
RP11-116A1 5q14.3 WT 5, der(5)
RP11-65F13 5q15 WT 5, der(5)
RP11-995J21 5q21.1 WT 5, der(5)
RP11-395N10 5g21.1 WT 5, der(5)
RP11-475J5 5g21.1 WT 5, der(5)
RP11-467C9 5g21.1 WT 5, der(5)
RP11-626P15 5g21.1 WT 5, der(5)
RP11-460A14 5g21.1 WT 5, der(5)
RP11-188G19 5q21.1 WT 5, der(5)
RP11-188G8 5qg21.1 WT 5, der(5)
G248P88773A8 5g21.1 WT 5, der(5)
G248P80927C5 5g21.1 WT 5, der(13)
G248P8858D3 5g21.1 WT 5, der(13)
RP11-357A6 5g21.1 WT 5, der(13)
G248P80288H8 5qg21.1 WT 5, der(13)
G248P85483E6 5qg21.1 WT 5, der(13)
RP11-1122014 5g21.1 WT 5, der(13)
RP11-26N10 5g21.1 WT 5, der(13)
RP11-20L22 5g21.1 WT 5, der(13)
RP11-124B7 5g22.1 WT 5, der(13)
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Tab. 9: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 5g21.1 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,
wobei ,\WT* Wildtyp-Chromosom und ,der derivatives Chromosom bedeutet.

7.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 13q14.12

Durch die serielle FISH-Analyse mit neun BAC-Klonen konnten drei proximal zum
Bruchpunkt hybridisierende und funf distal zum Bruchpunkt hybridisierende BACs gefunden
werden. Fir den BAC RP11-484B12 wurde ein ,Split-Signal“ gefunden (Abb. 32).

Abb. 32: FISH mit dem BAC-Klon RP11-
484B12 als DNA-Sonde an
Metaphase-Chromosomen von
Patient 5

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
RP11-484B12 findet sich auf dem Wildtyp-
Chromosom 13 und auf den derivativen
b Chromosomen 5 und 13, wobei die
3 A Signalintensitat auf dem derivativen
der(1 3)'» Chromosom 13 etwas starker war als auf dem
ol derivativen Chromosom 5. Die Chromosomen

wurden mit DAPI gefarbt.

Es stellte sich heraus, dass beim Klon RP11-484B12 das Signal auf dem derivativen
Chromosom 13 etwas starker ausgepragt war als auf dem derivativen Chromosom 5. Um
eine weitere Feinkartierung durchzufihren, wurden vier Fosmide bestellt, wobei drei
Fosmide proximal zum Bruchpunkt hybridisierten. Das Fosmid G248P87318B10 ergab ein
»oplit-Signal“ in 13q14.12, wobei das Insert nicht symmetrisch tber dem Bruchpunkt lag. In
80% der untersuchten Metaphasen fand sich das zweite Signal auf dem derivativen
Chromosom 13 und in 20% auf dem derivativen Chromosom 5. Somit konnte die

Bruchpunktregion auf etwa 10 bis 15 Kb eingegrenzt werden (Abb. 33).
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Abb. 33: Schematische Darstellung ausgewahlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 139q14.12 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 13q14.12. Daruber ist die GroRReneinteilung in Megabasen
(Mb) angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Die
bruchpunktiiberspannenden BAC- und Fosmid-Klone sind rot dargestellt. Der BAC, der distal vom Bruchpunkt
hybridisierte, ist blau und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile
dargestellt, wobei die Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist das
mdglicherweise unterbrochene Gen. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische
Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Aus der Abbildung 33 lasst sich entnehmen, dass in der Bruchpunktregion das Gen CPB2

liegt, welches ggf. direkt unterbrochen wurde.

Klone (cen > tel) Chromosomale Region Signale
RP11-349010 13q13.3 WT 13, der(13)
RP11-154C3 13q14.12 WT 13, der(13)
RP11-1085J24 13q14.12 WT 13, der(13)
G248P83459B5 13q14.12 WT 13, der(13)
G248P87165B6 13q14.12 WT 13, der(13)
G248P8199B10 13g14.12 WT 13, der(13)
RP11-484B12 13q14.12 WT 13, der(5), der(13)
G248P87318B10 13q14.12 WT 13, der(5), der(13)
RP11-947E4 13q14.12 WT 13, der(5)
RP11-828J10 13q14.13 WT 13, der(5)
RP11-939G7 13914.13 WT 13, der(5)
RP11-100L4 13914.13 WT 13, der(5)
RP11-147L20 13q14.2 WT 13, der(5)

Tab. 10: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 13q14.12 und
FISH-Signale
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In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,
wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der“ derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben sind die
bruchpunktuberspannenden BAC- und Fosmid-Klone.

8. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 3;5;6-Translokation

bei Patientin 6

8.1 Patientenbeschreibung

Bei Patientin 6 handelt es sich um eine 33 Jahre alte Frau mit einigen, auch beim Marfan-
Syndrom vorkommenden Symptomen. Sie hat im Verhdltnis zu ihrem Rumpf sehr lange
GliedmaRen (Dolichomelie) und sehr lange dinne Finger (Arachnodaktylie), auRerdem einen
disproportionierten Kleinwuchs, die u. a. auf eine Kyphoskoliose und einer progressiven
Destruktion beider Hiiften zuriickzufihren ist. Sie zeigt keine fazialen Dysmorphien. Sie ist
normal intelligent. Es wurde eine Chromosomenanalyse in Belgien durchgefiihrt, die eine de
novo erscheinende Translokation zwischen den Chromosomen 3, 5 und 6 ergab. Die Eltern
tragen diese Translokation nicht. Das Ergebnis der Array-CGH ergab eine Mikroduplikation
auf dem langen Arm des Chromosoms 17, die auch bei der gesunden Mutter der Patientin
nachweisbar war. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass die Mikroduplikation
wahrscheinlich nicht ursachlich fur ihren Phénotyp ist. Die in Hamburg durchgefiihrte
Chromosomenanalyse ergab schlieBlich den Karyotyp 46,XX,t(3;5;6)(q26.2;p14.2-
p13.3;023.1-g22.3) (Abb. 34).

p14.2-
p13.3

Abb. 34: Schematische Darstellung der
Wildtyp- und derivativen Chromoso-
men der Patientin 6 mit 3;5;6-
q q q Translokation

q23.1-

q26.2 q22.3 Die Abbildung zeigt die drei Wildtyp-

Chromosomen 3 (blau), 5 (rot) und 6 (grin) und
die rearrangierten Chromosomen 3 [der(3)], 5
[der(5)] und 6 [der(6)]. Mit Hilfe einer
Schlangenlinie sind die zytogenetisch bestimmten
Bruchpunkte 3qg26.2, 5p14.2-p13.3 und 6g23.1-

3 der(3) 5 der(5) 6 der(6) 022.3 hervorgehoben.
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8.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 3926.31

Nachdem mit serieller FISH-Technik acht BAC-Klone untersucht worden sind, konnten flnf
proximal zum Bruchpunkt hybridisierende und drei distal zum Bruchpunkt hybridisierende
BACs identifiziert werden. Keiner der untersuchten BAC-Klone war dabei
bruchpunktiberspannend. Durch die Auswertung der BACs RP11-151A21, welcher proximal
hybridisierte, und RP11-946K8, welcher distal hybridisierte, konnte die Bruchpunktregion in
3026.31 auf etwa 250 Kb eingegrenzt werden. Da in dieser Region der Bruchpunkt vermutet

wurde, wurden fir die Feinkartierung funf Fosmide verwendet. Die FISH-Auswertung zeigte,

dass zwei Fosmide proximal und ein Fosmid distal vom Bruchpunkt hybridisierten und
G248P8061C8 unspezifische Signale gab. Das Fosmid G248P86542C9 gab schlieflich ein
,Split-Signal“ in q26.31 (Abb. 35).

Abb. 35: FISH mit dem Fosmid-Klon G248P86542C9
als DNA-Sonde an Metaphase-
Chromosomen von Patientin 6

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
G248P86542C9 findet sich auf dem Wildtyp-
Chromosom 3 und auf den derivativen Chromosomen 3
und 5, wobei die Signalintensitat auf den derivativen
Chromosomen gleich stark ausgepragt ist. Die
Chromosomen wurden mit DAPI gefarbt.

Dabei lag das Fosmid-Insert etwa symmetrisch tiber dem Bruchpunkt, da die Signale auf den
derivativen Chromosomen 3 und 5 gleich stark ausgepragt waren. Zusammen mit den
proximal und distal angrenzenden Fosmiden G248P86894D3 und G248P88516E9 konnte
die Bruchpunktregion in 3q26.31 schlielich auf 10 bis 15 Kb eingegrenzt werden (Abb. 36).
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Abb. 36: Schematische Darstellung ausgewéhlter Fosmid-Klone und der in der Bruchpunktregion
3926.31 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 3g26.31. Dariiber ist die GroRReneinteilung in Megabasen
(Mb) angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Das
bruchpunktiiberspannende Fosmid ist rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben sind mdgliche Kandidatengene fir den
Phéanotyp der Patientin 6. Die senkrechten schwarzen Striche stellen Exons dar. Zwischen den einzelnen Exons
befinden sich die Introns, die durch eine horizontale Linie wiedergegeben werden. Die rot schraffierte Flache gibt
die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Ausfihrliche Datenbankrecherchen ergaben, dass die Translokation zu einer direkten
Unterbrechung des Gens FNDC3B im Intron 1 fuhrt. Das von FNDC3B kodierte Protein spielt
bei der Differenzierung von Osteoblasten eine Rolle (Kishimoto K 2010). Das distal zum
Bruchpunkt gelegene Gen GHSR kodiert fur einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (Howard
AD 1996). In der Diskussion unter 7.3 finden sich dazu genauere Erklarungen.

Klone (cen > tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-115B16 3q26.2 WT 3, der(3)
RP11-543D10 3026.2 WT 3, der(3)
RP11-185E8 3026.31 WT 3, der(3)
RP11-1142D2 3026.31 WT 3, der(3)
RP11-151A21 3026.31 WT 3, der(3)
G248P85845F12 3g26.31 WT 3, der(3)
G248P86894D3 3g26.31 WT 3, der(3)
G248P86542C9 3026.31 WT 3, der(3), der(5)
RP11-946K8 3026.31 WT 3, der(5)
G248P88516E9 3026.31 WT 3, der(5)
RP11-1127J5 3026.31 WT 3, der(5)
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RP11-1K20 3026.31 WT 3, der(5)

Tab. 11: Eingesetzte BAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 3q26.31 und FISH-
Signale

In der linken Spalte sind die BAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale
Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben,
wobei ,WT*“ Wildtyp-Chromosom und ,der* derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben ist das
bruchpunktiiberspannende Fosmid.

8.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 5p14.3

Auf dem p-Arm des Chromosoms 5 ergab die Auswertung von zehn BAC- bzw. PAC-Klonen
mittels serieller FISH-Untersuchung drei distal und vier proximal zum Bruchpunkt
hybridisierende Klone. Zwei BAC-Klone (RP11-210116 und RP11-1104E16) stellten sich bei
der FISH-Untersuchung als unspezifisch heraus, die daher nicht in Tabelle 12 aufgelistet
sind. Der BAC RP11-212H17 gab ein ,Split-Signal* (Abb. 37).

Abb. 37: FISH mit dem BAC-Klon RP11-212H17 als
DNA-Sonde an Metaphase-Chromosomen
von Patientin 6

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde RP11-
212H17 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 5 und auf
den derivativen Chromosomen 5 und 6, wobei die
Signalintensitat auf den derivativen Chromosomen gleich
stark ausgepréagt ist. Die Chromosomen wurden mit DAPI
gefarbt.

Der bruchpunktiberspannende BAC-Klon hybridisierte auf dem Wildtyp-Chromosom 5 und
auf den beiden derivativen Chromosomen 5 und 6. Dabei lag das Insert ungefahr
symmetrisch tber dem Bruchpunkt. Flr eine weitere Feinkartierung der Bruchpunktregion
wurden vier Fosmide ausgewertet. Es stellte sich heraus, dass ein Fosmid distal und ein
anderes proximal vom Bruchpunkt hybridisierten. Die zwei anderen untersuchten Fosmide
G248P85642F10 und G248P80766E11 waren bruchpunktiiberspannend. Dabei war die
Signalintensitat des Fosmids G248P85642F10 auf den derivativen Chromosomen 5 und 6
gleich stark. Im Gegensatz dazu war die Signalintensitat des Fosmids G248P80766E11 auf

dem derivativen Chromosom 5 deutlich starker als auf dem derivativen Chromosom 6, so
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dass sich folgende Signalverteilung fur den Klon ergab: 80% der(5) und 20% der(6). Somit
konnte der Bruchpunkt schlief3lich in 5p14.3 auf etwa 10 bis 15 Kb eingegrenzt werden, was
in Abbildung 38 deutlich wird.

Mb 19,5 20,0 20,5 21,0 21,5
I | | | ..
tel 5p14.3 : cen
mmmm RP11-212H17
m G248P87015C5

@ G248P85642F10
M G248P80766E11

~ G248P86627C12
e GUSBP1,
~10-15 Kb

Abb. 38: Schematische Darstellung ausgewéhlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 5p14.3 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 5p14.3. Daruber ist die GréReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Rechts vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und links das Telomer (tel). Die
bruchpunktiuberspannenden Klone sind rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'>3'-Orientierung anzeigt. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die
physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

AulRerdem wird aus Abbildung 38 deutlich, dass es durch den 5p14.3-Bruchpunkt kein Gen
direkt unterbrochen wird. Etwa 1 Mb distal vom Bruchpunkt befindet sich das Gen CDH18,
welches zur Cadherin-Gen-Familie gehért (Chalmers 13 1999), und proximal vom Bruchpunkt
das Pseudogen GUSBP1.

Klone (tel > cen) | Chromosomale Region Signale
RP3-508120 5p15.2 WT 5, der(6)
RP11-270H9 5p14.3 WT 5, der(6)
RP11-414119 5p14.3 WT 5, der(6)
G248P87015C5 5p14.3 WT 5, der(6)
RP11-212H17 5p14.3 WT 5, der(5), der(6)
G248P85642F10 5p14.3 WT 5, der(5), der(6)
G248P80766E11 5p14.3 WT 5, der(5), der(6)
G248P86627C12 5p14.3 WT 5, der(5)
RP11-1308L4 5p14.3 WT 5, der(5)
RP11-259G23 5p14.3 WT 5, der(5)
RP11-19708 5pl14.2 WT 5, der(5)
RP11-350H19 5p13.3 WT 5, der(5)
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Tab. 12: Eingesetzte BAC-, PAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 5p14.3 und
FISH-Signale

In der linken Spalte sind die BAC-, PAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die
chromosomale Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-
Ergebnis angegeben, wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der” derivatives Chromosom bedeutet. Fett
hervorgehoben sind die bruchpunktiiberspannende BAC und Fosmide.

8.4 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 6g23.2

Nach der Auswertung von zwolf BAC-Klonen mittels serieller FISH-Analyse auf dem langen
Arm des Chromosoms 6, konnten sechs proximal und drei distal vom Bruchpunkt
hybridisierende BACs identifiziert werden. Zwei BACs stellten sich als unspezifisch heraus
(RP11-6918 und RP11-124K13). Schlielllich konnte ein ,Split-Signal‘-gebender BAC-Klon
(RP11-585124) gefunden werden (Abb.39).

Abb. 39: FISH mit dem BAC-Klon RP11-585124 als DNA-
Sonde an Metaphase-Chromosomen von
Patientin 6

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde RP11-
585124 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 6 und auf
den derivativen Chromosomen 3 und 6, wobei die
Signalintensitat auf den derivativen Chromosomen gleich
stark ausgepragt ist. Die Chromosomen wurden mit DAPI
gefarbt.

Dabei lag der Bruchpunkt ungefahr in der Mitte des Inserts des Klons RP11-585124, da die
Signalintensitat auf den beiden derivativen Chromosomen gleich stark war. Mit Hilfe dieses
BACs und der eingrenzenden Klone RP11-116B11 (proximal) und RP11-113P15 (distal)
konnte die Bruchpunktregion in 6g23.2 schlie3lich auf etwa 45 bis 50 Kb eingegrenzt werden
(Abb. 40).

62



ERGEBNISSE

Mb 133,0 133,5 134,0 134,5
| | | I

cen 6q23.2 tel

RP11-116B11
RP11-585124
smmm RP11-113P15

€ C60rf192
RPS12» TCF21» <€=SLC2A12
€ VNNT _TBPL1=»
<VNN3
€VNNZ | Hil——HHH

|
|
4 12 14 20

Abb. 40: Schematische Darstellung ausgewéhlter BAC-Klone und der in der Bruchpunktregion 6q23.2
liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 6g23.2. Dariiber ist die GréReneinteilung in Megabasen (Mb)
angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Der
bruchpunktiiberspannende BAC ist rot markiert. Der BAC, der distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau und
der BAC, der proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die Pfeilrichtung
jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist das unterbrochene Gen, welches vergroert
dargestellt ist. Dabei stellen die senkrechten schwarzen Striche Exons dar. Zwischen den einzelnen Exons
befinden sich die Introns, die durch eine horizontale Linie wiedergegeben werden. Die rot schraffierte Flache gibt
die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Auf eine Feinkartierung mit Fosmiden wurde fir diesen Bruchpunkt verzichtet, da
Datenbankrecherchen ergaben, dass die Translokation zu einer direkten Unterbrechung des
Gens EYA4 fuhrt (Abb. 40). Mutationen in diesem Gen werden mit sensorineuralem
Horverlust entweder mit oder ohne Kardiomyopathie in Zusammenhang gebracht
(Schénberger J 2005).

BAC-Klone (cen - tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-428B11 6022.31 WT 6, der(6)
RP11-7306 6023.1 WT 6, der(6)
RP11-692C10 6q23.2 WT 6, der(6)
RP11-268K4 6q23.2 WT 6, der(6)
RP11-628E6 6023.2 WT 6, der(6)
RP11-116B11 6023.2 WT 6, der(6)
RP11-585124 6q23.2 WT 6, der(3), der(6)
RP11-113P15 6023.2 WT 6, der(3)
RP11-195M10 6023.2 WT 6, der(3)
RP11-426L17 6023.2 WT 6, der(3)

Tab. 13: Eingesetzte BAC-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 6g23.2 und FISH-Signale
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In der linken Spalte sind die BAC-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die chromosomale Region, aus
der der jeweilige BAC stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-Ergebnis angegeben, wobei ,WT*
Wildtyp-Chromosom und ,der* derivatives Chromosom bedeutet. Fett hervorgehoben ist der
bruchpunktiiberspannende BAC.

9. Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer parazentrischen 20q-

Inversion bei Patientin 7

9.1 Patientenbeschreibung

Die heute 6-jahrige Patientin kaukasischer Herkunft fiel bereits wéahrend der
Schwangerschaft durch eine erhdhte Nackentransparenz in der 11. SSW auf. Aus diesem
Grund wurde eine Amniozentese in Belgien durchgefuhrt, die einen normalen Karyotyp
(46,XX) ergab. Weiterhin auffallig in der Schwangerschaft war die enorme Gewichtszunahme
(28 kg) der Mutter. Die Patientin wurde schlieRlich nach der 38. SSW mit einem
Geburtsgewicht von 3510 g, einer Lange von 52 cm und einem Kopfumfang von 36 cm
geboren. Bereits 15 Tage hach Geburt kam die Patientin wegen rezidivierenden
Brechanfallen und daraus resultierendem hypotonen Zustand ins Krankenhaus. Mit etwa 6
Monaten konnte sie selbststandig sitzen und mit 14 Monaten ohne Hilfe Laufen. Als sie 2,5
Jahre alt war, kam sie in den Kindergarten, wo erstmals eine sprachliche
Entwicklungsverzdgerung auffiel. Sie hatte Schwierigkeiten andere zu verstehen und konnte
selbst kaum sprechen. Aus diesem Grund nahm die Patientin an einer Sprachtherapie teil.
Mit 4 Jahren wurde sie zum ersten Mal einem Humangenetiker vorgestellt, wobei eine
mentale Retardierung im Vordergrund stand. Desweiteren zeigt sie milde faziale
Dysmorphien, wie z.B. einen Epikanthus und eine Synophrys. Die psychomotorische
Untersuchung ergab weiterhin unkoordinierte Bewegungen und ein unsicheres Gangbild
ohne Ataxie. AuRerdem hatte sie eine geringe Aufmerksamkeitsspanne und eine geringe
Frustrationstoleranz und war hyperaktiv. Aufgrund dieser Auffalligkeiten wurde damals in
Belgien eine Chromosomenanalyse durchgefuhrt, die eine de novo vorliegende
parazentrische Inversion am Chromosoms 20 mit dem Karyotyp 46,XX,inv(20)(q12;913.3)
ergab. Als die Patientin mit 6 Jahren noch einmal untersucht wurde, hatte sie kaum
Fortschritte gemacht, so dass die psychomotorische und mentale Entwicklungsverzégerung
deutlicher wurde. Die Eltern der Patientin sind nicht miteinander verwandt, und sie hat
aul3erdem einen jungeren gesunden Bruder. Die am Institut fir Humangenetik in Hamburg
durchgefihrte Chromosomenanalyse ergab den Karyotyp 46,XX,inv(20)(q11.23-g12;913.33)
(Abb. 41).
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Abb. 41: Schematische Darstellung der Wildtyp- und
q11.23-q12 derivativen Chromosomen der Patientin 7
mit 20g-Inversion

Die Abbildung zeigt das Wildtyp-Chromosom 20 (tiirkis)
und das rearrangierte Chromosom 20 [der(20)]. Mit Hilfe
q13.33 einer Schlangenlinie sind die zytogenetisch bestimmten
20 der(20) Bruchpunkte 20g11.23-q12 und 20q913.33 hervor-
gehoben.

9.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 20q11.23

Die Auswertung von sechs BAC- und zwei PAC-Klonen mittels serieller FISH-Analyse ergab
zwei proximal und vier distal hybridisierende Klone. Zwei BACs (RP11-1152L.20 und RP11-
29801) gaben ,Split-Signals®. Bei dem Klon RP11-11521.20 wurden in etwa 80% der
untersuchten Metaphasen ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 20 und ein Signal am
Telomer des derivativen Chromosoms 20 gefunden. In den restlichen 20% der untersuchten
Metaphasen zeigten sich die Signale nahe des Centromers am derivativen Chromosom 20.
Das Insert des Klons RP11-29801 lag ungefahr symmetrisch Giber dem Bruchpunkt. In allen
untersuchten Metaphasen fanden sich Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 20 und ein

,Split-Signal“ auf dem derivativen Chromosom 20, wie in Abbildung 42 zu sehen ist.

Abb. 42: FISH mit dem BAC-Klon RP11-29801 als DNA-
Sonde an Metaphase-Chromosomen von
Patientin 7

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde RP11-
29801 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 20 und am
Telomer und Centromer des derivativen Chromosoms 20,
wobei die Signalintensitat am Centromer und Telomer gleich
stark ausgepragt ist. Die Chromosomen wurden mit DAPI
gefarbt.

Fur die Feinkartierung wurden vier Fosmide analysiert. Deren FISH-Auswertung ergab, dass
ein Fosmid proximal und drei Fosmide distal zum Bruchpunkt hybridisierten. Durch die
Fosmide G248P89785C12 (proximal) und G248P8257H2 (distal) konnte die
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Bruchpunktregion schlie3lich in 20911.23 auf etwa 10 bis 15 Kb eingegrenzt werden (Abb.
43).
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Abb. 43: Schematische Darstellung ausgewéhlter BAC- und Fosmid-Klone und der in der
Bruchpunktregion 20q11.23 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 20q11.23. Dariiber ist die GréReneinteilung in Megabasen
(Mb) angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Die
bruchpunktiuberspannenden BACs sind rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben ist das mdglicherweise unterbrochene
Gen, welches vergrol3ert dargestellt ist. Dabei stellen die senkrechten schwarzen Striche Exons dar. Zwischen
den einzelnen Exons befinden sich die Introns, die durch eine horizontale Linie wiedergegeben werden. Die rot
schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Wie in Abbildung 43 dargestellt, kann es durch die parazentrische Inversion zu einer
mdglichen Unterbrechung des Gens SAMHD1 kommen. Homozygote Mutationen in
SAMHD1 verursachen das Aicardi-Goutiéres-Syndrom (Rice Gl 2009). Genauere

Erlauterungen finden sich in der Diskussion unter 8.1.

Klone (cen > tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-381P2 20q11.22 WT 20, der(20) p
RP11-231F10 20q11.23 WT 20, der(20) p
G248P89785C12 20q11.23 WT 20, der(20) p
RP11-29801 20q11.23 WT 20, der(20) p,

der(20) d
RP11-1152L20 20q11.23 WT 20, der(20) p;
WT 20, der(20) d
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G248P8257H2 20911.23 WT 20, der(20) d
G248P81370C 20011.23 WT 20, der(20) d
G248P87410A9 20911.23 WT 20, der(20) d
RP11-451G10 20911.23 WT 20, der(20) d
RP4-6330020 20911.23 WT 20, der(20) d
RP11-12201 20911.23 WT 20, der(20) d
RP1-94E24 20011.23 WT 20, der(20) d

Tab. 14: Eingesetzte BAC-, PAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 20q11.23
und FISH-Signale

In der linken Spalte sind die BAC-, PAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die
chromosomale Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-
Ergebnis angegeben, wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der” derivatives Chromosom bedeutet. ,p“ steht fur
proximal und bedeutet, dass das Signal nahe des Centromers gefunden wurde bzw. ,d“ fur distal, d.h. das Signal
wurde nahe des Telomers gefunden. Fett hervorgehoben sind die bruchpunktiiberspannenden BACs.

9.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 20q13.33

Mit Hilfe der seriellen FISH-Untersuchung wurden insgesamt funf BAC-Klone und ein PAC-
Klon analysiert (Tab. 15). Vier BACs hybridisierten proximal und ein BAC distal vom
Bruchpunkt. Das ,Split-Signal“ wurde schlieBlich mit dem PAC-Klon RP4-583P15 gefunden.
In 7 von 10 untersuchten Metaphasen fand sich ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 20
und ein Signal am Telomer des derivativen Chromosoms 20 und in 3 von 10 untersuchten
Metaphasen ein Signal am Centromer des derivativen Chromosoms 20. Der Bruchpunkt
wurde also nach diesem Ergebnis im ersten proximalen Drittel des PAC-Inserts vermutet,
daher wurden vier Fosmide (G248P88403H1, G248P84486D9, G248P87848E4 und
G248P85792B9) untersucht, die um den zu erwartenden Bruchpunkt lokalisiert waren. Es
stellte sich jedoch entgegen unseren Erwartungen heraus, dass alle vier Fosmide distal vom
Bruchpunkt kartierten. Aus diesem Grund wurden weitere sieben proximal gelegene Fosmide
bestellt, wovon zwei proximal und vier distal vom Bruchpunkt hybridisierten. Das Fosmid
G248P85335H7 gab ein ,Split-Signal® auf dem derivativen Chromosom 20, wobei die
Signalintensitat am Centromer und Telomer etwa gleich stark ausgepragt war (Abb. 44).
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Abb. 44: FISH mit dem Fosmid G248P85335H7 als DNA-
Sonde an Metaphase-Chromosomen von
Patientin 7

Das rot-fluoreszierende Signal der DNA-Sonde
G248P85335H7 findet sich auf dem Wildtyp-Chromosom 20
und am Telomer und Centromer des derivativen Chromosoms
20, wobei die Signalintensitatt am Centromer und Telomer
gleich stark ausgepragt ist. Die Chromosomen wurden mit
DAPI gefarbt.

Unmittelbar proximal vom bruchpunktiiberspannenden Fosmid hybridisierte G248P81285H9
und distal G248P85658C7, so dass die Bruchpunktregion in 20913.33 auf 15 his 20 Kb
eingegrenzt werden konnte (Abb. 45).
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Abb. 45: Schematische Darstellung ausgewahlter Fosmid-Klone und der in der Bruchpunktregion
20q13.33 liegenden Gene

In grau dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Region 20q13.33. Dariiber ist die GréReneinteilung in Megabasen
(Mb) angegeben. Links vom Ausschnitt befindet sich das Centromer (cen) und rechts das Telomer (tel). Die
bruchpunktiiberspannenden Klone sind rot markiert. Das Fosmid, das distal vom Bruchpunkt hybridisierte, ist blau
und das Fosmid, das proximal hybridisierte, gelb markiert. Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, wobei die
Pfeilrichtung jeweils die 5'->3'-Orientierung anzeigt. Fett hervorgehoben sind die Kandidatengene fir den
Phénotyp der Patientin 7. Die rot schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion an. Die physikalische Karte wurde
nach NCBI36/hg18 erstellt.
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Die Abbildung 45 zeigt, dass die Inversion wahrscheinlich nicht zu einer direkten
Unterbrechung eines Gens fihrt. Proximal vom Bruchpunkt sind sechs und distal davon sind
zehn Gene dargestellt, wobei die proximal zum Bruchpunkt gelegene Gene CHRNA4 (180
Kb) und KCNQ2 (80 Kb) interessante Gene sind. Weitere Erlauterungen zu diesen Genen
sind in der Diskussion unter 8.2 vorhanden.

Klone (cen - tel) | Chromosomale Region Signale
RP11-164D18 20g13.32 WT 20, der(20) p
RP11-93B14 20g13.33 WT 20, der(20) p
RP11-157P1 20g13.33 WT 20, der(20) p
RP11-358D14 20g13.33 WT 20, der(20) p
G248P86057E1 20913.33 WT 20, der(20) p
G248P81285H9 20913.33 WT 20, der(20) p
G248P85335H7 20913.33 WT 20, der(20) p,
der(20) d
RP4-583P15 20g13.33 WT 20, der(20) p;
WT 20, der(20) d
G248P85658C7 20913.33 WT 20, der(20) d
G248P83874G5 20913.33 WT 20, der(20) d
G248P82228F2 20913.33 WT 20, der(20) d
G248P83214E3 20913.33 WT 20, der(20) d
G248P88403H1 20913.33 WT 20, der(20) d
G248P84486D9 20g13.33 WT 20, der(20) d
G248P87848E4 20g13.33 WT 20, der(20) d
G248P85792B9 20g13.33 WT 20, der(20) d
RP11-238J15 20g13.33 WT 20, der(20) d

Tab. 15: Eingesetzte BAC-, PAC- und Fosmid-Klone zur Eingrenzung der Bruchpunktregion 20q13.33
und FISH-Signale

In der linken Spalte sind die BAC-, PAC- und Fosmid-Klone aufgelistet und in der mittleren Spalte ist die
chromosomale Region, aus der der jeweilige Klon stammt, angegeben. In der rechten Spalte ist das FISH-
Ergebnis angegeben, wobei ,WT* Wildtyp-Chromosom und ,der” derivatives Chromosom bedeutet. ,p“ steht fur
proximal und bedeutet, dass das Signal nahe des Centromers gefunden wurde bzw. ,d* fur distal, d.h. das Signal
wurde nahe des Telomers gefunden. Fett hervorgehoben sind die bruchpunktiiberspannenden PAC- und Fosmid-
Klone.
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V. Diskussion

1. Allgemeine Vorgehensweise bei der Suche nach Kandidatengenen

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe von seriellen FISH-Analysen 15 Bruchpunkte von sechs
Patienten mit einer Translokation und einer Patientin mit einer Inversion auf 10 bis 100 Kb
eingegrenzt. Nach Eingrenzung der Bruchpunkte erfolgte die Suche nach moglichen
Kandidatengenen fiir den Phéanotyp des jeweiligen Patienten mittels ausfihrlicher
Datenbankrecherchen. Da die Vorgehensweise fir alle Patienten in dhnlicher Weise ablief,
wird sie hier beschrieben.

Nachdem der Bruchpunkt auf wenige Kilobasen eingeengt worden war, lie3 sich mit Hilfe der
Datenbank ,UCSC*“ und dem bruchpunktiberspannenden Klon oder den Bruchpunkt-
eingrenzenden Klonen herausfinden, ob die Translokation zu einer direkten Unterbrechung
eines Gens gefuhrt hat. In diesem Fall wurde von einer ,Loss-of-function“-Mutation
ausgegangen, die vergleichbar mit einer Deletion von Teilen oder des ganzen Gens ist.
Wurde kein Gen direkt unterbrochen, kann ein Positionseffekt auf ein zum Bruchpunkt
benachbartes Gen vorliegen, der ebenfalls zu einem (partiellen) Funktionsverlust eines Gens
fihren kann. Um ein Gen in den Bruchregionen des Patienten, sei es nun gebrochen oder
nicht, als Kandidatengen fur den jeweiligen Krankheitsphanotyp zu identifizieren, wurden
zunachst mit Hilfe der Datenbank ,PubMed* Informationen zur Funktion und der Expression
der von den in den Bruchpunkt liegenden Genen kodierten Proteine eingeholt. Korrelierte die
Funktion eines Proteins mit dem Phanotyp des Patienten, also spielte das Protein
beispielsweise eine Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems und zeigte der Patient
eine geistige Behinderung, so wurde das entsprechenden Gen als Kandidatengen in
Betracht gezogen. Zusatzlich wurde nach genetischen Evidenzen fir ein Kandidatengen
gesucht. Hierfir wurden die Datenbanken ,PubMed, ,Decipher und ,Database of Genomic
Variants“ genutzt, in denen nach Imbalancen (Deletionen oder Duplikationen), die die
jeweilige Bruchregion und darin lokalisierte Gene enthielten, gesucht wurde. Dabei wurde
zwischen Imbalancen unterschieden, die bei Patienten mit einem klinischen Bild vorlagen,
und solchen, die bei Normalpersonen vorkamen. Diese Imbalancen konnten helfen, ein
Kandidatengen weiter zu erharten, wenn beispielsweise mehrere Deletionen beschrieben
worden sind, die a) das Kandidatengen enthielten und b) diese bei Patienten vorlagen, die
einen zum Phanotyp des Patienten mit dem chromosomalen Rearrangement &hnliches
klinisches Bild hatten. Wurden hingegen das Kandidatengen enthaltende Imbalancen bei
Normalpersonen gefunden, handelte es sich vermutlich eher um ,copy number variations®

(CNVs), die nicht mit einem Krankheitsph&notyp assoziiert sind.
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Gelegentlich gaben funktionelle Daten und genetische Befunde Hinweise auf ein
Kandidatengen, das distal oder proximal zu einem Bruchpunkt liegt und somit von einem
Positionseffekt betroffen sein kdnnte. In diesem Fall wurde mit Hilfe der Datenbanken
,UJCSC*, ,Ancora“ und ,Vista Enhancer Browser“ nach hochkonservierten nicht-kodierenden
DNA-Elementen (HCNEs), fur die ein regulatorisches Potential vorhergesagt wurde,
stromaufwarts und stromabwaérts des Kandidatengens gesucht. Fanden sich HCNEs in der
entsprechenden Region, wurde dies als weiterer Hinweis auf einen bei dem Patienten

vorliegenden Positionseffekt gewertet.

2. Beide Translokationsbruchpunkte des Patienten 1 konnten auf 10 bis

20 Kb eingegrenzt werden

2.1 In der Bruchpunktregion 9p22.1 kommt es zu einer direkten Unterbrechung des
ADAMTSL1-Gens

Patient 1 zeigt sowohl eine psychomotorische als auch eine sprachliche
Entwicklungsverzdégerung sowie einen Mikrocephalus. Die Datenbankrecherchen ergaben,
dass die 5;9-Translokation bei ihm zu einer direkten Unterbrechung des Gens ADAMTSL1
fuhrt. Dabei liegt die 10 bis 20 Kb grof3e Bruchpunktregion in 9p22.1 im Bereich von Intron 6,
Exon 7 und Intron 7. ADAMTSL1 kodiert fur das Glykoprotein Punctin, das in der
extrazellularen Matrix lokalisiert ist (Hirohata S 2002). In den Datenbanken ,Decipher und
,Database of Genomic Variants® sind vier intragenische Deletionen in diesem Gen bei
gesunden Personen dokumentiert. Es wurden zwar auch zwei grof3e interstitielle Deletionen
(12 Mb und 14 Mb) bei Patienten mit mentaler Retardierung beschrieben, allerdings kann die
mentale Retardierung auf andere deletierte Gene zurtickgefiihrt werden. Zudem wurde eine
1 Mb grofRe Duplikation, die nur einen Teil des Gens ADAMTSL1 umfasst, bei einer
Normalperson beschrieben. Vermutlich fuhrt diese Duplikation zu einer Unterbrechung von
ADAMTSL1. Zusammengefasst deuten die bei Normalpersonen gefundenen
Kopienzahlveranderungen das ADAMTSL1-Gen Dbetreffend daraufhin, dass eine
Unterbrechung dieses Gens vermutlich nicht zu einem klinischen Bild fuhrt, und damit der

Phanotyp des Patienten 1 nicht auf den Bruch im ADAMTSL1-Gen zuriickzufiihren ist.

2.2 In der 5923.2-Bruchpunktregion ist das SNCAIP-Gen ein Kandidatengen fir den
Phéanotyp des Patienten 1

Durch serielle FISH-Analysen wurde die Bruchpunktregion in 5923.2 auf etwa 10 bis 15 Kb
eingegrenzt, wobei Datenbankrecherchen ergaben, dass kein Gen direkt durch die

Translokation unterbrochen wird. Allerdings scheint das etwa 50 Kb proximal zum
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Bruchpunkt lokalisierte SNCAIP ein interessantes Kandidatengen zu sein. SNCAIP wird
besonders hoch im Nervengewebe exprimiert, wobei es vor allem in den prasynaptischen
Nervenendigungen von grof3en Neuronen wie z.B. Purkinje-Zellen, pyramidalen Neuronen
und Neuronen der Substantia nigra vorkommt (Engelender S 2000, Ribeiro CS 2002, Murray
IVJ 2003). Das kodierte Protein Synphilin-1 hat mehrere Proteinbindungsstellen, darunter
sechs Ankyrin-dhnliche Domanen, eine ,coiled-coil-“ und eine ATP/GTP-bindende Doméane
(Abb. 46).

alpha-Synuclein Interaktion

ATP/GTP

N [l ANK1JANK2 ANK3] ANK4— ANKSJ| ANKGIll C

Abb. 46: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von Synphilin-1

Die Ankyrin-ahnlichen Domanen sind gelb, die ,coiled-coil*-Doméne griin und die ATP/GTP-bindende Stelle rosa
dargestellt. Der rote horizontale Balken gibt die Interaktionsstellen von Synphilin-1 mit alpha-Synuclein wieder.
,N“ bedeutet N-terminales Ende und ,,C* C-terminales Ende.

Uber die genaue physiologische Funktion des Proteins ist wenig bekannt. Synphilin-1
interagiert mit dem Protein alpha-Synuclein (Abb. 46). PARK1, das alpha-Synuclein kodiert,
ist das erste beschriebene Gen, in dem Mutationen mit einer hereditaren Form der
Parkinson’schen Erkrankung in Zusammenhang gebracht werden (Kruger 2004).
Interessanterweise wurde 2003 in der Arbeit von Marx und Mitarbeitern eine Mutation im
SNCAIP-Gen bei zwei Parkinson-Patienten gefunden. Beide hatten eine Punktmutation (c.
1861C>T), die auf Proteinebene zu einem Austausch von Arginin zu Cystein fihrt (p.R621C)
(Marx FP 2003). Der in der Arbeit untersuchte Patient 1 zeigt zwar keine Symptome einer
Parkinson’schen Erkrankung, dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Erkrankung sich bei ihm im hohen Alter manifestiert.

Ein anderes interessantes Gen, welches aufgrund der Expression und der Funktion des
kodierten Proteins mit dem Phanotyp des Patienten 1 assoziiert sein kdnnte, ist das 800 Kb
distal zum Bruchpunkt lokalisierte CEP120. CEP120 ist ein Centrosomen-assoziiertes
Protein, das vor allem im Gehirn exprimiert wird (Guerrier S 2007), und bei Mausen fiur die
Stabilitat und Dynamik der Mikrotubuli, die Moatilitéat des Centrosoms und fur die Ausbildung
und das Wachstum der Axone verantwortlich ist (De Anda FC 2010).

In der Literatur werden verschiedene Deletionen beschrieben, die wahrscheinlich sowohl
SNCAIP als auch CEP120 einschliel3en. Beispielsweise finden sich sechs zytogenetisch
bestimmte Deletionen von 5922 bis 5931 (Kadotani T 1984, G.-E. L. Rivera H 1987, S. P.

Rivera H 1990, Kobayashi T 1991, Lindgren V 1992, Harréus UA 2002) und zwei Uber die
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FISH-Technik bestimmte Deletionen von 5q22.3 bis 5q31.2 (Garcia-Mifiaur S 2005,
Tzschach A 2006). Die entsprechenden Patienten weisen als gemeinsames klinisches
Merkmal eine mentale und psychomotorische Retardierung auf. Aus diesem Grund kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass in der deletierten Region mindestens ein Gen, das
mit mentaler Retardierung assoziiert ist, liegt. Weitere Deletionen, die beide Gene umfassen
und bei Patienten mit mentaler Retardierung gefunden worden sind, werden in ,Decipher*
gelistet. Hier finden sich funf interstitielle Deletionen von 13 Mb bis 26 Mb. Dartber hinaus
lassen sich sowohl eine Teile von CEP120 umfassende Deletion als auch eine Duplikation,
die nur einen Teil von CEP120 umfasst, bei Normalpersonen finden. Diese genetischen
Befunde sprechen eher gegen CEP120 als Kandidatengen flr mentale Retardierung. FUr
SNCAIP als Kandidatengen spricht auch, dass in verschiedenen Datenbanken
hochkonservierte nicht-kodierende Elemente zwischen den Genen SCNAIP und SNX2
gefunden wurden, welche auf regulatorische Einheiten hindeuten und mdéglicherweise auf die
Expression von SNCAIP wirken kénnten (Abb. 47).
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Abb. 47: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von DNA-Sequenzelementen
zwischen den Genen SNCAIP und SNX2 in 5q23.2

Die Abbildung zeigt einen etwa 250 Kb groRen Ausschnitt aus 5923.2. Die Gene SNCAIP und SNX2, die die
grin markierte Region begrenzen, sind braun umrandet. Die hellblauen ,Peaks” geben die ,Regulatory-Potential-
Scores* wieder, die aus Sequenzvergleichen von bekannten regulatorischen Einheiten von Mensch, Schimpanse,
Makake, Maus, Ratte, Hund und Rind mit der vorliegenden DNA-Sequenz abgeleitet werden. Die dunkelblauen
.Peaks” zeigen die Konservierung der Sequenz in dem dargestellten Bereich, die aus Sequenzvergleichen von 28
Spezies generiert wird. Die griinen Pfeile zeigen auf Positionen, die sowohl konserviert sind als auch
regulatorisches Potential haben; die roten Pfeile weisen auf nicht-kodierende DNA-Abschnitte mit besonders
hohem regulatorischen Potential. Der gelbe Blitz gibt den Bruchpunkt des Patienten 1 an. Die physikalische Karte
wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Die Translokation hat dazu gefiihrt, dass die in Abbildung 47 gezeigten, nicht-kodierenden
Elemente auf den kurzen Arm von Chromosom 9 transloziert wurden und damit
maoglicherweise die zeitlich und ortlich korrekte Expression des SNCAIP-Gens nicht mehr
kontrollieren kdnnen. Es kann vermutet werden, dass der klinische Phanotyp des Patienten 1

hiermit in Zusammenhang steht.
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3. Die Translokationsbruchpunkte des Patienten 2 konnten auf 10 bis 15

Kb und auf etwa 100 Kb eingegrenzt werden

3.1 Das CA8-Gen in der Bruchpunktregion 8q12.1 kbénnte unterbrochen sein

Patient 2 weist eine sprachliche und motorische Entwicklungsverzégerung sowie einen
Kleinwuchs und rezidivierende, cerebrale Krampfanfélle auf. Mit Hilfe der seriellen FISH-
Analysen wurde der Bruchpunkt auf Chromosom 8 auf etwa 100 Kb eingegrenzt.
Datenbankrecherchen ergaben, dass die Translokation u. U. zu einer Unterbrechung des
CAB8-Gens im Intron 8 oder Exon 9 geflihrt hat. Das CA8-Gen kodiert fiir ein Protein, das zu
karbonischen Anhydrasen homolog ist. Karbonische Anhydrasen gehéren zur Familie der
monomerischen Zink-Metalloenzyme und katalysieren die reversible Hydrierung von CO,. Da
dem CAB8-Protein eins von drei Histidinresten fehlt, die fir die Bindung von Zinkionen
notwendig sind, hat es keine katalytische Aktivitat (Sjoblom B 1996). Die bisher einzig
bekannte biochemische Funktion von CAS8 ist, dass es die Bindung von Inositol-1,4,5-
Trisphosphat (IPs) an den IPs-Rezeptor 1 (ITPR1) inhibiert, indem es die Affinitat zum
Rezeptor herabsetzt (Hirota J 2003). ITPR1 selbst hat eine wichtige Funktion bei der
Regulierung der calciumabhéngigen Signaltransduktion (Hur EM 2005). Sowohl ITPR1 als
auch CA8 werden vor allem in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns exprimiert (Matsumoto M
1996, Taniuchi K 2002). In der Arbeit von Tirkmen und Mitarbeitern (2009) wurde im CA8-
Gen eine homozygote Punktmutation (¢.298T>C) gefunden, die auf Proteinebene zu einem
Austausch von Serin nach Prolin (p.S100P) fuhrt. Vermutlich kommt es zu einer
verminderten Proteinstabilitdét und damit zu einem gesteigerten Abbau des veranderten
Proteins. Als Folge wird eine Stoérung der Regulierung des ITPR1 durch CA8 angenommen,
was zu einer Fehlregulation der calciumabhéangigen Signaltransduktion fuhren konnte
(Turkmen S 2009). Die Betroffenen zeigten neben einer milden mentalen Retardierung und
einer Ataxie einen VierflRler-Gang. Gegen CA8 als Kandidatengen fur den Phénotyp von
Patient 2 spricht, dass bei ihm eine heterozygote Mutation (Unterbrechung des CA8-Gens
auf einem Allel) vorliegt, wohingegen bei den von Turkmen und Mitarbeitern (2009)
beschriebenen Betroffenen eine homozygote Mutation vorlag. Die Sequenzierung des CA8-
Gens bei dem Patienten 2 ergab zudem keine krankheitsrelevante Verédnderung
(unveroffentlichte Daten, Arbeitsgruppe Prof. Dr. K. Kutsche), so dass CA8 als
Kandidatengen kaum mehr in Frage kommt. Bisher wurden keine CNVs, die das CA8-Gen
einschlieRen, dokumentiert. Im Gegensatz dazu werden Deletionen in 8q12 und Mutationen
in CDH7, welches sich etwa 400 Kb distal von CA8 befindet, in Zusammenhang mit dem
CHARGE-Syndrom gebracht (Vissers LE 2004). Typisch fur dieses Syndrom sind Herzfehler,

Kolobom, Choanalatresie, Wachstums- und Entwicklungsverzégerung, Hypoplasie der
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Genitale, Anomalien der Ohren und Taubheit (Chang TM 2010). Keine Merkmale des
CHARGE-Syndroms, aul3er der Wachstums- und Entwicklungsverzégerung, sind bei Patient
2 vorhanden. Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass ein Bruch auf dem

Chromosom 8 vermutlich nicht mit dem Ph&notyp des Patienten 2 assoziiert ist.

3.2 Das SALL3-Gen in 18923 kristallisiert sich als Kandidatengen fur den Phanotyp
des Patienten 2 heraus

Mit Hilfe von BAC- und Fosmid-Klonen wurde mittels serieller FISH-Analysen der Bruchpunkt
auf dem Chromosom 18 in g23 auf 10 bis 15 Kb eingrenzt. Es kdnnte sein, dass das SALL3-
Gen im Exon 1 oder Intron 1 unterbrochen ist. Bisher sind sieben CNVs, die entweder das
gesamte Gen oder Teile des Gens einschliel3en, bei Normalpersonen bekannt, was darauf
hindeuten konnte, dass eine heterozygote Mutation in diesem Gen keine krankheitsrelevante
Bedeutung hat. Doch auf der anderen Seite sind in ,Decipher sowohl eine 51 Mb-
Duplikation als auch 14 Deletionen von 1,5 bis 29 Mb, die alle SALL3 einschlie3en, gelistet.
Interessant ist, dass diese Patienten phanotypische Uberschneidungen mit dem Patienten 2
aufweisen, wie z.B. die Entwicklungs- und Sprachverzdégerung, den Kleinwuchs und die
breite Stirn. Weitere haufige klinische Merkmale der Deletionspatienten, die Patient 2 jedoch
nicht aufweist, sind kongenitale Auralatresie, mentale Retardierung und angeborene
Herzfehler. Erwahnenswert ist, dass in der Literatur die oben genannten klinischen Merkmale
und auch Epilepsie unter dem 18qg-Deletionssyndrom zusammengefasst werden (De
Grouchy J 1964). Weiterhin interessant ist, dass Feenstra und Mitarbeiter (2007) nachweisen
konnten, dass bei 22 Patienten mit 18g-Deletionssyndrom, die alle einen Kleinwuchs
aufwiesen, SALL3 deletiert ist. Diese Beobachtung spricht fir SALL3 als mdogliches
Kandidatengen fiir den Phanotyp des Patienten 2. Aber auch die Funktion des kodierten
Proteins kénnte auf einen Zusammenhang hindeuten. SALL3 gehort zur Familie der Spalt-
Proteine, welche aus vier Mitgliedern besteht (SALL1-4) und eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung der Extremitéaten, des Nervensystems und anderer Organe, wie z.B. Niere und
Herz, spielt (Sweetman D 2006). Es wird vermutet, dass die Proteine Uber ihre DNA-
bindende Zinkfinger-Domane in der Lage sind, als Transkriptionsfaktoren zu fungieren und
wahrscheinlich an der Regulation des Zellzyklus und/oder der Zelladhasion beteiligt sind
(Parrish M 2004, De Celis JF 2009). SALL3 wird besonders stark im zentralen Nervensystem
exprimiert. Dort wird es in primdren Motorneuronen, Hinterhdrnern und entlang des
gesamten sich entwickelnden Rickenmarks exprimiert, aber auch im Telencephalon,
Diencephalon, Rhombencephalon, Herzen, Ohr, in der Niere und vor allem auch im
Gaumen, in der Zunge und in der Region des zentralen Nervensystems, die diese Strukturen
innerviert (Camp E 2003, Parrish M 2004). Homozygote ,Knock-out‘-Mause bestatigten die
Bedeutung von Sall3 im Bereich des Rachens, denn die Mause zeigten eine Fehlbildung des
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Gaumens, der Epiglottis, der Zunge und der kranialen Nerven, vor allem des Nervus
glossopharyngeus, der die eben genannten Strukturen innerviert (Parrish M 2004). Weiterhin
wird angenommen, dass homozygote ,Knock-out‘-Mause Schwierigkeiten bei der
Koordination von Bewegungen und Reflexen haben (Parrish M 2004). Mutationen in anderen
SALL-Genen wurden bereits mit monogenen Erkrankungen in Verbindung gebracht. So
fuhren heterozygote Mutationen in SALL1 zum Townes-Brocks-Syndrom, das durch
anorektale Anomalien, Polydaktylie und sensorineuralem Horverlust charakterisiert ist (W. A.
Kohlhase J 1998). Heterozygote Mutationen in SALL4 hingegen fuhren zum Okihiro-
Syndrom, welches typischerweise radiale Veranderungen der oberen Extremitaten und eine
Duane-Anomalie, einer besonderen Form des Schielens, bei der die Patienten nicht nach
aufRen sehen konnen, aufweist (H. M. Kohlhase J 2002). Einige dieser Patienten zeigen eine
Wachstumsretardierung (C. D. Kohlhase J 2005, Miertus J 2006), was ebenfalls fir SALL3
als Kandidatengen fur den Phanotyp des Patienten 2 spricht.

Nach Eingrenzung der Bruchpunktregion ist nicht sicher, ob SALL3 gebrochen ist; es kdnnte
auch ein Positionseffekt auf das Gen vorliegen. Stromaufwarts von SALL3 befindet sich eine
etwa 2 Mb grol3e genleere DNA-Region mit HCNEs (Rizzolio F 2008), die proximal von
GALR1 flankiert wird. Diese HCNEs haben teilweise regulatorisches Potential und kénnten
auf die Expression von SALL3 wirken. HCNEs werden héufig in der Nahe von Genen
gefunden, die regulierend auf das Wachstum wirken (Pennacchio LA 2006), was auf SALL3
zutrifft. Mit Hilfe der Datenbanken ,Vista Enhancer Browser® und ,UCSC® konnten drei
HCNEs identifiziert werden, die hochstwahrscheinlich regulatorisches Potential haben:
hs1047, hs634 und hs1186 (Abb. 48).
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Abb. 48: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von nicht-kodierenden DNA-
Sequenzelementen zwischen den Genen GALR1 und SALL3 in 18g23

Die Abbildung zeigt einen etwa 2 Mb groRen Abschnitt aus 18¢g23. Die Gene GALR1 und SALL3, die die grin
markierte HCNE-Region begrenzen, sind rosa umrandet. Die hellblauen ,Peaks“ geben die ,Regulatory-Potential-
Scores® wieder, die sich aus Sequenzvergleichen von bekannten regulatorischen Einheiten von Mensch,
Schimpanse, Makake, Maus, Ratte, Hund und Rind mit der vorliegenden DNA-Sequenz ergeben. Die
dunkelblauen ,Peaks” darunter zeigen die Konservierung der Sequenz in dem dargestellten Bereich, die aus
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Sequenzvergleichen von 28 Spezies resultiert. Der rote Pfeil zeigt auf die DNA-Sequenz hs1047, der blaue Pfeil
auf hs634 und der kleine schwarze Pfeil auf hs1186. Die griinen Pfeile zeigen auf weitere DNA-Sequenzen, die
sowohl konserviert als auch regulatorisches Potential haben. Der gro3e gelbe Pfeil gibt den Bruchpunkt des
Patienten 2 und der groRe schwarze Pfeil den der Patientin von Larizza und Mitarbeitern (1993) wieder. Die
physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt.

Die Bedeutung dieser HCNE-Region wird auch in der Arbeit von Rizzolio und Mitarbeitern
(2008) deutlich, in der die Bruchpunkte einer X;18-Translokation bestimmt wurden. Der
Bruchpunkt in 18923 befindet sich 80 Kb proximal von SALL3 (schwarzer Pfeil in Abb. 48).
Durch Untersuchungen an lymphoblastoiden Zellen der Translokationspatientin wurden
Veranderungen der Chromatinmodifikation von SALL3 beobachtet. Als Ursache wird der
Verlust der HCNE-Region angenommen, da SALL3 auf das X-Chromosom transloziert
wurde (Rizzolio F 2008). Fur Patient 2 konnte ein &hnlicher Mechanismus angenommen
werden, so dass die Translokation zu einer veranderten Expression von SALL3 gefuhrt
haben konnte. Hierfur spricht aul3erdem, dass die Patientin mit der X;18-Translokation und
Patient 2 phanotypische Gemeinsamkeiten aufweisen: Beide haben eine breite Stirn und
liegen mit ihrer KopergrdofRe deutlich unterhalb der durchschnittlichen Norm (Patient 2 mit -2,5
SD und die X;18-Translokationspatientin mit -3 SD) (Larizza D 1993). Aufgrund dieser
Befunde und der oben genannten Argumente scheint SALL3 ein attraktives Kandidatengen

fir den Phéanotyp des Patienten 2 zu sein.

4. Hochstwahrscheinlich ist die Unterbrechung des SHANK2-Gens mit

der mentalen Retardierung des Patienten 3 assoziiert

4.1 In der Bruchpunktregion 17925.1 liegen die Gene SPHK1 und UBE20

Symptomatisch  zeigte  Patient 3 eine  psychomotorische und  sprachliche
Entwicklungsverzégerung sowie kraniofaziale Dysmorphien. Durch serielle FISH-Analysen
wurde der Bruchpunkt auf dem Chromosom 17 auf 40 bis 45 Kb eingrenzt. In dieser Region
liegen die Gene SPHK1 und UBE20, wobei eins der beiden Gene unterbrochen sein kénnte.
Es wurden zwei Deletionen (200 Kb und 2 Kb) bei Normalpersonen dokumentiert, wobei eine
Deletion beide Gene und die andere nur einen Teil von SPHK1 umfasst. Aul3erdem wird in
,2pDecipher eine 3,5 Mb-Deletion aufgezeigt, die beide Gene beinhaltet und bei einem
Patienten mit mentaler Retardierung und Entwicklungsverzégerung gefunden worden ist. Da
dieser Phanotyp vermutlich auf andere deletierte Gene zurlickzuflihren ist und
Kopienzahlveranderungen, die die Bruchpunktregion einschlieRen, bei Normalpersonen
beobachtet wurden, scheint aus genetischer Sicht der Phéanotyp des Patienten 3 nicht auf
eine Unterbrechung eines der beiden Gene zurtickzufiihren zu sein. Dariiber hinaus scheint
kein Zusammenhang zwischen der Funktion der Proteine, welche von SPHK1 und UBE20

kodiert werden, und dem Phénotyp des Patienten 3 zu bestehen. SPHK1 ist eine
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Sphingosin-Kinase und fir die Phosphorylierung von Sphingosin zu Sphingosin-1-Phosphat,
welches Wachstum, Proliferation und Uberleben einer Zelle bestimmt, verantwortlich (Shida
D 2008). Das distal von SPHK1 gelegene UBE20 kodiert fir ein Ubiquitin-konjugierendes
Enzym, das an der Differenzierung von Erythroblasten zu Retikulozyten beteiligt ist (Wefes |
1995, Yokota T 2001). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Translokation des
17g9-Arms auf das Chromosom 11 wahrscheinlich nicht mit dem Phénotyp des Patienten 3

assoziiert ist.

4.2 In der Bruchpunktregion 11g13.3 ist das SHANK2-Gen disruptiert

Mit Hilfe der seriellen FISH-Analysen wurde die Bruchpunktregion in 119g13.3 auf 10 bis 15
Kb eingegrenzt; die Translokation fiihrt zu einer Unterbrechung des SHANK2-Gens im Intron
13. SHANK2 besteht aus 22 Exons und kodiert fur ein Protein, welches zur SHANK-Familie
gehort, die aus drei Mitgliedern (SHANK1-3) besteht. Alle drei Proteine werden
hauptséchlich im Gehirn exprimiert, wobei SHANK2 vor allem im Cortex, Hippocampus,
Cerebellum, Riechkolben und im Mittelhirn nachgewiesen wurde (Boeckers TM 1999).
SHANK-Proteine fungieren als GerUstproteine in der postsynaptischen Dichte, die sich
unterhalb der postsynaptischen Membran exzitatorischer Synapsen befinden (Sheng M
2000, Boeckers TM 2002). Wie Abbildung 49 zeigt, besitzt SHANK2 mehrere Protein-
Protein-Interaktionsdomanen wie SH3 (,src homology 3“), PDZ (,PSD-95/discs large/Z0O-1),
PRO (,prolin rich“) und SAM (,sterile alpha motif*).

Prasynapse

AMPA-
Rezeptor :MDA; G-Protein-gekoppelter
ezeptor Rezeptor
GKAP/SAPAP Homer
K sH3 SAM
SHANK2
Postsynapse

Abb. 49: Schematische Darstellung der postsynaptischen Dichte mit SHANK2 wund einiger
Interaktionspartner
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Dargestellt ist eine Synapse mit dem SHANK2-Protein und den Doméanen SH3 (grau), PDZ (rot), PRO (grtin) und
SAM (gelb). Uber die intrazytoplasmatischen Proteine GKAP/SAPAP (oliv-griin), PSD-95 (rot) und Homer (rosa)
ist SHANK2 mit den Glutamatrezeptoren AMPA (hellblau), NMDA (dunkelblau) und G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (hellgriin) in der postsynaptischen Membran verankert.

SHANK2 vermittelt Uber die Bindung an die Proteine GKAP/SAPAP, PSD-95 und Homer
eine Verankerung der Glutamatrezeptoren in der postsynaptischen Membran mit dem Aktin-
Zytoskelett. Dieses deutet darauf hin, dass SHANK2 als Gerustprotein fir die Morphologie
der dendritischen Dornen eine wichtige Rolle spielt (Sheng M 2000). Es wurden zwei
Deletionen (2,5 Mb und 5 Mb), die einerseits einen Teil des Gens und andererseits das
gesamte Gen umfassen, beschrieben, die bei Patienten mit mentaler Retardierung,
Entwicklungsverzdgerung, kraniofazialen Dysmorphien und kongenitaler Taubheit gefunden
wurden. Weiterhin wurden zwei Duplikationen (7 Mb und 7,5 Mb), die SHANK2 umfassen,
dokumentiert und ebenfalls mit ahnlichen Symptomen wie bei den Deletionspatienten
assoziiert sind. In einer aktuellen Arbeit von Berkel und Mitarbeitern (2010), die 580
Patienten mit mentaler Retardierung bzw. Autismus auf Mutationen im SHANK2-Gen
untersucht haben, wurden zwei de novo vorliegende Mikrodeletionen, die zu einer
Leserasterschiebung fihren und damit zu einem Funktionsverlust von SHANK2, bei
Patienten mit mentaler Retardierung bzw. Autismus identifiziert. Au3erdem wurden durch die
Sequenzierung des Gens acht intragenische Mutationen detektiert, die in der Kontrollgruppe
aus 659 Normalpersonen und in den dbSNP-Datenbanken nicht dokumentiert waren. Somit
wird davon ausgegangen, dass heterozygote Mutationen im SHANK2-Gen mit mentaler
Retardierung und Autismus assoziiert sind (Berkel S 2010). Aufgrund dieser Befunde und
der bekannten neurobiologischen Funktion von SHANK2, kann davon ausgegangen werden,

dass die Unterbrechung von SHANK2 mit dem Phanotyp des Patienten 3 assoziiert ist.

5. Bei dem Patienten 4 konnte der Bruchpunkt auf Chromosom 1 auf
etwa 100 Kb und der auf Chromosom 5 auf 10 bis 15 Kb eingegrenzt

werden

5.1 In der Bruchpunktregion 1g4l1 liegen die Gene EPRS, BPNT1, IARS2 und
RAB3GAP2

Patient 4 zeigt eine allgemeine Entwicklungsverzégerung mit Autismus. Bei ihm konnte die
Bruchpunktregion in 1g41 auf etwa 100 Kb eingegrenzt werden. Datenbankrecherchen
ergaben, dass die vier Gene EPRS, BPNT1, IARS2 und RAB3GAP2 in dieser
Bruchpunktregion lokalisiert sind, wobei eines dieser Gene durch das Rearrangement

unterbrochen sein kdnnte.

79



DISKUSSION

Bisher sind eine 12 Mb-Duplikation und zwei Deletionen (3 und 4 Mb) bei Patienten mit
mentaler Retardierung und fazialen Dysmorphien, die entweder eines der Gene oder alle vier
Gene umfassen, gefunden. Zusatzlich zu den in ,Decipher® dokumentierten Imbalancen
werden weitere acht Uber die FISH-Technik detektierte Deletionen von 2,5 bis 9,5 Mb, die die
Bruchpunktregion einschlieRen, in der Literatur beschrieben (Kantarci S 2006, Slavotinek AM
2006, T. A. Shaffer LG 2007). Diese Patienten zeigen im Wesentlichen mentale
Retardierung, Entwicklungsverzégerung, epileptische Anfalle und Mittelliniendefekte. Es
handelt sich hierbei um relativ groRe Deletionen, so dass die mentale Retardierung und die
Entwicklungsverzdégerung auf andere deletierte Gene zuriickzufihren sein kénnte. Hier wird
insbesondere das DISP1-Gen diskutiert (T. A. Shaffer LG 2007, Filges | 2010). Da dieses
Gen etwa 2 Mb distal vom Bruchpunkt des Patienten 4 entfernt ist, spielt es flr den Phénotyp
des Patienten 4 eher keine Rolle. Aber auch die Funktion der Proteine, die von EPRS,
BPNT1, IARS2 oder RAB3GAP2 kodiert werden, sprechen wenig dafiir, dass eines ein
mdgliches Kandidatengen ist. EPRS kodiert fir zwei Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
unterschiedlicher Klassen (Kaiser E 1994). Beide katalysieren die Bindung von Aminosauren
an ihre tRNAs und sind somit an der Proteinbiosynthese beteiligt (Kaiser E 1994). Distal von
EPRS liegt das Gen BPNT1, welches fir die Bisphosphat-3'-Nukleotidase kodiert und zur
Familie der Magnesium-abhéngigen Phosphomonoesterasen gehort (Spiegelberg BD 1999).
Die genaue Funktion des Proteins ist bisher nicht bekannt. IARS2 kodiert fir eine
mitochondriale Isoleucyl-tRNA-Synthetase (Bonnefond L 2005). Das vierte Gen in der
Bruchpunktregion ist RAB3GAP2. RAB3GAP2 bildet zusammen mit RAB3GAP1 den
heterodimeren Komplex RAB3GAP, der bei der Calcium-vermittelten Exozytose von
Hormonen und Neurotransmittern als Schliisselregulator fungiert (Takai Y 1996). Biallelische
Mutationen in RAB3GAP2 fuhren zum Martsolf-Syndrom; hierfur typische Merkmale sind
kongenitale Katarakt, Hypogonadismus und eine milde mentale Retardierung (Aligianis IA
2006). Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass keines der vier in der 1g41-
Bruchpunktregion liegenden Gene ein interessantes Kandidatengen fiir den Phanotyp des

Patienten 4 ist.

5.2 In der Bruchpunktregion 5g31.1 kommen CDKL3 und NEUROG1 als

Kandidatengene fir den Phanotyp des Patienten 4 in Frage

Die Translokation des Patienten 4 fihrt zu einer Unterbrechung des Gens CATSPERS,
wobei die Bruchpunktregion in Intron 2, Exon 3 oder Intron 3 lokalisiert ist. Das von diesem
Gen kodierte Protein gehort zu einer Calciumkanal-Proteinfamilie, die aus insgesamt vier
Mitgliedern besteht (CATSPER1-4). CATSPER steht fur ,cation channel of sperm®, d.h., es
handelt sich anscheinend um spermiumspezifische Proteine (Li HG 2007), die als
spannungsgesteuerte Ca”**-Kanale bei Mausen eine wichtige Funktion bei der hyperaktiven
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Motilitat der Spermien haben und damit u.a. fir Fertilitat eine Rolle spielen (Qi H 2006).
AuRerst interessant ist dabei das Ergebnis einer 2010 veroffentlichten Arbeit von Kim und
Mitarbeitern (2010). Da im Hoden exprimierte Gene héaufig auch im Gehirn exprimiert werden
(Guo JH 2005), untersuchte die Gruppe von Kim und Mitarbeitern (2010) das
Expressionsmuster von Catsperl-4 im Gehirn und konnte dort durch Western-Blot-Analysen
vor allem Catsper3 nachweisen. Die Expression war im Cortex, Hippocampus,
Hypothalamus und Kleinhirn besonders hoch (Kim CW 2010). Zusammen mit der Tatsache,
dass Mutationen in Genen, die fiir spannungsgesteuerte Ca®*-Kanale kodieren, mit Autismus
in Zusammenhang stehen (Lory P 2010), kénnte die Unterbrechung des Gens CATSPER3
mit dem Krankheitsphénotyp des Patienten 4 assoziiert sein.

In dieser Bruchpunktregion befinden sich noch drei weitere Gene (CDKL3, PITX1 und
NEUROG1), die mdglicherweise Uber einen Positionseffekt mit dem Phénotyp des Patienten
4 assoziiert sein kdnnten. CDKL3 liegt etwa 0,6 Mb proximal zum 5g31.1-Bruchpunkt und
kodiert flr eine putative Serinkinase, welche zu MAP- (,mitogen-activated protein“) und
Cyclin-abhangigen Kinasen homolog ist (Yee KW 2003). Vermutlich spielt CDKL3 beim
Wachstum der Dendriten und Axone sowie bei der Reifung des zentralen Nervensystems
eine Rolle (Liu Z 2010). Fur CDKL3 spricht weiter, dass es bei einer X;5-
Translokationspatientin mit milder mentaler Retardierung unterbrochen ist (Dubos A 2008).
Die Mutter dieser Patientin, Uber die es keine klinischen Informationen gibt, tragt ebenfalls
die Translokation (Dubos A 2008). Deswegen kann spekuliert werden, dass eine Mutation im
CDKL3-Gen mdoglicherweise mit einer unvollstandigen Penetranz einhergeht. Dies kdnnte
auch erklaren, warum die Mutter des Patienten 4, die ebenfalls Tréagerin der 1;5-
Translokation ist, phanotypisch unauffallig ist.

Die beiden Gene PITX1 und NEUROG1 sind etwa 30 Kb bzw. 0,5 Mb distal vom Bruchpunkt
lokalisiert und wurden bereits als Kandidatengene fiir Autismus diskutiert (Philippi A 2007).
Pitx1 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der wéahrend der Embryogenese eine hohe
Expression in den unteren Extremitaten von Mausen und Hihnern zeigt (Lanctét C 1997).
Gurnett und Mitarbeiter (2008) publizierten eine heterozygote Missense-Mutation (c.388G>A,
p.E130K) im PITX1-Gen bei Patienten mit KlumpfuRB. Dieser Befund spricht eher gegen
PITX1 als Kandidatengen fir einen neurologischen Phanotyp. Interessant an NEUROGL,
das ebenfalls fir einen Transkriptionsfaktor kodiert (Ma Q 1996) und bei der Neurogenese
eine Rolle spielt (F. C. Ma Q 1999), ist, dass Assoziationsstudien darauf hindeuten, dass
bestimmte Sequenzvarianten in NEUROG1 mit einem erh6hten Erkrankungsrisiko fir
Schizophrenie einhergehen (Fanous AH 2007). Zusammen mit der Hypothese von Crespi
und Mitarbeitern (2010), dass Autismus und Schizophrenie sich an den entgegengesetzten
Endpunkten eines gemeinsamen neuropsychatrischen Spektrums befinden (Crespi B 2010),

konnte ein Positionseffekt auf NEUROG1 mit dem Phénotyp des Patienten 4 in
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Zusammenhang stehen. Tatsachlich konnten mit Hilfe unterschiedlicher Datenbanken
HCNEs, die auf regulatorisches Potential hinweisen und eventuell auf die Expression von
CDKL3, PITX1 und/oder NEUROGZ1 wirken kdnnten, gefunden werden (Abb. 50):
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Abb. 50: Darstellung von HCNEs in 5gq31.1

Die Abbildung zeigt einen etwa 1,3 Mb groRen Abschnitt aus 5931.1. Die Kandidatengene CDKL3, PITX1 und
NEUROG1 sind braun umrandet. Die HCNEs, welche mdglicherweise auf die Expression von CDKL3 wirken
kdnnten, sind im grinen und die, die auf die Expression von PITX1 und NEUROG1 wirken kdnnten, im blauen
Kasten hervorgehoben. Die HCNEs entstehen durch Sequenzvergleiche zwischen Maus und Mensch, Opossum
und Mensch bzw. Huhn und Mensch. Beim Vergleich zwischen Maus und Mensch gibt die rote Flache eine
100%ige Ubereinstimmung uber 30 Basenpaaren (Bp), die orange Flache eine 98%ige Ubereinstimmung uber
50 Bp und die griine Flache einer 96%igen Ubereinstimmung (iber 50 Bp wieder. Beim Vergleich zwischen
Opossum und Mensch gibt die rote Flache eine 98%ige Ubereinstimmung iiber 50 Bp, die orange Flache eine
96%ige Ubereinstimmung iiber 50 Bp und die griine Flache eine 90%ige Ubereinstimmung tiber 50 Bp wieder.
Beim Vergleich von Huhn und Mensch gibt die rote Flache eine 100%ige Ubereinstimmung iiber 30 Bp, die
orange Flache eine 90%ige Ubereinstimmung tiber 50 Bp und die griine Fliche eine 80%ige Ubereinstimmung
Uber 50 Bp wieder. Die rot schraffierte Flache stellt die Bruchpunktregion dar. Die physikalische Karte wurde aus
der Datenbank ,ANCORA" (Human March 2006 Assembly) Gbernommen.

Gegen NEUROGL1 und PITX1 als Kandidatengene fur den Phanotyp des Patienten 4 spricht
jedoch, dass eine Mutationsanalyse von PITX1 und NEUROG1 in 276 Familien mit
mindestens zwei Kindern mit Autismus keine Auffalligkeit in dem jeweiligen Gen ergab
(Philippi A 2007). In der Literatur sind sechs zytogenetisch bestimmte Deletionen von 522
bis 5931 (Kadotani T 1984, G.-E. L. Rivera H 1987, S. P. Rivera H 1990, Kobayashi T 1991,
Lindgren V 1992, Harréus UA 2002) und zwei Uber die FISH-Technik bestimmte Deletionen
von 5022.3 bis 5g31.2 (Garcia-Miflaur S 2005, Tzschach A 2006) bekannt, die
wahrscheinlich CATSPER3, CDKL3, PITX1 und NEUROGL1 einschlielRen und bei Patienten
mit mentaler Retardierung und Entwicklungsverzégerung gefunden wurden. Da diese
Deletionen sowohl den Bruchpunkt auf Chromosom 5 des Patienten 1 als auch den

Bruchpunkt auf Chromosom 5 des Patienten 4 einschlieRBen, finden sich nahere
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Erlauterungen dazu bei Patient 1. Dartber hinaus werden in ,Decipher® eine 10 Mb-Deletion,
die alle vier hier diskutierten Gene umfasst, eine 3 Mb-Deletion, die CATSPER3, PITX1 und
NEUROG1 umfasst, und eine 10,5 Mb-Deletion, die CDKL3, CATSPER3 und PITX1
einschlie3t, aufgezeigt. Sowohl die 3 Mb-Deletion als auch die 10,5 Mb-Deletion sind bei
Patienten mit mentaler Retardierung gefunden worden, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass in der deletierten Region mindestens ein Gen lokalisiert ist, das mit mentaler
Retardierung assoziiert ist. Der Patient mit der 10 Mb-Deletion zeigte keine mentale
Retardierung, sondern faziale Dysmorphien und einen Klumpful3, der vermutlich auf die
Deletion von PITX1 zurUckzufuhren ist. Daher scheint PITX1 als Kandidatengen fir den
Phanotyp des Patienten 4 unwahrscheinlich. Eine mdgliche Erklarung dafiir, dass der Patient
mit der 10 Mb-Deletion, die sowohl CDKL3 als auch NEUROG1 umfasst, keine mentale
Retardierung oder Autismus aufweist, kbnnte eine unvollstandige Penetranz sein. Zumindest
fir Autismus ist bekannt, dass die genetischen Veradnderungen mit unvollstandiger
Penetranz einhergehen kénnen (Toro R 2010). In diesem Zusammenhang ist
erwahnenswert, dass die Mutter des Patienten 4 ebenfalls die 1;5-Translokation tragt und
keinen neurologischen Phanotyp zeigt. Gegen PITX1 als Kandidatengen spricht weiterhin,
dass drei Duplikationen von 7 bis 50 Kb, die Teile oder das gesamte PITX1-Gens
einschliel3en, bei Normalpersonen gefunden worden sind. Aber auch eine 5 Kb-Deletion, die
einen Teil des CATSPER3-Gens umfasst, wurde bei einer Normalperson dokumentiert, so
dass CATSPERS ebenfalls ein unwahrscheinliches Kandidatengen ist. Zusammenfassend ist
ein moglicher Positionseffekt auf die Expression von CDKL3 und/oder NEUROG1 als
Ursache fur den Phanotyp des Patienten 4 denkbar.

6. Bei dem Patienten 5 konnte kein Zusammenhang zwischen der

Translokation und dem Krankheitsbild hergestellt werden

6.1 In der Bruchpunktregion 5921.1 wird kein Gen unterbrochen

Bei dem Patienten 5 stehen klinisch Gynakomastie, Bluthochdruck und Ubergewicht im
Vordergrund. Hier fihrten serielle FISH-Untersuchungen zu einer Eingrenzung des
Bruchpunktes in 5g21.1 auf 15 bis 20 Kb. Die anschlielende Datenbankrecherche ergab,
dass durch die Translokation kein Gen direkt unterbrochen wurde. In der Datenbank
LDecipher® sind vier Deletionen von 1,8 bis 26 Mb dokumentiert, die die Bruchpunktregion
einschlieRen. Diese Deletionen wurden bei Patienten mit mentaler Retardierung gefunden.
Da bei Patient 5 keine mentale Retardierung oder andere gemeinsame klinische Merkmale
mit den in ,Decipher dokumentierten Deletionspatienten vorhanden sind, ist eine
Translokation eines Teils des g-Arms von Chromosom 5 auf Chromosom 13 wahrscheinlich

nicht mit dem Krankheitsphanotyp des Patienten 5 assoziiert.
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6.2 Die Bruchpunktregion 13q14.12 ist vermutlich nicht mit dem Phanotyp des
Patienten 5 assoziiert

Mit Hilfe der seriellen FISH-Analyse konnte der Bruchpunkt auf Chromosom 13 in q14.12 auf
10 bis 15 Kb eingegrenzt werden. Datenbankrecherchen ergaben, dass es wahrscheinlich zu
einer Unterbrechung des CPB2-Gens kommt. Es sind drei Deletionen von 19 bis 36 Mb, die
die Bruchpunktregion und das CPB2-Gen einschlieBen, bei Patienten mit mentaler
Retardierung oder Autismus und kraniofazialen Dysmorphien dokumentiert. Keiner dieser
Deletionspatienten zeigte einen Bluthochdruck und/oder Gynakomastie. Zwei andere
Deletionen (80 Kb und 20 Kb), die Teile von CPB2 umfassen, wurden bei Normalpersonen
beobachtet. Dabei scheint CPB2 nicht nur aus genetischer Sicht ein unwahrscheinliches
Kandidatengen zu sein, sondern auch aus Sicht der Proteinfunktion. CPB2 kodiert fur das
hepatische Zymogen, das als CPU (Procarboxypeptidase U) oder TAFI (Thrombin-
aktivierbarer Fibrinolyse Inhibitor) bekannt ist und vermutlich eine Rolle beim
Fibrinolysesystem spielt (Wang W 1994). Aber auch andere Gene, die sich bis zu 1,5 Mb
proximal und distal vom Bruchpunkt befinden, scheinen nicht mit dem Phéanotyp des
Patienten 5 in Zusammenhang zu stehen. Gesucht wurde nach einem Gen/Protein, das im
Hormonhaushalt, insbesondere bei den Sexualhormonen, eine Rolle spielt.
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die 5;13-Translokation vermutlich nur ein
Zufallsbefund bei dem Patienten 5 war, und er eine andere Mutation im Genom aufweist, die

fur sein klinisches Bild verantwortlich ist.

7. Alle Bruchpunkte der 3;5;6-Translokation der Patientin 6 wurden auf

10 bis 50 Kb eingegrenzt

7.1 In der Bruchpunktregion 5p14.3 kommt es nicht zu einer Genunterbrechung

Bei der 33-jahrigen Patientin 6 stehen skelettale Verédnderungen, wie Dolichomelie,
Arachnodaktylie, Kyphoskoliose und eine progressive Destruktion beider Hiften, sowie ein
disproportionierter Kleinwuchs im Vordergrund. Datenbankrecherchen ergaben, dass in der
10 bis 15 Kb grof3en Bruchpunktregion in 5p14.3 kein Gen direkt unterbrochen wurde. Es
sind insgesamt drei Deletionen von 3 bis 35 Mb bekannt, die die Bruchpunktregion
einschlieBen und entweder keinen krankheitsassoziierten Phanotyp oder Kkeine
Uberschneidungen mit dem Krankheitsphanotyp der Patientin 6 aufweisen. Dieses deutet
daraufhin, dass die Translokation des 5p-Arms vermutlich nicht mit dem Phanotyp der
Patientin 6 assoziiert ist. Unterstutzt wird diese Annahme durch die Arbeit von Overhauser
und Mitarbeitern (1986), die eine Familie Gber drei Generationen untersuchte. In dieser

Familie wiesen sechs Mitglieder eine lichtmikroskopisch sichtbare Deletion in der Region
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5p14 auf und hatten keinen Krankheitsphéanotyp (Overhauser J 1986). Ein anderer
erwahnenswerter Fall ist ein Patient mit einer zytogenetisch bestimmten, interstitiellen
Deletion in 5p14 (Johnson EI 2000). Durch FISH wurden der distale Bruchpunkt in 5p14.3
und der proximale Bruchpunkt in 5p14.1 kartiert. Ob diese Deletion die Bruchpunktregion der
Patientin 6 beinhaltet, kann aufgrund der publizierten Daten nicht gesagt werden. Der von
Johnson und Mitarbeitern (2000) beschriebene Patient hatte eine Mikrocephalie, Epilepsie
und eine Entwicklungsverzogerung und zeigt damit keine klinischen Ubereinstimmungen mit
dem Phanotyp der Patientin 6. Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass eine
Unterbrechung dieses Chromosoms wahrscheinlich nicht mit dem klinischen Bild der

Patientin 6 in Zusammenhang steht.

7.2 Durch die Translokation kommt es zu einer direkten Unterbrechung von EYA4 in
6q23.2

Laut Datenbankrecherchen kommt es in der 45 bis 50 Kb grof3en Bruchpunktregion in
60923.2 zu einer direkten Unterbrechung des Gens EYA4 im Intron 2. EYA4 besteht aus 21
Exons und gehort zur Familie der EYA-Gene (EYA1-4), die fur Transkriptionsaktivatoren
kodieren und an der Entwicklung verschiedener Organe beteiligt sind. Alle EYA-Proteine
enthalten eine hochkonservierte carboxyterminale Domé&ne mit Phosphatase-Aktivitat, eine
variable Domane mit unbekannter Funktion und Interaktionsmotive fur den
Transkriptionsfaktor Sine oculis (SIX), durch den die EYA-Proteine vom Zytosol in den
Zellkern transloziert werden (Rebay | 2005). Die Wirkung von EYA im Zellkern erfolgt u.a.
Uber SIX, da EYA selbst keine DNA-bindende Domane enthélt (Abe Y 2009). Diese Proteine
werden in vielen Geweben wahrend der friihen Embryogenese exprimiert, wobei nur EYA1
und EYA4 im otischen Vesikel des Embryos nachweisbar sind (Ohto H 1999). Dieses erklart,
warum Mutationen in EYA4 zu einer dominanten Form von sensorineuralem Horverlust,
entweder mit oder ohne spatmanifester, dilatativer Kardiomyopathie, fihren kdnnen
(Schénberger J 2005). Obwohl das Gen bei Patientin 6 unterbrochen ist und sich Mutationen
in EYA4 dominant auswirken, zeigt sie keine Symptome, die auf einen Hoérverlust oder eine
Kardiomyopathie hindeuten. Eine mdgliche Erklarung hierfir wére, dass es sich um eine
spatmanifeste Form (Erkrankungsalter: von der Adoleszenz bis zur 5. Dekade) handeln
konnte (Wayne S 2001, Abe Y 2009). Wahrscheinlicher ist jedoch, dass durch die
Translokation des groBen Anteils des EYA4-Gens dieses nicht exprimiert und
dementsprechend auch kein aberrantes Protein gebildet wird, welches einen dominanten-
negativen Effekt auf das Wildtyp-Protein haben koénnte. Es wird ndmlich vermutet, dass die
meisten EYA4-Mutationen, die mit sensorineuralem Horverlust mit oder ohne
Kardiomyopathie assoziiert sind, zu einem verkirzten EYA4-Protein fiuhren, welches
moglicherweise das Wildtyp-EYA4 negativ beeinflusst, vor allem wenn bertcksichtigt wird,
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dass EYA4 Heterodimere bildet (Schonberger J 2005, Abe Y 2009). Unterstitzt wird diese
Annahme dadurch, dass in der Arbeit von Abe und Mitarbeitern (2009) ein Patient mit einer
Uber eine Array-CGH bestimmte Deletion in 6922.31-923.2, die u.a. zu einem Verlust des
Promotors und der ersten beiden Exons von EYA4 fuhrt, beschrieben wurde. Dieser Patient
zeigte eine milde  Entwicklungs- und  Wachstumsverzégerung sowie eine
Holoprosencephalie, wobei letztere auf andere deletierte Gene zurlickzufihren sein kénnte.
Die hier dargestellten Befunde sprechen also eher dagegen, dass eine Unterbrechung von

EYA4 mit dem skelettalen Phanotyp der Patientin 6 assoziiert ist.

7.3 Moglicherweise sind FNDC3B und GHSR in der Bruchpunktregion 3926.31 mit

dem Phanotyp der Patientin 6 assoziiert

Serielle FISH-Untersuchungen ergaben eine Eingrenzung des Bruchpunktes in 3926.31 auf
10 bis 15 Kb. In dieser Bruchpunktregion liegt das Gen FNDC3B, das im Intron 1
unterbrochen wurde. Das kodierte FAD104-Protein enthalt neun Fibronektin Typ llI-
Doméanen und eine Transmembrandoméne. Lokalisiert ist das Protein am
endoplasmatischen Retikulum, wobei die genaue Funktion noch unbekannt ist (Nishizuka M
2009, Kishimoto K 2010). Es wird angenommen, dass es bei der Adh&sion, Ausbreitung,
Migration, dem Wachstum und der Differenzierung von Zellen, insbesondere von Adipozyten,
eine Rolle spielt (Sastry SK 2000, Geiger BH 2002, Tominaga K 2004, Kishimoto K 2010).
Dartber hinaus wird eine Beteiligung von Fadl04 an der Osteogenese angenommen
(Kishimoto K 2010). Fadl04-defiziente murine, embryonale Fibroblasten bildeten
knochenahnliches Gewebe, so dass Kishimoto und Mitarbeiter (2010) die Hypothese
aufstellten, dass Fad104 als negativer Regulator fir die Osteoblastendifferenzierung fungiert
(Kishimoto K 2010).

Ein anderes interessantes Gen, welches sich etwa 50 Kb distal von FNDC3B befindet und
mdglicherweise mit dem Phéanotyp der Patientin 6 assoziiert ist, ist das GHSR-Gen. Dieses
Gen kodiert fur einen aus sieben Transmembrandoménen bestehenden G-Protein-
gekoppelten Rezeptor und wird im Gehirn und in der Hypophyse hoch exprimiert (Howard
AD 1996). Heterozygote Mutationen im GHSR-Gen werden mit autosomal-dominantem,
idiopathischem Kleinwuchs in Zusammenhang gebracht (L. M.-L. Pantel J 2006, L. M.-L.
Pantel J 2009, Inoue H 2011). In den beschriebenen Familien mit GHSR-Mutationstragern
wurde sowohl unvollstandige Penetranz als auch variable Expressivitat beobachtet (L. M.-L.
Pantel J 2006, L. M.-L. Pantel J 2009). Da die Patientin 6 ebenfalls einen Kleinwuchs
aufweist, konnte bei ihr ein Positionseffekt auf das GHSR-Gen vorliegen und mit ihrem
Phanotyp assoziiert sein. Mit Hilfe von verschiedenen Datenbanken konnten

hochkonservierte nicht-kodierende Elemente proximal vom 3g26.31-Bruchpunkt gefunden
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werden, die auf regulatorische Einheiten hindeuten und moglicherweise auf die Expression
von GHSR wirken kdnnten (Abb. 51).
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Abb. 51: Darstellung von HCNEs in 3g26.31

Die Abbildung zeigt einen etwa 1 Mb grofRen Abschnitt aus 3g26.31. Das Kandidatengen GHSR ist braun
umrandet. Die HCNESs sind im grinen Kasten hervorgehoben und entstehen durch Sequenzvergleiche zwischen
Maus und Mensch, Huhn und Mensch bzw. Zebrafisch und Mensch. Beim Vergleich zwischen Maus und Mensch
gibt die rote Flache eine 100%ige Ubereinstimmung iiber 30 Basenpaaren (Bp), die orange Fliache eine 98%ige
Ubereinstimmung uber 50 Bp und die griine Flache eine 96%ige Ubereinstimmung iiber 50 Bp wieder. Beim
Vergleich zwischen Huhn und Mensch gibt die orange Flache eine 90%ige Ubereinstimmung iiber 50 Bp und die
griine Flache eine 80%ige Ubereinstimmung iiber 50 Bp wieder. Beim Vergleich von Zebrafisch und Mensch gibt
die orange Flache eine 80%ige Ubereinstimmung iber 50 Bp und die griine Flache eine 70%ige
Ubereinstimmung Uber 50 Bp wieder. Die rot schraffierte Flache stellt die Bruchpunktregion dar. Die physikalische
Karte wurde aus der Datenbank ,ANCORA* (Human March 2006 Assembly) tGbernommen.

In ,Decipher” werden zwei Deletionen (1 Mb und 9 Mb), die GHSR einschlieRen, aufgezeigt,
wobei fir die 9 Mb-Deletion kein Krankheitsphanotyp eingetragen wurde und die 1 Mb-
Deletion bei einem Patienten mit Ptosis und Ohranomalitaten gefunden worden ist. Diese
Beobachtungen widersprechen GHSR als mogliches Kandidatengen fur den Ph&notyp der
Patientin 6 nicht, da GHSR-Mutationen mit unvollstandiger Penetranz einhergehen kénnen.
Da diese beiden Deletionen auch das FNDC3B-Gen umfassen, aber keine skelettalen
Veranderungen bei den Deletionspatienten beschrieben sind, scheint eine Unterbrechung
von FNDC3B als Ursache fir den Phanotyp der Patientin 6 weniger wahrscheinlich.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Kleinwuchs der Patientin 6 mit einem
Positionseffekt auf GHSR in Zusammenhang stehen kénnte. Dennoch erkléart dies vermutlich
nicht allein den disproportionierten Kleinwuchs der Patientin 6. Denkbar ware, dass der auf
GHSR wirkende Positionseffekt in Kombination mit der Unterbrechung des FNDC3B-Gens

zur Auspragung des Skelettphanotyps der Patientin 6 beigetragen haben konnte.
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8. Beide Inversionsbruchpunkte der Patientin 7 konnten auf 10 bis 20

Kb eingegrenzt werden

8.1 In der Bruchpunktregion 20911.23 kdnnte es zu einer Unterbrechung von SAMHD1

gekommen sein

Patientin 7 zeigt eine mentale Retardierung, eine psychomotorische und sprachliche
Entwicklungsverzégerung und Bewegungsstorungen. Weiterhin auffallig sind bei ihr die
geringe Frustrationstoleranz und die Hyperaktivitdt. Die auf die seriellen FISH-Analysen
folgende Datenbankrecherche ergab, dass die parazentrische Inversion moglicherweise zu
einer Unterbrechung des aus 16 Exons bestehenden SAMHD1-Gens in 20q11.23 gefluhrt
haben kénnte. Das SAMHD1-Protein besteht aus 626 Aminosauren und enthalt eine SAM-
(,sterile alpha motif*) und eine HD- (,conserved doublet of predicted catalytic residues in
members of superfamily of predicted phoshohydrolases®) Doméane. Die genaue
Proteinfunktion ist noch unbekannt. Es wird vermutet, dass es als zellulare Nuklease eine
Rolle spielt (Rice GI 2009). Bisher wurden Mutationen in SAMHD1 in Zusammenhang mit
dem Aicardi-Goutieres-Syndrom gebracht (Rice Gl 2009). Dieses Syndrom wird in der Regel
autosomal-rezessiv vererbt; autosomal-dominante Vererbung wurde bisher nur bei
Mutationen im TREX1-Gen beobachtet (Crow YJ 2006). Charakterisiert ist dieses Syndrom
durch eine subakute Encephalopathie, verkalkte Basalganglien, Leukodystrophie und
Lymphozytose der Zerebrospinalflissigkeit (Abdel-Salam GM 2010). Die hier beschriebenen
Symptome stimmen kaum mit denen von Patientin 7 Uberein. Patientin 7 zeigt keine schwere
Entwicklungsverzdgerung, und aufBerdem hat sie die fiur das Aicardi-Goutieéres-Syndrom
typischen frostbeulenartigen L&sionen nicht. Ein weiteres Argument, das gegen SAMHD1 als
mdgliches Kandidatengen fir den Phénotyp der Patientin 7 spricht, ist, dass biallelische
Mutationen vorliegen missen, damit es zur Auspragung der Erkrankung kommt (Aicardi J
2010). Um nach einer zweiten Mutation zu suchen, kdnnte eine Sequenzierung des Gens bei
der Patientin 7 erfolgen.

Ein anderes interessantes Gen, das aufgrund der Funktion des kodierten Proteins mit dem
Phanotyp der Patientin 7 in Zusammenhang gebracht werden kénnte, ist RBL1. Dieses Gen
befindet sich etwa 50 Kb distal vom Bruchpunkt und kodiert flr das Protein p107, das zur
Familie der Tumorsupressorproteine bei Retinoblastomen gehort und als Inhibitor des G1/S-
Ubergangs an der Regulierung und Kontrolle des Zellzyklus beteiligt ist (Vanderluit JL 2007).
Dabei scheint p107 vor allem den Pool von neuronalen Vorlauferzellen im wachsenden und
adulten Gehirn zu bestimmen, indem es die Selbsterneuerung und Differenzierung der
neuronalen Vorlauferzellen reguliert (F. K. Vanderluit JL 2004). Aufgrund dieser Tatsache

kbnnte eine Stdérung in der Regulation der neuronalen Vorlauferzellen mit der mentalen
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Retardierung und/oder Gangstorung der Patientin 7 assoziiert sein. In ,Decipher® ist eine 4
Mb-Deletion, die sowohl RBL1 als auch SAMHDL1 einschlief3t, dokumentiert. Diese Deletion
wurde bei einem Patienten mit mentaler Retardierung, Kleinwuchs und kurzen Fingern
gefunden. Dieses kénnte darauf hindeuten, dass die Deletion ein oder mehrere Gene, die mit
mentaler Retardierung assoziiert sind, einschlief3t. In der Literatur wurden drei Patienten mit
einer interstitiellen Deletion in dieser Region beschrieben: ein Patient hat eine 6,6 Mb grof3e
Deletion in 20g11.21-q11.23 (Callier P 2006), ein zweiter eine 6,8 Mb Deletion in 20q11.2-
gl12 (Igbal MA 2007) und ein dritter eine 6,8 Mb Deletion in 20q11.2-q12 (Hiraki Y 2011). Alle
Deletionen umfassen die Gene SAMHD1 und RBL1 (Hiraki Y 2011). Die Patienten wiesen
Wachstumsretardierung, Entwicklungsverzégerung, kraniofaziale Dysmorphien, cerebrale
Atrophie und Fltterungsprobleme auf. Die Patientin 7 ist ebenfalls entwicklungsverzdgert, so
dass RBL1 ein mdgliches Kandidatengen fur den Phanotyp der Patientin 7 ist, wohingegen
SAMHD1 eher unwahrscheinlich ist.

8.2 KCNQ2 ist das attraktivste Kandidatengen fiir den Phéanotyp der Patientin 7

Durch serielle FISH-Untersuchungen konnte die zweite Bruchpunktregion auf Chromosom
20 in q13.33 auf 15 bis 20 Kb eingegrenzt werden. Die Datenbankrecherche ergab, dass es
durch die Inversion wahrscheinlich nicht zu einer direkten Unterbrechung eines Gens kam.
Allerdings scheinen das 180 Kb proximal zum Bruchpunkt gelegene CHRNA4 und das 80 Kb
proximal zum Bruchpunkt gelegene KCNQ2 interessante Kandidatengene fiir den Phanotyp
der Patientin 7 zu sein.
CHRNA4 kodiert fur die a4-Untereinheit eines Liganden-gekoppelten, nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptors (Steinlein O 1994), der flr eine schnelle Reizweiterleitung in den
Synapsen verantwortlich ist. Chrna4 wird in Zellen der Neuralleiste, im Hinterhirn und im
Mittelhirn im Zebrafisch exprimiert (Ackerman KM 2009). Die Rezeptoren spielen vermutlich
nicht nur bei der Funktion des Nervensystems eine wichtige Rolle, sondern auch bei dessen
Entwicklung. Mutationen in diesem Gen werden mit der autosomal-dominanten nachtlichen
Frontallappen-Epilepsie (ADNFLE) in Zusammenhang gebracht (M. J. Steinlein OK 1995),
wobei eine erhohte Sensitivitat der Acetylcholin-Rezeptoren als Ursache vermutet wird
(Marini C 2007). Bei dieser Epilepsieform kommt es in der Regel zu kurzen, hyperkinetischen
oder tonischen Anfallen, die im Frontallappen ihren Ursprung haben und vor allem nachts im
Schlaf auftreten (Scheffer IE 1994). Bei Patientin 7 wurden bisher keine epileptischen Anfélle
beschrieben, dennoch schliel3t diese Tatsache CHRNA4 als mogliches Kandidatengen nicht
aus, da die Anfalle haufig erst in der Adoleszenz auftreten (Baulac S 2010) und somit bei
Patientin 7 spéater noch auftreten kdnnten. Bestimmte Sequenzvarianten in CHRNA4 wurden
zudem als assoziiert mit dem Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom (ADHS)
beschrieben (Banaschewski T 2010, Faraone SV 2010). Dies konnte die
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Verhaltensauffalligkeiten der Patientin 7 erklaren, da bei ihr eine geringe
Aufmerksamkeitsspanne und geringe Frustrationstoleranz sowie ein hyperaktives Verhalten
beschrieben worden sind, welche typische Symptome des ADHS sind (Banaschewski T
2010).

Das 80 Kb proximal zum Bruchpunkt gelegene Gen KCNQ2 kodiert fir einen
spannungsgesteuerten Kaliumkanal vom Typ M, der im Gehirn (Cortex, Cerebellum,
Basalganglien und Hippocampus) exprimiert wird (Biervert C 1998). Diese Kaliumkanéle sind
hauptséchlich am Axonhigel von Neuronen lokalisiert (Devaux JJ 2004, Pan Z 2006) und
wirken modulierend auf die Erregbarkeit von Neuronen (Peters HC 2005). Mutationen in
diesem Gen werden mit der autosomal-dominanten benignen familiaren neonatalen
Epilepsie (BFNE) in Zusammenhang gebracht (Biervert C 1998). Diese Form der Epilepsie
ist charakterisiert durch generalisierte oder fokale tonisch-klonische Anfélle, die in der Regel
um den dritten postnatalen Tag auftreten und spontan innerhalb des ersten Lebensmonats
wieder persistieren (Baulac S 2010). Obwohl einige genetische Imbalancen in 20913.33, die
Teile oder das gesamte KCNQ2-Gen umfassen, bei Normalpersonen beschrieben wurden,
sind in ,Decipher® sieben Duplikationen von 1,5 bis 4 Mb und zwei etwa 1 Mb grof3e
Deletionen, die alle KCNQ2 und CHRNA4 umfassen, dokumentiert. Die Phanotypen der
Patienten, bei denen diese Imbalancen gefunden worden, zeigen Ubereinstimmungen mit
dem Phanotyp der Patientin 7, wie z.B. mentale Retardierung, Entwicklungs- und
Sprachverzégerung und Gangstorung. Diese Befunde machen CHRNA4 und KCNQ2 als
mogliche Kandidatengene fur den Phanotyp der Patientin 7 wahrscheinlich. Unterstutzt wird
die Aussage durch die Ergebnisse von Traylor und Mitarbeitern (2010), Béna und
Mitarbeitern (2007) und Beéri-Deixheimer und Mitarbeitern (2007), die insgesamt neun
Patienten mit Uber FISH- und/oder Array-CGH-Technik identifizierten, de novo vorliegenden
Mikrodeletionen in 20g13.33 beschrieben. Bei acht Patienten sind CHRNA4 und KCNQ2
deletiert und bei einem Patienten nur KCNQZ2. Interessant ist, dass die Patienten aus den
oben genannten Studien und Patientin 7 gemeinsame phanotypische Merkmale aufweisen,
wie Entwicklungsverzégerung, mentale Retardierung, Sprachstérung, ADHS-ahnliche
Symptome, unkoordinierte Bewegungen und motorische Dyspraxien. Vier der publizierten
Patienten hatten keine epileptischen Anfalle, was auf unvollstandige Penetranz hinweisen
konnte (Traylor RN 2010). CHRNA4 und KCNQ2 sind damit Kandidatengene fir den
Phanotyp der Patientin 7. Bei einigen Patienten (bis zu 15%) mit einer intragenischen
KCNQ2-Mutation lag neben der BFNE eine mentale Retardierung, eine verzogerte
psychomotorische Entwicklung oder eine schwere Enzephalopathie vor (Borgatti R 2004,
Schmitt B 2005, C. C. Steinlein OK 2007). Diese Befunde sprechen dafir, dass Mutationen
in KCNQ2 auch mit einer Entwicklungsverzdgerung einhergehen konnen, wie sie bei
Patientin 7 vorliegt. Unter der Annahme, dass CHRNA4 und/oder KCNQ2 Kandidatengene
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fur den Phanotyp der Patientin 7 sind, muss ein Positionseffekt vermutet werden. In
verschiedenen Datenbanken wurden hochkonservierte nicht-kodierende Elemente distal vom
209g13.33-Bruchpunkt gefunden, die auf regulatorische Einheiten hindeuten und eventuell die
Expression von CHRNA4 und/oder KCNQ2 beeinflussen konnten (Abb. 52).
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Abb. 52: Darstellung von HCNEs in 20q13.33

Die Abbildung zeigt einen etwa 0,7 Mb groRen Abschnitt aus 20q13.33. Die Kandidatengene CHRNA4 und
KCNQ2 sind braun umrandet. Die HCNEs sind im griinen Kasten hervorgehoben und entstehen durch
Sequenzvergleiche zwischen Maus und Mensch bzw. Tetraodon und Mensch. Beim Vergleich zwischen Maus
und Mensch gibt die rote Flache eine 100%ige Ubereinstimmung tiber 30 Basenpaaren (Bp), die orange Flache
eine 98%ige Ubereinstimmung tber 50 Bp und die griine Flache eine 96%ige Ubereinstimmung (ber 50 Bp
wieder. Beim Vergleich zwischen Tetraodon und Mensch gibt die rote Flache eine 70%ige Ubereinstimmung (ber
50 Bp wieder. Zusétzlich sind die HCNESs, die eine 100%ige Ubereinstimmung tiber 30 Bp mit der Maus und eine
70%ige Ubereinstimmung iiber 50 Bp mit dem Tetraodon zeigen, als senkrechte Balken dargestellt. Die rot
schraffierte Flache gibt die Bruchpunktregion wieder. Die physikalische Karte wurde aus der Datenbank
LANCORA" (Human March 2006 Assembly) ibernommen.

Zusammengenommen scheint dennoch, dass KCNQ2 das attraktivste Kandidatengen fur
den Phanotyp der Patientin 7 zu sein. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
ein anderes Gen in der 20g13.33-Bruchregion mit der Entwicklungsverzogerung der
Patientin 7 assoziiert ist. Dies konnte beispielsweise das etwa 60 Kb distal zum Bruchpunkt
liegende STMN3-Gen sein. Stmn3 (Sclip) wird besonders hoch in Purkinje-Zellen exprimiert
(Ozon S 1999) und scheint eine wichtige Rolle bei der Ausbildung und Entwicklung des
dendritischen Baums zu spielen (Poulain FE 2008). Daher kdnnte z.B. ein Zusammenhang

zwischen der Gangstorung der Patientin 7 und dem STMN3-Gen vermutet werden.
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VI. Zusammenfassung

Bis heute sind die Ursachen vieler genetisch bedingter Erkrankungen noch unklar. Fir die
Identifizierung monogener Krankheitsgene gibt es unterschiedliche Herangehensweisen.
Beispielsweise kdénnen balancierte, konstitutionelle Chromosomenaberrationen Hinweise auf
die Lokalisation eines Krankheitsgens im Genom geben. Insbesondere bei Personen, die ein
de novo vorliegendes chromosomales Rearrangement und einen Mendel‘'schen Krankheits-
phanotyp aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass die chromosomale Aberration
mit der Erkrankung in Zusammenhang steht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die chromo-
somalen Bruchpunkte von sieben Patienten mit einem Krankheitsphanotyp und einer lichtmi-
kroskopisch sichtbaren, strukturellen Chromosomenaberration mittels serieller Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierungen feinkartiert. Anschliel3end erfolgte mit Hilfe von Datenbankrecher-
chen die Identifizierung von Kandidatengenen in der feinkartierten Region, die moglicherwei-
se mit dem Krankheitsphanotyp des jeweiligen Patienten in Zusammenhang stehen.

Patient 1 hat eine de novo 5;9-Translokation. Er zeigt eine psychomotorische und sprach-
liche Entwicklungsverzdgerung, einen sekundaren Mikrocephalus und eine Aplasie des
Corpus callosum. Der Bruchpunkt in 9p22.1, der zur Unterbrechung des ADAMTSL1-Gens
fuhrt, scheint aus genetischer und biologischer Sicht nicht mit dem Phanotyp des Patienten 1
assoziiert zu sein. Der 5923.2-Bruchpunkt fihrt nicht zu einer direkten Unterbrechung eines
Gens, dennoch wird ein Positionseffekt auf das 50 Kb proximal zum Bruchpunkt gelegene
SNCAIP-Gen, dessen Genprodukt Synphilin-1 eine wichtige neurobiologische Funktion hat,
vermutet.

Patient 2, der eine de novo vorliegende, balanciert erscheinende 8;18-Translokation auf-
weist, wurde durch eine motorische und sprachliche Entwicklungsverzégerung, Kleinwuchs
und rezidivierende cerebrale Krampfanfalle auffallig. Wéahrend der 8q12.1-Bruchpunkt zur
Disruption des CA8-Gens fuhrt, in dem biallelische Mutationen zu einer autosomal-rezes-
siven Bewegungsstorung fuhren und CA8 daher eher nicht mit dem Phanotyp des Patienten
2 assoziiert ist, kommt es in 18923 mdglicherweise zur Unterbrechung des SALL3-Gens.
Das fur die Embryonalentwicklung benétigte SALL3-Protein, ein Transkriptionsfaktor, scheint
ein attraktives Kandidatengen fur den Phanotyp des Patienten 2 zu sein.

Patient 3 zeigt eine psychomotorische und geistige Entwicklungsverzdgerung, einen Ventri-
kelseptumdefekt und faziale Dysmorphien. Durch eine zytogenetische Routineuntersuchung
wurde bei ihm eine de novo 11;17-Translokation aufgedeckt. Der Bruchpunkt in 11q13.3
fuhrt zur Unterbrechung des Gens SHANK2, dessen Genprodukt als Gerustprotein in der
postsynaptischen Dichte exzitatorischer Synapsen eine wichtige Rolle spielt. Da hetero-
zygote SHANK2-Mutationen kirzlich mit mentaler Retardierung und/oder Autismus assoziiert
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wurden, ist die SHANK2-Disruption mit grof3er Wahrscheinlichkeit fur das Krankheitsbild des
Patienten 3 verantwortlich.

Patient 4 ist Trager einer von seiner gesunden Mutter vererbten 1;5-Translokation. Er zeigt
eine Entwicklungsverzégerung und autistische Ziuge. Fir Gene im Bereich des 1g41-Bruch-
punktes konnte keine Korrelation mit dem klinischen Bild des Patienten hergestellt werden.
In 5931.1 kommt es zur Unterbrechung des Gens CATSPERS3, das fir einen Calciumkanal
kodiert und im Gehirn exprimiert wird. Denkbar wére aber auch ein Positionseffekt auf die fur
einen neurologischen Phanotyp interessanten Kandidatengene CDKL3 und NEUROG1, die
bis zu 0,6 Mb vom Bruchpunkt lokalisiert sind.

Patient 5 zeigt eine ausgepragte Gynakomastie, einen Bluthochdruck und Ubergewicht. Die
zytogenetische Untersuchung ergab eine de novo 5;13-Translokation. Obwohl die Bruch-
punkte in 5921.1 und 13g14.12 erfolgreich eingegrenzt wurden, konnte kein Gen in einem
der Bruchregionen mit dem Phanotyp des Patienten 5 in Zusammenhang gebracht werden.
Die Patientin 6 mit einer de novo 3;5;6-Translokation weist im Wesentlichen skelettale
Veranderungen auf, wie Dolichomelie, Arachnodaktylie, Kyphoskoliose und eine progressive
Destruktion der Hiften. Im 5p14.3-Bruchpunkt wird kein Gen direkt unterbrochen, wohinge-
gen in 6g23.2 das EYA4-Gen in seiner Integritat gestort ist. Da dominant-negativ wirkende
EYA4-Mutationen zu sensorineuralem Horverlust und dilatativer Kardiomyopathie fihren, ist
die Unterbrechung von EYA4 und der daraus resultierende Funktionsverlust vermutlich eher
nicht mit dem Krankheitsph&notyp der Patientin 6 assoziiert. In 3926.31 kommt es zur
Disruption von FNDC3B. Die Beteiligung des vom Fndc3b-Gens kodierten Fad104-Proteins
an der Osteogenese lasst einen Zusammenhang zwischen der Unterbrechung von FNDC3B
und dem Krankheitsbild der Patientin 6 vermuten. Aber auch das etwa 50 Kb distal von
FNDC3B gelegene GHSR-Gen, in dem heterozygote Mutationen zu Kleinwuchs fuhren,
konnte als Kandidatengen fir den Phanotyp der Patientin 6 in Frage kommen.

Patientin 7 tragt eine de novo parazentrische 20g-Inversion und zeigt als klinische Merkmale
mentale Retardierung, sprachliche und psychomotorische Entwicklungsverzégerung, un-
sicheres Gangbild sowie Symptome, die beim Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syn-
drom vorkommen. Der 20q11.23 Bruchpunkt fihrt zur Unterbrechung von SAMHD1, in dem
biallelische Mutationen zum Aicardi-Goutiéres-Syndrom flihren, weswegen der heterozygote
Funktionsverlust von SAMHD1 wahrscheinlich nicht mit dem Phanotyp der Patientin 7 asso-
ziiert ist. In 20913.33 wird kein Gen unterbrochen. Dennoch ist ein Positionseffekt auf die
benachbarten Gene CHRNA4 und/oder KCNQ2 denkbar, da heterozygote Mutationen in
diesen Genen mit bestimmten Epilepsieformen in Zusammenhang gebracht werden und bei

etwa 15% der Patienten mit KCNQ2-Mutation ein schwerer Phanotyp mit verzdgerter
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psychomotorischer Entwicklung, mentaler Retardierung oder schwerer Enzephalopathie
beobachtet wurde.
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