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1 Ziel der Arbeit 

Lern- und Verhaltensstörungen in Verbindung mit einem Intelligenzquotienten unter 70 

kommen bei etwa 1-3% der Bevölkerung vor und werden als Intelligenzminderung 

bezeichnet. Die Ursachen für Intelligenzminderung sind vielfältig, man geht jedoch 

davon aus, dass in den meisten Fällen eine genetische Ursache vorliegt.  

Aktuell werden mehr als 450 verschiedene Gene mit Intelligenzminderung assoziiert 

(van Bokhoven 2011). Allerdings ist davon auszugehen, dass die Mehrzahl der 

Krankheitsgene bislang noch unbekannt ist. Ziel dieser Doktorarbeit war es, weitere 

Kandidatengene für Intelligenzminderung auszumachen. 

Eine etablierte Methode zur Identifizierung von Krankeitsgenen für die monogen erbliche 

Intelligenzminderung, die die Grundlage für die vorliegende Arbeit war, ist die 

molekularzytogenetische Charakterisierung chromosomaler Aberrationen. Mittels 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden Metaphasechromosomenpräparate von 

sechs Patienten mit einer anscheinend balancierten Chromosomentranslokation und 

einer Intelligenzminderung unbestimmter Ätiologie analysiert. Auf diese Weise sollten 

bruchpunktüberspannende DNA-Klone ermittelt werden, die eine Eingrenzung der 

Bruchpunktregionen auf wenige Kilobasen zulassen. Für die in den ermittelten Bruch-

punktregionen lokalisierten Gene sollten anschließend Online-Datenbankrecherchen 

durchgeführt werden, um unter Berücksichtigung von Proteinfunktion, Expressions-

muster, Tiermodellen und bereits beschriebenen krankheitsassoziierten chromosomalen 

Rearrangements neue Kandidatengene für Intelligenzminderung ausfindig zu machen. 
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2 Einleitung 

2.1 Intelligenzminderung 

In der von der Weltgesundheitsorganisation [World Health Organization (WHO)] 

erarbeiteten Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter 

Gesundheitsprobleme [International Statistical Classification of Diseases and Related 

Health Problems (ICD)] wird unter Intelligenzminderung ein Zustand von verzögerter 

oder unvollständiger Entwicklung der geistigen Fähigkeiten verstanden, wobei 

besonders Fertigkeiten beeinträchtigt sind, die sich in der Entwicklungsperiode mani-

festieren und die zum Intelligenzniveau beitragen, etwa Kognition, Sprache, motorische 

und soziale Fähigkeiten. Eine Intelligenzminderung kann allein oder zusammen mit 

jeder anderen psychischen oder körperlichen Störung auftreten (Dilling und World 

Health Organization 2011).  

Eine Einteilung erfolgt nach dem Schweregrad der Intelligenzminderung. Die folgende 

Tabelle gibt Überblick über die verschiedenen Kategorien der Klassifikation: 
 

ICD-10-
Kategorie 

Bezeichnung Intelligenzbereich (IQ-Bereich) 

F70 Leichte Intelligenzminderung 50-69 
F71 Mittelgradige Intelligenzminderung 35-49 
F72 Schwere Intelligenzminderung 20-34 
F73 Schwerste Intelligenzminderung < 20 

F74 Dissoziierte Intelligenz 
Diskrepanz > 15  
z.B. zwischen Handlungs- und Sprach-IQ 

F78 Andere Intelligenzminderung 
Beurteilung mit Standardtests nicht 
möglich 

F79 Nicht näher bezeichnete Intelligenzminderung Informationen nicht ausreichend 

Tab. 1: ICD-10-Kategorien der Intelligenzminderung. Angegeben ist der ICD-10-Code, die Bezeichnung 
des entsprechenden Schwerdegrades der Intelligenzminderung sowie der dazugehörige IQ-Bereich bzw. 
weitere erforderliche Kriterien. 

 

Je nach Quelle und Erfassungsmethode (Saß und American Psychiatric Association 

2003) beträgt die Gesamtprävalenz von Personen mit geistiger Behinderung 1-3% 

(Roeleveld et al. 1997; Szymanski und King 1999; World Health Organization und 

ebrary Inc 2001; Saß und American Psychiatric Association 2003; Winnepenninckx et al. 

2003). Die Prävalenzrate einer schweren geistigen Behinderung wird mit 3-5‰ 

angegeben (World Health Organization 1985; Kiely 1987). Andere Zahlen besagen, 

dass bei einer Gesamtprävalenz von 1% in 85% der Fälle eine milde 

Intelligenzminderung diagnostiziert wird (Szymanski und King 1999). Das Geschlechter-

verhältnis männlich zu weiblich liegt ungefähr bei 1,2-1,7:1 (Murphy et al. 1995; 
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Roeleveld et al. 1997; Saß und American Psychiatric Association 2003; Winnepenninckx 

et al. 2003), wahrscheinlich aufgrund geschlechtsabhängiger Vererbung (Herbst und 

Miller 1980; Fishburn et al. 1983; Roeleveld et al. 1997). 

Die Intelligenz eines Menschen ist multifaktoriell beeinflusst, d.h. für die Intelligenz-

entwicklung spielen sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren eine 

bedeutende Rolle. Einerseits werden 50% der Varianz durch genetische Faktoren 

bestimmt, andererseits wird die Intelligenzentwicklung durch ein deprivierendes Milieu 

deutlich gehemmt und durch intellektuell anregende Lebensverhältnisse gefördert 

(Shaffer und Kipp 2007). In einer Adoptionsstudie stellte man fest, dass Kinder, die von 

Eltern mit einem höheren sozioökonomischen Status adoptiert wurden, eine höhere IQ-

Zahl erreichten als Kinder, die bei Adoptionseltern aus einer niedrigeren sozialen 

Herkunftsgruppe aufwuchsen (Capron und Duyme 1989). 

Die Ursachen einer Intelligenzminderung sind vielfältig (Armatas 2009). Es kann 

zwischen genetisch bedingter und nicht-genetisch bedingter Intelligenzminderung 

unterschieden werden. Beispiele für nicht-genetisch bedingte Intelligenzminderung sind: 

Einfluss toxischer Substanzen wie Alkohol oder Drogen, fetale Infektionen, 

Mangelernährung, peri- und postnatale Traumen, Asphyxie und postnatale Infektionen. 

Für diese Arbeit werden allein genetische Ursachen für Intelligenzminderung betrachtet. 

Man unterscheidet bei genetischen Ursachen für Intelligenzminderung folgende Arten: 

chromosomal, monogen, polygen und mitochondrial (Tab. 2). 
 

Chromosomenstörungen 
Numerische Chromosomenstörungen 
Strukturelle partielle Chromosomenstörungen wie Deletionen, Insertionen, Inversionen und 
Translokationen 
Submikroskopische Mikrodeletionen (interstitielle Deletionen, subtelomerische Deletionen) 
Monogene Ursachen 
Autosomal-dominant 
Autosomal-rezessiv 
X-chromosomal 
Polygene Ursachen 
Mitochondrial vererbte Ursachen 

Tab. 2: Übersicht über verschiedene Arten genetischer Ursachen einer Intelligenzminderung. 
Angegeben sind die verschiedenen Arten von genetischen Ursachen sowie deren weiteren 
Einteilungsmöglichkeiten [Tabelle modifiziert nach Winnepenninckx et al. (2003)]. 

 

In ungefähr der Hälfte aller Fälle von Intelligenzminderung ist eine Aussage über die 

Ätiologie möglich (Curry et al. 1997; Saß und American Psychiatric Association 2003). 

Die milde Intelligenzminderung ist in erster Linie auf soziale Umstände und Umwelt-

faktoren zurückzuführen, während bei der schweren Intelligenzminderung häufig 

genetische Ursachen feststellbar sind (Moser 1995; Stromme und Hagberg 2000; Moser 
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2004). Bezogen auf alle Schweregrade der Intelligenzminderung geht man davon aus, 

dass genetische Ursachen einen Anteil von 50-60% ausmachen (Moser 1995; 

Winnepenninckx et al. 2003). 

Die meisten bislang bekannten Gene für Intelligenzminderung sind X-chromosomal 

lokalisiert, obwohl die Anzahl der identifizierten autosomal-rezessiven Krankheitsgene 

zunehmend steigt (Chelly et al. 2006). Die steigenden Zahlen sind u.a. auf die 

Gründung von Forschungsnetzwerken zurückzuführen, die klinisches und molekulares 

Wissen bündeln (Ropers et al. 2003). Derzeit werden über 450 Gene mit Intelligenz-

minderung in Verbindung gebracht (van Bokhoven 2011). Allerdings besagt eine grobe 

Schätzung, dass allein auf den Autosomen mindestens 1400 Krankheitsgene für 

Intelligenzminderung existieren (Raymond 2010). Somit ist die Mehrzahl der für 

Intelligenzminderung ursächlichen Gene bislang unbekannt (Ropers 2007). Eine 

beispielhafte Zusammenstellung von identifizierten Krankheitsgenen ist bei Raymond 

(2010) zu finden. 

2.2 Epilepsie 

Die Internationale Liga gegen Epilepsie [International League against epilepsy (ILAE)] 

unterscheidet zwischen einem epileptischen Anfall und Epilepsie wie folgt: Ein 

epileptischer Anfall ist ein vorübergehendes Auftreten von Zeichen und/oder 

Symptomen aufgrund abnormer exzessiver oder synchroner neuronaler Aktivität im 

Gehirn. Epilepsie ist eine Erkrankung des Gehirns, die durch eine dauerhafte Neigung 

zu epileptischen Anfällen und durch die neurobiologischen, kognitiven, psychischen und 

sozialen Folgen dieser Bedingungen gekennzeichnet ist. Die Definition von Epilepsie 

erfordert das Auftreten von mindestens einem epileptischen Anfall. Epilepsie ist kein 

einzelnes Krankheitsbild, sondern eine Gruppe von Erkrankungen, denen eine Fehlfunk-

tion des Gehirns aus unterschiedlichsten Gründen zugrunde liegt (Fisher et al. 2005).  

Epilepsie ist eine der häufigsten Erkrankungen des Gehirns (Dua et al. 2005). Weltweit 

erleidet jeder Zehnte während seines Lebens mindestens einen epileptischen Anfall, 

jeder Dritte davon entwickelt Epilepsie (Engel und Pedley 2008). Die Inzidenz eines 

epileptischen Anfalls liegt bei 26 bis 70 pro 100.000 Personen pro Jahr, die der 

Epilepsie bei 24 bis 53 pro 100.000 Personen pro Jahr (Engel und Pedley 2008). Die 

Prävalenz von Epilepsie liegt in industrialisierten Ländern bei 4-8‰ (Pfäfflin und May 

2000). Bei Personen mit Intelligenzminderung ist die Prävalenz von Epilepsie deutlich 

höher als in der Allgemeinbevölkerung. Schätzungen gehen von 18% bis über 60% bei 

Menschen mit Intelligenzminderung aus (Engel und Pedley 2008). 
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Die Ätiologie wird in drei Gruppen eingeteilt: idiopathisch, symptomatisch und kryptogen. 

Die ILAE empfiehlt, die drei Ausdrücke durch die Begriffe genetisch, strukturell/meta-

bolisch und unbekannt zu ersetzen (Berg et al. 2010). In den letzten Jahren konnten 

bereits zahlreiche Krankheitsgene für Epilepsie identifziert werden (von Spiczak et al. 

2011), von denen die meisten für Ionenkanäle kodieren. Eine tabellarische Aufführung 

bereits identifizierter Krankheitsgene für Epilepsie ist bei Kullman (2002) und bei 

von Spiczak et al. (2011) zu finden. Bei weiteren Genen, die für Ionenkanäle kodieren, 

wird ein Zusammenhang mit Epilepsie vermutet (Kullmann 2002).  

Nicht nur die bereits identifizierten Gene geben Hinweise darauf, dass bei Epilepsie 

genetische Faktoren eine große Rolle spielen. Auch Zwillingsstudien zeigen, dass die 

Konkordanzraten bei eineiigen Zwillingen durchweg höher sind als bei zweieiigen 

Zwillingen (Ottman 1997; Vadlamudi et al. 2004). Daher wird davon ausgegangen, dass 

nur ein Bruchteil der genetischen Ursachen für Epilepsie bekannt ist (Zimprich 2006). 

2.3 Arten von Mutationen 

In der Regel werden die Chromosomen und damit die daraufliegenden Gene 

unverändert von einer Generation an die nächste Generation weitergegeben. Dennoch 

sind spontane Mutationen die Voraussetzung für evolutionäre Selektion (Buselmaier und 

Tariverdian 2007). Für die Evolution ist wichtig, dass es zu zufälligen Mutationen kommt 

und unter Selektionsdruck gewisse Individuen einen Überlebensvorteil entwickeln. 

Wenn in allen Zellen eines Organismus eine genetische Veränderung nachweisbar ist, 

spricht man von einer konstitutionellen Mutation. Entsteht eine Veränderung jedoch erst 

im Laufe der menschlichen Entwicklung, so bezeichnet man diese als somatische 

Mutation (Buselmaier und Tariverdian 2007; Strachan und Read 2011). 

Mutationen lassen sich in drei Gruppen einteilen: Genommutationen, Chromosomen-

mutationen und Genmutationen.  

2.3.1 Genommutationen 

Bei Genommutationen liegt eine Veränderung der Chromosomenzahl vor. Zellen, die ein 

oder mehrere Chromosomen zu viel haben, werden als hyperploid bezeichnet. Ein 

klassisches Beispiel ist das Down-Syndrom (Trisomie 21). Zellen, denen ein oder 

mehrere Chromosomen fehlen, werden als hypoploid bezeichnet. Ein Beispiel hierfür ist 

das Turner-Syndrom (Monosomie X). Bei der Polyploidisierung kommt es zur Verviel-

fältigung des ganzen Chromosomensatzes (Buselmaier und Tariverdian 2007). 
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2.3.2 Genmutationen 

Genmutationen sind submikroskopische, molekulare Veränderungen auf Nukleotid-

ebene. Punktmutationen sind die häufigsten Mutationen und betreffen nur ein Basen-

paar. Es können aber auch mehrere Basenpaare betroffen sein. Eine Einteilung in 

Punktmutationen (Nonsense-Mutation, Missense-Mutation, stille Mutation, 

Spleißstellenmutation und Promotormutation), kleine Rearrangements (Deletion, 

Insertion, Duplikation) und Trinukleotidexpansionen ist möglich (Murken et al. 2006; 

Buselmaier und Tariverdian 2007). 

2.3.3 Chromosomenmutationen: Deletion, Duplikation, Inversion und 

Translokation  

Auf die Chromosomenmutationen wird ausführlicher eingegangen, da diese Mutationen 

eine wichtige Rolle bei der Identifizierung von Krankheitsgenen spielen. Chromosomen-

mutationen werden auch als chromosomale Rearrangements oder strukturelle 

Chromosomenanomalien bezeichnet. Ihnen liegen Veränderungen in der 

Chromosomenstruktur zugrunde. Zwischen 0,5% und 0,6% aller Neugeborenen weisen 

eine chromosomale Anomalie auf (Jacobs et al. 1992; Shaffer und Lupski 2000). 

Prinzipiell können Chromosomenmutationen an beliebiger Stelle auftreten. Sie werden 

in Deletionen, Duplikationen, Translokationen und Inversionen eingeteilt (Griffiths 1999). 

Deletionen und Duplikationen stellen unbalancierte Rearrangements dar, während 

Translokationen und Inversionen häufig balancierte Chromosomenanomalien sind. 

Folgendes Schaubild gibt Übersicht über strukturelle Chromosomenanomalien sowie die 

jeweiligen Bruchereignisse: 
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Abb. 1: Übersicht struktureller Chromosomenanomalien sowie dazugehöriger Bruchereignisse. In 
der zweiten Spalte sind die Anzahl und die Lokalisation der Bruchereignisse aufgeführt. Die dritte Spalte 
gibt die verschiedenen Möglichkeiten an, welche Chromosomenmutationen aus dem jeweiligen Ereignis 
hervorgehen können [Abbildung modifiziert nach Strachan und Read (2011)].  

Deletion 

Als Deletion bezeichnet man den Verlust eines Chromosomenstücks. Dabei sind 

terminale von interstitiellen Deletionen zu unterscheiden. Bei terminalen Deletionen geht 

ein Endfragment verloren und es entsteht ein verkürztes Chromosom (Abb. 2A). Die 

interstitielle Deletion setzt zwei Doppelstrangbrüche voraus. Hier wird der Verlust eines 

Chromosomenfragments aus der Mitte des Chromosomenarms beschrieben. Die Folge 

ist ebenfalls ein verkürztes Chromosom (Abb. 2B). Eine weitere Möglichkeit ist ein 

Chromosomenstrangbruch an beiden Armen mit Verlust beider Chromosomen-

endstücke und der Ausbildung eines Ringchromosoms (Abb. 2C) (Moore und Best 

2001; Murken et al. 2006; Buselmaier und Tariverdian 2007). Eine Deletion kann eine 

Haploinsuffizienz von einem oder mehreren der betroffenen Gene verursachen. Dies 

bedeutet, dass die Funktion einer Genkopie nicht ausreicht (Fölsch et al. 2000). Häufig 

führt dies frühzeitig zum Abort. Bei Neugeborenen mit einer lichtmikroskopisch 

sichtbaren Deletion treten sehr häufig Fehlbildungen und Intelligenzminderung auf 

(Moore und Best 2001). 
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 Zwei Brüche in 
einem 

Chromosom 

 Drei Brüche, 
davon 

mindestens zwei 
in einem 

Chromosom 

 Zwei Brüche in 
verschiedenen 
Chromosomen

Inversion (Abb. 4A und B) 
Der Bereich zwischen den Bruchstellen wird um 180° gedreht. 

Interstitielle Deletion (Abb. 2B) 
Der Bereich zwischen den Bruchstellen geht verloren, die Endstücke fusionieren 
miteinander. 

Ringchromosom (Abb. 2C) 
Die Bruchstellen fusionieren miteinander und der Bereich zwischen den 
Bruchstellen schließt sich zu einem Ring. 

Reziproke Translokation (Abb. 5B) 
Es findet ein balancierter Austausch azentrischer Bruchstücke statt. 

Robertson`sche Translokation (Abb. 5C) 
Die zentrischen Bruchstücke zweier akrozentrischer Chromosomen verschmelzen 
miteinander. 

Insertionstranslokation 
Der Bereich zwischen zwei Bruchstellen eines Chromosoms wird herausge-
schnitten und an einer dritten Stelle – entweder in demselben oder einem anderen 
Chromosom – eingebaut. 

Terminale Deletion (Abb. 2A) 
Ein azentrisches Bruchstück geht verloren. 

Ein Bruch in 
einem 

Chromosom 

Duplikation (Abb. 3A, B und C) 
Der Bereich zwischen den Bruchstellen wird verdoppelt. 
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Abb. 2: Schema zur Entstehung und den Folgen von Deletionen: terminale Deletion (A), interstitielle 
Deletion (B) und Deletion mit Ausbildung eines Ringchromosoms (C). Die Chromosomen sind grau 
dargestellt, die deletierten Fragmente eines Chromosoms rot. Das schwarz-gestrichelte Kreuz zeigt den 
Verlust des Chromosomenfragments. Die Wellenlinien zeigen die Lokalisation der Chromosomenbrüche an.  

Duplikation 

Als Duplikation bezeichnet man die Verdoppelung eines bestimmten Abschnitts eines 

Chromosoms. Die duplizierten Chromosomensegmente können direkt nebeneinander 

liegen. Dies wird als Tandem-Duplikation bezeichnet (Abb. 3A). Alternativ kann das 

duplizierte Chromosomenstück an einer anderen Stelle in das gleiche Chromosom (Abb. 

3B) oder in ein nicht-homologes Chromosom (Abb. 3C) integriert werden (Griffiths 

1999). Duplikationen sind unbalancierte Rearrangements, die zu einer partiellen 

Trisomie führen. Die klinischen Auswirkungen von Deletionen und Duplikationen sind im 

Allgemeinen sehr ähnlich, wobei Duplikationen dazu neigen, in ihrer Wirkung milder zu 

sein (Moore und Best 2001). 

 
Abb. 3: Schema zur Entstehung und den Folgen von Duplikationen: Tandem-Duplikation (A), 
Duplikation mit dupliziertem Bereich an anderer Position in dem gleichen Chromosom (B) und Duplikation 
mit Integration des duplizierten Bereiches in ein nicht-homologes Chromosom (C). Die Chromosomen sind 
hell- bzw. dunkelgrau dargestellt, die duplizierten Fragmente eines Chromosoms blau. Die Wellenlinien 
zeigen die Lokalisation der Chromosomenbrüche an. 

Inversion 

Eine Inversion entspricht der Drehung eines Chromosomensegments um 180°. Ist ein 

Chromosomenarm involviert, liegt eine parazentrische Inversion vor (Abb. 4A). Ist das 

Zentromer betroffen, spricht man von einer perizentrischen Inversion (Abb. 4B) (Griffiths 

1999; Murken et al. 2006). Heterozygote Träger einer parazentrischen als auch einer 

perizentrischen Inversion zeigen in der Regel keine phänotypischen Auffälligkeiten 

(Moore und Best 2001).  

A B C

A B C
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Abb. 4: Schema zur Entstehung und den Folgen von Inversionen: parazentrische Inversion (A), 
perizentrische Inversion (B). Die Chromosomen sind grau dargestellt. Die invertierten Chromosomenstücke 
sind rot-blau gefärbt. Die Wellenlinien zeigen die Lokalisation der Chromosomenbrüche an.  

Translokation 

Unter einer Translokation versteht man eine chromosomale Strukturveränderung, bei 

der entweder ein Chromosomenstück in das gleiche Chromosom in neuer Lage 

eingebaut wird oder auf ein anderes Chromosom übertragen wird. Sind zwei 

verschiedene Chromosomen beteiligt, muss zwischen einer nicht-reziproken und einer 

reziproken Translokation unterschieden werden. Als nicht-reziproke Translokation 

bezeichnet man einen Chromosomenbruch und die anschließende Anlagerung des 

Chromosomenfragments an ein nicht-homologes Chromosom (Abb. 5A) (Buselmaier 

und Tariverdian 2007). Bei der reziproken Translokation, die bei 0,1% aller 

Neugeborenen vorliegt (van Assche et al. 1996), müssen zwei Chromosomenstücke 

abbrechen. Die Chromosomenfragmente werden dann zwischen den beteiligten 

Chromosomen wechselseitig ausgetauscht (Abb. 5B) (Buselmaier und Tariverdian 

2007). Der Träger einer reziproken Translokation hat in der Regel keine phänotypischen 

Merkmale; allerdings besteht ein erhöhtes Risiko für Unfruchtbarkeit, Fehlgeburten und 

phänotypisch auffällige Nachkommen (Moore und Best 2001). Schließlich gibt es noch 

die Robertson‘sche-Translokation, die auch als zentrische Fusion bezeichnet wird. 

Hierbei brechen bei zwei akrozentrischen Chromosomen die kurzen p-Arme ab und 

gehen verloren, während die zwei langen q-Arme miteinander fusionieren (Abb. 5C) 

(Buselmaier und Tariverdian 2007).  
 

  

Abb. 5: Schema zur Entstehung und den Folgen von Translokationen: nicht-reziproke Translokation 
(A), reziproke Translokation (B) und Robertson‘sche-Translokation (C). Die Chromosomen sind rot bzw. 
blau dargestellt. Die Wellenlinien zeigen die Lokalisation der Chromosomenbrüche an. Das schwarz-
gestrichelte Kreuz zeigt den Verlust des Chromosomenfragments. 

A B

A B C



Einleitung 
______________________________________________________________________  

10 

 

2.4 Identifizierung neuer Krankheitsgene mithilfe chromosomaler 

Rearrangements 

Eine etablierte Methode, um monogene Krankheitsgene zu identifizieren, ist die 

molekulare Charakterisierung chromosomaler Aberrationen (Tommerup 1993), wie sie 

erstmals für die Muskelerkrankung Typ Duchenne beschrieben wurde (Greenstein et al. 

1977; Lindenbaum et al. 1979). Bemerkenswerterweise bestehen nur bei rund 6% der 

Träger einer balanciert erscheinenden reziproken de novo Translokation phänotypische 

Auffälligkeiten (Warburton 1991); im Vergleich dazu beträgt das Risiko für einen 

auffälligen Phänotyp in der Allgemeinbevölkerung immerhin 2-3% (Warburton 1991; 

Moore und Best 2001).  

Wenn bei einer klinisch auffälligen Person eine scheinbar balancierte Translokation 

vorliegt, bestehen drei Möglichkeiten: Erstens, es könnte bloße Koinzidenz bestehen 

(Strachan und Read 2011); die genetische Ursache des Phänotyps ist unabhängig von 

den Bruchpunkten. Zweitens, es könnte sich um ein unbalanciertes Rearrangement 

handeln (Strachan und Read 2011), da eine submikroskopische Duplikation oder 

Deletion nicht detektiert wurde (Wirth et al. 1999; Astbury et al. 2004; Gribble et al. 

2005; Baptista et al. 2008). Diese Imbalancen liegen häufig im Bruchpunktbereich 

(Kumar et al. 1998; Borg et al. 2002; Cox et al. 2003; Gribble et al. 2005) oder in der 

Nähe eines der Bruchpunkte (Page et al. 1990; Gribble et al. 2005). Die dritte 

Möglichkeit ist, dass tatsächlich einer der Bruchpunkte den Phänotyp verursacht hat 

(Strachan und Read 2011). Bei den Möglichkeiten zwei und drei gewinnt man durch die 

Identifzierung des Bruchpunktes der Translokation wertvolle Hinweise auf die 

physikalische Position des putativen Krankheitsgens. Eine besondere Bedeutung bei 

der Identifizierung von Genen, die Intelligenzminderung verursachen, kommt solchen 

balancierten Translokationen zu, die ein Gen direkt unterbrechen (Vandeweyer und 

Kooy 2009).  

2.5 Allgemeine Vorgehensweise bei der Identifizierung von Krank-

heitsgenen mithilfe molekularzytogenetischer Charakterisierung von 

Translokationen 

Bei der typischen Symptomtrias aus Intelligenzminderung, Dysmorphiezeichen und 

Organfehlbildungen wird in der Praxis eine Chromosomenanalyse durchgeführt 

(Buselmaier und Tariverdian 2007). Bei Nachweis einer mikroskopisch detektierbaren 

Veränderung wird üblicherweise eine Chromosomenanalyse bei den Eltern durch-

geführt, um z.B. zu überprüfen, ob einer der Elternteile Träger der beim Kind 
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diagnostizierten Translokation ist (Shaffer 2005). Außerdem muss sichergestellt werden, 

dass keine submikroskopischen Imbalancen, z.B. im Bereich der Bruchpunkte, 

vorliegen, die ebenfalls ursächlich für den Phänotyp sein könnten. Diese Untersuchung 

erfolgt heutzutage mittels Array-basierter komparativer Genomhybridisierung (Array-

CGH). Die genaue Eingrenzung der Bruchpunkte auf wenige Kilobasen ermöglicht die 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Der nächste Schritt ist eine ausführliche 

Datenbankrecherche, um unter Berücksichtigung der Untersuchungsergebnisse putative 

Krankheitsgene zu identifizieren. Nicht nur die Gene, die genau im Bruchpunkt liegen, 

sondern auch Gene, die bis zu einer Megabase entfernt liegen, können unter 

Berücksichtigung des Phänotpys des Patienten und der Eigenschaften des jeweiligen 

Gens aufgrund eines Positionseffektes als Kandidatengen in Frage kommen. Zuletzt 

muss das Kandidatengen durch eine Mutationsanalyse bei phänotypisch ähnlichen 

Patienten, deren Karyogramm unauffällig ist, gescreent werden, um das Krankheitsgen 

zu bestätigen. Die beschriebene Vorgehensweise wird durch das folgende 

Flussdiagramm veranschaulicht (Abb. 6): 
 

 
Abb. 6: Flussdiagramm, wie Krankheitsgene mithilfe molekularzytogenetischer Charakterisierung 
von Translokationen identifiziert werden. Gezeigt sind die verschiedenen Schritte, die zur Identifikation 
eines Krankheitsgens führen. Hierfür sind klinischen Daten, Laborergebnisse sowie Datenbankrecherchen 
notwendig. 
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2.5.1 Konventionelle Chromosomenanalyse 

Mit der heute angewandten GTG (G-banding by trypsin using Giemsa)-Bänderung 

(Seabright 1971) sind strukturelle Veränderungen ab einer Größe von 5-10 Mb sichtbar 

(Uhrig et al. 1999; de Ravel et al. 2007). Für ein höheres Auflösungsvermögen und um 

zusätzliche Information bezüglich des chromosomalen Rearrangements, wie z.B. 

hinsichtlich dessen Komplexität, zu gewinnen, muss auf andere Techniken wie die 

FISH- (Batista et al. 1994) (siehe 2.5.3) oder die Array-CGH-Technik (siehe 2.5.1), die 

beide zur molekularen Zytogenetik gehören, zurückgegriffen werden. 

2.5.2 Array-basierte komparative Genomhybridisierung (Array-CGH) zur 

Analyse submikroskopischer Chromosomenaberrationen 

Über die Array‐CGH, eine Weiterentwicklung der komparativen Genomhybridisierung 

(Kallioniemi et al. 1992), wurde erstmals 1997 berichtet (Solinas-Toldo et al. 1997). Bei 

dieser Methode handelt es sich um ein Verfahren, mit dem chromosomale Imbalancen 

wie Duplikationen und Deletionen im gesamten Genom detektiert werden können. Bei 

der Array-CGH ist die genomische Auflösung abhängig vom Abstand der verwendeten 

DNA-Fragmente sowie von deren Länge. Für BAC-Klone liegt die Auflösung zwischen 

80 und 200 Kb (Ballif et al. 2006), für Oligonukleotide bei maximal 30 Bp (Feuk et al. 

2006; Coe et al. 2007). Für die Array-CGH wird jeweils eine gleiche Menge der 

Patienten-DNA und Referenz-DNA unterschiedlich fluoreszenzmarkiert. Diese und die 

DNA-Fragmente auf dem Mikroarray werden denaturiert und anschließend 

kohybridisiert. Nach verschiedenen Waschschritten werden die Fluoreszenzsignale 

mithilfe eines Scanners detektiert. Das Verhältnis der Fluoreszenzsignale zeigt, ob 

Imbalancen vorliegen und ob es sich dabei um einen Gewinn oder Verlust von DNA-

Abschnitten handelt (Abb. 7).  
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Mit der Array-CGH werden auch die sog. copy number variations (CNVs) detektiert 

(Sanlaville et al. 2005), die ungefähr 12% des humanen Genoms ausmachen (Carter 

2007). CNVs sind DNA-Abschnitte >1 Kb im Genom (Feuk et al. 2006; Freeman et al. 

2006), die sich in ihrer Kopienzahl (eine oder drei Kopien) zwischen zwei Individuen 

innerhalb einer Spezies unterscheiden (Schrider und Hahn 2010). Es ist ein schwieriges 

und kontrovers diskutiertes Thema, ob diese CNVs eine Normvariante darstellen, 

Krankheiten verursachen, oder ob sie mit einem Phänotyp assoziiert sind (Feuk et al. 

2006; Lee und Lupski 2006; Lee et al. 2007; Scherer et al. 2007). 

Im Rahmen dieses Projektes wurde die Array-CGH als ergänzende Methode zur 

konventionellen Chromosomenanalyse eingesetzt, um submikroskopische Imbalancen 

zu detektieren. In 25-40% der Fälle werden Imbalancen bei Personen mit anscheinend 

balancierten Translokationen und phänotypischen Auffälligkeiten mittels der Array-CGH 

aufgedeckt (de Gregori et al. 2007; Baptista et al. 2008; Sismani et al. 2008; Schluth-

Bolard et al. 2009). Beim Vorliegen eines unauffälligen Array-CGH-Befundes kann eine 

Kausalität zwischen der balanciert vorliegenden reziproken Translokation und dem 

klinischen Bild angenommen werden.  

 

 

Abb. 7: Schematische Darstellung der Array-
CGH-Technik. Patienten- und Referenz-DNA 
werden rot bzw. grün fluoreszenzmarkiert. Auf 
einem Mikroarray mit kurzen definierten DNA-
Fragmenten des humanen Genoms werden 
gleiche Mengen der Patienten-DNA und der 
Referenz-DNA kohybridisiert. Die Fluoreszenz-
signale werden mittels eines Scanners detektiert. 
Das Verhältnis der Fluoreszenzintensität wird 
mittels Software ausgewertet [Abbildung 
modifiziert nach Lapierre und Tachdjian (2005)]. 
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2.5.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zur Analyse von Chromo-

somenanomalien 

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde in der Art, wie sie heute verwendet wird, 

erstmals 1986 beschrieben und an menschlichen Chromosomen angewandt (Pinkel et 

al. 1986). Das Prinzip basiert auf der spezifischen Anlagerung von einzelsträngigen 

Nukleinsäuren an deren komplementäre DNA-Sequenz (Abb. 8). 

 

 

 

Abb. 8: Schematische Dar-
stellung der FISH-Technik. Die 
DNA-Sonde wird fluoreszenz-
markiert. Anschließend werden 
die markierte Sonden-DNA und 
die Metaphasechromosomen 
denaturiert und hybridisiert. Bei 
Betrachtung der Chromosomen 
unter einem entsprechenden Flu-
oreszenzmikroskop sind fluores-
zierende Signale zu detektieren 
[Abbildung modifiziert nach 
Smeets (2004)]. 

 

Für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung muss sowohl die Ziel-DNA (z.B. Metaphase-

chromosomen) als auch die zuvor fluoreszenzmarkierte Sonden-DNA (z.B. BAC- oder 

Fosmid-DNA) thermisch und chemisch denaturiert werden. Das Vorliegen der DNA-

Einzelstränge ermöglicht die rekombinante Bindung der einzelsträngigen 

fluorochrommarkierten Sonde an die Ziel-DNA. Überschüssiges Sondenmaterial wird 

entfernt und zurück bleiben die spezifisch an die komplementäre Ziel-DNA gebundenen 

Sonden. Die Detektion der Hybridisierung erfolgt mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops 

und Bildverstärkungssoftware. 

Das Auflösungsvermögen der FISH liegt mit etwa 10 bis 50 Kb (Liehr 2009) zwischen 

der Auflösung der DNA- und der Chromosomenanalyse (Volpi und Bridger 2008). Zu 

beachten ist, dass FISH nur Aufschluss über eine genetische Veränderung geben kann, 

wenn die passende Sonde ausgewählt wurde (Shaffer und Bejjani 2006).  

In dieser Arbeit wurden die zytogenetisch kartierten Bruchpunktregionen der jeweiligen 

Translokation mittels serieller FISH eingegrenzt. Ziel war es, bruchpunktüberspannende 

Klone zu identifizieren. Ein solcher bruchpunktüberspannender Klon zeigt in der 

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung sog. split signals. Er hybridisiert einerseits in 

dem für ihn kartierten Bereich auf dem Wildtyp-Chromosom, andererseits auf beiden 

rearrangierten [derivativen (der)] Chromosomen. Das Signal ist deshalb aufgespalten 

(Abb. 9). 
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Abb. 9: Schematische Darstellung einer reziproken Trans-
lokation sowie der entsprechenden Fluoreszenzsignale 
verschiedener Sonden. Zwei verschiedene Chromosomen-
paare (hell- bzw. dunkelgrau) sind mit jeweils einem Wildtyp- 
(WT) und einem derivativen (der) Chromosom dargestellt. Die 
Wellenlinien geben die Bruchpunkte der Translokation an. Die 
verschiedenfarbigen Balken stellen lokusspezifische Sonden 
dar. Die roten Balken zeigen eine Sonde, die proximal des 
Bruchpunktes hybridisiert. Die blauen Balken repräsentieren 
eine Sonde, die distal des Bruchpunktes hybridisiert. Die 
grünen Balken stehen für eine Sonde, die split signals ergibt 
und demnach den Bruchpunkt überspannt [Abbildung modifi-
ziert nach Martin-Subero et al. (2002)].  

 

Die Auswahl der für die FISH-Analysen eingesetzten DNA-Klone erfolgte zunächst 

anhand der zytogenetisch bestimmten Bruchpunktbereiche mithilfe von Datenbank-

recherchen. War der Bruchpunkt durch distal und proximal hybridisierende BAC-Klone 

(Inserts von etwa 100-200 Kb) definiert, wurden Klone innerhalb dieses eingegrenzten 

Bereiches ausgewählt. Konnte ein bruchpunktüberspannender BAC-Klon identifiziert 

werden, so wurde zur Feinkartierung auf die Fosmid-Klone (Inserts von etwa 40 Kb) 

zurückgegriffen. Durch diese Vorgehensweise war eine relativ genaue Eingrenzung der 

Bruchpunkte möglich.  

2.5.4 Suche nach Kandidatengenen mittels Datenbankrecherche 

Für die Auswahl der aussichtsreichsten Kandidatengene sind bei der Datenbank-

recherche insbesondere die folgenden Kriterien heranzuziehen (Banfi und Ballabio 

2001): 

 

1. Das Kandidatengenprodukt besitzt eine funktionelle Domäne, die mit einem 

biochemischen Defekt in Verbindung gebracht werden kann, der bei der 

Erkrankung identifiziert wurde oder vermutet wird.  

2. Das Kandidatengen wird im entsprechenden Entwicklungsstadium oder im 

Gewebe, das durch die Erkrankung betroffen ist, exprimiert.  

3. Das Kandidatengen ist ein Ortholog eines Gens, das mit einem ähnlichen 

Phänotyp in anderen Organismen (z. B. Maus, Zebrafisch, Drosophila, Hefe, 

usw.) assoziiert ist. 

 

WT WT der der 
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Folgende Abbildung gibt Aufschluss über wichtige Punkte, die zwischen dem 

Kandidatengen und der Erkrankung verglichen werden sollten: 
 

 

Abb. 10: Schematische Darstellung der 
Suche nach Kandidatengenen. Wenn eine 
Erkrankung einer bestimmten chromo-
somalen Region zugeordnet werden kann, 
werden Gene aus dieser Region (rote 
Region) analysiert. Die Eigenschaften 
dieser Gene (rechte Spalte) werden mit den 
Eigenschaften der Erkrankung (linke Spalte) 
verglichen. Das Gen, dessen Eigenschaften 
das Erkrankungsbild am besten erklärt, wird 
dann als Kandidatengen deklariert
[Abbildung modifiziert nach Ballabio (1993) 
bzw. Banfi und Ballabio (2001)]. 

 

Unabhängig davon, ob ein Gen direkt unterbrochen ist, müssen die Gene mit einer 

Entfernung zum Bruchpunkt von bis zu einer Megabase als potentielle Kandidatengene 

betrachtet und mithilfe der oben genannten Kriterien in Beziehung zur vorliegenden 

Erkrankung gesetzt werden. Für diese Gene könnte ein sog. Positionseffekt zutreffen. 

2.5.5 Positionseffekte 

Beim Vorliegen einer balancierten Translokation kann der Phänotyp entweder durch die 

direkte Unterbrechung eines Gens oder durch einen Positionseffekt bedingt sein. 

Chromosomale Rearrangements können zur Veränderung der Genumgebung führen, 

was sich in einer veränderten Expression widerspiegeln kann. Nach Kleinjan und van 

Heyningen (1998) ist ein Positionseffekt eine nachteilige Veränderung der 

Genexpression aufgrund einer Positionsveränderung des Gens in Bezug zur chromo-

somalen Umgebung. 

 

Nach Kleinjan und van Heyningen (1998) können verschiedene Mechanismen zur 

veränderten Genexpression führen (Abb. 11): 
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Abb. 11: Mögliche Mechanismen, die zu einem Positionseffekt führen können. Durch rote und blaue 
Balken sind jeweils Anteile von zwei Chromosomen dargestellt. Das schwarze Rechteck stellt ein Gen dar, 
das graue steht für ein Enhancer-Element. Das grüne Rechteck zeigt eine locus control region (LCR) bzw. 
einen Insulator. Die ursächliche Translokation wird durch ein gestricheltes graues Kreuz angedeutet. Der 
schwarze Pfeil symbolisiert die Transkription der Gene, der rot durchgestrichene Pfeil zeigt eine verringerte 
oder fehlende Transkription an. Rechts ist die funktionelle Auswirkung des chromosomalen 
Rearrangements auf einem derivativen Chromosom schematisch veranschaulicht. Der Ausschnitt des 
anderen derivativen Chromosoms ist aufgehellt. Die Beschreibung der Abbildungen A-D erfolgt im 
nachfolgenden Text [Abbildung modifiziert nach Kleinjan und van Heyningen (1998)].  
 

A. Eine Translokation führt zur Trennung von regulatorischer Einheit und Gen. Die 

Abwesenheit eines Enhancers kann zu einer verminderten oder fehlenden 

Transkription führen, während das Fehlen eines Silencers zu einer vermehrten 

Expression des Gens führen kann.  

B. Ein chromosomales Rearrangement fügt ein Gen mit der regulatorischen Einheit 

eines anderen Gens zusammen. Bei Beteiligung eines Enhancers resultiert 

daraus eine gesteigerte Expression des Gens, bei Beteiligung eines Silencers 

eine verminderte Expression. 

C. Bei einer Translokation wird ein Gen mit seiner regulatorischen Einheit in die 

Nähe eines anderen Gens platziert. Ein Wettbewerb um die regulatorische 

Einheit zwischen dem Krankheitsgen und einem zweiten Gen kann zu einer 

Verringerung der Expression führen.  

D. Eine Translokation führt zur Trennung von locus control region (LCR) bzw. 

Insulator und Gen. Die Abwesenheit einer LCR oder eines Insulators kann zur 

verminderten Expression eines Gens führen. 
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Die Expression vieler Gene wird durch sog. cis-regulatorische Elemente reguliert 

(Howard und Davidson 2004). Ein cis-regulatorisches Element ist definiert als DNA-

Sequenz mit Transkriptionsfaktorbindungsstellen. Zu den cis-regulatorischen Elementen 

gehören Enhancer, Silencer, Promotor, LCRs und Insulatoren (Jeziorska et al. 2009). 

Sie können stromauf- und/oder -abwärts eines Gens, innerhalb eines Introns der von 

ihnen regulierten Gene (Kleinjan und van Heyningen 2005), in Introns benachbarter 

Gene (Bulger und Groudine 2011) oder in einer kodierenden Sequenz liegen (Jeziorska 

et al. 2009). Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass es sich bei 

regulatorischen Einheiten um nicht-kodierende, hochkonservierte DNA-Sequenzen 

[highly conserved non-coding elements (HCNEs)] handelt, die während der Evolution 

kaum verändert wurden und bei unterschiedlichen Säugetieren bzw. Wirbeltierklassen 

wiederzufinden sind. Hieraus ergibt sich die Möglichkeit, durch Vergleich von DNA-

Sequenzen unterschiedlicher Spezies putative cis-regulatorische Elemente im Genom 

aufzuspüren (Kleinjan und van Heyningen 2005). cis-regulatorische Elemente können 

bis zu 1,5 Mb distal oder proximal von der Transkriptionseinheit entfernt liegen (Benko 

et al. 2009). 

Bei bisher identifizierten Positionseffekten auf Krankheitsgene fällt auf, dass viele Gene 

eine Schlüsselrolle bei der Determination und Differenzierung von Geweben und 

Organen spielen (Kleinjan und van Heyningen 2005). Es kann hilfreich sein, dies bei der 

Auswahl von Kandidatengenen als zusätzliches Kriterium zu berücksichtigen. 

2.5.6 Bestätigung des Kandidatenkrankheitsgens mittels Mutationsanalyse 

Sobald ein Kandidatengen bestimmt ist, sind weitere Untersuchungen erforderlich, um 

festzustellen, ob Mutationen dieses Gens tatsächlich die vorliegende Krankheit ver-

ursachen (Banfi und Ballabio 2001). Für die Suche nach Mutationen erfolgt die 

Rekrutierung von Patienten mit ähnlichem Phänotyp, jedoch unauffälligem Karyotyp. 

Mittels DNA-Sequenzierung können Mutationen, wie Nonsense- oder Missense-

Mutationen detektiert werden. Der Nachweis von de novo Mutationen bei Patienten ist 

ein wichtiger Hinweis auf ihre ursächliche Rolle bei einer Krankheit (Robinson et al. 

2011). Die Identifizierung von Mutationen bei mehreren nicht verwandten Betroffenen 

weist stark darauf hin, dass das richtige Kandidatengen ausgewählt wurde. Um die 

Möglichkeit eines Polymorphismus auszuschließen, soll, wenn möglich, sichergestellt 

werden, dass die Variation mit dem Krankheitsphänotyp in den Familien segregiert 

und/oder in einer signifikanten Stichprobe von gesunden Individuen fehlt (Strachan und 

Read 2011).  
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3 Material und Methoden 

3.1 Patienten 

Allen sechs untersuchten Patienten mit unterschiedlichen reziproken Translokationen ist 

gemeinsam, dass bei ihnen eine Intelligenzminderung vorliegt. Zusätzlich sind bei zwei 

der Patienten eine Epilepsieerkrankung bzw. epileptische Anfälle bekannt. 

3.2 Klone 

Klone sind DNA-Fragmente, die durch gentechnische Verfahren von einem Spender- in 

einen Empfängerorganismus mit Vektoren, Plasmiden oder Phagen übertragen wurden 

und beliebig vervielfältigt werden können (Pschyrembel und Witzel 2011). In dieser 

Arbeit wurden zwei verschiedene Arten von Klonen – BAC- und Fosmid-Klone – 

verwendet, die im Folgenden beschrieben werden: 

3.2.1 BAC-Klone  

Die hier verwendeten BAC-Klone wurden von Invitrogen (Karlsruhe), von imaGenes 

(Berlin) sowie von BACPAC Recources Center (CHORI) (Oakland, Kalifornien, USA) 

bezogen. Es wurden zwei Arten von BAC-Klonen verwendet. Zum einen wurden BAC-

Klone mit der Anfangsbezeichnung „RP11-“ eingesetzt, deren kloniertes DNA-Material 

aus den Lymphozyten eines Mannes stammt. Die BAC-Inserts sind ungefähr 178 Kb 

groß (Osoegawa et al. 2001) und wurden in den Vector pBACe3.6 kloniert. Diese Klone 

sind in der Bibliothek RPCI-11 Human Male BAC Library des Roswell Park Cancer 

Institute erfasst. Zum anderen wurden einige BAC-Klone mit der Anfangsbezeichung 

„CTD-“ verwendet. Das klonierte Material dieser Klone entstammt menschlichen 

Spermazellen. Die Größe der BAC-Inserts beträgt durchschnittlich 129 bis 202 Kb. 

Diese DNA-Fragmente wurden in den Vektor pBeloBAC11 kloniert. Sie sind in der Cal 

Tech D (CTD) Bibliothek des California Institute of Technology erfasst.  

Die Angaben über die Klone beziehen sich auf die Feb. 2009 (hg19) Assembly der 

Datenbank UCSC Human Genome Browser. Die Daten des Klons, der mit einem 

Stern (*) versehen wurde, beziehen sich auf Mar. 2006 (hg18) Assembly der Datenbank 

UCSC Human Genome Browser.  
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BAC-Klon  
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 

RP11-1104F7 
AQ678146 
AQ685502 

2q13 110606484 111280177 Invitrogen 

RP11-404O21* AC123886 2q13 111008549 111171002 Invitrogen 

RP11-625K21 
AQ403750 
AQ403832 

2q13 111382274 111551451 Invitrogen 

CTD-2533J6 
AQ357615 
AQ357616 

2q13 111398458 111598891 Invitrogen 

RP11-281B16 
AQ507581 
AQ507584 

2q13 111460788 111668852 BACPAC 

RP11-1018O23 
AQ826038 
AQ834649 

2q13 111581778 111778604 BACPAC 

CTD-3047O5 
AQ099203 
AQ126947 

2q13 111670565 111821555 Invitrogen 

RP11-957C9 AQ669848 2q14.2 119670025 119839181 Invitrogen 

RP11-960L12 
AQ743167 
AQ739672 

2q14.2 120068047 120239040 Invitrogen 

Tab. 3: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 2. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 
RP11-238I10 AC025366 8q23.2 111606505 111713050 Invitrogen 

RP11-946L20 
AQ599989 
AQ571568 

8q23.2-8q23.3 111918470 112118729 Invitrogen 

RP11-237I17 
AQ485782 
AQ485784 

8q23.3 112543051 112705268 Invitrogen 

RP11-36C1 
AQ047300 
AQ047290 

8q23.3 113024942 113179991 Invitrogen 

RP11-3A12 
B48714 
B48713 

8q23.3 113177323 113328086 BACPAC 

RP11-577G6 
AQ333312 
AQ332936 

8q23.3 113258343 113447437 BACPAC 

RP11-784N7 
AQ492728 
AQ492636 

8q23.3 113387186 113542972 BACPAC 

RP11-911F14 
AQ569290 
AQ563369 

8q23.3 113578766 113751065 BACPAC 

RP11-299J14 
AQ506247 
AQ506245 

8q23.3 113799572 113966562 BACPAC 

RP11-261F23 
AQ484629 
AQ484630 

8q23.3 113994495 114171287 BACPAC 

RP11-709P2 
AQ615395 
AQ518891 

8q23.3 114261942 114432496 BACPAC 

RP11-644M14 
AQ400421 
AQ402093 

8q23.3 114453783 114630326 BACPAC 

RP11-67H2 
AQ198899 
AZ518981 

8q23.3 114575727 114723309 BACPAC 

RP11-47H9 
AQ200607 
AQ200603 

8q23.3 114721569 114877497 BACPAC 

RP11-928D21 
AQ570289 
AQ565043 

8q23.3 114726708 114895106 BACPAC 

RP11-1140O6 
AQ707235 
AQ721249 

8q23.3 114870261 115010644 BACPAC 

Tab. 4: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 8. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
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BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 

RP11-784G11 
AQ661711 
AQ520242 

9p23 9849208 10022778 BACPAC 

RP11-1079C4 
AQ745243 
AQ740008 

9q31.1 104550130 104748879 BACPAC 

RP11-24A5 
AQ014405 
AQ014402 

9q31.1 104713899 104891850 BACPAC 

RP11-282B23 
AQ505199 
AZ519609 

9q31.1 104891858 105078723 BACPAC 

RP11-779O7 
AQ495135 
AQ756068 

9q31.1 105078960 105281188 BACPAC 

RP11-98J6 
AQ320296 
AQ320299 

9q31.1 105201196 105371922 BACPAC 

RP11-165A2 
AQ381274 
AQ381272 

9q31.1 105356876 105518407 BACPAC 

RP11-940E14 
AQ691349 
AQ810588 

9q31.1 105629338 105807783 BACPAC 

RP11-589C15 
AQ337017 
AQ335332 

9q31.1 105792041 105979462 BACPAC 

RP11-469P24 
AQ630849 
AQ630847 

9q31.1 105947055 106128260 BACPAC 

RP11-454A13 
AQ586842 
AQ586844 

9q31.1 106749702 106964737 BACPAC 

RP11-353D23 
AQ534075 
AQ534073 

9q31.1 107923523 108112813 Invitrogen 

RP11-722E1 
AQ513471 
AQ462177 

9q31.2 108241152 108417000 Invitrogen 

RP11-796L3 
AQ664574 
AQ492553 

9q31.2 108438076 108624579 Invitrogen 

RP11-633N4 
AQ408079 
AQ455773 

9q31.2 108828231 109015101 Invitrogen 

Tab. 5: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 9. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp]

RP11-435I8 
AQ585709 
AQ553556 

13q14.3 53208221 53411663 Invitrogen 

RP11-431O22 
B46445 
B46446 

13q14.3 53270611 53399430 Invitrogen 

RP11-722C3 
AQ513461 
AQ462166 

13q14.3 53362183 53562077 Invitrogen 

RP11-778G13 
AQ461422 
AQ514431 

13q14.3 53501270 53684283 Invitrogen 

RP11-285E18 
CL423194 
CL423199 

13q22.1 75056163 75213778 Invitrogen 

RP11-157E11 
AQ371495 
AQ371497 

13q22.1 75204052 75377588 Invitrogen 

RP11-138N13 AL139375 13q22.2 75413894 75560501 Invitrogen 

Tab. 6: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 13. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
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BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 

RP11-631H1 
AQ403547 
AQ441657 

14q32.13 95614020 95817666 Invitrogen 

RP11-892D10 
AQ792749 
AQ819436 

14q32.13 95802370 96000338 Invitrogen 

RP11-1070N10 AL133467 14q32.13 95962930 96163942 imaGenes 

RP11-46J12 
AQ203023 
AQ203021 

14q32.13- 
14q32.2 

96144718 96313167 BACPAC 

RP11-952P19 
AQ600690 
AQ711731 

14q32.13- 
14q32.2 

96222301 96414694 BACPAC 

Tab. 7: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 14. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 

RP11-379D8 
AQ533330 
AQ533333 

15q26.3 99161666 99357963 Invitrogen 

RP11-114G13 
AQ344801 
AQ344798 

15q26.3 99296945 99494077 Invitrogen 

RP11-802L22 
AQ752981 
AQ556371 

15q26.3 99417132 99596407 Invitrogen 

RP11-1025G10 
AQ670696 
AQ679680 

15q26.3 99517802 99691978 Invitrogen 

RP11-104D18 
AQ314536 
AQ314534 

15q26.3 99568082 99734354 Invitrogen 

RP11-867D13 
AQ827021 
AQ815418 

15q26.3 99691983 99878162 Invitrogen 

Tab. 8: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 15. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

BAC-Klon 
Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 

RP11-77E6 
AQ286860 
AQ286861 

16p13.2 9902439 10067702 Invitrogen 

Tab. 9: Verwendeter BAC-Klon für das Chromosom 16. Die Bezeichnung des BAC-Klons sowie die 
entsprechende Accession-Number, die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit 
Anfang und Ende sowie der Hersteller, von dem dieser Klon bezogen wurde, ist angegeben. 



Material und Methoden 
______________________________________________________________________  

23 

 

 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 

RP11-663N22 
AQ611747 
AQ511371 

17q11.1 25363058 25571606 imaGenes 

RP11-1145F2 
AQ751952 
AQ741897 

17q11.2 25987738 26166999 imaGenes 

RP11-449M14 
AQ584090 
AQ584086 

17q11.2 26493411 26671285 imaGenes 

RP11-348E14 
AQ527842 
AQ527844 

17q11.2 26549762 26756633 BACPAC 

RP11-915B21 
AQ563877 
AQ622757 

17q11.2 26751807 26892561 BACPAC 

RP11-832J20 
AQ816491 
AQ827145 

17q11.2 27100014 27311847 BACPAC 

RP11-
1007K22 

AQ821749 
AQ727060 

17q11.2 28297065 28524093 BACPAC 

RP11-1095J4 
AQ697233 
AQ682512 

17q11.2 29603293 29850050 BACPAC 

Tab. 10: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom 17. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisa-
tion von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, 
die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der 
Hersteller, von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Accession-
Number 

Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem Chromosom 
Lieferfirma 

Anfang [Bp] Ende [Bp] 
RP11-322B4 AQ537185 Xq25 121802724 121976937 Invitrogen 

RP11-235J12 
AQ478497 
AQ478496 

Xq25 122057223 122231741 Invitrogen 

RP11-689O13 
AQ511698 
AQ406984 

Xq25 122210828 122370585 Invitrogen 

RP11-898G24 
AQ835438 
AQ835548 

Xq25 122350698 122529099 Invitrogen 

RP11-722M13 
AQ513519 
AQ462225 

Xq25 122526584 122694309 BACPAC 

RP11-803B16 
AQ525536 
AQ525235 

Xq25 122605667 122775206 BACPAC 

CTD-3168N18 
AQ169731 
AQ169534 

Xq25 122800626 122942041 Invitrogen 

RP11-60E17 
AQ200987 
AQ200989 

Xq25 122942061 123087992 imaGenes 

RP11-91F16 
AQ285124 
AQ285121 

Xq25 123203647 123379846 imaGenes 

RP11-434C8 
AQ584566 
AQ551454 

Xq25 123284922 123457877 imaGenes 

RP11-411L7 
AQ552760 
AQ552763 

Xq25 123477227 123615888 BACPAC 

RP11-103K12 
AQ312431 
AQ312428 

Xq25 123664657 123845380 BACPAC 

Tab. 11: Verwendete BAC-Klone für das Chromosom X. Die BAC-Klone wurden nach ihrer Lokalisation 
von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-Number, die 
zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der Hersteller, 
von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 

3.2.2 Fosmid-Klone  

Die Fosmid-Klone stammen aus der Bibliothek WIBR-2 und wurden vom BACPAC 

Recources Center (Oakland, Kalifornien, USA) bezogen. Die Inserts dieser Klone sind 

mit ungefähr 40 Kb deutlich kleiner als die der BAC-Klone. Die DNA-Fragmente 
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stammen aus Lymphozyten einer Frau und wurden in den Vektor pEpiFOS5 kloniert. 

Die Bezeichnung vom Fosmid-Klonen beginnt mit „G248P8“. 

Die angegebene Lokalisation mit Accession-Number, zytogenetischer Bande, Anfang 

und Ende bezieht sich auf die Feb. 2009 (hg19) Assembly der Datenbank UCSC Human 

Genome Browser.  
 

Fosmid-Klon 
(cen tel) 

Accession-Number
Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem 
Chromosom Lieferfirma 
Anfang [Bp] Ende [Bp] 

G248P85743F1 
G248P85743RF1 
G248P85743FF1 

2q14.2 120090209 120133851 BACPAC 

G248P84441D8 
G248P84441FD8 
G248P84441RD8 

2q14.2 120121234 120160687 BACPAC 

G248P89132D5 
G248P89132RD5 
G248P89132FD5 

2q14.2 120145615 120183056 BACPAC 

G248P8214B5 
G248P8214FB5 
G248P8214RB5 

2q14.2 120157585 120198857 BACPAC 

G248P87631G11 
G248P87631FG11 
G248P87631RG11 

2q14.2 120216302 120254275 BACPAC 

Tab. 12: Verwendete Fosmid-Klone für das Chromosom 2. Die Fosmid-Klone wurden nach ihrer 
Lokalisation von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-
Number, die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der 
Hersteller, von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

Fosmid-Klon 
(cen tel) 

Accession-Number
Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem 
Chromosom Lieferfirma 
Anfang [Bp] Ende [Bp] 

G248P80470G2 
G248P80470FG2 
G248P80470RG2 

9q31.1 105077715 105119057 BACPAC 

G248P85834F8 
G248P85834RF8 
G248P85834FF8 

9q31.1 105087374 105123376 BACPAC 

G248P87537F5 
G248P87537FF5 
G248P87537RF5 

9q31.1 105121884 105160010 BACPAC 

G248P89573G3 
G248P89573FG3 
G248P89573RG3 

9q31.1 105161165 105199654 BACPAC 

G248P81471E2 
G248P81471FE2 
G248P81471RE2 

9q31.1 105171609 105213490 BACPAC 

G248P8307A3 
G248P8307FA3 
G248P8307RA3 

9q31.1 105199008 105239572 BACPAC 

G248P84563D12 
G248P84563RD12 
G248P84563FD12 

9q31.1 105221098 105259176 BACPAC 

G248P8396H6 
G248P8396FH6 
G248P8396RH6 

9q31.1 105248246 105292339 BACPAC 

G248P86150D2 
G248P86150RD2 
G248P86150FD2 

9q31.1 107893840 107933417 BACPAC 

G248P84730F7 
G248P84730RF7 
G248P84730FF7 

9q31.1 107924586 107965550 BACPAC 

G248P88388C6 
G248P88388RC6 
G248P88388FC6 

9q31.1 107945583 107985136 BACPAC 

G248P86675H3 
G248P86675RH3 
G248P86675FH3 

9q31.1 107976738 108020173 BACPAC 

Tab. 13: Verwendete Fosmid-Klone für das Chromosom 9. Die Fosmid-Klone wurden nach ihrer 
Lokalisation von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-
Number, die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der 
Hersteller, von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
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Fosmid-Klon 
(cen tel) 

Accession-Number
Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem 
Chromosom Lieferfirma
Anfang [Bp] Ende [Bp] 

G248P86680B7 
G248P86680FB7 
G248P86680RB7 

13q14.3 53287492 53328310 BACPAC 

G248P87522D8 
G248P87522RD8 
G248P87522FD8 

13q14.3 53310336 53347629 BACPAC 

G248P81955E7 
G248P81955RE7 
G248P81955FE7 

13q14.3 53332118 53374320 BACPAC 

G248P87663A5 
G248P87663FA5 
G248P87663RA5 

13q14.3 53363211 53405999 BACPAC 

G248P85543H7 
G248P85543FH7 
G248P85543RH7 

13q14.3 53391568 53435134 BACPAC 

Tab. 14: Verwendete Fosmid-Klone für das Chromosom 13. Die Fosmid-Klone wurden nach ihrer 
Lokalisation von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-
Number, die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der 
Hersteller, von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

Fosmid-Klon 
(cen tel) 

Accession-Number
Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem 
Chromosom Lieferfirma
Anfang [Bp] Ende [Bp] 

G248P89849D1 
G248P89849FD1 
G248P89849RD1 

15q26.3 99510487 99549199 BACPAC 

G248P86056G6 
G248P86056FG6 
G248P86056RG6 

15q26.3 97349070 97387322 BACPAC 

G248P87669A11 
G248P87669FA11 
G248P87669RA11 

15q26.3 99556281 99599109 BACPAC 

Tab. 15: Verwendete Fosmid-Klone für das Chromosom 15. Die Fosmid-Klone wurden nach ihrer 
Lokalisation von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-
Number, die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der 
Hersteller, von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
 

Fosmid-Klon 
(cen tel) 

Accession-Number
Zytogenetische 
Bande 

Lokalisation auf dem 
Chromosom Lieferfirma
Anfang [Bp] Ende [Bp] 

G248P81921A8 
G248P81921FA8 
G248P81921RA8 

17q12 33632145 33675485 BACPAC 

G248P80628F7 
G248P80628RF7 
G248P80628FF7 

17q12 33689442 33729465 BACPAC 

G248P84939H3 
G248P84939RH3 
G248P84939FH3 

17q12 33723024 33760925 BACPAC 

G248P85774A8 
G248P85774FA8 
G248P85774RA8 

17q12 33754655 33796986 BACPAC 

Tab. 16: Verwendete Fosmid-Klone für das Chromosom 17. Die Fosmid-Klone wurden nach ihrer 
Lokalisation von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) sortiert. Angegeben ist die entsprechende Accession-
Number, die zytogenetische Bande, die Lokalisation auf dem Chromosom mit Anfang und Ende sowie der 
Hersteller, von dem der jeweilige Klon bezogen wurde. 
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3.3 Kits, Enzyme und Nukleinsäuren  

CGH Nick Translation Kit Abbott (Wiesbaden) 
DNA-Standard (1 Kb-Leiter) Invitrogen (Karlsruhe) 
EcoRI New England Biolabs (Frankfurt a. M.) 
Exonuclease I, E.coli Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) 
FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) 
FastDigest® EcoRI Fermentas GmbH(St. Leon-Rot) 
Humane Cot-1 DNA [1 mg/ml] Life Technologies GmbH (Darmstadt) 
Nick Translation Enzymmix (DNase I, DNA Pol I) Abbott (Wiesbaden) 
NucleoBond® Xtra Midi Kit Macherey-Nagel (Düren) 
Nukleotidmix (dNTPs) (je 10 mM) Abott (Wiesbaden) 
Vysis SpectrumGreen-dUTP Abbott (Wiesbaden) 
Vysis Spectrum Red-dUTP Abbott (Wiesbaden) 

3.4 Chemikalien und Lösungsmittel  

Agar (Select) Invitrogen (Karlsruhe) 
Agarose Invitrogen (Karlsruhe) 
Borsäure Merck (Darmstadt) 
Bovines Serumalbumin (BSA) New England Biolabs (Frankfurt a. M.) 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Dextransulfat Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck (Darmstadt) 
Ethanol Merck (Darmstadt) 
Ethidiumbromid Carl Roth (Karlsruhe) 
Fixogum Marabu (Tamm) 
Formamid, deionisiert Qbiogene (Heidelberg) 
Glycerol Carl Roth (Karlsruhe) 
Hefeextrakt Oxoid (Wesel) 
high performance liquid chromatography (HPLC) Merck (Darmstadt) 
Natriumacetat Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid J.T. Baker (Deventer, NL) 
Orange-G Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth (Karlsruhe) 
Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Trypton Becton Dickinson (Heidelberg) 
2-Propanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
4‘,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Serva Electrophoresis (Heidelberg) 

3.5 Puffer, Medien und Lösungen 

3.5.1 Medien für molekularbiologische Arbeiten 

LB-Medium 10 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
10 g Natriumchlorid 
ad 1000 ml Aqua dest. 
pH 7,0 

Agar für Festmedien 15 g/l Agar 
TE-Puffer 
 

1 mM EDTA 
10 mM Tris-HCl 
pH 7,8 

Chloramphenicol 
 

1 ml für 1 l Stock: 50 mg/ml 
 (in 100% Ethanol) 
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3.5.2 Medien für zellbiologische Arbeiten  

RPMI 1640-Medium + L-Glutamine Invitrogen (Karlsruhe) 
Fötales Rinderserum (FBS) PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen (Karlsruhe) 

3.5.3 Puffer und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese 

10x TBE 890 mM Tris 
890 mM Borsäure 
20 mM EDTA 
pH 8,0 

10x Ladepuffer für DNA 
 

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

Ethidiumbromid 0,05% (in Aqua dest.) 

3.5.4 Puffer und Lösungen für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

20x SSC 
 

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

Denaturierungslösung 
 

70% Formamid in 2x SSC 
pH 7,0 

Hybridisierungspuffer 
(Master-Mix) 

5 ml 50% Formamid in 2x SSC 
1 ml 10% Dextransulfat in 2x SSC 
100 µg/ml Lachssperma-DNA Typ III 
pH 7,0 

Denaturierungslösung 
 

50% Formamid in 2x SSC 
pH 7,0 

DAPI-Stock-Lösung 5 mg/ml 4’,6-Diamidino-2-
phenylindole/HCl  

DAPI-Färbe-Lösung 0,1 ‰ DAPI Stocklösung in 2x SSC 

3.5.5 Sonstige Puffer 

10x Nick Translationspuffer 
 

500 mM Tris-HCl (pH 7.2) 
100 mM MgSO4 
1 mM DTT 

 

Restriktionspuffer “FastDigest®” Fermentas (St. Leon-Rot) 
Restriktionspuffer “FastDigest®” Green Buffer Fermentas (St. Leon-Rot) 
Restriktionspuffer „Multi-Core™“ Promega (Mannheim) 

3.6 Verbrauchsmaterial und Gerätschaften 

Verbrauchsmaterial Hersteller 
Agarplatten Sarstedt (Nürnbrecht) 
Deckgläser Paul Marienfeld (Lauda-Königshofen) 
Einmal-Impfösen Greiner Bio-One (Frickenhausen) 
Falcon Pipette 10 ml Becton Dickinson (Heidelberg) 
Falcon Pipette 25 ml Becton Dickinson (Heidelberg) 
Falcon Pipette 5 ml Becton Dickinson (Heidelberg) 
Micro Tubes 1,5 ml Sarstedt (Nürnbrecht) 
Objektträger Paul Marienfeld (Lauda-Königshofen) 
Objektträger Assistant Elka Glaswarenfabrik Karl Hecht (Sondheim)  
PCR-Tubes (0,5 ml) Biozym Diagnostik (Oldenburg) 
Pipettenspitze 1000 µl Sarstedt (Nürnbrecht) 
Pipettenspitze 200 µl  Gilson (Middleton, Wisconsin, USA) 
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Rundbodenröhrchen 14 ml Falcon  Becton Dickinson (Heidelberg) 
Vectashield Mounting Medium for  
Fluorescence  

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA 
Burlingame, Kalifornien, USA) 

Zellkulturflaschen T-75 Sarstedt (Nürnbrecht) 
Zellkulturflaschen T-25 Sarstedt (Nürnbrecht) 
Zentrifugenröhrchen mit konischem Boden  
15 ml 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Zentrifugenröhrchen mit konischem Boden  
50 ml 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

 

Gerät Hersteller 
Autoklav Tecnomara (Fernwald) 
CO2 Water-Jacketed Incubator  NuAire Laboratory Equipment Supply (Plymouth, 

Minnesota, USA)  
Digitalkamera Olympus Europa (Hamburg) 
Drucker Digital Graphic Printer UP-D895 Sony (Tokio, Japan) 
Eismaschine HOSHIZAKI FM-1200E Hoshizaki Europe B.V. (Amsterdam, Niederlande) 
Eismaschine Scotsman AF-10 Scotsman Ice Systems (Vernon Hills, Illinois, USA) 
Fluoreszenz-Mikroskop „Leica DM RA“ Leica Microsystems (Wetzlar) 
Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories (München) 
Heizblock (Typ: 50126101) Gebr. Liebisch Labortechnik (Bielefeld) 
Heizblock (Typ: 52526101)  Gebr. Liebisch Labortechnik (Bielefeld) 
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf (Hamburg) 
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf (Hamburg) 
Inkubator Certomat® H B.Braun Biotech 
International  

B. Braun Melsungen (Melsungen) 

Inkubator Multitron Infors HT AG CH-4103 Infors (Bottmingen/Basel, Schweiz) 
Inkubator Shaker Model G25 New Brunswick Scientific (Edison, New Jersey, USA) 
Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg) 
Kühlzentrifuge 5810R Eppendorf (Hamburg) 
Kunststoff-Tubes Falcon Becton Dickinson (Heidelberg) 
Magnetrührer RCT basic IKA-Werke (Staufen i. Br.) 
PIPETBOY acu Integra Biosciences (Fernwald) 
Pipetten Finnpipetten Thermo LabSystems (Dreieich) 
Refrigerated Vapor Trap RVT 400 Savant Instruments (Farmingdale, New York, USA) 
Schüttelapparat GFL 3006 GFL Gesellschaft für Labortechnik (Burgwedel) 
Spannungsgeber Electrophoresis power  
supply ST305 

Life Technologies (Darmstadt) 

Spannungsgeber Power Pac 300 Bio-Rad Laboratories (München) 
SpeedVac® Plus SC110A Savant Instruments (Farmingdale, New York, USA) 
Sterilwerkbank HERA safe Typ 12/2, 1995 Heraeus (Hanau) 
Sterilwerkbank Heraeus LaminAir Instruments 
HB 2448K 

Heraeus (Hanau) 

Sterilwerkbank Lamin Air® Instruments HB  
2448 K 

Heraeus (Hanau) 

Thermomixer compact Eppendorf (Hamburg) 
Thermostat 5320 eppendorf Eppendorf (Hamburg) 
Tischzentrifuge „Biofuge Pico“ Heraeus (Hanau) 
UV-Transilluminator UVT-28M Herolab (Wiesloch) 
Vortex-Gerät „Vortex Genie 2 Heidolph Reex 
2000“ 

Scientific Industries (Bohemia,  
New York, USA) 

Waage “Sartorius ISO 9001” Sartorius (Göttingen) 
Wasserbad „GFL 1083“ GFL Gesellschaft für Labortechnik (Burgwedel) 
Wasserbad Memmert Memmert (Schwabach) 
Vortex-Gerät „Vortex Genie 2 Heidolph  
Reex 2000“ 

Scientific Industries (Bohemia,  
New York, USA) 

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus (Hanau) 
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3.7 Datenbanken und Computerprogramme  

Datenbank Organisation Anwendungen Internetadresse 
MapViewer NCBI (National 

Center for 
Biotechnology 
Information) 

Auswahl der BAC- und 
Fosmid-Klone für FISH und 
physikalische Zuordnung 

http://www.ncbi.nlm.nih
.gov/projects/mapview/
map_search.cgi?taxid=
9606&query= 

Genome Browser  UCSC (University of 
California, Santa 
Cruz) 

Auswahl der BAC- und 
Fosmid-Klone für FISH und 
physikalische Zuordnung 

http://genome.ucsc.edu
/cgi-bin/hgGateway 

PubMed NCBI (National 
Center for 
Biotechnology 
Information) 

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

VISTA Enhancer 
Browser 

Lawrence Berkeley 
National Laboratory 

Suche nach möglichen 
regulatorischen DNA-
Elementen 

http://enhancer.lbl.gov/ 

Database of 
Genomic Variants  

The Centre for 
Applied Genomics 

Recherche bezüglich copy 
number variations  

http://projects.tcag.ca/v
ariation/  

Decipher 
(Database of 
Chromosomal 
Imbalance and 
Phenotype in 
Humans Using 
Ensembl 
Resources) 

Wellcome Trust 
Sanger Institute 

Recherche bezüglich Imbalan-
cen, die mit Krankheits-
phänotypen assoziiert sind 

http://decipher.sanger.
ac.uk 

NCBI Genome 
Remapping 
Service 

NCBI (National 
Center for 
Biotechnology 
Information) 

Umrechnung von Positions-
angaben von Array-CGH-
Ergebnissen  

http://www.ncbi.nlm.nih
.gov/genome/tools/rem
ap/ 

Tab. 17: Verwendete Datenbanken. Angegeben sind die Datenbank, die verantwortliche Organisation, 
der Anwendungsbereich sowie die Internetadresse.  

 

Computerprogramm Anwendung 
Cytovision Applied Imaging (Grand Rapids 
Charter Township, Michigan, USA) 

Dokumentation und Bearbeitung von Fluoreszenz- 
aufnahmen 

DIGI CAM Digital Camera Control Dokumentation von Agarosegelen 

Tab. 18: Verwendete Computerprogramme. Angegeben ist das Computerprogramm sowie die 
Anwendungsbereiche. 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden 
______________________________________________________________________  

30 

 

3.8 Zellbiologische Methoden 

3.8.1 Lymphoblastoide Zellen 

In Rahmen dieser Arbeit wurden humane immortalisierte B-Lymphozyten 

(Lymphoblastoide) kultiviert, deren Immortalisierung auf der Transformation mit Teilen 

des Epstein-Barr Virus (EBV)-Genoms beruht (Miller et al. 1971). 

Kulturbedingungen von lymphoblastoiden Zellen 

Die Zellen wurden in – mit 20% FBS (v/v) und 1% Penicillin/Streptomycin (v/v) supple-

mentiertem – RPMI 1640-Medium (+L-Glutamin) als Suspension kultiviert. Dafür wurden 

die Kulturflaschen T-25 und T-75 verwendet. Die Inkubation erfolgte im Begasungs-

brutschrank bei 37C, 95% relativer Feuchtigkeit und 5% CO2. Die Arbeiten wurden 

unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Der Wechsel des Mediums wurde bei 

Farbumschlag des Indikators nach gelb oder spätestens nach drei Tagen durchgeführt. 

Auftauen von lymphoblastoiden Zellen 

Die Langzeitlagerung von lymphoblastoiden Zellen erfolgte bei -150°C. Aufgetaut wur-

den diese Zellen für 15 Minuten bei 37°C. Anschließend wurde die Suspension in 10 ml 

vorgewärmtes (37°C) Kulturmedium [RPMI 1640-Medium mit 20% FBS (v/v) und 1% 

Penicillin/Streptomycin (v/v)] aufgenommen und in 15 ml Falcons gegeben. Um das im 

Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen, wurde die Suspension für 4 Min. bei 

900 Upm zentrifugiert, das überstehende Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet in 

10 ml frischem, vorgewärmten Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 

in eine T-25 Zellkulturflasche überführt. 

Passagieren von lymphoblastoiden Zellen 

Um Chromosomenpräparate für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen herzustellen, 

mussten lymphoblastoide Zellen solange kultiviert werden, bis eine ausreichende Dichte 

(~106 Zellen/ml) und Menge erreicht war. Zum Passagieren wurden die Zellen abzentri-

fugiert (900 Upm, 4 min), der Überstand abgesaugt und die Zellen in der doppelten 

Menge auf 37°C vorgewärmtes Kulturmedium aufgenommen. Die Suspension wurde 

dann auf zwei Zellkulturflaschen verteilt. 
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3.8.2 Blutkulturen 

Bei der Kultivierung und Aufarbeitung von Blutkulturen wurden 0,3 ml heparinisiertes 

Venenblut in ein Kulturröhrchen mit 10 ml fertiger Nährlösung, die Phytohämatoglutinin 

als Stimulanz für die Zellteilung der Lymphozyten enthiet, gegeben. Der Inhalt des 

Röhrchens wurde gut gemischt und für 72 Std. bei 37°C inkubiert. 

3.8.3 Ernten der lymphoblastoiden Zellen bzw. Blutkulturen 

Den angesetzten Blutkulturen bzw. den lymphoblastoiden Zellkulturen wurden 0,2 ml 

Colcemid hinzugegeben. Dieses diente als synthetisches Analog zu Cholchizin der 

Arretierung der Metaphasen oder Prämetaphasen. Danach wurden die Kulturröhrchen 

gut geschüttelt und für 45 Min. bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden sie 10 Min. bei 

1000 Upm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt. Den sedimentierten Kulturen 

wurde unter Schütteln jeweils 7 ml 37°C warme KCl-Lösung tropfenweise hinzu-

gegeben. Die Kulturen wurden dann für 13 Min. bei 37°C inkubiert. Im Folgenden 

wurden einige Tropfen Fixativ – bestehend aus drei Teilen Ethanol und einem Teil 

Eisessig – dazugegeben und gevortext. Die Kulturröhrchen wurden sodann erneut für 

10 Min. bei 1000 Upm zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Auf dem Rüttler 

wurden weitere 6 ml eiskalte Fixativ-Lösung tropfenweise hinzugegeben. Anschließend 

wurde das Röhrchen wieder für 10 Min. bei 1000 Upm zentrifugiert. Das Sediment 

wurde noch zwei Mal mit Fixativ gewaschen. Nach dem letzten Waschen wurde so 

lange Fixativ abgesaugt, bis das aufgeschüttelte Sediment eine leichte Trübung zeigte. 

Die Suspension wurde kalt gestellt.  

Zur Kontrolle der Quantität und Qualität der Ernte wurden ca. 80 µl der Suspension auf 

einen entfetteten und in Aqua dest. Gespülten Objektträger aus ca. 40 cm Höhe 

aufgetropft und im Wärmeschrank bei ca. 80°C getrocknet. Der Objektträger mit den 

aufgetropften Chromosomen konnte nun unter dem Mikroskop beurteilt werden. 
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3.9 Molekularbiologische Methoden 

3.9.1 Anzucht von Bakterien  

Nach Eintreffen der ausgewählten Klone wurde ein Drei-Ösenausstrich auf Agarplatten, 

die Chloramphenicol enthielten, vorgenommen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die 

Kultivierung der E.coli Bakterien für eine Midipräparation erfolgte durch Animpfen von 

2 ml LB-Medium und 2 µl Chloramphenicol mit einer Einzelkolonie als Vorkultur für 

mindestens 6 Std. in einem Schüttelinkubator bei 37°C und 200 Upm. Damit wurde 

anschließend 200 ml LB-Medium mit 200 µl Chloramphenicol angeimpft und über Nacht 

ebenfalls bei 220 Upm und 37° in einem Inkubationsschüttler inkubiert. Diese Kultur 

wurde dann bei 6000 Upm für 20 Min. zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 

Pellet stand zur DNA-Isolierung zur Verfügung.  

3.9.2 Midipräparation von BAC- und Fosmid-DNA aus E.coli 

Die Midipräparation zur Isolierung reiner BAC- und Fosmid-DNA für die Fluoreszenz-in-

situ-Hybridisierung wurde mithilfe des NucleoBond® Xtra Midi Kits (Machery-Nagel) 

vorgenommen. Folgende Arbeitsschritte wurden den Herstellerangaben entsprechend 

durchgeführt: Zunächst wurden die Bakterien lysiert. Anschließend erfolgte eine 

Immobilisierung der DNA an einer Anionenaustauschersäule und die Entfernung der 

Proteine und der RNA durch Waschen mit einer schwach konzentrierten Salzlösung. 

Dann erfolgte die Elution der immobilisierten DNA mit einer hoch konzentrierten 

Salzlösung und die Präzipitation der isolierten DNA mit Isopropanol. Schließlich wurden 

die DNA-Pellets in 100 µl TE-Puffer resuspendiert und die Lösung bei -20°C gelagert. 

3.9.3 Restriktionsanalyse von DNA 

Um die Qualität und Quantität der bei der Midipräparation isolierten DNA zu überprüfen, 

wurden Restriktionsanalysen mit dem Restriktionsenzym EcoRI durchgeführt (Smith und 

Birnstiel 1976). Dieses Enzym gehört zu den Typ-II-Endonukleasen. Es erkennt und 

schneidet eine spezifische, palindromische Sequenz, wodurch sog. sticky ends ent-

stehen. 
 

Reaktionsansatz für EcoRI 
3 µl DNA 
2 µl BSA (10x) 
2 µl Puffer (10x) 
1 µl EcoRI (6 U) 
12 µl HPLC-H2O 
20 µl Gesamtvolumen 

 

Reaktionsansatz für Fast Digest EcoRI 
3 µl DNA 
2 µl BSA (10x) 
2 µl Puffer (10x) 
0,5 µl EcoRI (6 U) 
12,5 µl HPLC-H2O 
20 µl Gesamtvolumen 
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Es wurden EcoRI-Enzyme der Hersteller Promega und Fermentas verwendet, die sich 

in der Anwendung voneinander unterscheiden. Bei der Verwendung des EcoRI von 

Promega wurde der dazugehörige Puffer Multi-Core™ (10x) eingesetzt. Der Ansatz 

wurde für 90 Min. bei 37°C im Heizblock inkubiert und anschließend mit 5 µl Orange G-

Ladepuffer versetzt. 

Beim FastDigest® EcoRI von Fermentas wurde der dazugehörige FastDigest® Puffer 

oder der Green Puffer verwendet. Die Inkubation erfolgte für 5 Min. bei 37°C im 

Heizblock. Während bei Verwendung des FastDigest® Puffers ebenfalls der Orange G-

Ladepuffer hinzugefügt werden musste, konnte bei Verwendung des FastDigest® Green 

Puffers die Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.9.4) sofort vor-

genommen werden. 

Zur Restriktionsanalyse mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurde das Gel in 

beiden Fällen mit Ethidiumbromid angefärbt und unter UV-Licht fotografiert. Anhand der 

Bandenstärke ließen sich die Menge und die Qualität der vorhandenen DNA abschätzen 

(siehe 4.1). 

3.9.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Prinzip und Durchführung 

Die Gelelektrophorese diente der Auftrennung fragmentierter DNA bzw. der Darstellung 

von PCR-Produkten. Innerhalb eines elektrischen Feldes wandert die negativ geladene 

DNA zum positiv geladenen Pol. Weil kleine Fragmente im elektrischen Feld schneller 

durch die Poren des Gels wandern als große, ist die Laufstrecke eines DNA-Fragments 

im Gel umgekehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts. Dadurch 

ermöglicht die Agarose-Gelelektrophorese die Auftrennung von Fragmenten mit einer 

Größe von unter 20 Kb. Zur optimalen Darstellung werden für kleine DNA-Fragmente 

Gele mit viel Agarose und für große Fragmente Gele mit weniger Agarose eingesetzt. 

Für die Herstellung eines 0,8%-igen Agarosegels für die Auftrennung fragmentierter 

DNA wurde zunächst die entsprechende Menge Agarose von 1,04 g in 130 ml Elektro-

phoresepuffer (1xTBE) aufgekocht. Anschließend wurde der auf ungefähr 50°C abge-

kühlte Ansatz in den mit Kämmen bestückten Gelschlitten gegossen. Nach dem voll-

ständigen Auspolymerisieren des Gels wurden die Kämme wieder entfernt, wodurch 

Geltaschen entstanden. 

In der Elektrophoresekammer wurde der Gelschlitten mit Elektrophoresepuffer 

überschichtet. Anschließend wurden die Geltaschen mit einem Gemisch aus dem 

Restriktionsprodukt und dem Ladepuffer, der die optische Kontrolle der Elektrophorese 
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erlaubt, sowie einer 1 Kb-Leiter als Referenz beladen. Die angelegte Spannung und die 

Laufzeit sind von der Größe der zu trennenden Produkte abhängig. Für BAC-DNA als 

große DNA-Fragmente wurde eine Spannung von 120 V für die Dauer von 2,5 Std. 

angelegt.  

Auswertung des Gels 

Um die Auswertung vorzunehmen, wurde das Agarosegel nach Abschluss der Elektro-

phorese für ca. 20 Min. in einer 0,05%-igen Ethidiumbromid-Lösung gefärbt und weitere 

10 Min. gewässert. 

Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare und leuchtet nach Anregung durch 

UV-Licht rot. Dadurch ist eine Analyse der PCR-Produkte bzw. Restriktionsfragmente 

unter UV-Durchleuchtung (312 nm) möglich. So kann die Größe von Fragmenten durch 

Vergleich mit einem ebenfalls aufgetragenen Längenstandard abgeschätzt werden. Die 

Dokumentation erfolgte mit dem DIGI CAM Digital Camera Control-Programm. 

3.9.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 

Herstellung der Chromosomenpräparate 

Die für die FISH-Analysen verwendeten Chromosomenpräparate wurden gemäß dem 

Protokoll aus Current Protocols in Human Genetics (Dracopoli und Haines 1994) 

entweder aus heparinisiertem, peripherem Blut oder lymphoblastoiden Zellen hergestellt 

(siehe 3.8). 

Vorbehandlung der Chromosomenpräparate 

Für die Hybridisierung mit den DNA-Sonden mussten die Chromosomen einzelsträngig 

vorliegen. Daher war eine Vorbehandlung der Chromosomenpräparate erforderlich. 

Zunächst wurden die auf Objektträgern fixierten Chromosomenpräparate für 5 Min. in 

2x SSC gewaschen und anschließend in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80% 

und 95%) für mindestens 2 Min. dehydriert.  

Nach dem Trocknen der Objektträger wurden die darauf befindlichen Chromosomen in 

70%-igem Formamid (in 2x SSC) für exakt 3 Min. denaturiert, wobei eine Temperatur 

der Formamidlösung zwischen 68°C und 72°C eingehalten wurde. Nach einem erneuten 

Waschen der Objektträger in eiskaltem 2x SSC erfolgte eine weitere Dehydrierung der 

Chromosomenpräparate in einer aufsteigenden, eiskalten Ethanolreihe (70%, 80% und 

95%) für ebenfalls mindestens 2 Min. 
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Fluoreszenzmarkierung der DNA-Sonden 

Zur Markierung der DNA-Sonden mit der nick translation-Methode wurde das CGH Nick 

Translation Kit der Firma Abbott (Wiesbaden) verwendet. Die Methode beruht darauf, 

dass die im Enzymgemisch enthaltene DNase I an zufälligen Stellen Einzelstrangbrüche 

– sog. nicks – in einen DNA-Doppelstrang einfügt. Die prokaryotische DNA-

Polymerase I setzt an den entstandenen 3’-OH-Enden an und synthetisiert in 5’→3’ 

Richtung einen komplementären DNA-Strang. Hierzu steht der Polymerase im Ansatz 

außer den DNA-Bausteinen dCTP, dGTP, dTTP und dATP auch der RNA-Baustein 

dUTP zur Verfügung. Dieser ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff SpectrumGreen bzw. 

SpectrumRed markiert. Das Verhältnis von dTTP zu dUTP beträgt 50%. Hierdurch wird 

gewährleistet, dass die Effektivität der DNA-Polymerase I durch das markierte dUTP 

nicht zu stark heruntergesetzt wird, gleichzeitig aber genug markierte RNA-Bausteine 

eingebaut werden. Die DNA-Polymerase I hat zusätzlich eine 5’3‘-Exonuklease-

Aktivität, durch die in Syntheserichtung die Nukleotide entfernt werden, wodurch wie-

derum die DNA-Synthese mit zum Teil markierten Nukleotiden fortgesetzt werden kann. 
 

 

 

 

 

 

 
 

Der Reaktionsansatz wurde kurz gevortext und für 2 bis 4 Std. bei 15°C inkubiert. 

Anschließend wurden die Enzyme für 10 Min. bei 70°C inaktiviert und der Ansatz auf Eis 

abgekühlt. Danach wurden 10 µl humane Cot-1-DNA hinzugefügt und der Ansatz im 

SpeedVac für 40 Min. eingedampft.  

Alternativ erfolgte eine Ethanolfällung des Markierungsansatzes, um nicht eingebaute 

Nukleotide zu entfernen.  
 

 

 

 

 
 

 

Reaktionsansatz für die nick translation:
2,75 – 6,75 µl Nuklease-freies H2O 
2,0 – 6,0 µl DNA (~500 ng) 
1,25 µl SpectrumGreen oder SpectrumRed dUTPs (0,2 mM) 
2,5 µl dTTP (0,1 mM) 
5,0 µl dNTP Mix (0,1 mM) 
2,5 µl 10x Nick Translationspuffer 
5,0 µl Nick Translation Enzymmix* 
25,0 µl Gesamtvolumen 

Ethanol-Fällung: 
3,0 µl NaAc (3M) (pH 5,2) 
4,0 µl Humane Cot-1-DNA 
0,5 µl Lachssperma-DNA 
75 µl Ethanol 
25 µl dNTP Mix (0,1 mM) 
107,5 µl Gesamtvolumen 
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Nach Vortexen des Ansatzes wurde dieser für mindestens 1 Std. bei -20°C gefällt. 

Anschließend wurde der Mix für 20 Min. bei 4°C und 14.000 Upm zentrifugiert. Das 

Pellet wurde zweimal mit 70% Ethanol für 5 Min. bei 14.000 Upm gewaschen, danach 

wurde es im Heizblock für 10 Min. bei 37°C getrocknet.  

Hybridisierung der Chromosomenpräparate 

Die Hybridisierung der Sonden-DNA mit den vorbehandelten Chromosomenpräparaten 

erforderte, dass zunächst das DNA-Pellet in 12 µl Hybridisierungspuffer aufgenommen 

und für 10 Min. bei 95°C denaturiert wurde. Anschließend erfolgte für 90 Min. bei 37° C 

das sog. Pre-Annealing. Dabei handelt es sich um die Absättigung der repetitiven 

Sequenzen mit der hinzugefügten humanen Cot-1-DNA. Cot-1-DNA ist eine aus 

Plazenta-DNA gewonnene und angereicherte Mischung von repetitiven DNAs, die der 

Kompetition von repetitiven Sequenzen der Sonden-DNA dient.  

Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Hybridisierungsansatz auf das vorbehandelte 

Chromosomenpräparat pipettiert, ein Deckgläschen (20x20 mm) aufgelegt und die 

Ränder mit Fixogum abgedichtet. Die betropften Chromosomenpräparate wurden über 

Nacht in einer Feuchtkammer bei 37°C inkubiert. 

Färben und Eindecken der Chromosomenpräparate 

Die Chromosomenpräparate mit den hybridisierten DNA-Sonden wurden nach 

Entfernung des Deckgläschens für 5 Min. in 2x SSC gewaschen. Zur Entfernung 

unspezifischer Bindungen wurden die Objektträger für wenige Sekunden in 42°C 

warmem 50%-igen Formamid (in 2x SSC) geschwenkt und erneut in 2x SSC für 5 Min. 

gewaschen.  

Die Färbung des Präparats erfolgte für 5 Min. in 0,1‰ DAPI-Lösung. Anschließend 

wurde das Präparat für 5 Min. in Aqua dest. geschwenkt, zur Verstärkung des Fluores-

zenzsignals mit 20 µl Vectashield Mounting Medium überschichtet und mit einem Deck-

gläschen eingedeckt. 

Auswertung der FISH-Experimente 

Die Auswertung der FISH-Experimente wurde an einem Leica-Fluoreszenzmikroskop 

vorgenommen. Die erforderlichen Filter wurden entsprechend der Wellenlänge der 

DAPI-Färbung, des SpectrumGreen und des SpectrumRed ausgewählt. Zur Dokumen-

tation wurde das Computerprogramm Cytovision der Firma Applied Imaging verwendet. 
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3.10 Vorgehensweise bei der Datenbankrecherche 

Die Suche nach möglichen Kandidatengenen für die jeweils vorliegende Erkrankung 

erfolgte mittels ausführlicher Datenbankrecherchen. Zunächst wurde die auf wenige 

Kilobasen bestimmte Bruchpunktregion mithilfe der Datenbank UCSC Genome Browser 

daraufhin untersucht, ob die jeweilige Translokation zu einer direkten Unterbrechung 

eines Gens führt. Bei einer direkten Genunterbrechung handelt es sich meistens um 

eine loss-of-function-Mutation, die in ihrer Auswirkung mit einer Deletion des ganzen 

Gens oder einzelner Teile davon vergleichbar ist. Es ist jedoch auch möglich, dass die 

Expression eines benachbarten Gens durch einen Positionseffekt verändert ist. 

Sodann wurden mithilfe der Datenbank PubMed Informationen zu Funktion und 

Expression von Proteinen gesammelt, die im Bruchpunktbereich des jeweiligen 

Patienten kodiert werden. Korrelierte die Funktion eines Proteins mit dem Phänotyp des 

Patienten – Beispiel: ein Protein ist bei der Entwicklung des Nervensystems beteiligt und 

der Patient hat eine Intelligenzminderung – so wurde das entsprechende Gen als 

Kandidatengen in Betracht gezogen.  

Ein weiterer Anhaltspunkt für ein putatives Krankheitsgen waren bereits beschriebene 

Imbalancen der jeweiligen Bruchpunktregion, die sowohl das Kandidatengen betreffen 

als auch mit einem Phänotyp assoziiert sind, der dem des Indexpatienten ähnelt. Das 

Auftreten von Imbalancen bei Gesunden spricht tendenziell für copy number variations 

(CNVs), die eher nicht mit einem Krankheitsphänotyp assoziiert sind. Die Suche nach 

Imbalancen erfolgte in den Datenbanken PubMed, Decipher und Database of Genomic 

Variants. Die Verwendung der Datenbank Decipher und die Interpretation der Daten 

erfolgte entsprechend der Informationen von Corpas et al. (2012). Die Datenbank 

Database of Genomic Variants wurde erstmals von Iafrate et al. (2004) beschrieben, 

eine umfangreichere Einführung ist bei Zhang et al. (2006) zu finden. 

Um einen möglichen Positionseffekt auf ein distal oder proximal des Bruchpunktes 

liegendes Gen zu verifizieren, wurde mithilfe der Datenbanken UCSC Genome Browser 

und Vista Enhancer Browser nach hochkonservierten nicht-kodierenden DNA-Elemen-

ten (HCNEs) mit regulatorischem Potential gesucht, die durch das Bruchereignis 

transloziert wurden. Die Identifizierung von translozierten HCNEs in der entsprechenden 

Region kann als weiterer Hinweis auf einen Positionseffekt interpretiert werden. 

Alle genannten Gesichtspunkte stellen einzelne Puzzleteile dar, die in ihrer Gesamtheit 

betrachtet werden müssen, um beurteilen zu können, ob es sich um ein plausibles 

Kandidatengen handelt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Restriktionsenzymatische Spaltung der isolierten BAC- und Fosmid-

DNAs zur Herstellung von Sonden für Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung 

Zur Herstellung der DNA-Sonden für die FISH-Experimente wurden zunächst anhand 

der zytogenetisch bestimmten Bruchpunktregionen geeignete BAC- und Fosmid-Klone 

mittels Recherche in einschlägigen Datenbanken (Tab. 17) ausgewählt und bei 

verschiedenen Anbietern bestellt. Die BAC- und Fosmid-DNA wurde nach Kultivierung 

der entsprechenden E.coli-Kolonien mithilfe eines Midi-Kits zur Plasmid-DNA-

Präparation aus den Bakterien isoliert. Zu Kontrollzwecken wurde die DNA in eine 

restriktionsenzymatische Spaltung mit EcoRI eingesetzt und die entstandenen 

Spaltfragmente in einem Agarosegel aufgetrennt (siehe 3.9.4) (Abb. 12). 
 

 

Abb. 12: Repräsentatives Agarosegel mit
EcoRI-Restriktionsfragmenten von verschie-
denen BAC-DNAs. Auf ein 0,8%-iges Agarosegel
wurden die Restriktionsprodukte von BAC-DNAs
(1-7) nach EcoRI-Verdau sowie als DNA-
Größenstandard eine 1-Kb-Leiter (M) aufge-
tragen. In der Reihenfolge von 1-7 sind folgende
BAC-Klone zu finden: RP11-480N23, RP11-
911F14, RP11-1079C4, RP11-261F23, RP11-
709P2, RP11-644M14, RP11-47H9. 

 

Anhand der Intensität der Banden wurde die Menge der DNA für die anschließende 

Sondenmarkierung zur FISH-Analyse abgeschätzt. Wegen der sehr intensiven Banden 

in Spur 1 wurde von dieser DNA im Vergleich zu den anderen DNAs in den Spuren 2 

bis 7 eine geringere Menge markiert (siehe 3.9.5). 
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4.2 Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 2;8-Translokation bei 

Patientin 1 

4.2.1 Patientenbeschreibung 

Die 65-jährige Patientin 1 zeigt eine schwere Intelligenzminderung. Des Weiteren weist 

sie Verhaltensauffälligkeiten mit autistischen Zügen auf. Seit der Kindheit traten genera-

lisierte tonisch-klonische Krampfanfälle auf. Die Patientin ist unter der antikonvulsiven 

Therapie mit Phenobarbital seit 15 Jahren anfallsfrei. 

4.2.2 Vorarbeiten 

Eine zytogenetische Untersuchung bei der Patientin 1 hatte eine mikroskopisch 

balanciert erscheinende Translokation zwischen den Chromosomen 2 und 8 mit der 

Karyotypformel 46,XX,t(2;8)(q21;q24.3) ergeben. Bei einer erneuten zytogenetischen 

Untersuchung am Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf (UKE) wurden die Bruchpunkte in 2q13 und 8q23.3 bestimmt (Abb. 13).  

Eine am Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein 

(UKSH), Campus Kiel, durchgeführte Array-CGH-Untersuchung zeigte keine genomi-

schen Imbalancen und bestätigte daher das Vorliegen einer balancierten Translokation. 

In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Kerstin Kutsche waren bereits serielle FISH-

Analysen durchgeführt worden. Dadurch konnte die Bruchpunktregion auf dem 

Chromosom 2 durch die BAC-Klone RP11-528G9 und RP11-438K19 auf eine Größe 

von 1,4 Mb eingegrenzt werden. Serienhafte FISH-Analysen zur Eingrenzung des 

Bruchpunktes in 8q23.3 bis 8q24.12 ergaben nur BAC-Klone, die distal vom Bruchpunkt 

hybridisierten (Lübker 2009).  
 

 

Abb. 13: Schematische Darstellung der Wildtyp- und 
der rearrangierten Chromosomen der 2;8-Transloka-
tion. Die Ideogramme der Wildtyp- (WT) und derivativen 
(der) Chromosomen 2 (rot) und 8 (blau) sind dargestellt. 
Die schwarze Wellenlinie markiert die zytogenetisch 
identifizierten Bruchpunktregionen in 2q13 und 8q23.3. 
 

46,XX,t(2;8)(q13;q23.3) 

2q13 

8q23.3

WT8 der(8) der(2) WT2 



Ergebnisse 
______________________________________________________________________  

40 

 

4.2.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 2q13 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Zur genauen Eingrenzung der Bruchpunktregion in 2q13 wurden sieben weitere BAC-

Klone in FISH-Analysen eingesetzt. Zwei dieser BAC-Klone (RP11-1104F7 und RP11-

404O21) hybridisierten proximal des Bruchpunktes, je auf dem Wildtyp- und dem 

derivativen Chromosom 2. Zwei andere Klone (RP11-1018O23 und CTD-3047O5) 

zeigten je ein Signal am Wildtyp-Chromosom 2 und am derivativen Chromosom 8 und 

liegen daher distal zum Bruchpunkt. Drei miteinander überlappende BAC-Klone (CTD-

2533J6, RP11-625K21, RP11-281B16) ergaben split signals. Sie hybridisierten 

einerseits jeweils auf dem Wildtyp-Chromosom 2, andererseits auf beiden derivativen 

Chromosomen 2 und 8 (Abb. 14 und Daten nicht gezeigt). Diese drei BAC-Klone über-

spannen daher den Bruchpunkt.  
 

Abb. 14: FISH mit den BACs RP11-625K21 (A) und RP11-281B16 (B) als DNA-Sonden an 
Metaphasechromosomen der Patientin 1. Die Sonden wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
SpectrumGreen markiert, die Chromosomen wurden mit DAPI gegengefärbt. Die zwei Sonden zeigten 
jeweils Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 2 (WT2) sowie jeweils – mit unterschiedlichen Intensitäten – 
auf beiden derivativen Chromosomen 2 [der(2)] und 8 [der(8)]. 

 

Die Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 19 zusammengefasst. 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten  
der(2) zu der(8) in [%] 

RP11-1104F7 2q13 WT2 + der(2) - 
RP11-404O21 2q13 WT2 + der(2) - 
RP11-625K21 2q13 WT2 + der(2) + der(8) 70 zu 30 
CTD-2533J6 2q13 WT2 + der(2) + der(8) 80 zu 20 
RP11-281B16 2q13 WT2 + der(2) + der(8) 30 zu 70 
RP11-1018O23 2q13 WT2 + der(8) - 
CTD-3047O5 2q13 WT2 + der(8) - 

Tab. 19: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 2q13. Angegeben sind 
die Bezeichnungen der BAC-Klone, deren chromosomale Lokalisation, die chromosomale Zuordnung der 
erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-Chromosom; der: 
derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 

  

A B 

WT2 

der(2) 

der(8) 

WT2 

der(8) 

der(2) 



Ergebnisse 
______________________________________________________________________  

41 

 

Aufgrund der o.g. FISH-Analysen konnte der Bruchpunkt in 2q13 auf etwa 40 Kb 

eingegrenzt werden. Datenbankrecherchen ergaben, dass in der Bruchpunktregion das 

Gen ACOXL (acyl-Coenzyme A oxidase-like) lokalisiert. Das Bruchereignis liegt direkt 

im Gen. 
 

  
Abb. 15: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 2q13 mit BAC-Klonen sowie den dort 
lokalisierten Genen ACOXL und BUB1. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 
2q13 mit Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) dar-
gestellt. Die Inserts der BAC-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Der rot dar-
gestellte BAC-Klon lokalisiert proximal zum Bruchpunkt, der blaue distal. Grün eingezeichnete Klone sind 
bruchpunktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren Größe etwa 
40 Kb beträgt. Die Gene sind durch einen schwarzen Pfeil in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physika-
lische Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.2.4 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 8q23.3 und anschließende 

Datenbankrecherche 

Bisherige FISH-Analysen ergaben nur distal zum Bruchpunkt hybridisierende BAC-

Klone. Deshalb wurden FISH mit 16 näher zum Zentromer gelegenen BAC-Klonen 

durchgeführt. Insgesamt 13 dieser Klone (RP11-238I10, RP11-946L20, RP11-237I17, 

RP11-36C1, RP11-3A12, RP11-577G6, RP11-784N7, RP11-911F14, RP11-299J14, 

RP11-261F23, RP11-709P2, RP11-644M14 und RP11-67H2) hybridisierten proximal 

des Bruchpunktes und zeigten Signale am Wildtyp-Chromosom 8 sowie am derivativen 

Chromosom 8. Ein BAC-Klon (RP11-1140O6) zeigte je ein Signal auf dem Wildtyp-

Chromosom 8 und derivativen Chromosom 2. Folglich liegt er distal zum Bruchpunkt. 

Zwei überlappende BAC-Klone (RP11-47H9 und RP11-928D21) ergaben split signals. 

Sie hybridisierten auf dem Wildtyp-Chromosom 8 und auf beiden derivativen 

Chromosomen 8 und 2 (Abb. 16). Die Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 20 

zusammengefasst. 

cen 2q13

111,3 111,4 111,6 111,7 111,5 111,8 Mb 

RP11-404O21 

RP11-625K21 

RP11-281B16 

CTD-2533J6 

CTD-3047O5 

40 Kb 

ACOXL 

WT2, der(2) WT2, der(2), der(8) WT2, der(8) 

tel

BUB1 
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BAC-Klon 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten 
der(8) zu der(2) in [%] 

RP11-238I10 8q23.2 WT8 + der(8) - 
RP11-946L20 8q23.2-q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-237I17 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-36C1 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-3A12 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-577G6 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-784N7 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-911F14 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-299J14 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-261F23 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-709P2 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-644M14 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-67H2 8q23.3 WT8 + der(8) - 
RP11-47H9 8q23.3 WT8 + der(8)+der(2) 75 zu 25 
RP11-928D21 8q23.3 WT8 + der(8)+der(2) 75 zu 25 
RP11-1140O6 8q23.3 WT8 + der(2) - 

Tab. 20: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 8q23.3. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC-Klone, deren zytogenetische Bande, die chromosomale Zuordnung der 
erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-Chromosom; der: 
derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 

 

Abb. 16: FISH mit den BACs RP11-47H9 (A) und RP11-928D21 (B) als DNA-Sonde an 
Metaphasechromosomen der Patientin 1. Die Sonden wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
SpectrumRed markiert, die Chromosomen wurden mit DAPI gegengefärbt. Die zwei Sonden zeigten 
jeweils ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 8 (WT8) sowie jeweils – mit unterschiedlichen Intensitäten 
– auf beiden derivativen Chromosomen [der(8)] und [der(2)]. 

 

Mithilfe der durchgeführten FISH-Analysen konnte der Bruchpunktbereich in 8q23.3 auf 

ungefähr 80 Kb eingegrenzt werden (Abb. 17). Datenbankrecherchen ergaben, dass 

durch die Translokation am Chromosom 8 kein Gen direkt unterbrochen ist. Das Gen 

CSMD3 lokalisiert proximal zum Bruchpunkt. Es kodiert für das Protein CUB and sushi 

multiple domains 3. Zwischen dem Bruchpunkt und dem 5’-Ende des Gens liegen 

ungefähr 310 Kb.  
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 8q23.3 mit BAC-Klonen sowie dem dort 
lokalisierten Gen CSMD3. Durch einen dunkelgrauen Balken wird ein Ausschnitt der Region 8q23.3 mit 
Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) dargestellt. 
Die Inserts der BAC-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Die rot dargestellten 
BAC-Klone lokalisieren proximal zum Bruchpunkt, der blaue distal. Grün eingezeichnete Klone sind bruch-
punktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren Größe etwa 80 Kb 
beträgt. Das Gen CSMD3 ist durch einen schwarzen Pfeil in 5’3-Orientierung dargestellt. Die physika-
lische Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.3 Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 9;13-Translokation 

bei Patient 2 

4.3.1 Patientenbeschreibung 

Patient 2 ist sechs Jahre alt und das dritte Kind nicht-konsanguiner Eltern. Bei der 

Mutter treten Krampfanfälle auf. Daher wurde sie in den Jahren vor der Schwanger-

schaft mit Patient 2 mit Lamotrigin behandelt. Während der Schwangerschaft mit Pa-

tient 2 nahm sie zuerst keine Medikamente ein, nach einem generalisierten Krampfanfall 

im fünften Schwangerschaftsmonat wurde die antikonvulsive Behandlung mit Lamotrigin 

jedoch fortgesetzt. Während der Schwangerschaft fiel der Mutter eine ausgeprägte 

Bewegungsarmut des Feten auf. Die Geburt erfolgte zum Termin, die Geburtsmaße 

waren unauffällig (Gewicht 3110 g, Länge 51 cm, Kopfumfang 36 cm). Ein Anhängsel 

am Mittelglied des linken Kleinfingers – möglicherweise eine postaxiale Hexadaktylie – 

wurde nach der Geburt abgetragen. Es enthielt derbes Bindegewebe, aber keine knö-

chernen Strukturen. Im Verlauf des ersten Lebensjahres blieb das Kopfwachstum konti-

nuierlich zurück, die Größenentwicklung war unauffällig. Mit zwei Jahren lag der Kopf-

umfang mit 47 cm auf der 3. Perzentile, die Körpergröße mit 98 cm im Normbereich. Es 

wurde eine Mikrozephalie festgestellt. Im ersten Lebensjahr des Patienten fiel der Mutter 

eine Bewegungsarmut der Arme auf. Mit zwei Jahren war das Gangbild unsicher, mit 

leicht angewinkelten Knien und Hüften. Bei Patient 2 besteht eine globale Entwicklungs-

verzögerung mit muskulärer Hypotonie, insbesondere der unteren Extremitäten. 

cen 8q23.3

113,0 113,5 114,5 115,0 114,0 Mb 

RP11-47H9 

RP11-928D21 

RP11-1140O6 
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4.3.2 Vorarbeiten 

Eine im Institut für Humangenetik des UKSH, Campus Lübeck, durchgeführte zytogene-

tische Diagnostik hatte bei dem Patienten eine mikroskopisch balanciert erscheinende 

de novo Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 13 ergeben. Der Karyotyp 

wurde mit 46,XY,t(9;13)(q22;q14) angegeben. Nach einer erneuten Chromosomen-

analyse im Institut für Humangenetik des UKE wurden die Bruchpunktbereiche in 

9q22.33 und 13q14.3 bestimmt (Abb. 18). Mittels Array-CGH-Untersuchung wurde im 

Institut für Humangenetik des UKSH, Campus Kiel, der balancierte Zustand der rezi-

proken Translokation bestätigt. 

 

 

Abb. 18: Schematische Darstellung der Wildtyp- und 
der rearrangierten Chromosomen der 9;13-Trans-
lokation. Die Ideogramme der Wildtyp- (WT) und 
derivativen (der) Chromosomen 9 (rot) und 13 (blau) sind 
dargestellt. Die schwarze Wellenlinie markiert die 
zytogenetisch identifizierten Bruchpunktregionen in 9q22 
und 13q14.3. 

 

Die zur Eingrenzung des 9q22.33-Bruchpunktes bereits durchgeführten FISH-Analysen 

hatten nur BAC-Klone aufgedeckt, die auf dem Wildtyp- und dem derivativen Chromo-

som 9 hybridisierten. Der Bruchpunkt lag demnach distal zum BAC-Klon RP11-498P14. 

Die Bruchpunktregion auf Chromosom 13 konnte bereits in den Vorarbeiten durch die 

BAC-Klone RP11-997J13 (proximal) und RP11-370C1 (distal) auf 0,6 Mb eingegrenzt 

werden (Lübker 2009). 

4.3.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 9q31.1 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Zur Eingrenzung des Bruchpunktes auf Chromosom 9 wurden weitere Klone für FISH-

Untersuchungen ausgewählt. Vier BAC-Klone (RP11-1079C4, RP11-24A5, RP11-

282B23 und RP11-779O7) hybridisierten proximal zum Bruchpunkt, je auf dem Wildtyp- 

und dem derivativen Chromosom 9. Insgesamt 14 Klone (RP11-98J6, RP11-165A2, 

RP11-940E14, RP11-589C15, RP11-469P24, RP11-454A13, G248P86150D2, RP11-

353D23, G248P84730F7, G248P88388C6, G248P86675H3, RP11-722E1, RP11-796L3 

und RP11-633N4) zeigten je ein Signal am Wildtyp-Chromosom 9 und am derivativen 

Chromosom 13. Infolgedessen liegen sie distal zum Bruchpunkt.  

46,XY,t(9;13)(q22.33;q14.3) 

WT9 der(9) WT13  der(13) 

9q22 

13q14.3
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Zur Feinkartierung des Bruchpunktes im Bereich der BAC-Klone RP11-779O7 und 

RP11-98J6 wurden acht Fosmid-Klone ausgewählt. Zwei Fosmid-Klone (G248P8-

0470G2 und G248P85834F8) hybridisierten proximal des Bruchpunktes, je auf dem 

Wildtyp- und dem derivativen Chromosom 9. Fünf der Klone (G248P89573G3, G248P8-

1471E2, G248P8307A3, G248P84563D12 und G248P8396H6) zeigten je ein Signal am 

Wildtyp-Chromosom 9 und derivativen Chromosom 13. Sie liegen daher distal zum 

Bruchpunkt. Der Fosmid-Klon G248P87537F5 ergab split signals (Abb. 19). Dies war 

überraschend, da der BAC-Klon RP11-779O7, der das Insert des Fosmids G248P8-

7537F5 vollständig überspannt, keine split signals zeigte (Abb. 20). Mögliche Erklä-

rungen dafür wären, dass das Insert des BACs RP11-779O7 im distalen Bereich eine 

hohe Anzahl repetetiver Sequenzen aufweist, die nicht an die Metaphasechromosomen 

hybridisierten oder der BAC zwar auf dem langen Arm des Chromosom 9, aber nicht in 

der laut physikalischer Karte angegebenen Region 9q31.1 hybridisierte. Die Resultate 

der FISH-Analysen sind in Tab. 21 zusammengefasst. 
 

BAC- und Fosmid-Klone 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten  
der(9) zu der(13) in [%] 

RP11-1079C4 9q31.1 WT9 + der(9) - 
RP11-24A5 9q31.1 WT9 + der(9) - 
RP11-282B23 9q31.1 WT9 + der(9) - 
G248P80470G2 9q31.1 WT9 + der(9) - 
RP11-779O7 9q31.1 WT9 + der(9) - 
G248P85834F8 9q31.1 WT9 + der(9) - 
G248P87537F5 9q31.1 WT9 + der(9) + der(13) 60 zu 40 
G248P89573G3 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P81471E2 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P8307A3 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-98J6 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P84563D12 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P8396H6 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-165A2 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-940E14 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-589C15 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-469P24 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-454A13 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P86150D2 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-353D23 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P84730F7 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P88388C6 9q31.1 WT9 + der(13) - 
G248P86675H3 9q31.1 WT9 + der(13) - 
RP11-722E1 9q31.2 WT9 + der(13) - 
RP11-796L3 9q31.2 WT9 + der(13) - 
RP11-633N4 9q31.2 WT9 + der(13) - 

Tab. 21: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 9q31.1. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC- und Fosmid-Klone, deren zytogenetische Bande, die chromosomale Zu-
ordnung der erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-
Chromosom; der: derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 
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Abb. 19: FISH mit dem Fosmid G248P87537F5 
und dem BAC RP11-784G11 als DNA-Sonden an 
Metaphasechromosomen des Patienten 2. Die 
Sonde G248P87537F5 wurde mit SpectrumRed, die 
Sonde RP11-784G11 als Kontrolle mit 
SpectrumGreen markiert. Die Chromosomen 
wurden mit DAPI gegengefärbt. Die Sonde 
G248P87537F5 zeigte Signale auf dem Wildtyp-
Chromosom 9 (WT9) sowie auf beiden derivativen 
Chromosomen 9 [der(9)] und 13 [der(13)]. Die 
Kontrollsonde zeigte Signale auf dem kurzen Arm 
des Wildtyp-Chromosom 9 (WT9) und auf dem 
kurzen Arm des derivativen Chromosom 9 [der(9)].  

 

Diese FISH-Analysedaten ermöglichten es, den Bruchpunkt in 9q31.1 auf etwa 20 Kb 

einzugrenzen. Datenbankrecherchen ergaben, dass in dem Bruchpunktbereich kein 

Gen liegt. Proximal zum Bruchpunkt, etwa 1 Mb entfernt, befinden sich jedoch zahl-

reiche Gene. Distal des Bruchpunktes, ebenfalls ca. 1 Mb entfernt, liegen zwei weitere 

Gene (Abb. 20). 
 

 
Abb. 20: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 9q31.1 mit BAC- und Fosmid-Klonen 
sowie den dort lokalisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Bande 
9q31.1 mit Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) an-
gegeben. Die Inserts der BAC- und Fosmidklone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Die 
rot dargestellten BAC-Klone lokalisieren proximal zum Bruchpunkt, die blauen distal. Der grün eingezeich-
nete Fosmidklon G248P87537F5 ist bruchpunktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die 
Bruchpunktregion, deren Größe etwa 20 Kb beträgt. Die Gene sind durch schwarze Pfeile in 5’3’-Orientie-
rung dargestellt. Die physikalische Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 
(GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
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4.3.4 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 13q14.3 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Für die präzisere Eingrenzung des auf 0,6 Mb eingeschränkten Bruchpunktbereiches 

wurden vier weitere BAC-Klone in FISH-Analysen verwendet. Der Klon RP11-435I8 

hybridisierte proximal des Bruchpunktes. Er erzeugte Signale auf dem Wildtyp-Chromo-

som 13 und derivativen Chromosom 13. Zwei BAC-Klone (RP11-722C3 und RP11-

778G13) zeigten Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 13 und derivativen 

Chromosom 9 und liegen daher distal zum Bruchpunkt. Der BAC-Klon RP11-431O22 

ergab split signals. Dieser BAC-Klon überspannt den Bruchpunkt.  

Zur Feinkartierung wurden fünf Fosmid-Klone eingesetzt. Zwei von ihnen (G248P8-

6680B7 und G248P87522D8) hybridisierten proximal des Bruchpunktes. Zwei weitere 

Fosmid-Klone (G248P87663A5 und G248P85543H7) hybridisierten distal des Bruch-

punktes. Das Fosmid G248P81955E7 überspannt den Bruchpunkt (Abb. 21). Die 

Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 22 zusammengefasst. 
 

BAC- und Fosmid-Klone 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten 
der(13) zu der(9) in [%] 

RP11-435I8 13q14.3 WT13 + der(13) - 
RP11-431O22 13q14.3 WT13 + der(13) + der(9) 40 zu 60 
G248P86680B7 13q14.3 WT13 + der(13) - 
G248P87522D8 13q14.3 WT13 + der(13) - 
G248P81955E7 13q14.3 WT13 + der(13) + der(9) 60 zu 40 
RP11-722C3 13q14.3 WT13 + der(9) - 
G248P87663A5 13q14.3 WT13 + der(9) - 
G248P85543H7 13q14.3 WT13 + der(9) - 
RP11-778G13 13q14.3 WT13 + der(9) - 

Tab. 22: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 13q14.3. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC- und Fosmid-Klone, deren zytogenetische Bande, die chromosomale 
Zuordnung der erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-
Chromosom; der: derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 

 

 

Abb. 21: FISH mit dem Fosmid G248P81955E7 
als DNA-Sonde an Metaphasechromosomen 
des Patienten 2. Die Sonde wurde mit 
SpectrumRed markiert, die Chromosomen wurden 
mit DAPI gegengefärbt. Die Sonde zeigte ein 
Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 13 (WT13) 
sowie – mit unterschiedlichen Intensitäten – auf 
beiden derivativen Chromosomen 13 [der(13)] 
und 9 [der(9)]. 
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In der mittels FISH-Analysen eingegrenzten Bruchpunktregion von 10 Kb liegt kein Gen. 

Proximal des Bruchpunktes liegt das LECT1-Gen (leukocyte cell derived chemotaxin 1), 

distal das Gen PCDH8 (protocadherin 8).  
 

 
Abb. 22: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 13q14.3 mit Fosmid-Klonen sowie den 
dort lokalisierten Genen LECT1 und PCDH8. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der 
Region 13q14.3 mit Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach 
Telomer (tel) angegeben. Die Inserts der Fosmid-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekenn-
zeichnet. Die zwei rot dargestellten Fosmid-Klone lokalisieren proximal zum Bruchpunkt, die blauen distal. 
Der grün eingezeichnete Fosmid-Klon ist bruchpunktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die 
Bruchpunktregion, deren Größe etwa 10 Kb beträgt. Die Gene PCDH8 und LECT1 sind durch schwarze 
Pfeile in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische Karte wurde nach UCSC Genome Browser on 
Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.4 Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 2;15-Translokation 

bei Patientin 3 

4.4.1 Patientenbeschreibung 

Bei Patientin 3 handelt es sich um eine 48-jährige Frau. Sie ist kleinwüchsig und weist 

eine Intelligenzminderung sowie autistisches Verhalten auf. 

4.4.2 Vorarbeiten 

Durch eine zytogenetische Untersuchung war eine mikroskopisch balanciert erscheinen-

de Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 2 und 15 bei 

Patientin 3 entdeckt worden. Die Karyotypformel wurde mit 46,XX,t(2;15)(q11;q24) 

angegeben. Bei einer Chromosomenanalyse am Institut für Humangenetik des UKE 

wurden die Bruchpunkte in 2q14.1 und 15q26.2 bestimmt. Eine Array-CGH-Unter-

suchung am Institut für Humangenetik des UKSH, Campus Kiel, zeigte keine 

genomischen Imbalancen. 

Mittels FISH-Analysen war der Bruchpunkt in 2q14.2 mit den BAC-Klonen RP11-

361N17 und RP11-713O9 auf 0,8 Mb eingegrenzt worden. Der Bruchpunktbereich auf 
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dem derivativen Chromosom 15 wurde in Vorarbeiten in der Region 15q26.3 mit den 

begrenzenden Klonen RP11-35O15 und RP11-616M17 auf 0,9 Mb eingeengt (Abb. 23) 

(Lübker 2009). 
 

 

Abb. 23: Schematische Darstellung der Wildtyp- 
und der derivativen Chromosomen der 2;15-
Translokation von Patientin 3. Die Ideogramme der 
Wildtyp- (WT) und derivativen Chromosomen 2 (rot) 
und 15 (blau) sind dargestellt. Die schwarze 
Wellenlinie markiert die durch Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung bestimmte Bruchpunktregion in 2q14.2 
und 15q26.3. 

4.4.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 2q14.2 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Zur genaueren Bestimmung des Bruchpunktes wurden zwei BAC-Klone aus dem 

0,8 Mb großen Bruchpunktbereich ausgewählt: RP11-957C9 und RP11-960L12. Der 

BAC-Klon RP11-957C9 hybridisierte proximal des Bruchpunktes mit einem Signal auf 

dem Wildtyp-Chromosom 2 und einem Signal auf dem derivativen Chromosom 2. Der 

BAC-Klon RP11-960L12 zeigte split signals (Abb. 24), mit unterschiedlichen Intensitäten 

auf den beiden derivativen Chromosomen (Tab. 23).  
 

 

Abb. 24: FISH mit dem BAC RP11-
960L12 als DNA-Sonde an Metaphase-
chromosomen der Patientin 3. Die Sonde 
wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
SpectrumGreen markiert, die Chromoso-
men wurden mit DAPI gegengefärbt. Die 
Sonde zeigte Signale auf dem Wildtyp-
Chromosom 2 (WT2) sowie – mit unter-
schiedlichen Intensitäten – auf beiden 
derivativen Chromosomen 2 [der(2)] und 15 
[der(15)]. 
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Zur Feinkartierung des Bruchpunktes wurden fünf Fosmid-Klone verwendet. Der 

Fosmid-Klon G248P85743F1 hybridisierte am Wildtyp- und derivativen Chromosom 2. 

Drei Fosmid-Klone (G248P89132D5, G248P8214B5 und G248P87631G11) zeigten 

jeweils Signale am Wildtyp-Chromosom 2 und am derivativen Chromosom 15. Das 

Fosmid G248P84441D8 ergab split signals. Dieses Fosmid überspannt den Bruchpunkt 

(Abb. 25). 
 

 

Abb. 25: FISH mit dem Fosmid G248P8-
4441D8 als DNA-Sonde an Metaphase-
chromosomen der Patientin 3. Die Sonde 
wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Spectrum-
Red markiert, die Chromosomen wurden mit 
DAPI gegengefärbt. Die Sonde zeigte ein Signal 
auf dem Wildtyp-Chromosom 2 (WT2) sowie 
jeweils – mit unterschiedlichen Intensität – auf 
beiden derivativen Chromosomen 2 [der(2)] und 
15 [der(15)]. 

 

Die Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 23 zusammengefasst. 

BAC- und Fosmid-Klone 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten  
der(2) zu der(15) in [%] 

RP11-957C9 2q14.2 WT2 + der(2) - 
RP11-960L12 2q14.2 WT2 + der(2) + der(15) 30 zu 70 
G248P85743F1 2q14.2 WT2 + der(2) - 
G248P84441D8 2q14.2 WT2 + der(2) + der(15) 20 zu 80 
G248P89132D5 2q14.2 WT2 + der(15) - 
G248P8214B5 2q14.2 WT2 + der(15) - 
G248P87631G11 2q14.2 WT2 + der(15) - 

Tab. 23: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 2q14.2. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC- und Fosmid-Klone, deren zytogenetische Bande, die chromosomale Zu-
ordnung der erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-
Chromosom; der: derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 

 

Laut Datenbankrecherchen liegen nahe oder in dem eingegrenzten Bruchpunktbereich 

von etwa 15 Kb vier Gene (Abb. 26), nämlich C2orf76 (chromosome 2 open reading 

frame 76), DBI (diazepam binding inhibitor), TMEM37 (transmembrane protein 37) und 

SCTR (secretin receptor). 
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Abb. 26: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 2q14.2 mit BAC- und Fosmid-Klonen 
sowie den dort lokalisierten Genen C2orf76, DBI, TMEM37 und SCTR. Durch einen dunkelgrauen Bal-
ken ist ein Ausschnitt aus der Region 2q14.2 mit Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von 
Zentromer (cen) nach Telomer (tel) angegeben. Die Inserts der Klone sind durch verschiedenfarbige Balken 
gekennzeichnet. Die rot dargestellten Klone lokalisieren proximal zum Bruchpunkt, die blauen distal. Die 
grün eingezeichneten Klone sind bruchpunktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruch-
punktregion, deren Größe etwa 15 Kb beträgt. Die Gene C2orf76, DBI, TMEM37 und SCTR sind durch 
schwarze Pfeile in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische Karte wurde nach UCSC Genome 
Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.4.4 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 15q26.3 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Zur Kartierung des Bruchpunktes in 15q26.3 wurden sechs weitere BAC-Klone für FISH-

Analysen verwendet. Zwei BAC-Klone (RP11-379D8 und RP11-114G3) hybridisierten 

proximal, zwei andere BAC-Klone (RP11-104D18 und RP11-867D13) hybridisierten 

distal des Bruchpunktes. Zwei überlappende BAC-Klone (RP11-802L22 und RP11-

1025G10) erzeugten split signals (Abb. 27). 
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Abb. 27: FISH mit den BACs RP11-802L22 (A) und RP11-1025G10 (B) als DNA-Sonden an 
Metaphasechromosomen der Patientin 3. Die Sonden wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
SpectrumRed markiert, die Chromosomen mit DAPI gegengefärbt. Die zwei Sonden zeigten jeweils 
Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 15 (WT15) sowieso jeweils – mit unterschiedlichen Intensitäten – auf 
beiden derivativen Chromosomen 15 [der(15)] und 2 [der(2)]. 

 

Zur Feinkartierung des Bruchpunktes wurden drei Fosmid-Klone verwendet. Ein Fosmid 

(G248P89849D1) hybridisierte proximal des Bruchpunktes auf dem Wildtyp-Chromosom 

und derivativen Chromosom 15. Ein anderes Fosmid (G248P87669A11) zeigte Signale 

auf dem Wildtyp-Chromosom 15 und derivativen Chromosom 2. Es liegt daher distal des 

Bruchpunktes. Das Fosmid G248P86056G6 ergab split signals. (Abb. 28). 
 

Abb. 28: FISH mit dem Fosmid 
G248P86056G6 als DNA-Sonde an Meta-
phasechromosomen der Patientin 3. Die 
Sonde wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
SpectrumRed markiert, die Chromosomen 
wurden mit DAPI gegengefärbt. Die Sonde 
zeigte Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 
15 (WT15) sowie – mit unterschiedlichen 
Intensitäten – auf beiden derivativen 
Chromosomen 15 [der(15)] und 2 [der(2)]. 

 

Die Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 24 zusammengefasst. 
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BAC- und Fosmid-Klone 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten 
der(15) zu der(2) in [%] 

RP11-379D8 15q26.3 WT15+der(15) - 
RP11-114G13 15q26.3 WT15+der(15) - 
RP11-802L22 15q26.3 WT15+der(15)+der(2) 80 zu 20 
G248P89849D1 15q26.3 WT15+der(15) - 
RP11-1025G10 15q26.3 WT15+der(15)+der(2) 20 zu 80 
G248P86056G6 15q26.3 WT15+der(15)+der(2) 40 zu 60 
G248P87669A11 15q26.3 WT15+der(2) - 
RP11-104D18 15q26.3 WT15+der(2) - 
RP11-867D13 15q26.3 WT15+der(2) - 

Tab. 24: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 15q26.3. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC- und Fosmid-Klone, deren zytogenetische Bande, die chromosomale 
Zuordnung der erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-
Chromosom; der: derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 

 

Die o.g. FISH-Analysen ermöglichen die Eingrenzung des Bruchpunktes in 15q26.3 auf 

25 Kb. Das Gen PGPEP1L (pyroglutamyl-peptidase 1 like) könnte direkt rupturiert sein. 

Proximal sowie distal des Bruchpunktes befinden sich weitere Gene.  
 

 

Abb. 29: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 15q26.3 mit BAC- und Fosmid-Klonen 
sowie den dort lokalisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 
15q26.3 mit Größenangaben in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) 
angegeben. Die Inserts der BAC- und Fosmid-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. 
Der rot dargestellte Klon lokalisiert proximal zum Bruchpunkt, der blaue distal. Die grün eingezeichneten 
Klone sind bruchpunktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren 
Größe etwa 25 Kb beträgt. Die Gene sind durch schwarze in 5’3-Orientierung dargestellt. Die physika-
lische Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
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4.5 Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 4;14-Translokation 

bei Patient 4 

4.5.1 Patientenbeschreibung 

Patient 4 zeigt eine milde Intelligenzminderung. Des Weiteren hat er einen Septum-

defekt, einen Kryptorchismus, eine Hypospadie sowie milde faciale Dysmorphiezeichen 

mit einer mandibulären Retrognathie. 

4.5.2 Vorarbeiten 

Eine zytogenetische Diagnostik hatte bei dem Patienten eine balanciert erscheinende 

Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 4 und 14 

[t(4;14)(q31.1;q32.1)] gezeigt. Durch eine erneute zytogenetische Untersuchung am 

Institut für Humangenetik des UKE wurden die Bruchpunkte bestätigt: 

t(4;14)(q31.1;q32.13) (Abb. 30). 

Abb. 30: Schematische Darstellung der Wildtyp- 
und der rearrangierten Chromosomen der 4;14-
Translokation. Die Ideogramme der Wildtyp- (WT) 
und derivativen (der) Chromosomen 4 (rot) und 14 
(blau) sind dargestellt. Die Wellenlinien markieren die 
zytogenetisch identifizierten Bruchpunktregionen in 
4q31.1 und 14q32.13.  

 

Eine Array-CGH-Untersuchung, durchgeführt im Institut für Humangenetik des UKSH, 

Campus Kiel, hatte eine 6,1 Mb große Deletion in 4q31 [arr cgh 

4q31.1q31.22(140,829,077146,931,678) Mb)x1] (GRCh37/hg19) aufgedeckt. Diese 

Deletion befindet sich vermutlich am Translokationsbruchpunkt auf Chromosom 4, so 

dass es sich in diesem Fall wahrscheinlich nicht um eine balancierte Translokation 

handelt.  

Die Deletion wurde in Vorarbeiten bereits durch FISH-Analysen bestätigt. Die BAC-

Klone RP11-102N12 und RP11-54P19 erzeugten nur ein Signal, nämlich auf dem Wild-

typ-Chromosom 4 (Abb. 31). Eine weitere Eingrenzung des Bruchpunktes in 4q31.1 

erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht. 
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Abb. 31: Schematische Darstellung der Deletion in 4q31.1q31.22 mit BAC-Klonen sowie den dort 
lokalisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 4q31.21, durch die 
hellgrauen Balken sind Ausschnitte der Region 4q31.1 bzw. 4q31.22 mit Größenangaben in Megabasen 
(Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) angegeben. Die Inserts der BAC-Klone sind 
durch farbige Balken gekennzeichnet. Die beiden grün dargestellten BAC-Klone ergaben nur ein Signal auf 
dem Willdtyp-Chromosom 4. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die deletierte Region, deren Größe etwa 
6,1 Mb beträgt. Die Gene sind durch schwarze Pfeile in 5’3`-Orientierung dargestellt. Die physikalische 
Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

In weiteren Vorarbeiten war die Bruchpunktregion in 14q32.13 auf ungefähr 650 Kb 

zwischen den Klonen RP11-725G5 und RP11-241N4 bestimmt worden (Lübker 2009).  

4.5.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 14q32.13 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Für die weitere Eingrenzung des Bruchpunktes wurden insgesamt fünf BAC-Klone 

(RP11-631H1, RP11-892D10, RP11-1070N10, RP11-46J12 und RP11-952P19), die 

den Bruchpunktbereich von 650 Kb abdeckten, ausgewählt: Zwei der BAC-Klone 

(RP11-631H1 und RP11-892D10) erzeugten ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 14 

und dem derivativen Chromosom 14. Sie liegen daher proximal zum Bruchpunkt. Zwei 

andere BAC-Klone (RP11-46J12 und RP11-952P19) hybridisierten distal des 

Bruchpunktes und ergaben Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 14 und derivativen 

Chromosom 4. Der BAC-Klon RP11-1070N10 erzeugte split signals. Er hybridisierte 

zum einen auf dem Wildtyp-Chromosom 14 und zum anderen auf beiden derivativen 

Chromosomen 14 und 4 (Abb. 32). Er überspannt den Bruchpunkt.  
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Abb. 32: FISH mit dem BAC RP11-1070N10 als DNA-
Sonde an Metaphasechromosomen des Patienten 4. Die 
Sonde wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff SpectrumRed 
markiert, die Chromosomen wurden mit DAPI gegengefärbt. 
Die Sonde zeigte Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 14 
(WT14) sowie – mit unterschiedlichen Intensitäten – auf 
beiden derivativen Chromosomen 14 [der(14)] und 4 
[der(4)]. 

 

Die Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 25 zusammengefasst. 

BAC-Klone 
(cen tel) 

Zytogenetische Bande Signalzuordnung 
Signalintensitäten 
der(14) zu der(4) in [%]

RP11-631H1 14q32.13 WT14 + der(14) - 
RP11-892D10 14q32.13 WT14 + der(14) - 
RP11-1070N10 14q32.13 WT14 + der(14) + der(4) 80 zu 20 
RP11-46J12 14q32.13-q32.2 WT14 + der(4) - 
RP11-952P19 14q32.13-q32.2 WT14 + der(4) - 

Tab. 25: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 14q31.13. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC-Klone, deren zytogenetische Bande, die chromosomale Zuordnung der 
erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-Chromosom; der: 
derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 

 

Aufgrund der durchgeführten FISH-Analysen konnte der Bruchpunkt in 14q32.13 auf un-

gefähr 80 Kb eingegrenzt werden (Abb. 33). Datenbankrecherchen ergaben, dass in 

dem eingegrenzten Bruchpunktbereich ein Gen lokalisiert ist: TCL6 [T-cell 

leukemia/lymphoma 6 (non-protein coding)].  
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Abb. 33: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 14q32.13 mit BAC-Klonen sowie den 
dort lokalisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 14q31.13 
dargestellt, durch den hellgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 14q32.2 mit Größeneinteilung in 
Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) angegeben. Die Inserts der BAC-
Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Der rot dargestellte BAC-Klon lokalisiert 
proximal zum Bruchpunkt, die blauen BAC-Klone lokalisieren distal. Der grün eingezeichnete Klon ist 
bruchpunktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren Größe etwa 
80 Kb beträgt. Die Gene sind durch schwarze Pfeile in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische 
Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.6 Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer 16;17-Translokation 

bei Patient 5-1 

4.6.1 Patientenbeschreibung 

Der 27-jährige Patient 5-1 ist kleinwüchsig (-3,5 Standardabweichung) und hat kurze 

Gliedmaßen. Sein Kopfumfang beträgt 55 cm und liegt damit auf der 50. Perzentile. 

Ferner wurden bei dem Patienten moderate Dysmorphiezeichen festgestellt: tiefliegende 

Augen, schmale und prominente Stirn, kleine Ohren, kurze Augenbrauen und kurze 

Nase. Er hat beidseits einen Pes cavus (Hohlfuß) sowie abgeschwächte Sehnenreflexe. 

Patient 5-1 hat eine schwere Intelligenzminderung (Intelligenzquotient <30) und spricht 

nur wenige Worte. Darüber hinaus weist er Verhaltensauffälligkeiten mit stereotypischen 

Bewegungen und repetitiven Sequenzen auf. Ab dem zehnten Lebensmonat traten 

Fieberkrämpfe auf, gefolgt von generalisierten tonisch-klonischen Krampfanfällen bis 

zum 17. Lebensjahr, seitdem ist er anfallsfrei. Es wurden mehrere pathologische EEGs 

aufgezeichnet. Sie lassen paroxysmale, diffuse bilaterale Spike-Wave-Komplexe  

(3-4 c/s) mit temporaler Prädominanz erkennen. Eine CCT-Untersuchung ergab eine 

Erweiterung der Seitenventrikel. 
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4.6.2 Vorarbeiten 

Durch eine zytogenetische Untersuchung war eine mikroskopisch balanciert erscheinen-

de Translokation zwischen den Chromosomen 16 und 17 [46,XY,t(16;17)(p13.1;q11.2)] 

identifiziert worden. Eine erneute zytogenetische Untersuchung im Institut für Human-

genetik am UKE ergab, dass die Bruchpunkte in 16p13.2~p13.3 und 17q11.2 liegen 

(Abb. 34). Mithilfe einer Array-CGH-Untersuchung, durchgeführt im Institut für Human-

genetik am UKSH, Campus Kiel, wurde eine 85 Kb große Deletion in 17q12 festgestellt 

[arr cgh 17q12(33,682,40633,767,198 Mb)x1]. Die Deletion könnte möglicherweise im 

Translokationsbruchpunkt liegen; in diesem Fall würde es sich nicht um eine balancierte 

Translokation handeln. 

 

Abb. 34: Schematische Darstellung der 
Wildtyp- und der rearrangierten Chromo-
somen der 16;17-Translokation. Die Ideo-
gramme der Wildtyp-(WT) und derivativen 
(der) Chromosomen 16 (rot) und 17 (blau) 
sind dargestellt. Die schwarzen Wellenlinien 
markieren die zytogenetisch identifizierten 
Bruchpunktregionen in 16p13.2~p13.3 und 
17q11.2. 

 

In der Familie von Patient 5-1 gibt es drei weitere Translokationsträger mit ähnlichen 

klinischen Merkmalen (Abb. 35): der Vater des Patienten (Patient 5-2), die Tante 

väterlicherseits (Patientin 5-3) sowie der Cousin (Patient 5-4). Der Vater des Patienten 5 

und seine Tante weisen ebenfalls Verhaltensauffälligkeiten auf. Außerdem hatte der 

Vater vom neunten bis zum 18. Lebensjahr und die Tante vom 16. bis zum 

25. Lebensjahr tonisch-klonische Krampfanfälle. Beide haben außerdem Lern-

schwierigkeiten. Der Cousin zeigt wie Patient 5-1 Verhaltensauffälligkeiten, eine 

schwere Intelligenzminderung (IQ 40) sowie tonisch-klonische Anfälle vom 8. bis zum 

20. Lebensjahr. Zytogenetische Untersuchungen ergaben, dass alle betroffenen 

Familienmitglieder Träger der 16;17-Translokation sind; das bedeutet, dass der 

Krankheitsphänotyp mit der 16;17-Translokation segregiert. Die Großmutter 

väterlicherseits des Patienten 5-1 trug ebenfalls eine 16;17-Translokation. Über 

klinische Auffälligkeiten ist bei ihr nichts bekannt. 

46,XY,t(16;17)(p13.2~p13.3;q11.2) 
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Abb. 35: Familienstammbaum über drei Generationen des Patienten 5-1. Der Krankheitsphänotyp 
segregiert mit der 16;17-Translokation. „t(16;17)“ markiert die Individuen mit einem chromosomalen 
Rearrangement, Individuen mit einem normalen Karyotyp sind durch die Angabe „46,XX“ bzw. „46,XY“ 
gekennzeichnet. Der Indexpatient (Patient 5-1) ist durch einen schwarzen Pfeil kenntlich gemacht. Die 
Abkürzung „n.u.“ steht für „ zytogenetisch nicht untersucht“. 
 
In den Vorarbeiten konnte bereits ein bruchpunktüberspannender BAC-Klon für den 

Bruch in 16p13.2 identifiziert werden: Die FISH mit RP11-77E6 ergab ein Signal auf 

dem Wildtyp-Chromosom 16 sowie je ein Signal auf beiden derivativen Chromosomen 

16 und 17 (Abb. 36) (Lübker 2009).  

4.6.3 Bestätigung des bruchpunktüberspannenden Klons RP11-77E6 und 

anschließende Datenbankrecherche 

Eine FISH mit dem bruchpunktüberspannenden BAC-Klon RP11-77E6 (Abb. 36) wurde 

im Rahmen dieser Arbeit wiederholt. 
 

Abb. 36: FISH mit dem BAC RP11-77E6 als DNA-
Sonde an Metaphasechromosomen des Patienten 5-1. 
Die Sonde wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
SpectrumRed markiert, die Chromosomen wurden mit 
DAPI gegengefärbt. Die Sonde zeigte Signale auf dem 
Wildtyp-Chromosom 16 (WT16) sowie Signale mit einer 
Fluoreszenzintensität von 70% auf dem derivativen 
Chromosom 16 [der(16)] und 30% auf dem derivativen 
Chromosom 17 [der(17)]. 
 

 

Der identifizierte Bruchpunkt unterbricht das Gen GRIN2A (glutamate receptor, 

ionotropic, N-methyl D-aspartate 2A) direkt (Abb. 37). 
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Abb. 37: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 16p13.2 mit BAC-Klonen sowie dem 
dort lokalisierten Gen GRIN2A. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 16p13.2 
mit Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Telomer (tel) nach Zentromer (cen) angege-
ben. Die Inserts der BAC-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Der rot dargestellte 
BAC-Klon lokalisiert proximal zum Bruchpunkt, der blaue distal. Der grün eingezeichnete Klon ist bruch-
punktüberspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren Größe etwa 40 Kb 
beträgt. Das Gen GRIN2A ist durch einen schwarzen Pfeil in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikali-
sche Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.6.4 Bestätigung der Deletion in 17q12 und Eingrenzung der Bruchpunkt-

region in 17q11.2 mittels FISH und anschließende Datenbankrecherche 

Es wurden vier Fosmide innerhalb einer 165 Kb großen Region, welche die 85 Kb große 

Deletion in 17q12 enthält, ausgewählt und hybridisiert. Zwei Fosmid-Klone 

(G248P81921A8 und G248P85774A8) hybridisierten am Wildtyp-Chromosom 17 und 

am derivativen Chromosom 16 (Abb. 38 A und D). Interessanterweise erzeugten die 

anderen zwei Klone (G248P80628F7 und G248P84939H3), welche zwischen den 

beiden o.g. hybridisieren sollten, nur ein Signal auf dem derivativen Chromosom 16 

(Abb. 38 B und C). Demnach flankiert das Fosmid G248P81921A8 die Deletion proximal 

und das Fosmid G248P85774A8 die Deletion distal. Die zwei Fosmid-Klone, welche 

lediglich ein Signal erzeugten, liegen im deletierten Bereich. Da die Fosmide im 

deletierten Intervall auf dem derivativen Chromosom 16 hybridisierten, bedeutet das 

zum einen, dass die nun bestätigte 85 Kb große Deletion den 17q-Bruchpunkt nicht 

beinhaltet, zum anderen, dass die Deletion nicht auf dem derivativen Chromosom 17 

vorliegt, sondern auf dem Wildtyp-Chromosom 17. 
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Abb. 38: FISH mit den Fosmiden G248P81921A8 (A), G248P80628F7 (B), G248P84939H3 (C) und 
G248P85774A8 (D) als DNA-Sonden an Metaphasechromosomen von Patient 5-1. Die Sonden wurden 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff SpectrumRed markiert, die Chromosomen mit DAPI gegengefärbt. Die 
Sonden G248P81921A8 und G248P85774A8 zeigten jeweils Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 17 
(WT17) und derivativen Chromosom 16 [der(16)]. Die Sonden G248P80628F7 und G248P84939H3 zeigten 
nur Signale auf dem derivativen Chromosom 16 [der(16)]. 
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Abb. 39: Schematische Darstellung des Deletionsbereichs in 17q12 mit den ausgewählten Fosmiden 
sowie den dort lokalisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 
17q12 dargestellt, mit Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach 
Telomer (tel). Die Inserts der Fosmid-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Die blau 
dargestellten Fosmid-Klone begrenzen die Deletion distal und proximal. Die hellgrün dargestellten Fosmid-
Klone erzeugen nur ein Signal auf dem derivativen Chromosom 16, auf dem Wildtyp-Chromosom 17 ist 
dieser Bereich deletiert. Der hellgrau markierte Bereich zeigt den Deletionsbereich, dessen Größe etwa 
85 Kb beträgt. Die Gene sind durch schwarze Pfeile in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische 
Karte wurde nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

Durch die o.g. Analysen wurde die Translokationsbruchregion in 17q distal durch das 

Fosmid G248P81921A8 begrenzt. Daraufhin wurden FISH-Analysen mit acht weiteren 

BAC-Klonen (RP11-1095J4, RP11-1007K22, RP11-832J20, RP11-915B21, RP11-

348E14, RP11-449M14, RP11-1145F2 und RP11-663N22) durchgeführt, mit dem Ziel, 

den Bruchpunkt auch proximal einzugrenzen. Vier dieser Klone (RP11-1095J4, RP11-

1007K22, RP11-832J20 und RP11-915B21) ergaben je ein Signal auf dem Wildtyp-

Chromosom 17 und dem derivativen Chromosom 16. Dies bedeutet, dass der Bruch-

punkt weiter proximal liegt. Drei Klone (RP11-449M14, RP11-1145F2 und RP11-

663N22), die näher am Zentromer kartieren, hybridisierten auf dem Wildtyp-Chromosom 

17 und dem derivativen Chromosom 17. Der BAC-Klon RP11-348E14 ergab split 

signals (Abb. 40).  
 

Abb. 40: FISH mit dem BAC RP11-348E14 als DNA-
Sonde an Metaphasechromosomen des Patienten 5. Die 
Sonde wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff SpectrumRed 
markiert, die Chromosomen wurden mit DAPI gegengefärbt. 
Die Sonde zeigte Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 
17(WT17) und jeweils – mit unterschiedlichen Intensitäten – 
auf beiden derivativen Chromosomen 17 [der(17)] und 16 
[der(16)]. 
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Die beiden Translokationschromosomen 16 und 17 erbte Patient 5-1 von seinem Vater 

(Abb. 35). Folglich stammen das Wildtyp-Chromosom 16 und das Chromosom 17 mit 

der Deletion von der Mutter. Um zu überprüfen, ob die 17q12-Deletion auch bei der 

Mutter vorliegt oder beim Patienten 5-1 neu auftrat, wurden FISH mit den Fosmid-

Klonen G248P80628F7 und G248P84939H3 (Abb. 38 B und C) an Metaphase-

chromosomen seiner Mutter durchgeführt: Die beim Patienten nachgewiesene Deletion 

trägt auch seine phänotypisch unauffällige Mutter (Daten nicht gezeigt). Es handelt sich 

also um eine vererbte Deletion, die höchstwahrscheinlich keine klinische Relevanz hat. 

Die Ergebnisse der FISH-Analysen sind in folgender Tabelle aufgeführt: 
 

BAC- und Fosmid-Klone 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten 
der(17) zu der(16) in [%] 

RP11-663N22 17q11.1 WT17 + der(17) - 
RP11-1145F2 17q11.2 WT17 + der(17) - 
RP11-449M14 17q11.2 WT17 + der(17) - 
RP11-348E14 17q11.2 WT17 + der(17) + der(16) 60 zu 40 
RP11-915B21 17q11.2 WT17 + der(16) - 
RP11-832J20 17q11.2 WT17 + der(16) - 
RP11-1007K22 17q11.2 WT17 + der(16) - 
RP11-1095J4 17q11.2 WT17 + der(16) - 
G248P81921A8 17q12 WT17 + der(16) - 
G248P80628F7 17q12 der(16) - 
G248P84939H3 17q12 der(16) - 
G248P85774A8 17q12 WT17 + der(16) - 

Tab. 26: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Bruchpunktes in 17q11.2 und 
Bestätigung der 17q12-Deletion. Angegeben sind die Bezeichnungen der BAC- und Fosmid-Klone, 
deren zytogentische Bande, die chromosomale Zuordnung der erhaltenen Hybridisierungssignale sowie 
Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-Chromosom; der: derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: 
Telomer. 

 

Die Datenbankrecherche für den Chromosomenbruch in 17q11.2 ergab, dass in dem 

40 Kb großen Bruchpunktbereich fünf Gene liegen: TMEM97 (transmembrane protein 

97), IFT20 (intraflagellar transport 20 homolog), TNFAIP1 [tumor necrosis factor, alpha-

induced protein 1 (endothelial)], POLDIP2 (polymerase (DNA-directed), delta interacting 

protein 2), TMEM199 (transmembrane protein 199); eins könnte direkt unterbrochen 

sein.  
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Abb. 41: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 17q11.2 mit BAC-Klonen sowie den 
dort lokalsisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 17q11.2 mit 
Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) angegeben. 
Die Inserts der BAC-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Der rot dargestellte BAC-
Klon hybridisiert proximal zum Bruchpunkt, der blaue distal. Der grün eingezeichnete Klon ist bruchpunkt-
überspannend. Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren Größe etwa 40 Kb beträgt. 
Die Gene sind durch schwarze Pfeile in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische Karte wurde nach 
UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.7 Physikalische Kartierung der Bruchpunkte einer X;13-Translokation 

bei Patientin 6 

4.7.1 Patientenbeschreibung 

Bei der Patientin 6 wurde eine Entwicklungsverzögerung mit ausgeprägter 

Intelligenzminderung (IQ 45) festgestellt. Sie weist einige faziale Dysmorphiezeichen, 

wie eine Synophrys (zusammengewachsene Augenbrauen) und einen Dolichozephalus 

(schmaler, langer Schädel), auf. Darüber hinaus hat Patientin 6 eine überzählige 

Brustwarze. 

4.7.2 Vorarbeiten 

Eine zytogenetische Untersuchung hatte eine mikroskopisch balanciert erscheinende 

Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen X und 13 

[46,XX,t(X;13)(q24;q22)] ergeben. Eine wiederholte Chromosomenanalyse am Institut 

für Humangenetik des UKE ergab den Karyotyp 46,XX,t(X;13)(q25;q22) (Abb. 42). Eine 

Array-CGH-Untersuchung, die am Institut für Humangenetik des UKSH, Campus Kiel, 

durchgeführt wurde, zeigte keine genomischen Imbalancen. 
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Abb. 42: Schematische Darstellung der Wildtyp- und 
der rearrangierten Chromosomen der X;13-Trans-
lokation. Die Ideogramme der Wildtyp- (WT) und 
derivativen (der) Chromosomen X (rot) und 13 (blau) sind 
dargestellt. Die schwarzen Wellenlinien markieren die 
zytogenetisch identifizierten Bruchpunktregionen in Xq25 
und 13q22. 

 

Der Bruchpunkt in 13q22 wurde bereits in Vorarbeiten mittels FISH-Analysen unter Ver-

wendung der BAC-Klone RP11-459P23 und RP11-132L12 auf 800 Kb (in 13q22.1-

q22.2) eingegrenzt. Auf dem X-Chromosom wurde mittels FISH vermutlich eine 

Mikroduplikation in der Bruchpunktregion identifiziert, da vier aufeinanderfolgende, 

teilweise überlappende BAC-Klone (RP11-1079G24, RP11-100L19, RP11-517O1 und 

RP11-91F16) split signals ergaben (Lübker 2009). Ein BAC-Klon, der die Duplikation 

und den Bruchpunkt proximal begrenzt, war bisher nicht identifziert worden. Es wurde 

vermutet, dass die Duplikation und der Translokationsbruchpunkt auf dem X-

Chromosom übereinstimmen. 

4.7.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 13q22 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Zur weiteren Eingrenzung der Bruchpunktregion in 13q22 wurden insgesamt drei BAC-

Klone verwendet. Ein BAC-Klon (RP11-285E18) hybridisierte proximal des Bruchpunk-

tes, je auf dem Wildtyp- und dem derivativen Chromosom 13. Ein anderer Klon (RP11-

138N13) zeigte ein Signal am Wildtyp-Chromosom 13 und am derivativen X-

Chromosom. Folglich liegt er distal zum Bruchpunkt. Der BAC-Klon RP11-157E11 ergab 

split signals (Abb. 43). Die Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 27 

zusammengefasst. 
 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordung 
Signalintensitäten 
der(13) zu der(X) in [%] 

RP11-285E18 13q22.1 WT13 + der(13) - 
RP11-157E11 13q22.1 WT13 + der(13) + der(X) * 
RP11-138N13 13q22.2 WT13 + der(X) - 

Tab. 27: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des 13q22.1-Bruchpunktes. Angegeben 
sind die Bezeichnungen der BAC-Klone, deren zytogentische Bande, die chromosomale Zuordnung der 
erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu Signalintensitäten. WT: Wildtyp-Chromosom; der: 
derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. * Keine Angabe aufgrund fehlender Unterschei-
dungskriterien für Wildtyp- und derivatives Chromosom 13. 

46,XX,t(X;13)(q25;q22) 

 WTX  der(X) WT13  der(13) 

Xq25 
13q22
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Abb. 43: FISH mit dem BAC RP11-157E11 als 
DNA-Sonde an Metaphasechromosomen der 
Patientin 6. Die Sonde wurde mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff SpectrumGreen markiert, die 
Chromosomen wurden mit DAPI gegengefärbt. Die 
Sonde zeigte Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 
13, dem derivativen Chromosom 13 sowie dem 
derivativen X-Chromosom [der(X)]. Eine Unter-
scheidung zwischen Wildtyp- und derivativen 
Chromosom 13 ist aufgrund der ähnlichen Morpho-
logie nicht möglich. 

 

Der Bruchpunkt in 13q22.1 konnte mittels FISH-Analysen auf etwa 160 Kb eingegrenzt 

werden. Datenbankrecherchen zeigten, dass in dem Bruchpunktbereich selbst kein Gen 

liegt. Stromaufwärts, ungefähr 80 Kb vom Bruchpunktbereich entfernt, liegt das nicht-

proteinkodierende Gen BC043259 (Abb. 44).  
 

 
Abb. 44: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 13q22 mit BAC-Klonen sowie dem dort 
lokalisierten Gen BC043259. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 13q22.1 
dargestellt, der hellere graue Balken stellt einen Ausschnitt der Region 13q22.2 dar. Die Größeneinteilung 
in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) ist angegeben. Die Inserts der 
BAC-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Der rot dargestellte BAC-Klon lokalisiert 
proximal zum Bruchpunkt, der blaue distal. Der grün eingezeichnete Klon ist bruchpunktüberspannend. Der 
hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion, deren Größe etwa 160 Kb beträgt. Das Gen 
BC043259 ist durch einen schwarzen Pfeil in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische Karte wurde 
nach UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 
 

4.7.4 Eingrenzung der Bruchpunktregion in Xq25 mittels FISH und 

anschließende Datenbankrecherche 

Ziel der weiteren FISH-Analysen war es, proximal des Bruchpunktes und der Mikrodupli-

kation gelegene BAC-Klone zu identifizieren, sowie den Bereich von distal weiter einzu-

grenzen. Daher wurden insgesamt 11 Klone in FISH-Analysen eingesetzt. Von diesen 

hybridisierten sechs BAC-Klone (RP11-322B4, RP11-235J12, RP11-689O13, RP11-
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898G24, RP11-722M13 und RP11-803B16) proximal des Bruchpunktes und der 

Duplikation, je auf dem Wildtyp- und dem derivativen X-Chromosom. Ein anderer Klon 

(RP11-103K12) zeigte ein Signal am Wildtyp-X-Chromosom und am derivativen 

Chromosom 13 (Abb. 45C). Dieser BAC-Klon hybridisierte also proximal der Mikro-

duplikation und gleichzeitig proximal der Bruchpunktregion. Fünf Klone (CTD-3168N18, 

RP11-60E17, RP11-91F16, RP11-434C8 und RP11-411L7) ergaben split signals. Sie 

hybridisierten auf dem Wildtyp-X-Chromosom sowie auf dem derivativen X-Chromosom 

und dem derivativen Chromosom 13. Diese Klone überspannen den Bruchpunkt bzw. 

liegen innnerhalb des etwa 860 Kb großen duplizierten Bereiches (Abb. 46). Die 

Resultate der FISH-Analysen sind in Tab. 28 zusammengefasst. 
 

BAC-Klon 
(cen tel) 

Zytogenetische 
Bande  

Signalzuordnung 
Signalintensitäten  
der(X) zu der(13) in [%] 

RP11-322B4 Xq25 WTX + der(X) - 
RP11-235J12 Xq25 WTX + der(X) - 
RP11-689O13 Xq25 WTX + der(X) - 
RP11-898G24 Xq25 WTX + der(X) - 
RP11-722M13 Xq25 WTX + der(X) - 
RP11-803B16 Xq25 WTX + der(X) - 
CTD-3168N18 Xq25 WTX + der(X) + der(13) * 
RP11-60E17 Xq25 WTX + der(X) + der(13) * 
RP11-91F16 Xq25 WTX + der(X) + der(13) * 
RP11-434C8 Xq25 WTX + der(X) + der(13) * 
RP11-411L7 Xq25 WTX + der(X) + der(13) * 
RP11-103K12 Xq25 WTX + der(13) - 

Tab. 28: Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des Xq25-Bruchpunktes und Bestimmung 
der Mikroduplikation in Xq25. Angegeben sind die Bezeichnungen der BAC-Klone, deren chromosomale 
Lokalisation, die chromosomale Zuordnung der erhaltenen Hybridisierungssignale sowie Werte zu 
Signalintensitäten. WT: Wildtyp-Chromosom; der: derivatives Chromosom; cen: Zentromer; tel: Telomer. 
* Keine Angabe aufgrund fehlender Unterscheidungskriterien für Wildtyp-X- und derivatives X-
Chromosom. 

 

Abb. 45: FISH mit dem BAC CTD-
3168N18 als DNA-Sonde an Meta-
phasechromosomen von Patientin 6.
Die Sonden wurden mit dem Fluores-
zenzfarbstoff SpectrumGreen markiert,
die Chromosomen mit DAPI gegen-
gefärbt. Die Sonde CTD-3168N18 zeigte 
Signale auf dem Wildtyp-X-Chromosom, 
auf dem derivativen X-Chromosom und
dem derivativen Chromosom 13 
[der(13)]. Eine Unterscheidung zwischen 
Wildtyp-X- und derivatem X-Chromosom 
ist aufgrund der ähnlichen Morphologie 
nicht möglich. 
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Im Institut für Humangenetik des UKSH, Campus Kiel, erfolgte eine Reanalyse der 

Array-CGH-Daten, welche die durch FISH-Analysen entdeckte Duplikation bestätigen 

konnte. Sie wurde folgendermaßen angegeben: X: 122,772,770-123,630,959; 858 Kb 

(GRCh37/hg19). Die durch FISH-Analysen und Array-CGH bestimmte Mikrodupli-

kationsgröße im Bruchpunktbereich von 858 Kb bzw. 860 Kb stimmt nahezu überein. 

 

Abb. 46: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion und Mikroduplikation in Xq25 sowie den 
dort lokalisierten Genen. Durch einen dunkelgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region Xq25 mit 
Größeneinteilung in Megabasen (Mb) in Orientierung von Zentromer (cen) nach Telomer (tel) angegeben. 
Die Inserts der BAC-Klone sind durch verschiedenfarbige Balken gekennzeichnet. Die rot dargestellten 
BAC-Klone lokalisieren proximal zum Bruchpunkt und zur Mikroduplikation, der blaue distal, und grün ein-
gezeichnete Klone sind bruchpunktüberspannend bzw. liegen innerhalb des duplizierten Bereiches. Der 
hellgrau markierte Bereich zeigt die Bruchpunktregion bzw. den duplizierten Bereich, dessen Größe etwa 
860 Kb beträgt. Die Gene GRIA3, DM004289, THOC2, XIAP, STAG2, SH2D1A und ODZ1 sind durch 
schwarze Pfeile in 5’3’-Orientierung dargestellt. Die physikalische Karte wurde nach UCSC Genome 
Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly erstellt. 

 

Datenbankrecherchen ergaben, dass sich fünf Gene innerhalb des duplizierten Berei-

ches bzw. der Bruchpunktregion befinden: THOC2 (THO complex 2), XIAP (X-linked 

inhibitor of apoptosis), STAG2 (stromal antigen 2), SH2D1A (SH2 domain containing 

1A) und ODZ1 (odz, odd Oz/ten-m homolog 1). Ein weiteres Gen liegt in der Nähe des 

Bruchpunktbereiches bzw. der Mikroduplikation: GRIA3 (glutamate receptor, 

ionotrophic, AMPA 3).  
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5 Diskussion 

5.1 Eingrenzung der Bruchpunkte der 2;8-Translokation bei Patientin 1 

auf 40 bzw. 80 Kb 

5.1.1 Der Phänotyp der Patientin 1 ist vermutlich unabhängig von der 2q13-

Bruchpunktregion 

Patientin 1 zeigt drei auffällige klinische Merkmale: schwere Intelligenzminderung, 

Verhaltensauffälligkeiten mit autistischen Zügen sowie Krampfanfälle. Serielle FISH-

Analysen an den Metaphasechromosomen von Patientin 1 konnten den Bruchpunkt-

bereich in 2q13 auf 40 Kb eingrenzen. Datenbankrecherchen ergaben, dass durch 

dieses Bruchereignis das ACOXL (acyl-CoA oxidase-like)-Gen direkt rupturiert ist.  

Über das ACOXL-Gen und die Funktion des von diesem kodierten Proteins ist wenig 

bekannt. Das Genprodukt zeigt Acyl-CoA-Dehydrogenase-Aktivität und Acyl-CoA-

Oxidase-Aktivität. Es ist am Prozess der β-Oxidation der Fettsäuren beteiligt (Gene 

Ontology). Polymorphismen in ACOXL sind mit einem erhöhten Risiko für die 

chronische lymphatische Leukämie (CLL) assoziiert (Di Bernardo et al. 2008; Lan et al. 

2010; Slager et al. 2010; Slager et al. 2011).  

Recherchen in der Datenbank Decipher ergaben 15 Personen, die im Bereich des 

Bruchpunktes eine Deletion oder Duplikation aufweisen. Neun dieser Imbalancen sind 

Deletionen, sechs sind Duplikationen. Sechs der Deletionen, die in ihrer Größe 

zwischen 1,44 bis 9,7 Mb variieren, verursachen keinen auffälligen Phänotyp. Auch zwei 

der nachgewiesenen Duplikationen, 1,93 und 17,65 Mb groß, wurden bei gesunden 

Personen detektiert. Jene Imbalancen, die bei phänotypisch auffälligen Patienten 

festgestellt wurden, umfassen sechs bis 181 Gene, so dass die Ursache des Phänotyps 

sehr viel wahrscheinlicher bei einem anderen Gen zu suchen ist. Hinzu kommt, dass 

eine Haploinsuffizienz des Gens ACOXL nach Informationen der Datenbank Decipher 

als sehr unwahrscheinlich einzuschätzen ist. Schließlich sind in der Datenbank 

Database of Genomic Variants in der Bruchpunktregion 2q13 zwei Deletionen und drei 

CNVs, davon zwei Duplikationen und eine Deletion, bei gesunden Individuen 

ausgewiesen.  

Zusammengefasst scheint der Bruchpunkt in oder in der Nähe von ACOXL in keinem 

Zusammenhang mit dem Phänotyp von Patientin 1 zu stehen. 
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5.1.2 CSMD3 ist das Kandidatengen für den Phänotyp von Patientin 1  

Durch FISH-Analysen konnte der Bruchpunkt in 8q23.3 auf etwa 80 Kb eingegrenzt 

werden. Datenbankrecherchen ergaben, dass durch die Translokation kein Gen disrup-

tiert ist. Das Gen CSMD3 (CUB and Sushi multiple domains 3) liegt etwa 310 Kb 

proximal zum Bruchpunkt. Es überspannt 1,2 Mb in 8q23, beinhaltet 73 Exons und 

kodiert für ein Transmembranprotein (Shimizu et al. 2003) (Abb. 47).  

Über die Proteinfunktion von CSMD3 ist wenig bekannt. Es gibt allerdings 

Anhaltspunkte dafür, dass Proteine, welche eine CUB-Domäne beinhalten, in der 

Embryogenese und bei der Organentwicklung beteiligt sind (Bork und Beckmann 1993). 

Der CUB-Domäne werden Aufgaben bei Protein-Protein- bzw. Protein-Liganden-

Interaktionen zugesprochen, so dass angenommen wird, dass CSMD3 entweder ein 

Transmembranrezeptor oder ein Adhäsionsprotein ist (Lau und Scholnick 2003). 

Humanes CSMD3 wird im Gehirn und im Hoden exprimiert (Shimizu et al. 2003). 

Oeschger et al. (2012) haben bei Mäusen ein entwicklungsabhängiges Expressions-

muster von Csmd3 im Kortex, insbesondere in der Subplatte, gezeigt. Daher wird 

angenommen, dass CSMD3 an grundlegenden neuronalen Funktionen beteiligt ist 

(Oeschger et al. 2012). 

 

 

Abb. 47: Schematische Darstellung des CSMD3-Proteins. In 
unterschiedlichen Farben sind die verschiedenen Protein-
domänen und -motive von CSMD3 dargestellt. Eine Lipid-
doppelschicht einer Zellmembran ist gezeigt. Die Beschriftung 
N steht für den N-Terminus, C für den C-Terminus und pTyr für 
ein Tyrosin, welches phosphoryliert werden kann (Lau und 
Scholnick 2003; Shimizu et al. 2003). (Abbildung modifiziert 
nach Georg Rosenberger) 

 

Zwei bekannte Krankheitsgene zentromerisch zu CSMD3 sind TRPS1 und EXT1. Eine 

Deletion oder Mutation des TRPS1-Gens führt zum Tricho-rhino-phalangealen Syndrom 

Typ I (TRPSI) (Momeni et al. 2000; Lüdecke et al. 2001). Für das TRPS sind kranio-

faziale und skelletale Anomalien charakteristisch (Giedion 1966; Lüdecke et al. 2001). 

Mutationen oder Deletionen des EXT1-Gens verursachen multiple kartilaginäre Exosto-
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sen (Kim et al. 2001). Sowohl Mutationen in TRPS1 als auch solche in EXT1 wurden mit 

Kleinwuchs assoziiert (Riedl et al. 2004). Eine etwas größere Deletion der Gene TRPS1 

und EXT1 verursacht die Kombination der zwei verschiedenen Erkrankungsbilder und 

wird als TRPSII bezeichnet (Hou et al. 1995; Lüdecke et al. 1995). Patienten mit TRPS 

zeigen nicht generell eine Intelligenzminderung. Patienten mit TRPSI und einer sub-

mikroskopischen Deletion oder einer Punktmutation im TRPS1-Gen haben in der Regel 

eine normale Intelligenz (Brandt et al. 1997; Nardmann et al. 1997; Sasaki et al. 1997; 

Lüdecke et al. 1999). Allerdings ist bei vielen Patienten mit TRPSII sowie bei Patienten 

mit TRPSI und einer zytogenetisch sichtbaren Deletion in 8q23 eine Intelligenz-

minderung beschrieben (Yamamoto et al. 1989; Hamers et al. 1990). Die Intelligenz-

minderung scheint mit der Größe der interstitiellen 8q-Deletion zu korrelieren (Hamers et 

al. 1990; Lüdecke et al. 1991). Daher wird die Intelligenzminderung einiger Patienten mit 

einem TRPS auf die Deletion eines Gens, welches in der Nähe der Gene TRPS1 und 

EXT1 liegt, zurückgeführt (Nardmann et al. 1997; Lüdecke et al. 1999). Weiterführende 

Untersuchungen von Patienten mit TRPSII zeigten, dass bei Patienten mit normaler 

Intelligenz das Gen CSMD3 immer intakt ist, während bei einem Teil der Patienten mit 

Intelligenzminderung CSMD3 deletiert ist (Lüdecke et al. 1991). Daher wird an-

genommen, dass eine Haploinsuffizienz von CSMD3 Intelligenzminderung verursachen 

kann (Riedl et al. 2004). 

Bei einigen Patienten mit TRPSII wurden EEG-Veränderungen und Krampfanfälle be-

schrieben (Langer et al. 1984). Dies könnte darauf hindeuten, dass CSMD3 auch für 

Krampfanfälle verantwortlich ist (Riedl et al. 2004). CSMD3 wurde bereits als 

Kandidatengen für die benigne familiäre myoklonische Epilepsie (BAFME) 

vorgeschlagen, allerdings konnte bei sieben betroffenen Patienten keine Mutation in der 

proteinkodierenden Sequenz detektiert werden (Shimizu et al. 2003). 

Zwei de novo Translokationen mit jeweils einem Bruchpunkt in 8q23 geben weitere 

Evidenz für eine Assoziation von CSMD3 mit neurologischen Erkrankungen. Der Bruch-

punkt lag hierbei 1,1 Mb proximal bzw. 2,8 Mb distal vom CSMD3-Gen. Bei beiden 

Patienten bestand eine Intelligenzminderung und Autismus, bei einem von ihnen zusätz-

lich auch Epilepsie (Floris et al. 2008). Ursächlich ist hier möglicherweise der Verlust 

eines cis-regulatorischen Elements durch die Translokationen, wodurch es zu einer 

Veränderung der zeitlichen, örtlichen und/oder quantitativen Expression von CSMD3 

gekommen sein könnte. Schließlich wurde in einer weiteren Studie bei einer Familie mit 

autosomal dominant vererbter Epilepsie der maximale logarithm of the odds score 

(LOD-Score) innerhalb des CSMD3-Gens nachgewiesen (Mikami et al. 1999) (Abb. 48). 
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Der LOD-Score gibt die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung an; ein sehr hoher LOD-

Score gibt einen sicheren Hinweis darauf, dass das Krankheitsgen in der Nähe des 

Markers lokalisiert ist. 
 

 

Abb. 48: Schematische Darstellung eines Auschnitts von 8q23.3 mit den dort lokalisierten Genen 
CSMD3, TRPS1 und EXT1 sowie Fallbeschreibungen aus der Literatur. Gezeigt ist ein etwa 7 Mb 
großer Ausschnitt aus 8q23.3. Die Gene sind durch schwarze Pfeile in ihrer 5‘3‘-Orientierung dargestellt. 
Die drei BAC-Klone RP11-946L20, RP11-47H9 und RP11-118J9 sind bruchpunktüberspannende Klone 
von Translokationen, deren Träger die darunter aufgeführten phänotypischen Merkmale zeigen. Die zwei 
genetischen Marker D8S1779 und D8S555 begrenzen das Intervall des maximalen LOD-Scores bei einer 
Familie mit autsomal dominanter Epilespie. Die grau schraffierte Fläche markiert die detektierte Deletion 
von EXT1, TRPS1 und CSMD3 bei Patienten mit entsprechend aufgelisteten klinischen Merkmalen. Die 
humangenetischen Untersuchungsergebnisse dieser Patienten weisen darauf hin, dass CSMD3 ein 
Kandidatengen für neurologische Erkrankungen ist. 

 

Die Translokation bei Patientin 1 führt nicht zu einer direkten Unterbrechung von 

CSMD3; daher müsste sich ein Positionseffekt auf dieses Gen auswirken. Durch die 

Translokation könnte es zur Entkopplung von regulatorischen Elementen und in Folge 

dessen zu einer veränderten Expression von CSMD3 gekommen sein. Mithilfe der 

Datenbank Vista Enhancer Browser konnte ein HCNE, hs919, identifiziert werden, das 

vermutlich regulatorisches Potential hat. Das HCNE hs919 wird in Mäuseembryonen in 

den Extremitäten exprimiert, weshalb es eher nicht die Expression von CSMD3 reguliert. 

Weitere HCNEs konnten mithilfe der UCSC Datenbank detektiert werden (Abb. 49).  
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Abb. 49: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von DNA-Sequenz-
elementen zwischen den Genen CSMD3 und TRPS1 in 8q23.3. Gezeigt ist ein etwa 3,5 Mb großer Aus-
schnitt aus 8q23.3. Die Gene CSMD3 und TRPS1 sind rot umrandet. Die orange markierte Region 
beinhaltet die distal des Bruchpunktes gelegene Region. Die hellblauen „Peaks“ geben die Regulatory 
Potential Scores wieder, die aus Sequenzvergleichen von bekannten regulatorischen Einheiten von 
Mensch, Schimpanse, Makake, Maus, Ratte, Hund und Kuh abgeleitet werden. Die dunkelblauen „Peaks“ 
zeigen den Konservierungsgrad, der aus Sequenzvergleichen von 28 Spezies ermittelt wird. Der rote Pfeil 
zeigt auf die DNA-Sequenz hs919. Die schwarzen Pfeile zeigen auf weitere DNA-Sequenzen, die sowohl 
konserviert sind als auch regulatorisches Potential haben. Die graue Fläche gibt den Bruchpunkt bei der 
Patientin 1 an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt. 

 

Zusammenfassend ist ein Positionseffekt auf CSMD3 – insbesondere aufgrund der 

oben genannten Fallbeschreibungen (Abb. 48) und des Expressionsmusters – als 

Ursache für den Phänotyp der Patientin 1 denkbar. 

5.2 Eingrenzung der Bruchpunkte der 9;13-Translokation bei Patient 2 auf 

20 bzw. 10 Kb 

5.2.1 GRIN3A als mögliches Kandidatengen für den Phänotyp von Patient 2 

Wie der klinischen Beschreibung (siehe 4.3.1) zu entnehmen ist, stehen die Mikro-

zephalie, globale Entwicklungsverzögerung mit muskulärer Hypotonie und eine wahr-

scheinlich postaxiale Hexadaktylie bei Patient 2 im Vordergrund. Serielle FISH-Analysen 

führten zu einer Eingrenzung des Bruchpunktes in 9q31.1 auf 20 Kb. Die sich an-

schließende Datenbankrecherche ergab, dass kein Gen direkt disruptiert wurde; dieser 

Bruchpunkt befindet sich in einer genarmen Region. 

Bei 19 Individuen wurden interstitielle Deletionen und andere strukturelle 

Chromosomenanomalien die Region 9q31.1 betreffend beschrieben (Ying et al. 1982; 

Worsham et al. 1989; Farrell et al. 1991; Robb et al. 1991; Kroes et al. 1994; Shimkets 

et al. 1996; Kleyman et al. 1997; Paoloni-Giacobino et al. 2000; Coulomb L'Herminé et 

al. 2002; Olivieri et al. 2003; Haniffa et al. 2004; Midro et al. 2004; Chen et al. 2006; van 

Bon et al. 2008; de Ravel et al. 2009; Yamamoto et al. 2009). Die Betroffenen zeigen 

unterschiedliche phänotypische Eigenschaften; allerdings ist allen Patienten eine Intelli-

genzminderung unterschiedlichen Ausmaßes gemeinsam. Bei vielen finden sich eine 

muskuläre Hypotonie, ein Mikrozephalus sowie Auffälligkeiten der Hand- und 

Fußstrukturen (Abb. 50). 
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Abb. 50: Schematische Darstellung von 
Chromosom 9, der Lokalisation der 
Bruchpunktregion in 9q31.1 von 
Patient 2, weiteren strukturellen Chro-
mosomenanomalien in 9q31.1 und 
Angabe, ob die phänotypischen Eigen-
schaften des Patienten 2 bei den 
Betroffenen bestehen. Das Ideogramm 
des Chromosoms 9 ist dargestellt. Durch 
den roten Strich ist die Bruchpunktregion 
des Patienten in 9q31.1 gekennzeichnet. 
Durch die schwarzen senkrechten Striche 
ist die Lokalisation von beschriebenen 
strukturellen Chromosomenanomalien an-
gegeben. Darüber ist eine tabellarische 
Übersicht der phänotypischen Eigen-
schaften der betroffenen Individuen zu 
finden. In Prozentzahlen ist angegeben, 
wie viele eine Intelligenzminderung, eine 
muskuläre Hypotonie, eine Mikrozephalie 
sowie Hand- und Fußfehlbildungen zeigen. 
Die Rechnungen beziehen sich auf die 
Patientenanzahl mit entsprechender 
Angabe. „/“ steht für nicht angegeben, „+“ 
bedeutet, dass das klinische Merkmal beim 
Patienten nachweisbar war und „-", dass 
dieses Merkmal nicht festgestellt werden 
konnte.  

 

Durch Vergleich der phänotypischen Merkmale von Patienten mit unterschiedlichen 9q-

Deletionen konnten bereits mehrere Kandidatengene für Krankheiten – z.B. das INVS-

Gen für die Transposition der großen Arterien (van Bon et al. 2008) oder das NBCCS-

Gen für das Gorlin-Syndrom (Shimkets et al. 1996) – identifiziert werden. Interstitielle 

Deletionen in 9q scheinen mit einer Intelligenzminderung assoziiert zu sein. Allerdings 

ist es bislang weder durch Erarbeitung der minimal region of overlapp (MRO) (Midro et 

al. 2004; Kulharya et al. 2008; van Bon et al. 2008) noch durch Vergleich der individu-

ellen phänotypischen Charakteristika (Kroes et al. 1994; Midro et al. 2004; Kulharya et 

al. 2008; Yamamoto et al. 2009) gelungen, ein Kandidatengen für Intelligenzminderung 

zu identifizieren. 

Ein mögliches Kandidatengen in 9q31.1 ist GRIN3A (glutamate receptor, ionotropic, N-

methyl-D-aspartate 3A). Es kartiert etwa 620 Kb proximal zum Bruchpunkt von Patient 2 

und kodiert für die NR3A-Untereinheit der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren 

(siehe auch Patient 5). N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren gehören zur Super-

familie der Glutamat-Ionenkanäle. Sie sind in Neuronen des zentralen Nervensystem 

lokalisiert (Andersson et al. 2001). NMDA-Rezeptoren sind funktionell maßgeblich 
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beteiligt an der neuronalen Entwicklung (Perez-Otano und Ehlers 2004), an der 

synaptischen Plastizität (Cull-Candy und Leszkiewicz 2004), an der Lern- und 

Gedächtnisleistung des Gehirns (Malenka et al. 1999) sowie an der Neurodegeneration 

(Strijbos et al. 1996).  

NR3A bildet entweder mit NR1- und NR2-Untereinheiten oder nur mit NR1 Heteromere 

(Al-Hallaq et al. 2002; Ulbrich und Isacoff 2008), einen sowohl liganden- als auch 

spannungsgesteuerten Ionenkanal, vor allem für Ca2+-Ionen (Cull-Candy et al. 2001). 

NMDA-Rezeptoren können durch extrazellulär lokalisierte Mg2+-Ionen blockiert werden 

(Dingledine et al. 1999). Durch Anwesenheit der NR3A-Untereinheit wird die Aktivität 

des Rezeptors verringert und die Permeabilität für Ca2+-Ionen sowie die Sensitivität für 

eine Blockade durch Mg2+-Ionen herabgesetzt (Das et al. 1998; Perez-Otano et al. 2001; 

Sasaki et al. 2002; Tong et al. 2008). 

In-situ-Hybridisierungen zeigten, dass humane GRIN3A-mRNA und Grin3A-mRNA von 

Nagetieren in weiten Teilen des ZNS exprimiert wird (Ciabarra et al. 1995; Sucher et al. 

1995; Eriksson et al. 2001; Wong et al. 2002). Es wurde sowohl beim Menschen als 

auch bei Tieren ein entwicklungsabhängiges Expressionsmuster festgestellt. NR3A wird 

postnatal stark exprimiert und anschließend herunterreguliert (Ciabarra et al. 1995; 

Sucher et al. 1995; Sun et al. 1998; Al-Hallaq et al. 2002; Sasaki et al. 2002; Wong et al. 

2002; Ishihama und Turman 2006; Perez-Otano et al. 2006; Henson et al. 2008). Daher 

soll NR3A eine besondere Rolle bei der frühkindlichen neuronalen Entwicklung spielen 

(Ciabarra et al. 1995; Sucher et al. 1995).  

Untersuchungen an transgenen Mäusen gaben weitere Anhaltspunkte für die 

Bedeutung von NR3A bei der neuronalen Entwicklung. Eine verlängerte Expression von 

NR3A reduziert das Synapsenwachstum und die Ausbildung von dendritischen Dornen, 

so dass die Reifung von Synapsen verhindert wird (Roberts et al. 2009). Entsprechend 

wurde bei homozygoten Knockout-Mäusen eine verstärkte NMDA-Rezeptor-Antwort 

sowie eine erhöhte Anzahl an dendritischen Dornen in zerebrokortikalen Neuronen 

nachgewiesen (Das et al. 1998). Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, 

dass NR3A durch Modulieren der NMDAR-Aktivität an der Entwicklung von Synapsen 

beteiligt ist (Das et al. 1998; Wong et al. 2002). 

Ein weiteres Indiz dafür, dass GRIN3A ein plausibles Kandidatengen für die klinischen 

Kennzeichen beim Patienten 2 ist, sind Ergebnisse von Untersuchungen an Rippen-

knorpeln von Ratten und Mittelfußknochen von Mäuseembryonen. Diese zeigen, dass 

die Entwicklung von Knochen- und Knorpelgewebe durch NR1/NR3A-Ionenkanäle 

reguliert wird (Abb. 51) (Takarada et al. 2009). 
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Abb. 51: Schematische Darstellung der 
Inhibition der chondrogenen Differenzierung 
durch D-Serin an NMDA-Rezeptoren. Extra-
zelluläres D-Serin kann als Antagonist den 
Glycin-abhängigen NMDA-Rezeptor, welcher 
aus NR1- und NR3A-Untereinheiten zusammen-
gesetzt ist und von hypertrophen Chondrozyten 
exprimiert wird, inhibieren. Die Transkriptions-
aktivität wird verringert, was die Differenzierung 
der Chondrozyten verzögert [Abbildung modi-
fiziert nach Takarada et al. (2009)]. 

 

Das Gen PRG-3 (plasticity-related gene 3), auch als LPPR1 (lipid phosphate 

phosphatase-related protein type 1) bekannt, ist das zweite denkbare Kandidatengen für 

Intelligenzminderung. Es liegt rund 1,2 Mb proximal zum Bruchpunkt auf Chromosom 9 

und kodiert für ein Mitglied der plasticity-related gene (PRG)-Familie (Savaskan et al. 

2004). Die PRG-Gen-Familie spielt aufgrund ihrer Beteiligung an der neuronalen Plasti-

zität eine Rolle während der ZNS-Entwicklung (Savaskan et al. 2004; Wang und Molnár 

2005). Prg-3 wird bei Ratten sehr stark im Gehirn exprimiert (Savaskan et al. 2004). 

Prg-3-mRNA konnte bei Nagetieren bereits in frühen embryonalen Stadien 

nachgewiesen werden, und die Expression von Prg-3-mRNA wird während der ZNS-

Entwicklung stark reguliert (Savaskan et al. 2004; Wang und Molnár 2005). Des 

Weiteren wird für PRG-3 eine Funktion beim Neuritenwachstum und der Verlängerung 

von Neuriten postuliert (Savaskan et al. 2004). Aufgrund der Proteinfunktion und 

-expression ist PRG-3 als Kandidatengen für Intelligenzminderung in Erwägung zu 

ziehen.  

Nur ein Positionseffekt auf PRG-3 oder GRIN3A könnte den Phänotyp des Patienten 2 

erklären. Mithilfe der Datenbank UCSC konnten HCNEs identifiziert werden, die vermut-

lich regulatorisches Potential haben und infolge der Translokation von den zwei Kan-

didatengenen transloziert wurden (Abb. 53). 
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Abb. 52: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von DNA-Sequenz-
elementen distal des Bruchpunktes in 9q31.1. Gezeigt ist ein etwa 2 Mb großer Ausschnitt aus 9q31.1. 
Die Kandidatengene PRG-3 und GRIN3A, die proximal des Bruchpunktes liegen, sind rot umrandet. Die 
orangefarben markierte Region beinhaltet die distal des Bruchpunktes gelegene Region. Die hellblauen 
„Peaks“ geben die Regulatory Potential Scores wieder, die aus Sequenzvergleichen von bekannten 
regulatorischen Einheiten von Mensch, Schimpanse, Makake, Maus, Ratte, Hund und Kuh abgeleitet 
werden. Die dunkelblauen „Peaks“ zeigen den Konservierungsgrad, der aus Sequenzvergleichen von 28 
Spezies ermittelt wird. Die schwarzen Pfeile zeigen auf Positionen, die sowohl konserviert sind als auch 
regulatorisches Potential haben. Die graue Fläche gibt den Bruchpunkt des Patienten 2 an. Im orange 
markierten Bereich liegen die konservierten Elemente mit regulatorischem Potential, die auf die 
Expression der beiden Kandidatengene wirken können. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 
erstellt. 
 

Zusammengenommen sind beide Gene, PRG-3 und GRIN3A, gute Kandidatengene für 

Intelligenzminderung. Der Konservierungsgrad und das regulatorische Potential distal 

des Bruchpunktes ist zwar relativ gering, trotzdem ist ein Positionseffekt auf eines dieser 

Gene denkbar. Aufgrund der Hexadaktylie des Patienten 2 und der Einflussnahme von 

NR3A auf das Knorpel- und Knochengewebe erscheint GRIN3A als Kandidatengen 

wahrscheinlicher. 

5.2.2 PCDH8 ist ein weiteres Kandidatengen für den Phänotyp von Patient 2 

Der Bruchpunkt in 13q14.3. konnte durch serielle FISH-Anaylsen auf ungefähr 10 Kb 

eingegrenzt werden. Die Translokation zerstört kein Gen in der Bruchpunktregion. Etwa 

60 Kb distal des Bruchpunktes befindet sich das Gen PCDH8 (protocadherin 8). Das zur 

Protocadherin-Gengruppe gehörende PCDH8 kodiert für das integrale Membranprotein 

Protocadherin 8. Es besteht aus einer extrazellulären Region, sechs Cadherin-

Domänen, einer Transmembran-Region und 1070 Aminosäuren. Ihm werden 

Funktionen bei der Zelladhäsion und der Signalübertragung zugeschrieben (Chen und 

Gumbiner 2006). Murines Pcdh8 ist zum einen sehr stark im ZNS exprimiert und zum 

anderen im interdigitalen Mesenchym der Extremitätenknospe (Makarenkova et al. 

2005). 

Für die orthologen Pcdh8-Proteine in der Ratte (Arcadlin) und in Xenopus laevis (Papc) 

wurde bereits eine neurobiologische Relevanz gezeigt (Yamagata et al. 1999; 
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Unterseher et al. 2004; Yasuda et al. 2007; Sugiura et al. 2009). Arcadlin kolokalisiert 

mit den Proteinen PSD-95 und der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR1 sowie dem Trans-

membranprotein N-Cadherin an dendritischen Dornen (Yasuda et al. 2007). Über 

synaptische Aktivität gesteuert reduziert Arcadlin postsynaptisch die adhäsive Aktivität 

von N-Cadherin, indem es dessen Internalisierung stimuliert. Hierdurch wird die Anzahl 

der dendritischen Dornen reguliert (Tai et al. 2007; Yasuda et al. 2007). Papc kontrolliert 

in vergleichbarer Weise die adhäsive Aktivität von C-Cadherin (Chen und Gumbiner 

2006; Chen et al. 2009). 

In der Datenbank Decipher sind neun Individuen mit Imbalancen im Bereich des 

PCDH8-Gens gelistet. Hiervon sind acht Personen Deletionsträger und eine Person 

trägt eine Duplikation. Drei der Deletionsträger mit Deletionen zwischen 11 und 35 Mb 

sind phänotypisch gesund. Die fünf phänotypisch auffälligen Patienten mit Deletionen 

zeigen verschiedene Dysmorphiezeichen und Organfehlbildungen, drei von ihnen zu-

sätzlich eine Intelligenzminderung. Der einzige Duplikationsträger ist gesund. In der 

Database of Genomic Variants sind Einträge von acht gesunden Personen zu finden, 

bei denen CNVs in Form einer Duplikation nachgewiesen wurden. Demzufolge scheint 

eine Kopienzahlveränderung durch eine Duplikation keine pathogene Auswirkung zu ha-

ben. Da nicht alle Deletionsträger phänotypisch auffällig sind, kann keine abschließende 

Beurteilung der Pathogenität einer Kopienzahlveränderung durch eine Deletion erfolgen. 

Für PCDH8 als Kandidatengen spricht, dass in der Datenbank UCSC hochkonservierte 

nicht-kodierende Elemente innerhalb des Bruchpunktbereiches proximal von PCDH8 

gefunden wurden. Diese deuten auf regulatorische Einheiten hin und können 

möglicherweise auf die Expression von PCDH8 wirken (Abb. 53).  
 

 

Abb. 53: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von DNA-Sequenz-
elementen proximal des Gens PCDH8 in 13q14.3. Gezeigt ist ein etwa 1 Mb großer Ausschnitt aus 
13q14.3. Das Kandidatengen PCDH ist rot umrandet. Die orange markierte Region beinhaltet die proximal 
des Bruchpunktes gelegene Region. Die hellblauen „Peaks“ geben die Regulatory-Potential-Scores 
wieder, die aus Sequenzvergleichen von bekannten regulatorischen Einheiten von Mensch, Schimpanse, 
Makake, Maus, Ratte, Hund und Kuh abgeleitet werden. Die dunkelblauen „Peaks“ zeigen den Konservie-
rungsgrad, der aus Sequenzvergleichen von 28 Spezies ermittelt wird. Die schwarzen Pfeile zeigen auf 
Positionen, die sowohl konserviert sind als auch regulatorisches Potential haben. Die graue Fläche gibt 
den Bruchpunkt von Patient 2 an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt. 
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Der Bereich des Bruchpunktes ist relativ stark konserviert und weist auch regulatori-

sches Potential auf. Deswegen und aufgrund der vorliegenden Literaturdaten könnte 

eine fehlregulierte Expression von PCDH8 für den Phänotyp des Patienten 2 verant-

wortlich sein. 

Um PCDH8 als Kandidatengen zu untermauern, wurde eine Sequenzierung von PCDH8 

in einem Patientenkollektiv mit Intelligenzminderung (insgesamt 370 Patienten, davon 

280 Patienten mit milder bis moderater Intelligenzminderung und 90 Patienten mit 

moderater bis schwerer Intelligenzminderung) und unauffälligem Karyogramm durch-

geführt. Es konnte allerdings keine krankheitsrelevante Veränderung detektiert werden 

(unveröffentlichte Daten). Somit bleibt die Frage, ob Mutationen in PCDH8 zu einer 

Intelligenzminderung führen. 

5.3 Eingrenzung der Bruchpunkte der 2;15-Translokation bei Patientin 3 

auf 15 bzw. 25 Kb 

5.3.1 DBI und SCTR – zwei Kandidatengene für klinische Merkmale von 

Patientin 3  

Patientin 3 wurde auffällig durch Kleinwuchs, Intelligenzminderung und autistisches 

Verhalten. Durch serielle FISH-Analysen wurde die Bruchpunktregion in 2q14.2 auf etwa 

15 Kb eingegrenzt. Datenbankrecherchen ergaben, dass der Bruchpunkt unmittelbar 

distal zum Gen DBI (diazepam binding inhibitor) lokalisiert ist.  

In der Datenbank Decipher sind sieben die Bruchpunktregion betreffende Imbalancen zu 

finden. Fünf der Imbalancen sind Duplikationen. Zwei der Duplikationsträger sind phäno-

typisch gesund, obwohl sich die Größe der Duplikationen mit ungefähr 0,5 Mb und 

40 Mb enorm unterscheidet. Die drei anderen Duplikationsträger zeigen alle entweder 

einen Kleinwuchs oder eine Intelligenzminderung oder vereinen beide klinische Merk-

male in sich. Die beiden Patienten mit einer Deletion im Bruchpunktbereich zeigen eine 

Intelligenzminderung. Einer von ihnen ist kleinwüchsig. In der Database of Genomic 

Variants sind keine Einträge zu finden. Die Befunde sprechen dafür, dass in der Bruch-

punktregion ein Kandidatengen für den Phänotyp von Patientin 3 lokalisiert sein kann. 

Ein Kandidatengen für den Phänotyp der Patientin, DBI, kodiert für ein Protein, welches 

an verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt ist: antagonistische Wirkung auf 

GABAA-Rezeptoren, Einfluss auf das Zellwachstum, Induktion der Synthese von mittel-

kettigen Acyl-CoA-Estern, Regulation verschiedender Hormone (Knudsen et al. 1993; 

Herzig et al. 1996) sowie Aktivierung des Zelltodes (Shulga und Pastorino 2006).  
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Es wird vermutet, dass Dbi in unterschiedlichen Geweben verschiedene Funktionen 

übernimmt, da eine entwicklungsabhängige und gewebespezifische Expression bei 

Ratten beobachtet wurde (Mocchetti und Santi 1991). Dbi konnte bei Ratten in 

unterschiedlich hoher Konzentration in verschiedenen Arealen des ZNS ungleichmäßig 

in Neuronen nachgewiesen werden (Costa und Guidotti 1991). 

Transgene Überexpression von Dbi-mRNA und damit einhergehender Überexpression 

des Proteins Dbi führte bei Mäusen zu einer übermäßigen glialen Expression in der 

infragranularen Region des Gyrus dentatus. Die Tiere zeigten eine verringerte synap-

tische Plastizität, ohne dass jedoch die inhibitorische oder exzitatorische synaptische 

Übertragung betroffen war. In Verhaltenstests war das Hippocampus-abhängige Lernen 

und Gedächtnis bei den transgenen Tieren beeinträchtigt (Siiskonen et al. 2007). Das 

Stilllegen einer Genkopie von Dbi führte zu phänotypisch gesunden Mäusen, 

wohingegen durch Kreuzung keine homozygoten Knockout-Mäuse erzeugt werden 

konnten. Daher wird davon ausgegangen, dass Dbi essentiell für die Entwicklung ist 

(Landrock et al. 2010). Zudem konnte an Mäusen gezeigt werden, dass Dbi die 

neuronale Migration durch Inhibition der Neurogenese-hemmenden GABA-Aktivität 

fördert (Alfonso et al. 2012). Außerdem wurde gezeigt, dass synthetisch hergestelltes 

DBI eine epileptogene Wirkung bei Tieren hat (Vezzani et al. 1991). Interessanterweise 

wurden erhöhte Plasmaspiegel von DBI bei Patienten mit Epilepsie nachgewiesen 

(Ferrarese et al. 1998), so dass für dieses Protein eine Rolle bei Epilepsierkrankungen 

vermutet wurde (Vezzani et al. 1991; Ferrarese et al. 1998). Aufgrund einer Duplikation 

der Gene C2orf76, DBI und STEAP3 in 2q14.2 wird DBI als Kandidatengen für 

autistische Verhaltensstörungen postuliert (Griswold et al. 2012). Diese Forschungs-

ergebnisse diskutieren DBI als ein plausibles Kandidatengen für Epilepsie, Autismus 

und/oder Intelligenzminderung. 

Ein weiteres attraktives Kandidatengen in der Bruchpunktregion ist SCTR (secretin 

receptor). Der Ligand des SCTR ist Sekretin, das vom Gen SCT (secretin) kodiert wird. 

Als gastrointestinales Hormon (Bloom 1974) spielt es eine wichtige Rolle im 

Verdauungstrakt (Petersen et al. 1978; Solomon et al. 1978; Kleibeuker et al. 1988; Jin 

et al. 1994; McGill et al. 1994). Sekretin kommt jedoch auch im ZNS vor (Mutt et al. 

1979; O'Donohue et al. 1981; Itoh et al. 1991; Iguchi et al. 2004) und ist neuroaktiv 

(Fremeau et al. 1986; Ohta et al. 1992; Yung et al. 2001).  

Der Sekretin-Rezeptor, SCTR, gehört zur Familie der G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (Ishihara et al. 1991). SCTR-mRNA wird beim Menschen mit abnehmender 

Konzentration in folgenden Geweben exprimiert: Bauchspeicheldrüse, Niere, Dünndarm, 
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Leber, Gehirn, Herz und Ovar (Patel et al. 1995). Im Gehirn ist die Expression der 

Transkripte und der Proteine bei Ratten im Cerebellum am höchsten (Fremeau et al. 

1983; Yung et al. 2001; Köves et al. 2002). 

Sekretininfusionen führten zu einer Verbesserung der Symptome bei autistischen 

Patienten (Horvath et al. 1998; Sandler et al. 1999; Pallanti et al. 2005), so dass 

vermutet wurde, dass Mutationen des SCT-Gens oder des SCTR-Gens Autismus ver-

ursachen könnten (Ho et al. 1999). Allerdings konnte in Kontrollstudien die 

Verbesserung der Klinik durch Sekretinverabreichung nicht verifiziert werden (Sandler et 

al. 1999; Chez et al. 2000; Dunn-Geier et al. 2000; Levy et al. 2003; Ratliff-Schaub et al. 

2005). Sctr-defiziente Mäuse zeigen kein verändertes soziales und kognitives Verhalten, 

allerdings weisen sie weniger dendritische Dornen in den Pyramidenzellen der CA1-

Region im Hippocampus auf. Diese histologischen Untersuchungsergebnisse legen 

nahe, dass das Sekretin-Rezeptor-System eine wichtige Rolle im zentralen 

Nervensystem spielt (Nishijima et al. 2006). Zusammengenommen geben diese 

Untersuchungsergebnisse Anlass, auch SCTR als Kandidatengen für Autismus 

und/oder Intelligenzminderung zu definieren.  

Mithilfe von Datenbanken wurde nach möglicherweise translozierten regulatorischen 

Elementen gesucht, woraus eine veränderte Genexpression und damit eine Erklärung 

für den Phänotyp von Patientin 3 resultieren könnte (Abb. 54).  

 
 

 

 

Abb. 54: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von DNA-Sequenz-
elementen um den Bruchpunkt in 2q14.2. Gezeigt ist ein etwa 2 Mb großer Ausschnitt aus 2q14.2. Die 
Kandidatengene DBI und SCTR sind rot umrandet. Die orangefarben markierte Region beinhaltet die 
proximal des Bruchpunktes gelegene Region, welche vom Kandidatengen SCTR transloziert wurde. Die 
violettfarben eingerahmte Region beinhaltet die distal des Bruchpunktes gelegene Region, welche vom 
Kandidatengen DBI getrennt wurde. Die hellblauen „Peaks“ geben die Regulatory-Potential-Scores wieder, 
die aus Sequenzvergleichen von bekannten regulatorischen Einheiten von Mensch, Schimpanse, Makake, 
Maus, Ratte, Hund und Kuh abgeleitet werden. Die dunkelblauen „Peaks“ zeigen den Konservierungsgrad, 
der aus Sequenzvergleichen von 28 Spezies ermittelt wird. Die schwarzen Pfeile zeigen auf Positionen, 
die sowohl konserviert sind als auch regulatorisches Potential haben. Die graue Fläche gibt den 
Bruchpunkt von Patientin 3 an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt. 
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Insgesamt ist es möglich, dass sich ein Positionseffekt entweder auf DBI oder auf SCTR 

ausgewirkt hat.  

5.3.2 Ein Positionseffekt auf IGF1R könnte ursächlich für den Kleinwuchs und 

die Intelligenzminderung von Patientin 3 sein 

Der Bruchpunkt in 15q26.3 konnte durch serielle FISH-Analysen auf ungefähr 25 Kb 

eingegrenzt werden. Datenbankrecherchen ergaben, dass das Gen PGPEP1L 

(pyroglutamyl-peptidase 1 like) entweder direkt unterbrochen ist oder der Bruchpunkt 

sich unmittelbar distal des Gens befindet. Über die genaue physiologische Bedeutung 

des Proteins ist wenig bekannt. Aufgrund des Vergleichs mit homologen Proteinen 

scheint es an der Proteolyse beteiligt zu sein und Peptidase-Aktivität zu besitzen (Gene 

Ontology). 

Proximal des Bruchpunktes – etwa 40 Kb entfernt – ist das Gen IGF1R (insulin-like 

growth factor 1 receptor) lokalisiert. Der IGF1R gehört zu den Tyrosinkinase-

Rezeptoren. Der Rezeptor befindet sich an der Zelloberfläche und besteht als 

Heterotetramer aus zwei α- und zwei β-Einheiten. Die extrazellulär lokalisierten α-Unter-

einheiten sind an der Ligandenbindung beteiligt, während die β-Untereinheiten vor allem 

intrazellulär lokalisiert sind und intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivität besitzen (Abb. 55) 

(LeRoith et al. 1995; LeRoith 2000).  
 

 

Abb. 55: Schematische Darstellung des IGF1-
Rezeptors. Der IGF1-Rezeptor ist ein heterotetra-
merischer Komplex. Er besteht zum einen aus zwei 
extrazellulär gelegenen α-Untereinheiten mit jeweils 
einer Cystein-reichen Domäne. Die α-Untereinheiten 
sind für die Ligandenbindung verantwortlich. Zum 
anderen besteht der Rezeptor aus zwei β-Unterein-
heiten, die den Rezeptor in der Zellmembran ver-
ankern und im zytoplasmatischen Teil die Tyrosin-
Kinase-Aktivität aufweisen. Die Untereinheiten sind 
durch Disulfidbrücken miteinander verbunden. 
[Abbildung modifiziert nach LeRoith et al. (1995)]. 
 

 

Der Rezeptor bindet IGF1 (insulin-like growth factor 1) und IGF2 (insulin-like growth 

factor 2) sowie Insulin und wird dadurch aktiviert. Dies führt zur Autophosphorylierung 
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und Aktivierung von mehreren nachgeschalteten Signalwegen, u.a. des Phosphatidyl-

Inositol 3-Kinase- und des Ras/Raf/MAP-Kinase-Signalweges, welche essentiell für Zell-

überleben und -proliferation sind. Der IGF1R spielt somit eine wichtige Rolle bei der 

Regulation von Wachstum und Entwicklung (LeRoith et al. 1995; LeRoith 2000). 

Fallbeschreibungen in der Literatur geben wichtige Hinweise dafür, dass das IGF1R-

Gen mit dem Phänotyp der Patientin 3 assoziiert sein könnte. Bei zahlreichen Individuen 

mit Deletionen des IGF1R-Gens wurde ein ähnlicher Phänotyp beschrieben; die meisten 

der betroffenen Personen wiesen eine Wachstumsverzögerung, einen Mikrozephalus, 

faziale Dysmorphien und Intelligenzminderung auf (Nagai et al. 2002). Ein Verlust des 

IGF1R-Gens wurde bei Patienten mit einer terminalen (Roback et al. 1991; Siebler et al. 

1995; Bettelheim et al. 1998; Tönnies et al. 2001; Okubo et al. 2003; Hammer et al. 

2004; Bhakta et al. 2005; Pinson et al. 2005; Poot et al. 2007; Rujirabanjerd et al. 2007; 

Walenkamp et al. 2008; Ester et al. 2009; Choi et al. 2011; Dateki et al. 2011; Nakamura 

et al. 2011; Rudaks et al. 2011; Jezela-Stanek et al. 2012) oder interstitiellen Deletion 

(Schlembach et al. 2001; Veenma et al. 2010), einem Ringchromosom (Fujita und 

Matsumoto 1978; Butler et al. 1988; de Jong et al. 1989; Tamura et al. 1993; Peoples et 

al. 1995; de Lacerda et al. 1999; Glass et al. 2006) oder einer unbalancierten Transloka-

tion (Rosenberg et al. 1992; Nagai et al. 2002) beschrieben.  

Der Verdacht, dass IGF1R das Krankheitsgen für die klinischen Merkmale bei 

Patientin 3 ist, erhärtet sich aufgrund der bereits vorhandenen Daten über intragenische 

Mutationen im IGF1R-Gen bei kleinwüchsigen Patienten, großteils mit einer 

Intelligenzminderung (Abuzzahab et al. 2003; Kawashima et al. 2005; Walenkamp et al. 

2006; Inagaki et al. 2007; Fang et al. 2009; Kruis et al. 2010; Wallborn et al. 2010; Choi 

et al. 2011; Fang et al. 2012). Insgesamt zeigen Patienten mit einer IGF1R-Mutation ein 

variables Krankheitsbild (Veenma et al. 2010). Intelligenzminderung tritt sehr häufig auf, 

und alle Patienten sind kleinwüchsig (Choi et al. 2011).  

Mithilfe der Datenbank UCSC konnten hochkonservierte nicht kodierende Elemente 

distal von IGF1R gefunden werden (Abb. 56). Durch die 2;15-Translokation könnten 

demnach regulatorische Elemente transloziert sein, so dass eine veränderte Expression 

als Ursache für den Phänotyp von Patientin 3 in Betracht kommt.  
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Abb. 56: Darstellung der Konservierung und des regulatorischen Potentials von DNA-Sequenz-
elementen zwischen den Genen IGF1R und DJ031154 in 15q26.3. Gezeigt ist ein etwa 1,5 Mb großer 
Ausschnitt aus 15q26.3. Das Gen IGF1R ist rot umrandet. Die orange markierte Region beinhaltet die 
distal des Bruchpunktes gelegene Region. Die hellblauen „Peaks“ geben die Regulatory Potential Scores 
wieder, die aus Sequenzvergleichen von bekannten regulatorischen Einheiten von Mensch, Schimpanse, 
Makake, Maus, Ratte, Hund und Kuh abgeleitet werden. Die dunkelblauen „Peaks“ zeigen den Konservie-
rungsgrad, der aus Sequenzvergleichen von 28 Spezies ermittelt wird. Die schwarzen Pfeile zeigen auf 
Positionen, die sowohl konserviert sind als auch regulatorisches Potential haben. Die graue Fläche gibt 
den Bruchpunkt bei der Patientin 3 an. Die physikalische Karte wurde nach NCBI36/hg18 erstellt. 
 

Zusammengefasst erscheint es aufgrund der zahlreichen Befunde aus der Literatur 

wahrscheinlich, dass sich bei Patientin 3 ein durch die Translokation verursachter 

Positionseffekt auf das IGF1R-Gen ausgewirkt hat und eine veränderte Expression von 

IGF1R ursächlich für den Kleinwuchs und die Intelligenzminderung bei Patientin 3 war. 

Es ist jedoch auch möglich, dass die Bruchereignisse auf den Chromosomen 2 und 15 

gemeinsam zur klinischen Ausprägung bei der Patientin 3 führten. 

5.4 Bestätigung der 6,1 Mb großen Deletion in 4q31.1q31.22 und 

Eingrenzung des Bruchpunktes in 14q32.13 der 4;14-Translokation 

bei Patient 4 auf 80 Kb 

5.4.1 Das klinische Bild von Patient 4 ist vermutlich unabhängig vom 

Bruchereignis in 14q32.13  

Patient 4 zeigt als klinische Merkmale eine Intelligenzminderung, einen Septumdefekt, 

einen Kryptorchismus, eine Hypospadie sowie milde faziale Dysmorphiezeichen mit 

einer mandibulären Retrognathie.  

Bei diesem Patienten konnte die Bruchpunktregion in 14q32.13 auf ungefähr 80 Kb 

eingegrenzt werden. In dem Bruchpunktbereich lokalisiert das Gen TCL6 [T-cell 

leukemia/lymphoma 6 (non-protein coding)], das durch das Rearrangement direkt 

unterbrochen sein könnte.  
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In der Datenbank Decipher sind Daten von vier Individuen mit einer Duplikation und 

einem Individuum mit einer Deletion in der genannten Bruchpunktregion verzeichnet. Da 

drei der vier Duplikationsträger phänotypisch gesund sind und der phänotypisch 

auffällige Patient eine weitere Imbalance aufweist, ist davon auszugehen, dass eine 

Duplikation des Bruchpunktbereiches eher keine pathologischen Folgen hat. Bei dem 

phänotypisch auffälligen Patienten mit einer Deletion des Bruchpunktbereiches waren 

zwei weitere Imbalancen diagnostiziert worden, so dass sich die Pathogenität einer 

Deletion im Bruchpunktbereich nicht endgültig beurteilen lässt. In der Database of 

Genomic Variants sind derzeit keine Einträge zu dieser Region zu finden.  

Sowohl das Gen TCL6, welches unmittelbar in der Bruchpunktregion lokalisiert ist, als 

auch die zwei nahegelegenen Gene TCL1B (T-cell leukemia/lymphoma 1B) und TCL1A 

(T-cell leukemia/lymphoma 1A) werden als Kandidatengene für die Leukämogenese und 

Entstehung von Lymphomerkrankungen postuliert, da bei T-Zell- und B-Zell-Malignomen 

häufig strukturelle Rearrangements (Translokationen, Inversionen oder Deletionen) in 

der Region dieser drei Gene detektiert wurden (Croce et al. 1985; Pekarsky et al. 1999; 

Sugimoto et al. 1999; Saitou et al. 2000; Urbankova et al. 2012).  

Demzufolge ist der Phänotyp des Patienten 4 wahrscheinlich eher nicht mit dem 

Bruchpunkt in 14q32.13 assoziiert. Es ist aber durchaus möglich, dass er im Laufe 

seines Lebens ein T- oder B-Zell-Malignom entwickeln wird. Ein Positionseffekt auf ein 

anderes Gen, welches 1 Mb distal oder proximal zum Bruchbereich liegt, kann 

theoretisch auch krankheitsverursachend/-modifizierend wirken. 

5.4.2 Der Phänotyp des Patienten 4 ist wahrscheinlich auf die Deletion in 

4q31.1q31.22 zurückzuführen 

Die durch Array-CGH aufgedeckte, rund 6,1 Mb große Deletion in 4q31.1q31.22 konnte 

bereits in Vorarbeiten mittels FISH-Untersuchungen bestätigt werden. In dem deletierten 

Bereich liegen etwa 35 Gene.  

In der Literatur sind über 100 Patienten mit interstitieller bzw. terminaler 4q-Deletion 

beschrieben und unter dem Begriff 4q-Deletionssyndrom zusammengefasst; die 

Inzidenz wird mit 1/100.000 angegeben (Strehle et al. 2001; Strehle und Bantock 2003; 

Rossi et al. 2009). Für dieses Syndrom sind folgende phänotypische Eigenschaften 

charakteristisch: Gaumenspalte, typisches Gesicht mit Hypertelorismus, flachem Profil, 

kurzer Nase, Mikro- und Retrognathie und abnormalen Ohren, verschiedene Anomalien 

der Hand, Herzfehler, postnatale Wachstumsverzögerung und Entwicklungsverzögerung 

mit Intelligenzminderung (Townes et al. 1979; Mitchell et al. 1981; de Michelena und 

Campos 1989). Der Phänotyp kann jedoch aufgrund der unterschiedlichen Größe und 
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Lokalisation des verlorenen genetischen Materials sehr variabel sein (Fabretto et al. 

2012). Einige Patienten mit interstitieller Deletion (Serville und Broustet 1977; Mitchell et 

al. 1981; del Valle Torrado et al. 1982; Sarda et al. 1992; Chew et al. 1995; Copelli et al. 

1995; Robertson et al. 1998; Strehle und Middlemiss 2007; Thuresson et al. 2007; 

Malvestiti et al. 2010) oder terminaler Deletion (Kempen 1975; Back et al. 1977; Frias et 

al. 1978; Townes et al. 1979; Yang et al. 1979; Davis et al. 1981; Shroff et al. 1981; Yu 

et al. 1981; Chudley et al. 1982; Lipson et al. 1982; Young et al. 1982; Berger et al. 

1983; de Michelena und Campos 1989; Kuldeep et al. 2012) weisen eine MRO mit der 

Deletion von Patient 4 auf (Abb. 57). Der Deletionsbereich des Patienten 4 ist bei den 

etwa 100 publizierten Fällen mit 4q-Deletionssyndrom oft nicht involviert. Die 

Vergleichbarkeit der terminalen Deletionen mit der in dieser Arbeit beschriebenen 

Deletion ist aufgrund des Verlustes weiter distal gelegener Banden und dort lokalisierter 

Gene eingeschränkt. 
 

 Intelligenz- 
 minderung  + + + + + + + + + /   + 

10/10= 
100% 

 Herzfehler  + + - + / + / / / +   + 
6/7= 
85,7% 

 Dysmorphie- 
 zeichen + + + + + + + + + +   + 

11/11=
100% 

 Retro-/ 
 Mikrognathie - + + - + - + - - -   + 

5/11=
45,5% 

 

 S
er

vi
ll

e 
u

n
d

 B
ro

u
st

et
 (

19
77

) 
 M

it
ch

el
l e

t 
al

. (
19

81
) 

 d
el

 V
al

le
 T

o
rr

ad
o

 e
t 

al
. 

(1
98

2)
 

 S
ar

d
a 

et
 a

l. 
(1

99
2)

 
 C

h
ew

 e
t 

al
. (

19
95

) 
 C

o
p

el
li 

et
 a

l. 
(1

99
5)

 
 S

tr
eh

le
 u

n
d

 M
id

d
le

m
is

s 
20

07
 

 S
tr

eh
le

 u
n

d
 M

id
d

le
m

is
s 

20
07

 
 T

h
u

re
ss

o
n

 e
t 

al
. 

(2
00

7)
 

 M
al

ve
st

it
i e

t 
al

. (
20

10
) 

 D
el

et
io

n
 in

 4
q

31
.1

q
31

.2
2 

 
 v

o
n

 P
at

ie
n

t 
4 

 I
n

sg
es

am
t 

11
 P

at
ie

n
te

n
  

  

Abb. 57: Schematische Darstellung von Chromo-
som 4, der Lokalisation der Deletion in 
4q31.1q31.22 bei Patient 4 sowie bereits bekannte 
interstitielle Deletionen in dieser chromosomalen 
Region, jeweils unter Angabe der phänotypischen 
Eigenschaften. Dargestellt ist das Ideogramm von 
Chromosom 4. Durch den roten Balken ist die 
Deletion des Patienten in 4q31.1q31.22 gekenn-
zeichnet. Durch die schwarzen senkrechten Striche 
ist die Lokalisation von publizierten, interstitiellen 
Deletionen angegeben. Darüber ist eine tabellarische 
Übersicht der phänotypischen Eigenschaften der be-
troffenen Individuen zu finden. In Prozentzahlen ist 
angegeben, wie viele eine Intelligenzminderung, 
einen Herzfehler, Dysmorhiezeichen und eine Retro- 
bzw. Mikrognathie zeigen. Die Rechnungen beziehen 
sich auf die jeweilige Patientenanzahl mit ent-
sprechender Angabe. „/“, nicht angegeben; „+“, 
klinisches Merkmal war beim Patienten nachweisbar; 
„-", klinisches Merkmal wurde nicht festgestellt.  

 

Ein mögliches Kandidatengen für die Intelligenzminderung von Patient 4 ist INPP4B 

(inositol polyphosphate-4-phosphatase, type II). Über INPP4B ist bislang relativ wenig 

bekannt, während über das homolge INPP4A (inositol polyphosphate-4-phosphatase, 

type I) einige Literaturdaten vorhanden sind. INPP4A und INPP4B sind Enzyme, die die 
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Hydrolyse der Phosphatgruppe an der Position 4 von Phosphatidylinositol-3,4-

Bisphosphat, Inositol-1,3,4-Trisphosphat und Inositol-3,4-Bisphosphat katalysieren 

(Norris et al. 1997). INPP4B und INPP4A regulieren daher den Phosphatidylinositol (PI)-

3-Kinase (PI3K/AKT)-Signalweg (Fedele et al. 2010; Aich et al. 2012). Über den 

PI3K/AKT-Signalweg werden in allen Zelltypen Zellproliferation, Überleben, Proteinsyn-

these, Stoffwechsel, Differenzierung und Motilität reguliert (Zhang und Claret 2012). 

Humane INPP4B-mRNA wird in abnehmender Konzentration im Skelettmuskel, Herz 

und Gehirn exprimiert, wohingegen die höchste Konzentration von Inpp4a-mRNA bei 

Ratten im Gehirn nachgewiesen wurde. Es werden gewebespezifische Funktionen für 

die beiden Proteine angenommen (Norris et al. 1995; Norris et al. 1997). Mithilfe von 

Knockout-Mäusen konnte die neuronale Relevanz von Inpp4a und dem involvierten 

PI3K/AKT-Signalweg nachgewiesen werden (Nystuen et al. 2001; Kisseleva et al. 2002; 

Easton et al. 2005; Sachs et al. 2009; Sasaki et al. 2010). Für eine Assoziation des 

Verlustes des INPP4B-Gens mit Intelligenzminderung spricht auch eine das INPP4B-

Gen direkt unterbrechende, balanciert erscheinende de novo Translokation 

[46,XX,t(4;7)(q31.21;q11.23)] bei einer Patientin mit Entwicklungsverzögerung, welche 

in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Kerstin Kutsche aufgedeckt werden konnte 

(unveröffentlichte Daten).  

Zusammengefasst ist die etwa 6,1 Mb große 4q31.1q31.22-Deletion und die damit 

einhergehende Haploinsuffizienz einiger Gene sehr wahrscheinlich kausal für das 

klinische Bild des Patienten 4. Somit liegt hier vermutlich ein contiguous gene-Syndrom 

vor. Der Verlust des INPP4B-Gens könnte mit der Intelligenzminderung einhergehen, 

wie Daten über das Homolog INPP4A vermuten lassen.  

5.5 Eingrenzung beider Bruchpunkte der 16;17-Translokation bei 

Patient 5-1 auf 40 Kb und Bestätigung der 85 Kb großen Deletion in 

17q12 auf dem Wildtyp-Chromosom  

5.5.1 Der Phänotyp des Patienten 5-1 ist wahrscheinlich unabhängig von der 

17q12-Deletion und dem 17q11.2-Translokationsbruchpunkt  

Folgende klinische Merkmale stehen bei Patient 5-1 im Vordergrund: Zum einen zeigt er 

eine schwere Intelligenzminderung und Verhaltensauffälligkeiten, zum anderen traten in 

der Kindheit zunächst Fieberkrämpfe, später tonisch klonisch generalisierte Krampf-

anfälle auf. Des Weiteren zeigt er verschiedene Dysmorphiezeichen. Der Vater 

(Patient 5-2), die Tante väterlicherseits (Patientin 5-3) und deren Sohn (Patient 5-4) sind 
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ebenfalls Träger der reziproken 16;17-Translokation und haben neurologische Auffällig-

keiten (siehe 4.6.2). 

Die mittels Array-CGH diagnostizierte und mittels FISH bestätigte 85 Kb große Deletion 

in 17q12 hat höchstwahrscheinlich keine klinische Relevanz, da sie der Patient von 

seiner gesunden Mutter erbte (siehe 4.6.4). Der etwa 6 Mb weiter proximal lokalisierte 

Bruchpunkt in 17q11.2 konnte auf ungefähr 40 Kb eingegrenzt werden. In dem Bruch-

punktbereich sind fünf Gene lokalisiert, von denen eines unterbrochen sein könnte: 

TMEM97 (transmembrane protein 97), IFT20 (intraflagellar transport 20 homolog), 

TNFAIP1 [tumor necrosis factor, alpha-induced protein1 (endothelial)], POLDIP2 

[polymerase (DNA-directed), delta interacting protein 2], TMEM199 (transmembrane 

protein 199).  

Weder in der Datenbank Decipher noch in der Database of Genomic Variants sind 

phänotypisch auffällige oder gesunde Individuen mit Imbalancen und CNVs im Bereich 

dieses Bruchpunktes gelistet.  

Die bislang bekannten Funktionen der von den o.g. Genen kodierten Proteine sprechen 

wenig dafür, dass eines davon ein mögliches Kandidatengen für die klinischen Merk-

male von Patient 5-1 ist. Das TMEM97-Gen kodiert für ein integrales Membranprotein 

unbekannter Funktion. TMEM97 spielt eine Rolle bei der Regulierung des zellulären 

Cholesterinspiegels; eine Überexpression wird mit der Pathogenese von Ovarialkarzi-

nomen in Verbindung gebracht (Wilcox et al. 2007; Bartz et al. 2009). Für IFT20 wird an-

genommen, dass es am Transport von Zilienmembranproteinen zum Golgi-Apparat 

beteiligt ist (Follit et al. 2006). TNFAIP wird entwicklungsabhängig exprimiert, und die 

Expression kann durch tumor necrosis factor (TNF) α in Endothelzellen von Umbilical-

venen induziert werden (Wolf et al. 1992). Eine erhöhte Transkriptionsaktivität von 

TNFAIP wurde in Gehirnen von Patienten mit einer Alzheimer-Erkrankung festgestellt 

(Link et al. 2003). POLDIP2 interagiert mit der DNA-Polymerase-p50-Untereinheit und 

hemmt die DNA-Polymerase-Delta-Aktivität um etwa 50% (Xie et al. 2005; Klaile et al. 

2007). Es bindet außerdem PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Liu et al. 2003). 

Über die Funktion von TMEM199 ist bislang nichts bekannt. 

Zusammenfassend scheint keines der fünf in der Bruchpunktegion 17q11.2 liegenden 

Gene ein interessantes Kandidatengen für den Phänotyp von Patient 5-1 zu sein.  

5.5.2 Die Disruption von GRIN2A in 16p13.2 ist höchstwahrscheinlich kausal 

für den Phänotyp von Patient 5-1  

Datenbankrecherchen zufolge kommt es innerhalb der auf 40 Kb eingegrenzten Bruch-

punktregion in 16p13.2 zu einer direkten Unterbrechung des Gens GRIN2A (glutamate 
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receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 2A), welches für die NR2A-Untereinheit des 

NMDA-Rezeptors kodiert. Weitere Einzelheiten zum Aufbau und zur Funktion dieser 

Rezeptoren sind Kapitel 5.2.1 zu entnehmen. Die funktionellen Eigenschaften von 

NMDA-Rezeptoren werden durch die entwicklungsabhängige Zusammensetzung aus 

verschiedenen Untereinheiten bestimmt: Pränatal besteht der heterotetramere Komplex 

vor allem aus NR1- und NR2B-Untereinheiten; letztere werden vom GRIN2B-Gen 

kodiert. Postnatal setzen sich die Heterotetramere aus NR1- und NR2A- bzw. NR2B-

Untereinheiten zusammen (Cull-Candy et al. 2001). Die Veränderung des NR2A:NR2B-

Verhältnisses der NMDA-Rezeptoren beeinflusst die synaptische Plastizität (Yashiro 

und Philpot 2008). 

Submikroskopische Deletionen in 16p13, welche das GRIN2A-Gen beinhalten, wurden 

bereits mit Intelligenzminderung und Epilepsie assoziiert (Reutlinger et al. 2010). Zwei 

de novo Translokationen mit Bruchpunkten im GRIN2B-Gen in 12p13.1 geben einen 

weiteren wichtigen Hinweis für eine Rolle von NMDA-Rezeptoren bei neurologischen 

Erkrankungen: Beide Patienten zeigten eine Intelligenzminderung und EEG-Verän-

derungen sowie Verhaltensauffälligkeiten (Endele et al. 2010). Risikohaplotypen von 

GRIN1, welches für die NR1-Untereinheit von NMDA-Rezeptoren kodiert, werden mit 

dem West-Syndrom in Verbindung gebracht, was als Hinweis auf eine Beteiligung von 

NMDA-Rezeptoren bei der Epileptogenese gewertet wurde (Ding et al. 2010).  

Grin2a-Knockout-Mäuse zeigen eine erhöhte spontane lokomotorische Aktivität sowie 

Defizite in der kontextuellen Angstkonditionierung und im räumlichen Lernen. Zudem ist 

die Hippokampus-abhängige Langzeit-Potenzierung, welche die zelluläre Grundlage für 

Lernen und Gedächtnis darstellt, reduziert (Sakimura et al. 1995; Kiyama et al. 1998). 

Grin2b-defiziente Mäuse versterben aufgrund schwerer Entwicklungsstörungen des 

Gehirns bereits perinatal (Kutsuwada et al. 1996).  

Insgesamt sind GRIN2A und GRIN2B exzellente Kandidatengene für neurologische 

Erkrankungen. Der Verdacht, dass GRIN2A ein Krankheitsgen für Intelligenzminderung 

und Epilepsie ist, wurde durch den Nachweis von zwei verschiedenen heterozygoten 

Punktmutationen im GRIN2A-Gen bei Patienten mit neurologisch auffälligem Phänotyp 

bestätigt. Darüber hinaus konnten auch vier de novo Mutationen in GRIN2B bei 

Patienten mit Intelligenzminderung detektiert werden (Endele et al. 2010). Während 

Mutationen des insbesondere pränatal exprimierten GRIN2B zu kognitiven Defiziten 

führen, tritt bei Mutationen im vor allem postnatal exprimierten GRIN2A-Gen als 

häufigstes klinisches Merkmal eine Epilepsieerkrankung auf (Endele et al. 2010). Der 

Phänotyp des Patienten 5-1 ist somit mit großer Wahrscheinlichkeit auf die Unterbre-
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chung des GRIN2A-Gens und der damit einhergehenden Haploinsuffizienz zurückzu-

führen. 

5.6 Eingrenzung des Bruchpunktes der X;13-Translokation bei Patientin 6 

in 13q22.1 auf 160 Kb und Detektion einer Mikroduplikation von 

860 Kb in der Bruchregion Xq25 

5.6.1 Vermutlich besteht kein Zusammenhang zwischen den klinischen 

Merkmalen von Patientin 6 und dem 13q22.1-Bruchpunkt 

Patientin 6 weist eine Entwicklungsverzögerung mit Intelligenzminderung auf. Zudem 

sind faziale Dysmorphiezeichen wie Synophrys und Dolichozephalus sowie eine über-

zählige Brustwarze vorhanden. Mithilfe serieller FISH-Analysen wurde der Bruchpunkt 

auf Chromosom 13 in q22.1 auf etwa 160 Kb eingegrenzt. Datenbankrecherchen 

ergaben, dass kein Gen unterbrochen ist, da sich dieser Bruchpunkt in einer genarmen 

Region befindet. 

Die Datenbank Decipher verzeichnet acht Individuen mit Imbalancen, welche die Region 

bis zu 1 Mb distal bzw. proximal des Bruchpunktes betreffen. Hiervon sind sieben 

Deletionsträger, von denen wiederum drei Personen mit Deletionsgrößen zwischen 15 

und 21 Mb gesund sind. Drei Personen mit einer heterozygoten Deletion zwischen 8 

und 38 Mb zeigen eine Intelligenzminderung bzw. Sprachentwicklungsverzögerung 

sowie diverse Dysmorphiezeichen. Eine Person mit einer homozygoten Deletion von 

knapp 15 Mb hat ebenfalls eine Intelligenzminderung und zeigt faziale Dysmorphie-

zeichen. Es ist ein gesunder Duplikationsträger mit einer Duplikation von 95,5 Mb 

gelistet. Laut der Datenbank Database of Genomic Variants sind in der 2 Mb großen 

Region um den Bruchpunkt der Patientin 6 zahlreiche CNVs und einige Deletionen, die 

die Gene KLF12, TBC1D4, COMMD6, UCHL3 und LMO7 betreffen, bei gesunden 

Personen detektiert worden. Zum CTAGE11P-Gen sind in der Datenbank keine 

genomischen Veränderungen verzeichnet. Demnach scheint eine Kopienzahlver-

änderung und Unterbrechung eines der o.g. Gene zumindest nicht immer eine patho-

logische Auswirkung zu haben.  

Die KLF-Gen-Familie spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zellwachstum 

und Tumorprogression (Black et al. 2001). Das KLF12 (Kruppel-like factor 12)-Gen wird 

mit der Progression von Magenkarzinomen assoziiert (Nakamura et al. 2009). Eine 

Assoziation mit rheumatoider Arthritis wird diskutiert (Julià et al. 2008; Eyre et al. 2010; 

García-Bermúdez et al. 2011; Mihailova et al. 2011). Das vom Gen Klf12 kodierte 

Protein konnte bei Mäusen lediglich im Nieren-, Lungen- und Lebergewebe nach-
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gewiesen werden (Imhof et al. 1999). Über die Funktion des Gens CTAGE11P (CTAGE 

family, member 11, pseudogene) ist bislang nichts bekannt. Das Gen TBC1D4 (TBC1 

domain family, member 4) ist an der Regulation des Traffickings des Glukosetrans-

porters GLUT4 beteiligt (Larance et al. 2005; Miinea et al. 2005) und hat Einfluss auf die 

Freisetzung von Insulin aus den β-Zellen, die bei Mäusen nach Knockdown von Tbc1d4 

eine erhöhte Apoptoserate sowie eine verringerte Glukose-induzierte Proliferation 

zeigten (Bouzakri et al. 2008). COMMD6 (COMM domain containing 6) ist ein Repressor 

des NFκB-Signalweges (de Bie et al. 2006), welcher für die Regulation der Immun-

antwort, der Zellproliferation und des Zelltodes verantwortlich ist (Baldwin 1996; Ghosh 

et al. 1998; Barkett und Gilmore 1999). UCHL3 [ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 

isozyme L3] ist an der Regulation des Ubiquitin-Signalweges beteiligt. Bei einer 

homozygoten Deletion des Uchl3-Gens konnten in Mäusen Defizite beim räumlichen 

Lernen und beim Arbeitsgedächtnis (Wood et al. 2005), ansonsten aber keine entwick-

lungsabhängigen oder histologischen Auffälligkeiten festgestellt werden (Kurihara et al. 

2000). Eine homozygote Deletion, welche entweder nur das Uchl3-Gen oder das Gen 

Uchl3 und das benachbarte Gen Lmo7 (LIM domain 7) betrifft, verursachte bei Mäusen 

eine verringerte Lebensfähigkeit und Defizite beim postnatalen Wachstum sowie eine 

Degeneration der Muskulatur und Retina (Semenova et al. 2003). LMO7 scheint an der 

Migration von Brustkrebszellen (Hu et al. 2011) und der transkriptionellen Regulation 

verschiedener muskelrelevanter Gene (Holaska et al. 2006; Dedeic et al. 2011) beteiligt 

zu sein. Es ist relativ unwahrscheinlich, dass UCHL3 das gesuchte Krankheitsgen 

darstellt, da bei Patientin 6 ein Positionseffekt auf ein Allel von UCHL3 postuliert werden 

müsste, während die Defizite im räumlichen Lernen und des Arbeitsgedächtnisses nur 

bei homozygoten Knockout-Tieren beobachtet wurden. 

Zusammenfassend scheint keines der sechs Gene ein plausibles Kandidatengen für die 

phänotypischen Charakteristika von Patientin 6 zu sein. 

5.6.2 In der Bruchpunktregion mit der Mikroduplikation in Xq25 sind mehrere 

Kandidatengene für die klinischen Merkmale der Patientin 6 lokalisiert 

Mittels serieller FISH-Analysen wurde mithilfe von BAC-Klonen im Xq25-Bruchpunkt 

eine 860 Kb große Mikroduplikation detektiert. Deren Größe stimmt mit der durch die 

Array-CGH-Untersuchung gefundene Duplikation überein.  

Duplikationen des langen Arms des X-Chromosoms sind mit Kleinwuchs, Intelligenzmin-

derung, Mikrozephalie, Panhypopituitarismus und Dysmorphiezeichen assoziiert (Ricks 

et al. 2010). In der Literatur sind etwa 60 Fälle von Xq-Duplikationen beschrieben 

(Cheng et al. 2005), allerdings haben nur einige Duplikationen eine MRO mit der Xq25-
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Duplikation von Patientin 6 (Abb. 58) (Varella-Garcia et al. 1981; van Dyke et al. 1983; 

Morichon-Delvallez et al. 1988; Aughton et al. 1993; Crandall et al. 1993; Kleczkowska 

et al. 1993; Garcia-Heras et al. 1997; Zhang et al. 1997; Monaghan et al. 1998; Tihy et 

al. 1999; Armstrong et al. 2003; Tachdjian et al. 2004; Cheng et al. 2005; Ricks et al. 

2010). 
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Abb. 58: Schematische Darstellung des 
X-Chromosoms, der Lokalisation der 
Bruchpunktregion und der Mikro-
duplikation in Xq25 bei Patientin 6 sowie 
bereits bekannte Duplikationen in dieser 
chromosomalen Region unter der Angabe 
der damit assoziierten phänotypischen 
Eigenschaften. Das Ideogramm des X-
Chromosoms ist dargestellt. Durch den roten 
Strich ist die Bruchpunktregion mit der 
Mikroduplikation von Patientin 6 in Xq25 
gekennzeichnet. Durch die schwarzen senk-
rechten Striche ist die Lokalisation von 
beschriebenen Duplikationen angegeben. 
Darüber ist eine tabellarische Übersicht der 
phänotypischen Eigenschaften der be-
troffenen Individuen zu finden. In Prozent-
zahlen ist angegeben, wie viele Intelligenz-
minderung, faziale Dysmorphiezeichen und 
Auffälligkeiten der Kopfform bzw. der 
Mamillen aufweisen. Die Rechnungen be-
ziehen sich auf die jeweilige Patientenanzahl 
mit entsprechender Angabe. „/“, nicht 
angegeben; „+“, klinisches Merkmal war 
beim Patienten nachweisbar; „-", klinisches 
Merkmal wurde nicht festgestellt.  

 

Die klinischen Merkmale von Patientin 6 treten bei Patienten mit Duplikationen, die Xq25 

umfassen, gehäuft auf. Demnach ist es wahrscheinlich, dass die Duplikation für den 

Phänotyp von Patientin 6 ursächlich ist.  

Datenbankrecherchen ergaben, dass die unbalancierte reziproke Translokation von 

Patientin 6 zu einer Kopienanzahlveränderung verschiedener Gene geführt hat. Bei drei 

Genen – XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis), STAG2 (stromal antigen 2) und SH2D1A 

(SH2 domain containing 1A) – liegt eine vollständige Duplikation vor. Das Gen ODZ1 

(odz, odd Oz/ten-m homolog 1) ist partiell dupliziert. Das Gen THOC2 (THO complex 2) 

ist entweder vollständig oder partiell verdoppelt. Bei einer partiellen Genduplikation 
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kommt es nicht nur zur Verdopplung eines gewissen Genanteils, sondern auch zur 

direkten Unterbrechung des betroffenen Gens. In der Nähe des duplizierten Bereiches 

bzw. der Bruchpunktregion befindet sich ein weiteres Gen, GRIA3 (glutamate receptor, 

ionotrophic, AMPA 3), auf das sich ein Positionseffekt ausgewirkt haben könnte. 

Drei der Gene haben nach Literaturrecherchen keinen offensichtlichen Einfluss auf den 

Phänotyp der Patientin 6: THOC2 ist Teil des THO-Komplexes, der wiederum Bestand-

teil des TREX (transcription/export)-Komplexes ist. Der THO-Komplex spielt bei der 

Rekrutierung von mRNA-Export-Proteinen für entstehende Transkripte eine wichtige 

Rolle und der humane TREX-Komplex bei der Kopplung der Transkription mit dem 

mRNA-Export (Strasser et al. 2002; Masuda et al. 2005). XIAP inhibiert Kaspasen, die 

den Zelltod herbeiführen, und soll daher den Zelltod inhibieren können (Deveraux et al. 

1997). Das Gen SH2D1A spielt eine Rolle bei der humoralen Immunantwort, indem es 

an der Stimulation von B- und T-Zellen beteiligt ist (Ma und Deenick 2011). Mutationen 

und Deletionen sowohl des XIAP- als auch des SH2D1A-Gens verursachen ein X-chro-

mosomales lymphoproliferatives Syndrom, welches durch Lymphohystiozytose, Hypo-

gammaglobulinämie und EBV-assoziierte Lymphome gekennzeichnet ist (Rigaud et al. 

2006; Booth et al. 2011; Eckrich et al. 2011; Pachlopnik Schmid et al. 2011).  

Bei drei der in bzw. in der Nähe der Mikroduplikation und des Bruchpunktes gelegenen 

Gene ist ein Zusammenhang zwischen einer veränderten Expression und den beschrie-

benen klinischen Merkmalen von Patientin 6 zu vermuten:  

ODZ1 kodiert für ein Transmembranprotein (Minet und Chiquet-Ehrismann 2000), das 

beim Menschen vor allem im fetalen Gehirn exprimiert wird (Minet et al. 1999). Bei wei-

teren Vertebraten konnte insbesondere eine neuronale Expression detektiert werden 

(Tucker et al. 2007). Für Caenorhabditis elegans konnte gezeigt werden, dass das 

orthologe Protein an der Morphogenese und neuronalen Migration beteiligt ist 

(Drabikowski et al. 2005). Aufgrund des neuronalen Expressionsmusters von ODZ1 und 

der Lokalisation in Xq25, einem bereits bekannten, mit Intelligenzminderung gekoppel-

ten chromosomalen Locus, wurde ODZ1 als Kandidatengen für Intelligenzminderung 

postuliert (Minet und Chiquet-Ehrismann 2000; Tucker und Chiquet-Ehrismann 2006). 

Eine computerunterstützte, v.a. auf der Gen-Annotation beruhende Priorisierung von 

Kandidatengenen für X-chromosomale Intelligenzminderung ordnete das Gen ODZ1 als 

kein gutes Kandidatengen ein (Lombard et al. 2011). Mutationen konnten bislang nicht 

detektiert werden (Gilfillan et al. 2008; Kenzelmann Brož 2008). 

GRIA3 kodiert für eine Untereinheit des AMPA-Glutamat-Rezeptors. Glutamat-Rezepto-

ren sind allgemein an der Neurotransmission beteiligt und wichtig für die synaptische 
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Plastizität, das Lernen und das Gedächtnis (Ozawa et al. 1998). Männliche Mäuse mit 

einer Deletion des Gria3-Gens zeigten signifikante Veränderungen in der hippocam-

palen Langzeit-Potenzierung (Meng et al. 2003). Eine de novo Translokation 

[46,XX,t(X;12)(q24;q15)] mit einem Bruchpunkt im GRIA3-Gen gibt einen wichtigen 

Hinweis für eine Assoziation von GRIA3 mit neurologischen Erkrankungen. Die Trans-

lokationsträgerin zeigte eine Intelligenzminderung und eine bipolare Störung (Gecz et al. 

1999). Des Weiteren wurden verschiedene, das GRIA3-Gen umfassende Duplikationen 

bei fünf neurologisch auffälligen Patienten detektiert. Der eine Patient war autistisch, die 

anderen vier hatten eine Intelligenzminderung (Chiyonobu et al. 2007; Wu et al. 2007; 

Bonnet et al. 2009; Guilmatre et al. 2009). Vier der Duplikationen waren mütterlicher-

seits vererbt, wobei eine Mutter mit niedrigem Intelligenzquotienten und zufälligem X-

Inaktivierungsmuster die Duplikation an ihre zwei Söhne vererbte (Bonnet et al. 2009). 

Die anderen Mütter waren phänotypisch unauffällig (Chiyonobu et al. 2007; Guilmatre et 

al. 2009), wobei bei einer ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster festgestellt wurde 

(Chiyonobu et al. 2007). Bei strukturellen Chromosomenanomalien wie einer Duplikation 

oder Deletion ist in der Regel das X-Chromosom mit der Veränderung inaktiviert (Brown 

und Robinson 2000; Tachdjian et al. 2004). Schließlich erhärtet sich der Verdacht, dass 

GRIA3 das Krankheitsgen für Patientin 6 ist, zum einen aufgrund der Beschreibung von 

vier verschiedenen Missense-Mutationen im GRIA3-Gen bei Patienten mit Intelligenz-

minderung (Wu et al. 2007), zum anderen aufgrund der Assoziation einer 874 Kb 

zentromerwärts des GRIA3-Gens gelegenen 970 Kb großen Duplikation nicht 

kodierender Elemente bei einem Patienten mit einer fehlenden Expression von GRIA3 

und Intelligenzminderung (Bonnet et al. 2012).  

STAG2 bildet mit SMC1, SMC3 und SCC1 den Kohesinkomplex, welcher die Kohäsion 

von Schwesterchromatiden vom Zeitpunkt ihrer Synthese bis zur Anaphase gewähr-

leistet (Sumara et al. 2000) und daher die Trennung von Schwesterchromatiden 

während der Zellteilung reguliert (Solomon et al. 2011). Heterozygote Funktionsverlust-

mutationen des STAG2-Gens führen zu Chromatidadhäsionsdefekten und können in 

Aneuploidien in humanen Krebszellen resultieren (Solomon et al. 2011). Es gibt 

außerdem Anhaltspunkte dafür, dass STAG2 eine Rolle bei der präferenziellen X-

Inaktivierung spielt. So existiert eine Familie, in der drei Frauen mit einer heterozygoten 

Mutation im Faktor VIII-Gen und einer verschobenen X-Inaktivierung an Hämophilie A 

erkrankt sind (Renault et al. 2007). Mittels einer Kopplungsanalyse wurden mehrere 

Kandidatenregionen identifziert (Renault et al. 2011), wobei die Region mit dem Gen 

STAG2 bereits mit verschobender X-Inaktivierung assoziiert wurde (Naumova et al. 
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1998; Cau et al. 2006). Obwohl keine pathogene Mutation in STAG2 detektiert werden 

konnte, wird es aufgrund seiner Assoziation mit CTCF [CCCTC-binding factor (zinc 

finger protein)] – einem Insulator und Transkriptionsfaktor, der an der Selektion des X-

Chromosoms für die X-Inaktivierung beteiligt ist (Chao et al. 2002) – als Kandidatengen 

für eine verschobene X-Inaktivierung postuliert (Renault et al. 2011). 

Das X-Inaktivierungsverhältnis der Patientin 6 konnte durch eine methylierungs-

spezifische Polymerase-Kettenreaktion am AR-Locus in Xq12 nicht ermittelt werden, da 

sie homozygot an diesem Locus ist (Dr. Isabella Rau, Institut für Humangenetik, UKE, 

persönliche Mitteilung). Unabhängig davon, wie das X-Inaktivierungsverhältnis in 

diesem Fall vorliegt, ergeben sich bei einer X-autosomalen Translokation mit einer X-

chromosomalen Duplikation einige Besonderheiten (Abb. 59).  
 

 
Abb. 59: Schema zur X-Inaktivierung bei Trägerinnen einer reziproken X-autosomalen Translokation 
mit einer Duplikation eines X-chromosomalen Bereiches. Ideogramme der Wildtyp- (WT) und 
derivativen (der) Chromosomen des Gonosoms (rot) und eines Autosoms (blau). Ein X-chromosomales 
Gen ist durch ein rosa Rechteck gezeigt, welches durch diese Translokation direkt unterbrochen wird. Der 
schraffierte Bereich zeigt den duplizierten Bereich des X-Chromosoms. Die X-Inaktivierung erfolgt 
normalerweise zufällig. Sie führt entweder zur Inaktivierung des derivativen X-Chromosoms (A) oder zur 
Inaktivierung des Wildtyp-X-Chromosoms (B). Die sich daraus ergebenden Besonderheiten und Folgen bei 
einer X-autosomalen Translokation mit einer Duplikation eines X-chromosomalen Bereiches sind in den 
grauen Kästen aufgeführt [Abbildung modifiziert nach Strachan und Read (2011)]. 
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Die X-Inaktivierung erfolgt in der Regel zunächst nach dem Zufallsprinzip. Durch 

Selektionsdruck kann dann eine verschobene X-Inaktivierung entstehen (Belmont 1996; 

Migeon 1998):  

Bei Patientinnen mit einer balancierten X-autosomalen Translokation liegt nach dem 

Selektionsprozess häufig das Wildtyp-X-Chromosom inaktiv vor (Belmont 1996; Migeon 

1998). Denn wenn in Zellen das derivative X-Chromosom inklusive des translozierten 

autosomalen Segments durch einen Ausbreitungseffekt inaktiviert wird, besteht zum 

einen eine partielle autosomale Monosomie, die sehr häufig zum Zelltod führt, und zum 

anderen eine funktionelle Disomie X-chromosomaler Segmente (Mattei et al. 1982; 

Schmidt und Du Sart 1992; Belmont 1996; Strachan und Read 2011). Durch das X-

Inaktivierungsmuster sowie durch die Lokalisation der Bruchpunkte wird der Phänotyp 

einer Tägerin einer balancierten X-autosomalen Translokation maßgeblich beeinflusst 

(Schmidt und Du Sart 1992; Sanlaville et al. 2009).  

Demgegenüber haben bei Patientinnen mit einer unbalancierten X-autosomalen 

Translokation oft Zellen mit dem Wildtyp-Chromosom einen Selektionsvorteil. Das 

derivative X-Chromosom inklusive des translozierten autosomalen Segments liegt 

inaktiv vor (Mattei et al. 1982; Belmont 1996). Allerdings ist es bei unbalancierten X-

autosomalen Translokationen möglich, dass das Ausmaß der Inaktivierung des 

derivativen X-Chromosoms das klinische Bild mitbestimmt, weil die Inaktivierung der 

autosomalen Bereiche unterschiedlich ausgeprägt sein kann (Mattei et al. 1982; Lyon 

1998; White et al. 1998; Hall et al. 2002; Sharp et al. 2002; Gupta et al. 2006; Giorda et 

al. 2008; Hyon et al. 2011).  

Es werden aber auch andere Inaktivierungsmuster bei balancierten und unbalancierten 

X-autosomalen Translokationen detektiert (Cottrell et al. 2009; Auber et al. 2010). Denn 

das Inaktivierungsmuster scheint das Ergebnis eines Wettbewerbs zwischen ver-

schiedenen Selektionsmechanismen zu sein: einerseits gegen Zellen mit X-

chromosomaler Disomie und autosomaler Monosomie, andererseits gegen Zellen mit 

einem Gendefekt, der zum Zelltod führt (Schmidt und Du Sart 1992). 

Bei zwei Patientinnen mit jeweils einer X-autosomalen Translokation, einer Duplikation 

in der Bruchregion des X-Chromosoms und einer weiteren Imbalance im Bruchpunkt-

bereich des beteiligten Autosoms wurde ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster fest-

gestellt (Misceo et al. 2011; Fonseca et al. 2012). Bei einer Patientin ist der Phänotyp 

vermutlich auf die X-chromosomale Duplikation des PLP1-Gens zurückzuführen, 

während die autosomale Duplikation einer genleeren Region vermutlich keinen phäno-

typischen Einfluss nimmt (Fonseca et al. 2012). Bei dieser Translokationsträgerin ist das 
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Wildtyp-X-Chromosom inaktiv, während bei heterozygoten Trägerinnen einer PLP1-

Duplikation aufgrund des Selektionsprozesses gegenüber Zellen mit einer Duplikation in 

der Regel das Wildtyp-X-Chromosom aktiv vorliegt (Woodward et al. 2000). Bei der 

anderen Translokationsträgerin liegt ebenfalls ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster 

vor. Ihr Phänotyp wird vermutlich durch die Deletion des SHANK3-Gens, welches in der 

autosomalen Bruchregion lokalisiert, hervorgerufen. Der X-chromosomale Bruchpunkt-

bereich mit einer Duplikation scheint in diesem Fall keine pathogene Auswirkung zu 

haben (Misceo et al. 2011). 

Es ist wahrscheinlich, dass auch bei Patientin 6 ein verschobenes X-Inaktivierungs-

muster vorliegt. Der duplizierte Bereich in Xq25 ist allerdings unabhängig vom X-

Inaktivierungsmuster in jeder Zelle zwei Mal – zum einen auf dem derivativen 

Chromosom 13 und zum anderen auf einem X-Chromosom – in aktiver Form zu finden. 

Daher wird der Phänotyp der Patientin 6 vermutlich am ehesten durch die X-

chromosomale Duplikation verursacht. Bei Inaktivierung des Wildtyp-X-Chromosoms 

kann auch die direkte Unterbrechung des ODZ1-Gens und/oder ein Positionseffekt auf 

das GRIA3-Gen eine Rolle bei der Entwicklung eines Krankheitsphänotyps gespielt 

haben.  

Um den potentiellen Einfluss des X-Inaktivierungsverhältnisses zu beurteilen, sollte 

dieses mithilfe der R-Bänderung untersucht werden.  

Eine abschließende Beurteilung ist aufgrund des nicht bestimmten X-Inaktivierungs-

musters nur insoweit möglich, dass in dem Bruchpunkt drei interessante 

Kandidatengene liegen: STAG2, ODZ1 und GRIA3. STAG2 könnte das X-

Inaktivierungsmuster beeinflusst haben. ODZ1 und GRIA3 sind gute Kandidatengene für 

Intelligenzminderung. Die bisherige Datenlage zu GRIA3 macht es zu einem besonders 

interessanten Kandidatengen für die Intelligenzminderung der Patientin 6.  
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6 Zusammenfassung 

Für das Verständnis von erblichen Krankheiten ist die Identifizierung der zugrunde 

liegenden genetischen Veränderung von großer Bedeutung. Familiär oder de novo 

auftretende chromosomale Rearrangements wie reziproke Chromosomen-

translokationen, die mit einem Mendel‘schen Krankheitsphänotyp einhergehen, tragen 

entscheidend zur Identifizierung neuer Krankheitsgene bei. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden lichtmikroskopisch sichtbare chromosomale Rearrangements bei sechs 

Patienten mit Intelligenzminderung und weiteren klinischen Merkmalen mittels serieller 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) physikalisch feinkartiert. Die Bruchregionen 

konnten auf 10 bis 160 Kb eingegrenzt werden. Außerdem wurden zwei Deletionen und 

eine Mikroduplikation detektiert bzw. bestätigt. Anschließend wurden Informationen zu 

den dort lokalisierten Genen gesammelt, um zu untersuchen, ob eine Korrelation 

zwischen den Eigenschaften der kodierten Proteine und dem Phänotyp des jeweiligen 

Patienten besteht. Ein weiterer Hinweis für ein putatives Krankheitsgen waren in der 

Literatur beschriebene Imbalancen, die das Kandidatengen betreffen und mit einem 

dem Indexpatienten ähnlichen Phänotyp assoziiert sind. 

Bei Patientin 1 wurde CSMD3 in 8q23.3 als potentielles Krankheitsgen für neurologische 

Erkrankungen identifiziert. Bei Patient 2 war es möglich, drei Kandidatengene für 

Intelligenzminderung – GRIN3A und PRG-3 im 9q31.1-Bruchpunkt und PCDH8 im 

13q14.3-Bruchpunkt – zu definieren. Bei Patient 3 konnten in 2q14.2 zwei Gene – DBI 

und SCTR – als Kandidatengene für Autismus in Kombination mit Intelligenzminderung 

identifiziert werden. Darüber hinaus wurde in 15q26.3 IGF1R als weiteres 

Kandidatengen für Kleinwuchs in Kombination mit Intelligenzminderung ermittelt. Bei 

Patient 4 wurde der Phänotyp vermutlich durch eine 6,1 Mb große Deletion in 

4q31.1q31.22 hervorgerufen. Das im deletierten Bereich lokalisierte Gen INPP4B und 

eine eventuell damit einhergehende Haploinsuffizienz könnte die Intelligenzminderung 

bei Patient 4 verursacht haben. Die direkte Unterbrechung des GRIN2A-Gens durch die 

16;17-Translokation bei Patient 5-1 ist sehr wahrscheinlich kausal für die bei ihm 

diagnostizierte schwere Intelligenzminderung und die epileptischen Anfälle. Bei 

Patientin 6 ist die mittels FISH aufgedeckte 860 Kb große Duplikation in Xq25 vermutlich 

krankheitsverursachend, da sowohl das partiell duplizierte ODZ1-Gen als 

Kandidatengen für Intelligenzminderung postuliert werden kann als auch das in der 
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Nähe der Duplikation liegende Gen GRIA3, ein bereits bekanntes Krankheitsgen für 

Entwicklungsverzögerung.  

Zusammengefasst konnten im Rahmen dieser Arbeit mehrere aussichtsreiche 

Kandidatengene für erblich bedingte Intelligenzminderung ermittelt werden. 

Insbesondere führte die hier identifizierte Unterbrechung des GRIN2A-Gens zur 

Erstbeschreibung dieses und des homologen GRIN2B-Gens, die für die regulatorischen 

Untereinheiten NR2A und NR2B der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren kodieren, als 

Krankheitsgene für neurologische Phänotypen. 
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