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1 Arbeitshypothese und Fragestellung 

 

Die Feinkartierung chromosomaler Rearrangements dient der Identifizierung neuer 

Kandidatengene für Erkrankungen. Dabei wird u.a. vermutet, dass bei Patienten mit 

einer de novo Chromosomenaberration regulatorische Elemente von ihren Genen in der 

Nähe der Bruchstelle entfernt werden, daraus eine veränderte Expression der betroffe-

nen Gene folgt (Positionseffekt) und dieses Ereigniss mit dem Krankheitsbild des Pati-

enten zusammenhängt. In einer vorangegangenen Arbeit wurde bei einem Patienten eine 

de novo Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 4 und 7 festge-

stellt. Klinisch stellte sich der Patient unter anderem mit Kleinwuchs, autistischen Ver-

haltenszügen, Feinmotorikdefiziten, ataktischen Bewegungsmustern und verzögerter 

motorischer Entwicklung vor. In der Bildgebung mittels MRT zeigte sich eine milde 

Dandy-Walker-Malformation (DWM) mit Hypoplasie des Kleinhirnwurms. In einiger 

Entfernung zu der Translokationsstelle befinden sich die drei Gene SHH, CNPY1 und 

EN2, die mit der Kleinhirnentwicklung in Verbindung stehen. Es wurde ein möglicher 

Positionseffekt auf eines der drei Gene vermutet. In dieser Arbeit sollte ein Patienten-

kollektiv, bestehend aus Patienten mit kongenitalen Kleinhirnveränderungen, auf Se-

quenzveränderungen in den Genen SHH, CNPY1 und EN2 hin untersucht werden. Das 

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob Mutationen in einem dieser Gene zur Ausprä-

gung des Dandy-Walker-Phänotyps führen. 

Bei Untersuchungen an Mäuseembryonen mit blockierter Pfn1-Expression im Gehirn 

zeigte sich eine Kleinhirnhypoplasie mit anormaler Organisation der Schichten des 

Kleinhirnkortex und verlagerten Kleinhirn-Körnerneuronen. Es konnte gezeigt werden, 

dass das Actin-bindende Protein Profilin1 (Pfn1) essentiell für die radiale Migration ist. 

Eine ähnliche Funktion von PFN1 wurde beim Menschen vermutet. Aufgrund dieser 

Vermutung sollte in dieser Arbeit ein Patientenkollektiv mit vergleichbarem Phänotyp 

auf Veränderungen im PFN1-Gen untersucht werden. 
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2 Einleitung 

 

2.1 Entwicklung des Kleinhirns 

 

Das Kleinhirn (Cerebellum) entsteht aus dem Metencephalon und entwickelt sich am 

Ende der Embryonalperiode (achte Schwangerschaftswoche) aus den oberen Rautenlip-

pen. Die Rautenlippen sind ein Wulst, der in den vierten Ventrikel hineinragt und über 

das Rautengrubendach hinausgeht. Sie entstehen beim Einknicken des Rautenhirns zur 

Bildung der Flexura pontina (Brückenbeuge) (s. Abb. 2.1). Die Rautenlippen überwach-

sen durch Vergrößerung und Vereinigung in der Medianebene einen Teil des vierten 

Ventrikels und infolge der Vorwölbung nach außen überdecken sie bald Pons und Teile 

der Medulla oblongata. Verschiedene Faktoren induzieren und regulieren die Entste-

hung des Kleinhirns. Hierzu zählen der Transkriptionsfaktor EN2 und der Wachstums-

faktor FGF8, welche im Isthmusbereich gebildet werden (Moore und Persaud 2007). 

Der Isthmus ist eine Verengung am Übergang zwischen Mesencephalon und Rhom-

bencephalon und zeichnet sich durch spezifische molekulare Aktivität aus. Er wird des-

halb auch als Organisatorregion der Gehirnanlage bezeichnet (Moore und Persaud 

2007).  

 

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Kleinhirnbildung (links dorso-lateral, rechts dorsal) 

1: extraventrikuläre Rautenlippe, 2: intraventrikuläre Rautenlippe, 3: unteres Ende des Rhombencephalon, 

4: Mesencephalon, 5: rostrales Ende des Rhombencephalon, 6: Flügelplatte, 7: Sulcus limitans, 8: Grund-

platte. Quelle: http://www.embryology.ch/allemand/vcns/tronc05.html 

Ab der 12. embryonalen Woche kann das Kleinhirn in einen kleinen zentralen Ab-

schnitt, den Vermis und zwei laterale Hemisphären unterteilt werden. Durch eine Quer-

furchung des Kleinhirns können der zentral unterhalb der Vermis liegende Nodulus und 

der lateral unterhalb der beiden Kleinhirnhemisphären liegende Flocculus abgetrennt 
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werden. Im Laufe der Entwicklung des Kleinhirns werden noch viele weitere Querfur-

chen entstehen und die charakteristische Kleinhirn-Form bilden (Sadler 2008). 

Das Kleinhirn kann in zwei funktionelle Teile gegliedert werden, dass Paleocerebellum 

und das Neocerebellum. Zudem kann man das Archicerebellum unterscheiden, welches 

den phylogenetisch ältesten Teil, den Lobus flocculonodularis, enthält. Der Lobus ist  

mit dem Vestibularisgebiet verbunden. Das Paleocerebellum umfasst anatomisch den 

Vermis und die medialen Hemisphären (Lobus anterior). Es reguliert die Haltung des 

Körpers durch Informationen aus den Gleichgewichtsorganen (Vestibulocerebellum). 

Zudem erhält das Paleocerebellum Impulse (Afferenzen) aus den Muskel- und Sehnen-

spindeln (Spinocerebellum). Bei Ausfall bzw. Störung während der Entwicklung des 

Paleocerebellum kann es zu Gleichgewichts- und Gangstörungen kommen (Ataxie). 

Das Neocerebellum beinhaltet anatomisch die lateralen Kleinhirnhemisphären (Lobus 

posterior). Es entsteht durch die Auffaltung und die Ausweitung des Kleinhirnwulstes. 

Das Neocerebellum wird durch motorische Impulse des zerebralen Cortex und des ext-

rapyramidalen Systems parallel miterregt und steuert so die Feinmotorik der Hände und 

Füße. Ein Ausfall in dieser Region des Kleinhirns führt bei zielgerichteten Bewegungen 

zu Tremor (Intentionstremor) und zu Muskelstarre (Rigor) (Drews 2006). 

Das Kleinhirn erhält seine Informationen aus anderen Teilen des Hirns über Axone, 

welche durch drei Kleinhirnstiele in das Kleinhirn gelangen. Die Afferenzen aus den 

Gleichgewichtsorganen laufen über die unteren Kleinhirnstiele (Pedunculi cerebelaris 

inferiores) in das Paleocerebellum. Die Afferenzen aus dem Rückenmark gelangen über 

die oberen und unteren Kleinhirnstiele in das Paleocerebellum. Über die mittleren 

Kleinhirnstiele dringen die Afferenzen des zerebralen Kortex und des extrapyramidalen 

Systems in das Neocerebellum. Die Impulse aus dem Kleinhirn heraus (Efferenzen) 

laufen über die unteren und oberen Kleinhirnstiele (Drews 2006, O’Rahilly und Müller 

1999).  

Die Entwicklung der Kleinhirnrinde entspringt histologisch dem Neuralepithel der obe-

ren Rautenlippe. Die Kleinhirnplatte besteht von innen nach außen aus der Matrix-, 

Mantel- und Marginalzone. Aus diesen Schichten entwickelt sich die Kleinhirnrinde. 

Der Kleinhirnkortex entsteht durch einen komplexen Migrationsprozess, an dem viele 

verschiedene Faktoren mitwirken. Die Kleinhirnneuronen werden von zwei anatomisch 

und molekular unterschiedlichen Vorläuferzonen gebildet, der Ventrikularzone und der 

Rautenlippe (Miller und Gleeson 2008). Die Ventrikularzone des Kleinhirns exprimiert 
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den Transkriptionsfaktor Ptf1a (s. Abb. 2.2). Dies führt zur Beendigung des Zellzyklus 

der Vorläuferzellen. Die neudifferenzierten Neurone, einschließlich der Purkinje-Zellen, 

verlassen die Ventrikularzone und wandern (migrieren) radial in die sich entwickelnde 

Kleinhirnanlage. Sie bilden unter anderem die innere Körnerzellschicht des Kleinhirns. 

Die Rautenlippe dagegen exprimiert den Transkriptionsfaktor Math1+, der durch 

Signale der Deckplatte induziert wird. Die Deckplatte selbst entwickelt sich später zum 

Plexus choroideus. Durch die Expression von Math1+ kommt es zur Auswanderung der 

Vorläuferzellen aus der Rautenlippe. Die frühen Vorläuferzellen wandern innerhalb des 

rostralen Wanderungstromes tangential an der Oberfläche der Kleinhirnanlage entlang. 

Aus dem rostralen Wanderungsstrom bilden sich die tiefen glutamatergen 

Kleinhirnkerne, die im späteren Verlauf in die Kernzone auswandern. Aus den Zellen 

der Rautenlippe entstehen ebenfalls Körnerzellen, welche die äußere Körnerzellschicht 

des Kleinhirns bilden. Die Zellen der äußeren Körnerschicht proliferieren, im Gegensatz 

zu den Zellen, die der Ventrikularzone entspringen, weiterhin. Die 

Körnervorläuferzellen der äußeren Körnerschicht werden durch ein SHH-Signal, das sie 

von den unterliegenden Purkinjezellen erhalten, zur Proliferation angeregt. Die 

unipolaren Bürstenzellen entspringen ebenfalls der Rautenlippe (Miller und Gleeson 

2008). 

 

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Kleinhirn-Neurogenese (parasagittale Schnittebene 

durch die Mesencephalon/Rhombencephalon-Region)  

VZ: Ventrikularzone, ntz: Kernzone, RLS: rostrale Wanderungsströmung, RL: Rautenlippe, rp: Deckplat-

te, CPe: Plexus choroideus, GC: Körnerzellen, UBC: unipolare Bürstenzellen, Ptfa+ und Math1+: Tran-

skriptionsfaktoren, blau: Spitze der Rautenlippe, rot: Ventrikularzone mit Ptf1a+ Expression, blaue Punk-

te: Körnerzellen, blaue Pfeile: Strömungsrichtung der Körnerzellen. Quelle: Millen und Gleeson 2008 
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Bei der Migration der Körnerzellen unterscheidet man die tangentiale Migration von der 

radialen Migration (Chédotal 2010). Die radiale Migration führt entlang von Leitstruk-

turen wie der radialen Glia. Bei der tangentialen Migration laufen die neuralen Vorläu-

ferzellen aneinander entlang und bilden sich fortbewegende Ströme (Guerrini et al. 

2008). Beide Prozesse können zeitgleich vorkommen oder sich abwechseln. Aus der 

inneren Matrixzone wandern die entstandenen Neurone in die Intermediärzone aus und 

bilden die innere Körnerzellschicht (s. Abb. 2.3). Daraufhin kommt es zur Auswande-

rung von Purkinje-Zellen und noch teilungsfähigen Neuralepithelzellen aus der inneren 

Matrixzone. Diese Zellen wandern an Stützzellen (Radiärfasern) entlang nach außen. 

Die Purkinje-Zellen sind durch ein Axon mit den Neuronen der zentralen Kleinhirnker-

ne verbunden und bilden eine Purkinje-Zellschicht oberhalb der zentralen Kerne. Etwa 

in der 25. embryonalen Woche wandern Körnerzellen aus der äußeren Körnerschicht in 

Richtung der inneren Körnerschicht. Es kommt zur Umkehrung der Wachstumsrichtung 

(Eversion des Kleinhirns). Dadurch bilden sich Verbindungen zwischen den beiden 

Körnerschichten. 

 

Abbildung 2.3: Entwicklung der Kleinhirnrinde 

VZ: Ventrikelzone (innere Matrixzone), IZ: Intermediärzone, ML: Molekularschicht, WM: weiße Sub-

stanz, IGL: innere Körnerschicht, PCL: Purkinjezellschicht, EGL: äußere Körnerschicht.        

Quelle: http://www.embryology.ch/francais/vcns/encephale05.html 
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2.2 Kleinhirnentwicklungsstörungen 

 

Angeborene Fehlbildungen des zentralen Nervensystems (ZNS) kommen aufgrund der 

komplexen Prozesse während der Embryonalentwicklung des Gehirns relativ häufig 

vor. Sie finden sich bei ca. 3 von 1000 Geburten (Moore und Persaud 2007) und stellen 

etwa 10% aller Fehlbildungen dar (O’Rahilly und Müller 1999). Ursachen für Fehlbil-

dungen können teratogene Substanzen oder pränatale Infektionen, aber auch genetische 

Defekte sein (Schiebler et al. 2002). Sie können direkt die Morphogenese oder Histoge-

nese des ZNS stören oder durch Entwicklungsstörung angrenzender Strukturen (Chorda 

dorsalis, Somiten, Mesenchym) indirekt zu Fehlbildungen führen. Zu den Fehlbildun-

gen des Kleinhirns gehören Veränderungen der Vermis, einer Kleinhirnhemisphäre oder 

des ganzen Organs. Hierbei unterscheidet man das vollständige Fehlen (Agenesie), die 

Nichtausbildung trotz vorhandener Anlage (Aplasie) und eine nicht vollständige bzw. 

zu kleine Ausbildung (Hypoplasie) voneinander.  

 

2.2.1 Spektrum der Dandy-Walker-Malformation 

 

Die Dandy-Walker-Malformation (DWM) ist die häufigste kongenitale Kleinhirn-

Malformation des Menschen und wurde das erste Mal 1914 von Dandy und Blackfan 

beschrieben (Dandy und Blackfan 1914). Sie tritt bei ca. 1 von 5000 Lebendgeburten 

auf (Parisi und Dobyns 2003). Die wichtigsten charakteristischen Merkmale der DWM 

sind eine zystische Erweiterung des vierten Ventrikels, eine komplette oder partielle 

Agenesie des Kleinhirnwurms und eine vergrößerte retrozerebelläre Zyste (Hart et al. 

1972) (s. Abb. 2.4). Klinisch ist die DWM oft mit milder bis schwerer Ataxie und Ent-

wicklungsverzögerung assoziiert (Blank et al. 2011). Dies ist die klassische Form des 

Dandy-Walker-Syndroms.  
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Abbildung 2.4: Sagittales MRT eines Patienten mit Dandy-Walker-Malformation 

Der Patient zeigt eine Vermis-Hypoplasie mit Rotation des Kleinhirnwurms gegen den Uhrzeigersinn, 

angehobenes Tentorium (Pfeil), Erweiterung des 4. Ventrikels (*) und vergrößerter retrocerebellärer Zys-

te (**). Quelle: Zanni et al. 2011. 

 

Im Gegensatz zur klassischen Ausprägung gibt es weniger schwere Formen der Dandy-

Walker-Malformation (DWM) (Wakeling et al. 2002). Wenn noch ein Rest des Klein-

hirnwurms vorhanden oder die hintere Schädelgrube nicht vergrößert ist, spricht man 

von einer Dandy-Walker-Variante (DWV) (Bragg et al. 2006). Die klassische Form der 

DWM stellt das schwere Ende des Spektrums dar. Das Spektrum der DWM ist ein Kon-

tinuum kongenitaler Anomalien. Embryopathologische Gemeinsamkeiten aller Fehlbil-

dungen dieses Spektrums sind eine abnorme Ausbildung des Kleinhirns und des vierten 

Ventrikels. Zu diesem Kontinuum werden die DWM, die DWV, die Blakes-Beutel-

Zyste und die Mega zisterna magna gezählt (Warf et al. 2011). Die Grenzen zwischen 

den einzelnen Fehlbildungen sind unscharf.  

Es werden Varianten beschrieben, bei denen ein Teil des Kleinhirnwurms vorhanden ist 

und die hintere Schädelgrube nicht vergrößert ist. Die Ätiologien der DWM und der 

DWV sind heterogen (Wakeling et al. 2002; Ecker et al. 2000). Bei Fehlbildungen aus 

diesem Spektrum ist ein Hydrozephalus oft begleitend vorhanden und ist charakteris-

tisch für die DWM (Warf et al. 2011). Die DWM und die DWV sind oft mit weiteren 

Fehlbildungen assoziiert, speziell mit Fehlbildungen des zentralen Nervensystems (Russ 

et al. 1989; Hirsch et al. 1984). Die am häufigsten assoziierten extrakraniellen Malfor-

mationen sind Herzdefekte und Gesichtsanomalien (Ecker et al. 2000). Ebenfalls wurde 

die DWM als klinisches Merkmal bei verschiedenen Chromosomenaberrationen beo-

bachtet (Imataka et al. 2007, Estroff et al. 1992, Murru et al. 2002). Es existieren weite-

re Anomalien und Symptome, die gehäuft mit der DWM assoziiert auftreten, wie z.B. 

** 
* 
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ein Hydrozephalus, eine Agenesie des Corpus callosum, visuelle Defizite, Epilepsie und 

Intelligenzminderung (Grinberg et al. 2004).  

 

2.2.1.1 Dandy-Walker-Malformation 

  

Es konnte bisher noch nicht geklärt werden wie die DWM verursacht bzw. vererbt wird; 

es finden sich abweichende Erklärungen. In verschiedenen Studien wird über familiär 

gehäuft vorkommende DWM/DWV berichtet. Auf Grundlage dieser Fallberichte kann 

eine autosomal-rezessive (Bragg et al. 2006) oder X-chromosomale Vererbung (Wake-

ling et al. 2002) möglich sein. Allerdings konnte bis heute noch kein Ort auf dem X-

Chromosom für eine isolierte DWM/DWV identifiziert werden (Bragg et al. 2006). Die 

niedrige Rate an familiär vorkommender DWM lässt vermuten, dass die DWM polygen 

verursacht wird (Blank et al. 2011). Ein Hinweis auf die Beteiligung von genetischen 

Faktoren ist u.a. die Beobachtung, dass die DWM bei verschiedenen Syndromen mit 

chromosomalen Anomalien auftritt (Imataka et al. 2007). Es wurden bereits verschiede-

ne Gene mit der DWM/DWV in Verbindung gebracht, sie werden im Folgenden näher 

erläutert. 

In einer Untersuchung an acht Patienten mit isolierter DWM konnte eine de novo Dele-

tion auf Chromosom 3 festgestellt werden (Grinberg et al. 2004). Alle acht Patienten 

hatten kognitive Defizite; drei von ihnen zusätzlich einen Hydrozephalus. Die Deletio-

nen der einzelnen Patienten waren unterschiedlich groß und lagen zwischen 3q22.2 und 

3q25.33. Grinberg et al. (2004) konnten aus der Schnittmenge der Deletionen einen 7  

Mb großen Bereich zwischen 3q24 und 3q25.1 als DWM kritische Region identifizie-

ren. Diese Region enthält die Gene ZIC1 und ZIC4, die als Kandidatengene für DWM 

angenommen wurden. Bei der Überprüfung dieser These an heterozygoten Zic
+/-

;Zic4
+/-

 

Doppel-Knockout-Mäusen konnten Grinberg et al. (2004) zeigen, dass 15% dieser Tiere 

die gleiche Kleinhirnmorphologie aufwiesen, wie die Patienten mit DWM und Deletion 

in 3q. Somit ist der Grund für die DWM bei den untersuchten Patienten vermutlich die 

Deletion in 3q24-q25.1 und der damit verbundene heterozygote Verlust von ZIC1 und 

ZIC4. Ein heterozygoter Verlust von Zic1
+/-

 führte im Kleinhirn der Mäuse zu sehr ge-

ringen Veränderungen, bei heterozygoten Zic4
+/-

 Mäusen konnte jedoch eine Klein-

hirnhypoplasie festgestellt werden. Die Gene ZIC1 und ZIC4 gehören zur Familie der 

fünf ZIC-Gene. Sie werden in überlappenden Mustern während der Embryogenese ex-
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primiert und kodieren für Transkriptionsfaktoren (Zink-Finger). Jedes der fünf Proteine 

ist in verschiedene Entwicklungsprozesse involviert, hierzu zählt auch die Kleinhirn-

entwicklung (Aruga et al. 2004; Grinberg et al. 2004). 

In einer nachfolgenden Studie konnte gezeigt werden, dass es auch bei homozygotem 

Verlust von Zic1
-/-

;Zic4
-/-

 zu einer Verringerung der Kleinhirngröße bei Mäusen kommt 

(Blank et al. 2011). Die Ursache für die festgestellte Kleinhirnhypoplasie ist laut Blank 

et al. (2011) eine verminderte postnatale Körnervorläuferzellproliferation. Die Prolifera-

tion der Körnervorläuferzellen wird von Zic1 und Zic4 beeinflusst und ist Shh abhän-

gig. Blank et al. (2011) konnten zeigen, dass eine Verringerung der Shh Dosis in hete-

rozygoten Zic1- und Zic4-Maus-Mutanten (Zic1
+/-

;Zic4
+/-

) ebenfalls zu einer Verkleine-

rung der Kleinhirngröße und zu einer Veränderung der Shh-abhängigen Genexpression 

führt, wie bereits in homozygoten Zic1- und Zic4-Maus-Mutanten (Zic1
-/-

;Zic4
-/-

) beo-

bachtet. Zic1 und Zic4 werden zusätzlich für die Foliation des vorderen Kleinhirn-

wurms benötigt (Blank et al. 2011).  

Bei einer weiteren Studie an 18 Patienten mit DWM wurde eine 1,8 Mb große kritische 

Region für die DWM auf Chromosom 6 in p25.3 lokalisiert (Aldinger et al. 2009). 

Hierbei wurde beobachtet, dass Patienten mit einer großen Deletion (2 Mb) eine schwe-

rere Ausprägung der DWM aufwiesen, als solche mit weniger großen Deletionen (450 

kb). Aldinger et al. (2009) schlossen daraus, dass mehr als ein Gen in dieser Region an 

der Ausprägung der Erkrankung beteiligt ist. Das Gen FOXC1 liegt in diesem Bereich 

und wird als Kandidatengen für DWM in Betracht gezogen. Die Untersuchung an Mäu-

sen ergab, dass homozygote Foxc1-Mutanten (Foxc1
-/-

) eine deutliche Kleinhirnmal-

formation aufweisen (Aldinger et al. 2009). Aldinger et al. (2009) vermuteten, dass der 

Verlust (oder der Zugewinn) von FOXC1 zu einer Kleinhirnwurmhypoplasie führt und 

auch bei der Entstehung der schwerwiegenderen Phänotypen, wie Mega zisterna magna 

und DWM, mitwirkt. 

Bei einem drei Jahre alten Mädchen mit schwerer Wachstumsretardierung, Krämpfen 

und der klassischen DWM wurde eine 2.3 Mb große de novo Deletion auf Chromosom 

8 in p21.2-p21.3 festgestellt (Zanni et al. 2011). In diesem Bereich liegen 19 Gene. Eine 

Analyse der Genexpression von Lymphozyten und Fibroblasten zeigte eine merkliche 

Reduzierung von FGF17. Das Gen FGF17 liegt 1 Mb proximal von der Deletion ent-

fernt. Zanni et al. (2011) nahmen an, dass FGF17 einen kritischen Faktor während der 

Kleinhirnwurmentwicklung darstellt. 
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2.2.2 Lissenzephalie mit zerebellärer Hypoplasie 

  

Die Lissenzephalien (LIS) sind eine Gruppe von kortikalen Malformationen, die durch 

Veränderung der neuronalen Migration entstehen (Ross et al. 2001). Diese Veränderun-

gen resultieren klinisch in Intelligenzminderung, Epilepsie und in schwerwiegenden 

Fällen in einer reduzierten Lebenserwartung (Kumar et al. 2010). Die klassische Lissen-

zephalie (Typ I) ist charakterisiert durch fehlende (Agyrie) oder verminderte (Pachygy-

rie) Gyrierung der Gehirnoberfläche mit einem verdickten Kortex (10-20 mm; normal 

3-4 mm) (Uyanik et al. 2008). Die histologische Ursache der kortikalen Verdickung 

stellt eine veränderte Schichtung des Kortex in Folge der Migrationsstörung dar (z.B. 

vier statt sechs Schichten). Wegen der unterschiedlichen Ausprägungsgrade der kortika-

len Veränderungen wurde der Begriff des Agyrie-Pachygyrie-Bandspektrums für die 

Gruppe der klassischen Lissenzephalie eingeführt. Die klassische Lissenzephalie tritt 

mit einer Häufigkeit von ca. 1:20.000 auf (Uyanik et al. 2008). Der größte Teil der iso-

lierten, klassischen Lissenzephalien (ca. 75%) werden durch Mutationen im LIS1- oder 

DCX-Gen verursacht (Leventer et al. 2000). Lis1 spielt eine spezifische Rolle während 

der neuronalen Migration im Gehirn (Hirotsune et al. 1998).  

Die Lissenzephalien mit zerebellärer Hypoplasie (LCH) stellen eine heterogene Gruppe 

aus klassischen und nicht klassischen Lissenzephalien dar, die eine Kleinhirnhypoplasie 

aufweisen (Ross et al. 2001). Die Patienten entwickeln postnatal häufig eine Mikroze-

phalie, eine Epilepsie und eine Wachstumsretardierung.  
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2.3 Drei positionelle und funktionelle Kandidatengene für DWM auf 

Chromosom 7 

 

In der von Frau Magdalena Mermela angefertigten Doktorarbeit am Institut für Human-

genetik des UKE wurden bei einem Patienten mit balanciert erscheinender de novo 

Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 4 und 7 die chromosoma-

len Bruchpunkte kartiert (s. Abb. 2.5). 

 

 

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Wildtyp- und rearrangierten Chromosomen der 4;7-

Translokation 

Blau-weiß: Wildtyp-Chromosom 4; rot-weiß: Wildtyp-Chromosom 7; der(4): derivatives Chromosom 4; 

der(7): derivatives Chromosom 7; schwarze Wellenlinien: markierte Bruchpunktregionen in 4q12 bzw. in 

7q36. 

 

Der Patient wurde durch Entwicklungsverzögerung, Kleinwuchs, autistische Verhal-

tenszüge sowie eine linksseitige polyzystische Nierendegeneration auffällig. Außerdem 

bestanden Feinmotorikdefizite, ataktisches Bewegungsmuster, verzögerte motorische 

Entwicklung, Strabismus und eine kurze Nase mit leicht antevertierten Nares. In der 

Bildgebung mittels MRT zeigte sich eine milde DWM mit Hypoplasie des Kleinhirn-

wurms. 

Die Kartierung der 7q36-Bruchpunktregion ergab, dass sich im Bruchbereich das 

NOM1-Gen („nucleolar protein with MIF4G domain 1“) befindet. Da dieses Gen aber 

nicht spezifisch im Gehirn exprimiert wird, erschien es als Krankheitsursache eher un-

wahrscheinlich. In der Nähe der Bruchpunktregion auf Chromosom 7 liegen Gene, wel-
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che in der Kleinhirnentwicklung eine Rolle spielen. In der Abbildung 2.6 sind die Er-

gebnisse der Bruchpunktanalyse auf Chromosom 7 schematisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion 7q36.3 mit dort lokalisierten Ge-

nen 

Das Ideogramm des Chromosoms 7 ist in rot-weißer Bandenmusterung abgebildet. Durch den grauen 

Balken ist ein Ausschnitt der Region 7q36.3 mit der darüber liegenden Größeneinteilung in Megabasen 

(Mb) dargestellt. Der etwa 40 kb große Bruchpunktbereich ist mit einem roten Balken markiert. Gene, die 

in dieser Region liegen, sind durch Pfeile dargestellt (Pfeilrichtung: 5’→3’-Orientierung). 

 

In der Arbeit von Frau Mermela wird ein möglicher Positionseffekt auf eines der drei 

Gene CNPY1, SHH und EN2 diskutiert. Ein Positionseffekt wird durch die Annahme 

erklärt, dass sich auf dem durch die Translokation nun auf Chromosom 4 sitzenden 

Stück von Chromosom 7 Sequenzabschnitte mit hohem regulatorischem Potential für 

eines der drei genannten Gene befinden. Durch ein chromosomales Rearrangement kann 

es zu einer Veränderung der Genumgebung kommen und daraus kann eine modifizierte 

Genexpression resultieren. Regulatorische Einheiten wie „Enhancer“ und „Silencer“ 

können durch die Translokation von ihrem Zielgen entfernt werden und es dadurch 

nicht mehr beeinflussen. Dieser Mechanismus kann zu einer Steigerung oder Verminde-

rung der Expression des Zielgens führen. Durch die Translokation können auch fremde 

„Enhancer“ in die Nähe eines Gens gelangen und zu einer verstärkten Expression füh-

ren, „Silencer“ können ebenso translozieren und die Genexpression beeinflussen (Klein-

jan und van Heyningen 1998). Deshalb wurde der Frage nachgegangen, ob Mutationen 

in einem dieser Gene mit Kleinhirnmalformation bzw. der Dandy-Walker Malformation 

assoziiert sein könnten. 
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2.3.1 Sonic hedgehog (SHH) 

 

Das SHH-Gen gehört in die Familie der „Hedgehog“-Gene, hierzu zählen „Sonic 

hedgehog“ (SHH), „Indian hedgehog“ und „Desert hedgehog“ (Vaillant und Monard 

2009). SHH liegt auf Chromosom 7 (7q36.3), besteht aus drei Exons und erstreckt sich 

auf Ebene der genomischen DNA über ca. 10 kb. Das Gen kodiert für ein Protein aus 

462 Aminosäuren (Belloni et al. 1996). SHH wirkt über einen Signalweg auf die Gen-

expression. SHH ist ein Ligand und interagiert mit den Transmembran-Proteinen 

„Patched“ (PTC) und „Smoothened“ (SMO, G-Protein gekoppelter Rezeptor) und löst 

dadurch einen intrazellulären Signaltransduktionsweg aus (Vaillant und Monard 2009). 

Dies führt zur Aktivierung von Glioma-assoziierten Transkriptionsfaktoren (GLI). Die 

Komponenten des SHH-Signalweges PTC, SMO und die GLI-Proteine sind in der pri-

mären Zilie lokalisiert (Rohatgi et al. 2007). Zur Familie der GLI-

Transkriptionsfaktoren gehören GLI1, GLI2 und GLI3. Die GLI-Proteine (GLIS) bin-

den an die DNA und regulieren die Transkription der Zielgene. Über eine Feedback-

Schleife reguliert SHH PTC und die GLI-Transkriptionsfaktoren (Kenney und Rowitch 

2000; Zhao et al. 2002; Sjostrom et al. 2005). In Abwesenheit von SHH blockiert PTC 

die Funktion von SMO. Die GLI-Transkriptionsfaktoren werden durch den „suppressor-

of-fused“ proteolytisch inaktiviert und dadurch an der Aktivierung der Genexpression 

gehindert (s. Abb. 2.7). Es kommt zur Phosphorylierung und Spaltung der GLIs im Pro-

teasom. Im Proteasom werden aus den gespaltenen GLIs verkürzte Transkriptionsre-

pressoren produziert (Vaillant und Monard 2009). Die Zielgene der GLI-

Transkriptionsfaktoren sind nur teilweise identifiziert. Zu ihnen gehören Regulatoren 

des Zellzyklus und des SHH-Signalweges (Vaillant und Monard 2009). 
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des SHH-Signalweges 

Auf der linken Seite der Abbildung ist der SHH-Signalweg ohne Anwesenheit von SHH-Proteinen sche-

matisch dargestellt; auf der rechten Seite mit SHH. Ptc: Patched-Transmembranprotein; Smo: Smooth-

ened-Transmembranprotein; SHH: Sonic-hedgehog-Protein; Sufu: Suppressor-of-fused; Glis: GLI-

Transkriptionsfaktor. Nach Vaillant und Monard 2009. 

Die Dauer und Intensität der Proliferationsphase, in welcher die Kleinhirn-

Körnervorläuferzellen gebildet werden, ist eine kritische Phase für die Ausbildung der 

endgültigen Form und Funktion des Kleinhirns, in welcher SHH eine wichtige Rolle 

übernimmt (Vaillant und Monard 2009). SHH wurde das erste Mal in einer Studie, die 

sich mit der Inhibition von Cholesterol beschäftigte, mit dem Kleinhirn in Verbindung 

gebracht (Lanoue et al. 1997). Da SHH durch Cholesterol-Modifizierung aktiviert wird, 

führt eine Cholesterol-Inhibierung zu einem gestörten SHH-Signalweg und zu Klein-

hirnentwicklungsstörungen (Lanoue et al. 1997). Das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom ist 

eine autosomal-rezessive Erkrankung, es wird durch eine Störung der Cholesterol-

Biosynthese verursacht und geht mit einer Kleinhirnhypoplasie einher (Yu und Patel 

2005).  

Die kritische mitogene Funktion von Shh wurde in verschiedenen Studien bewiesen. 

Shh wird in Purkinje-Zellneuronen und vorübergehend in der äußeren Körnerzellschicht 

produziert. Shh ist für die Proliferation der Körnervorläuferzellen notwendig und indu-

ziert die Differenzierung der Bergmann-Glia. Die Hemmung der Shh-Funktion führt bei 

Mäusen und Hühner-Küken zur Entwicklung einer Kleinhirnhypoplasie mit anormaler 

Foliation. Hierbei sind die Purkinje-Zellen nicht normal positioniert und Bergmann-Glia 

sowie differenzierte Körnerzellen sind in der Anzahl reduziert oder nicht vorhanden 
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(Dahmane und Ruiz i Altaba 1999; Wallace 1999; Wechsler-Reya und Scott 1999). Das 

Shh-Expressionsprofil in der frühen postnatalen Entwicklung ist direkt verantwortlich 

für die endgültige Größe und Form des Kleinhirns (Vaillant und Monard 2009). Eine 

fehlende Foliation des Kleinhirns wurde das erste Mal bedingt durch eine Deletion von 

Shh oder Injektion von Antikörpern gegen Shh bewiesen (Lewis et al. 2004; Dahmane 

und Ruiz i Altaba 1999). Bei einer Überexpression von Shh in Purkinje-Zellen kommt 

es zur Entwicklung eines größeren Kleinhirns im Vergleich zur normalen Kleinhirngrö-

ße. Zudem kann ein Extralappen im Kleinhirn beobachtet werden, wenn eine weitere 

Steigerung der Shh-Aktivität induziert wird (Corrales et al. 2006). Die Dauer und Inten-

sität der Shh-Signalwirkung ist entscheidend für die vollständige Entwicklung des 

Kleinhirns. 

SHH vermittelt im Kleinhirn die Proliferation der Körnervorläuferzellen, indem es Ge-

ne, die den Zellzyklus regulieren, induziert oder hemmt (Vaillant und Monard 2009). Zu 

diesen Genen gehören Mitglieder der Cyclin-Familie (A2, B1, D1 und D2), der Fork-

head Transkriptionsfaktor FoxM1, das Protoonkogen N-myc und der Wachstumsfaktor 

IGF-2. Eine Deletion der Gene D1 und D2 führt zur Entwicklung einer Kleinhirnhypop-

lasie (Ciemerych et al. 2002). Nach vollständiger Erzeugung aller Körnervorläuferzellen 

des Kleinhirns kommt es nicht zu einem Abfall der SHH-Expression, der SHH-Spiegel 

bleibt auch im Erwachsenen-Stadium erhöht (Traiffort et al. 1998). Dies führte zu der 

Vermutung, dass SHH auch eine wichtige Rolle im Gehirn erwachsener Menschen spie-

len könnte. Die SHH-Konzentration beeinflusst stark die endgültige Form des Klein-

hirns und wird durch verschiedene Moleküle kontrolliert. Hierzu zählen unter anderem 

der Wachstumsfaktor IGF-2 (Hartmann et al. 2005), das Insulin-Rezeptor-Substrat 1 

(IRS1) (Parathath et al. 2008), Laminin (Vaillant und Monard 2009), die beiden Protei-

ne Vitronectin und Fibronectin (Pons et al. 2001) und die Protease Nexin-1 (PN-1) 

(Vaillant et al. 2007). 

Eine Deregulierung des SHH-Signalweges ist mit einer anormalen Kleinhirnproliferati-

on assoziiert und findet sich bei einem der häufigsten und bösartigsten embryonalen 

Tumoren des Kleinhirns, dem Medulloblastom (Vaillant und Monard 2009). Es wurden 

bereits mehrere Mutationen bei betroffenen Patienten gefunden, die den SHH-

Signalweg betreffen (Taylor et al. 2002). Zudem induzierte eine Überexpression von 

Shh in Vorläuferzellen des Kleinhirns bei Mäusen Medulloblastome (Weiner et al. 

2002). 
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Es wird vermutet, dass SHH eine Rolle bei der Dandy-Walker-Malformation spielt 

(Vaillant und Monard 2009). Die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren (ZIC1 und ZIC4) 

könnten den SHH-Signalweg im sich entwickelnden Kleinhirn modulieren. Die Zink-

finger-Transkriptionsfaktoren sind involviert in die Neurogenese, die Myogenese und 

die links-rechts Achsenetablierung (Aruga 2004). Der genaue Mechanismus dieser Re-

gulierung ist Gegenstand intensiver Forschung. 

 

2.3.2 Canopy 1 (CNPY1) 

 

Das CNPY1-Gen gehört zur Familie der CNPY-Gene. Die CNPY-Gene kodieren für 

Saposin-ähnliche Proteine. Diese Proteinfamilie wird vor allem über ihre strukturellen 

Gemeinsamkeiten definiert (Hirate und Okamoto 2006; Matsui et al. 2011). Das 

CNPY1-Gen liegt auf Chromosom 7 (7q36.3), umfasst auf Ebene der genomischen 

DNA ca. 32 kb und kodiert für ein Protein, das 92 Aminosäuren enthält. CNPY1 besteht 

aus vier Exons. Das Startcodon befindet sich im zweiten Exon.  

Es wurde beobachtet, dass Cnpy1 im Isthmusbereich des sich entwickelnden ZNS von 

Zebrafischembryonen exprimiert wird (Hirate und Okamoto 2006). Der Isthmus spielt 

eine entscheidende regulatorische Rolle während der Tectum- und Kleinhirnentwick-

lung. Die Ausschaltung von Cnpy1 führte zu einer gestörten Kleinhirnausbildung, einer 

anormalen Ausprägung des Isthmusbereiches und beeinträchtigte den FGF-Signalweg. 

Cnpy1 ist laut Hirate und Okamoto (2006) einerseits essentiell für den FGF-Signalweg 

und wird andererseits durch ihn induziert. Diese Wechselwirkung ist für die Tectum- 

und Kleinhirnentwicklung entscheidend.  

 

2.3.3 Engrailed 2 (EN2) 

 

Das EN2-Gen ist in 7q36.3 lokalisiert (Gharani et al. 2004). EN2 überspannt auf Ebene 

der genomischen DNA ca. 7 kb. Das Gen kodiert für ein 333 Aminosäuren großes Pro-

tein und besteht aus 2 Exons. EN2 hat verschiedene Funktionen. In dieser Arbeit steht 

die Funktion während der Gehirnentwicklung im Vordergrund. 

Die Gene En1 und En2 sind in die Kontrolle der Ausbildung des zentralen Nervensys-

tems miteinbezogen (Zec et al. 1997). Eine Expression der En-Gene konnte in allen 
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Neuronen der Medulla oblongata und im ganzen Kleinhirn nachgewiesen werden. Die 

meisten Strukturen mit den stärksten En-Signalen entstammen der Rautenlippe (Zec et 

al.1997). 

Die Expression von En2 wird durch Fgf8 während der frühen Entwicklung von Dience-

phalon und Mesencephalon induziert (Liu und Joyner 2001). Außerdem konnten Liu 

und Joyner (2001) durch Ausschaltung der beiden Gene En1 und En2 in Mäuseembryo-

nen zeigen, dass die En-Gene für die Aufrechterhaltung der Fgf8-Expression, nicht aber 

für die Initiation der Expression von Fgf8 bedeutend sind. Fgf8 wird im Isthmusbereich 

exprimiert und ist für die Ausbildung der richtigen Anordnung von Mesencephalon und 

Kleinhirn essentiell. Fgf8 ist der bedeutendste Faktor, der mit der Aktivität des Isth-

musbereiches in Verbindung steht (Wassef und Joyner 1997). Das Kleinhirn stammt 

von Zellen aus dem Mesencephalon und Metencephalon (Isthmus) ab. Der Isthmus ist 

ein Entstehungsort sezernierender Faktoren, diese steuern wiederum die Entwicklung 

des Isthmusbereiches (Wassef und Joyner 1997). 

In einem Mausmodel konnte gezeigt werden, dass eine homozygote Mutation des En2-

Gens (En2
-/-

) mit einer Kleinhirnhypoplasie assoziiert ist (Sarnat et al. 2002). Aufgrund 

dieser Ergebnisse spekulieren Sarnat et al. (2002), dass eine Mutation oder Deletion des 

EN2-Gens beim Menschen zu einer Fehlbildung von Mesencephalon und Metencepha-

lon mit einer Kleinhirnhypoplasie führt. Das Expressionsmuster von En2 deutet darauf 

hin, dass die Kleinhirnmusterung bereits während der Embryogenese beginnt und dass 

En2 eine kritische Rolle in diesem Prozess spielt (Millen et al. 1994). 

Das EN2-Gen wird mit Autismus in Verbindung gebracht (Wang et al. 2008). In einer 

Studie wurde bei 138 Personen mit einer Autismus-Störung und ihren Eltern das EN2-

Gen molekulargenetisch analysiert (Gharani et al. 2004). Dabei wurde beobachtet, dass 

zwei „single-nucleotide“ Polymorphismen (SNPs), die sich im Intron befinden 

(rs1861972; rs1861973), signifikant häufiger bei Personen mit einer Autismus-Störung 

auftreten (Gharani et al. 2004). Bei einer Untersuchung an En2-Knockout Mäusen  

(En2
-/-

) wurde eine Kleinhirnhypoplasie beobachtet, ähnlich wie bei einigen Menschen 

mit einer Autismus-Störung (Gharani et al. 2004). Zudem wurden bei den Mäusen Defi-

zite im sozialen Verhalten und eine Schwäche der gezielten motorischen Bewegung 

beobachtet.   
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2.4 Profilin 1 (PFN1) 

 

Das Gen PFN1 gehört zur Familie der Profilin-Gene. PFN1 liegt auf Chromosom 17 in 

p13.3 und nimmt auf Ebene der genomischen DNA 3,5 kb ein (Kwiatkowski et al. 

1990). Das PFN1-Gen besteht aus 3 Exons und kodiert für ein 140 Aminosäuren großes 

Protein. Das entstehende Protein kommt in allen eukaryotischen Zellen vor, bindet an 

Actinmonomere und reguliert die Actinpolymerisation (Haarer und Brown 1990). Über 

das Protein PFN1 und seine Funktionen wurde bereits viel geforscht und veröffentlicht. 

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Gehirnentwicklung und der dabei von PFN1 

vermittelten Wirkung. 

Aufgrund der nachfolgend erläuterten Studie und der Annahme, dass das bei Mäusen 

beobachtete Modell auf den Menschen übertragbar ist, wurde die molekulargenetische 

Analyse von PFN1 bei Patienten mit vergleichbarem Phänotyp gestartet. Bei Untersu-

chungen an Mäuseembryonen wurde die Expression des Pfn1-Gens im Gehirn verhin-

dert. Dies führte zu einer Kleinhirnhypoplasie mit anormaler Organisation der Schichten 

des Kleinhirnkortex und verlagerten Kleinhirn-Körnerneuronen (Kullmann et al. 2011). 

Die Körnerneurone des Kleinhirns benutzen die Bergmann-Glia-Zellen für die radiale 

Migration, indem sie an ihnen entlangwandern und Zell-Zell-Kontakte bilden. Kull-

mann et al. (2011) konnten zeigen, dass das Actin-bindende Protein PFN1 essentiell für 

die Zell-Zell-Kontakte zwischen Körnerneuronen und Glia und damit für die radiale 

Migration ist. Kullmann et al. (2011) vermuteten eine ähnliche Funktion von PFN1 

beim Menschen.  

Ein Anstieg von Pfn-mRNA konnte bei Ratten in der ersten postnatalen Woche beo-

bachtet werden (Léna et al. 1991). Hier finden eine intensive Zellproliferation, Axon-

wachstum und Synaptogenese statt. Léna et al. (1991) vermuteten, das Profilin während 

der kritischen Entwicklung des Kleinhirns Actinmonomere zur Verfügung stellt und 

somit die Kleinhirnentwicklung unterstützt. Unreife Neuronen, die sich im Kleinhirn 

von Ratten befinden, beinhalten eine große Menge an Pfn (Faivre-Sarrailh et al. 1993). 

In der zweiten und dritten postnatalen Woche ist die Profilin-Konzentration in den Sy-

napsen höher als im gesamten Kleinhirn. Während dieses Zeitraums findet eine intensi-

ve Synaptogenese statt. Faivre-Sarrailh et al. (1993) spekulieren, dass Pfn die Actin-
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Polymerisation und –Depolymerisation während der axonalen Verlängerung und der 

Synaptogenese reguliert.  

Die Expression von Pfn1 variiert bei Mäusen in den verschiedenen Bereichen des Ge-

hirns (Neuhoff et al. 2005). Im Kleinhirnkortex und im Hippocampus ist Pfn1 überwie-

gend mit Dendriten assoziiert und zeigt sich in einem Teil der Dendritendorne. Im Ge-

gensatz dazu ist Pfn1 im Kleinhirn hauptsächlich mit präsynaptischen Strukturen in 

Verbindung zu bringen. Das Protein Pfn1, wie auch Pfn2, interagiert mit synaptischen 

Proteinen, es reorganisiert Actinfilamente und stimuliert die Actin-Polymerisation. Pfn1 

kann also auf beiden Seiten, prä- und postsynaptischer Membran, lokalisiert sein. Neu-

hoff et al. (2005) vermuteten, dass Pfn1 in die aktivitätsabhängige Umgestaltung der 

Synapsen-Struktur involviert ist. 
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3 Material & Methoden 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Patienten 

 

3.1.1.1 Patientenkollektiv für die Gene CNPY1, SHH und EN2 

 

Das Patientenkollektiv für die Mutationsanalyse umfasste 33 Patienten, wobei die Pati-

enten-DNAs durch unterschiedliche Institute für Humangenetik zur Verfügung gestellt 

wurden. Dabei sind die Institute des Universitätsklinikums Erlangen, der Universität 

Lübeck (Universitätsklinikum Schleswig-Holstein), der Universität Heidelberg und des 

Universitätsklinikums Essen zu nennen. Die grundsätzliche klinische Gemeinsamkeit 

des Patientenkollektivs war die Kleinhirnaffektion. Bei fünf Patienten lag eine isolierte 

Dandy-Walker-Malformation vor, drei Patienten zeigten eine Kleinhirnagenesie und 25 

eine Kleinhirnhypoplasie, teilweise nur mit Kleinhirnwurmhypoplasie. 

 

3.1.1.2 Patientenkollektiv für das PFN1-Gen  

 

Das Patientenkollektiv für die Mutationsanalyse umfasste 55 Patienten. Die Patienten-

DNAs wurden auch hier durch unterschiedliche Institute für Humangenetik zur Verfü-

gung gestellt. Die Institute des Universitätsklinikums Freiburg, der Universität Lübeck 

(Universitätsklinikum Schleswig-Holstein) und des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf sind dabei zu erwähnen. Die grundsätzliche Gemeinsamkeit des Patienten-

kollektivs war wiederum die Kleinhirnaffektion, wobei die meisten Patienten darüber 

hinaus auch Auffälligkeiten des Großhirns (Cerebrum) zeigten. Fünf Patienten zeigten 

eine Dandy-Walker-Malformation und die restlichen 50 Patienten wiesen eine Klein-

hirnhypoplasie auf, die bei manchen Patienten mit einer kortikalen Gyrierungsstörung 

und/oder Balkenhypoplasie assoziiert war. 
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3.1.2 Materialien für molekularbiologische Methoden 

 

3.1.2.1 PCR-Puffer 
 

10x Buffer F-101 

for Taq DNA Polymer-

ase 

MgCl2 1.5 mM 

FINNZYMES 
Tris-HCl 10 mM 

KCl 50 mM 

pH 8,3 bei 25C 

CoralLoad PCR Buffer, 

10x 1.2ml 
MgCl2 15 mM QIAGEN 

 

FailSafeTM PCR           

2x PreMix D 2.5 ml 
EPICENTRE 

FailSafeTM PCR          

2x PreMix H 2.5 ml 
EPICENTRE 

FailSafeTM PCR          

2x PreMix J 2.5 ml 
EPICENTRE 

10X PCRx Enhancer-

Solution 
Invitrogen 

Multiplex PCR           

2x PreMix J 2.5 ml 
QIAGEN 

 

 

3.1.2.2 Puffer und Lösungen 
 

10x TBE 

Tris 890 mM (108 g/l) 

Borsäure 890 mM (55 g/l) 

EDTA 20 mM (12,4 g/l) 

10x Ladepuffer für 

DNA 

Glycerin (100%) 25 ml 

1x TBE 25 ml 

Orange-G 20 mg 

Ethidiumbromid (in Aqua dest.) 0,05% 

Ladepuffer-TE-Mix 
6x Ladepuffer 200 µl 

1x TE 800 µl 

DNA-Leiter (100 Bp) 

Ladepuffer-TE-Mix 950 µl 

100 bp DNA Leiter 

1µg/µl (Invitrogen) 
50 µl 
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3.1.2.3 PCR-Primer für die Mutationsanalyse der Gene CNPY1, SHH, EN2 und PFN1 

 

Die PCR-Primer für die Gene CNPY1, SHH, EN2 und PFN1 wurden mit Hilfe des web-

basierten Programms Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus 

/primer3plus.cgi) ermittelt (Untergasser et al. 2007) und von der Firma Sigma-Aldrich 

synthetisiert (s. Tab. 3.1 bis 3.4). 

 

Tabelle 3.1: PCR-Primer für die Mutationsanalyse des CNPY1-Gens 

Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ 

CNPY1 – 1F GCCACCTCAACAAGGGGTTA CNPY1 – 1R GGGAAAAGCGGGTATCAAAT 

CNPY1 – 2F ATCTGCGGTACCGTCTTCTG CNPY1 – 2R TGCATTTTGATGTTCCATGTC 

CNPY1 – 3F GGCGAATAAAAATGGACCAC CNPY1 – 3R TCTCACATGCTGTCGTTTCTG 

CNPY1 – 4F GGGTGCAGGGGAATAGATTA CNPY1 – 4R TTGATTTATCAAAATCTGCAAAGG 

 

Tabelle 3.2: PCR-Primer für die Mutationsanalyse des SHH-Gens 

Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ 

SHH – 1F GACCCAACTCCGATGTGTTC SHH – 1R TGACCTCCATTCTCCTCCAG 

SHH – 2F GCAAATGCTGTCCCTCTTCC SHH – 2R AGCCACAGGACCCCATCT 

SHH – 3aF AGGAATGTGTCGGAATCCTG SHH – 3aR CCTCCTCGCTTAGGGTCAC 

SHH – 3b2F CAGCGCGTGTACGTGGTGGCC SHH – 3b2R CCCCCCGGCTTCAGCTGGACTT 

SHH – 3cF GCAGAGTAGCCCTAACCG SHH – 3.2R CGGGGTCCTTGTTTCCTTAG 

 

Tabelle 3.3: PCR-Primer für die Mutationsanalyse des EN2-Gens 

Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ 

EN2 – 1.1F CGGACCACTGCGACTGTCTA EN2 – 1.1R GCAGGATGTTGTCGATGAAG 

EN2 – 1.2F TGTGAACAGCATGGAGGAGA EN2 – 1.2R ATGTCGCGTGAGTCTTTGTG 

EN2 – 2F CGAAGTCTAGCCCCACATCT EN2 – 2R 
ATTTCAGAACCT-

TAGCTAATACACAA 
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Tabelle 3.4: PCR-Primer für die Mutationsanalyse des PFN1-Gens 

Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ Name Oligonukleotidsequenz 5’3’ 

PFN1 – 1F TCCTTCCTTCTTCTGGCTCA PFN1 – 1R ACCCAGTCAGGGCCTCTC 

PFN1 – 2F TCTGCACTAACGTCCCACAG PFN1 – 2R CCTTCATGTTGGGGAATCAC 

PFN1 – 3F CCTGGATCCTAGCCTCCTTT PFN1 – 3R CACCAATTTGACCAGCACAC 

 

 

3.1.2.4 Materialien zur Genom-Amplifikation von genomischer DNA 

 

Für die Amplifikation von genomischer („whole genome amplification“) DNA wurde 

das illustra
TM 

GenomiPhi V2 Amplification Kit von GE Healthcare (Buckinghamshire) 

benutzt.  

Inhalt des Kits: 

GenomiPhi Sample Buffer (1 x 0.9 ml) 

GenomiPhi V2 Reaction Buffer (1 x 0.9 ml) 

GenomiPhi V2 Enzyme Mix (1 x 100 µl) 

GenomiPhi Control DNA, 10 µg/ml (1 x 20 µl)  

 

3.1.2.5 Enzyme und Nukleinsäuren 
 

Taq DNA Polymerase 5 U/µl FINNZYMES 

Taq DNA Polymerase 5 U/µl QIAGEN 

Herculase
R
 Enhanced 

DNA Polymerase 
5 U/µl STRATAGENE 

100 mM dNTP Set PCR 

Grade 

Je 50 µl dGTP, dTTP, 

dATP, dCTP (je 1M) mit 

300 µl HPLC H20 verdünnt 

Invitrogen 
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3.1.3 Chemikalien und Lösungsmittel 

 

Tabelle 3.5: Chemikalien und Lösungsmittel 

Chemikalien/Lösungsmittel Hersteller 

Agarose Invitrogen (Karlsruhe) 

Borsäure Merck (Darmstadt) 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Ethanol J.T. Baker (Deventer, NL) 

Ethidiumbromid Merck (Darmstadt) 

Ethylendinitrilotetraessigsäure, Dinatriumsalz-

Dihydrat (EDTA) 
Merck (Darmstadt) 

Glycerol Roth (Karlsruhe) 

H20 Merck (Darmstadt) 

Natriumacetat Merck (Darmstadt) 

Natriumchlorid J.T. Baker (Deventer, NL) 

Orange-G Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck (Darmstadt) 

Tris(Hydroxymethyl-)aminomethan [Tris] Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Trypton BD (Heidelberg) 

2-Propanol Fluka (Buchs, CH) 

10X FastDigestR Green Buffer Fermentas (St. Leon-Rot) 

 

 

Exonuclease I (Exo I) 20 u/µl Fermentas Life Sciences 

FastAPTM Thermosensitive 

Alkaline Phosphatase 
1 u/µl Fermentas Life Sciences 

ABI PrismR BigDyeR Ter-

minator v1.1 

Cycle Sequencing Kits 

Applied Biosystems 

BigDyeR Terminator v1.1 

5x Sequencing Buffer 
Applied Biosystems 
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3.1.4 Geräte 

 

Tabelle 3.6: Geräte  

Geräte Hersteller 

DNA Sequencer 
Applied Biosystems

®
 3500 DX Genetic Analyzers 

(Foster City, USA) 

Drucker Digital Graphic Printer SONY (Japan) 

Gelelektrophoresekammer BioRad (München) 

Heizblock (Typ: 52526101) Liebisch (Bielefeld) 

Kamera Pentax (Hamburg) 

Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf AG (Hamburg) 

Kühlzentrifuge 5810R Eppendorf AG (Hamburg) 

Magnetrührer MR 3000 Heidolph (Schwabach) 

Magnetrührer RET basic IKA Labortechnik (Staufen i. Br.) 

Netzgerät Electrophoresis power 

supply ST305 
Life Technologies (Karlsruhe) 

Netzgerät Power Pac 300 BioRad (München) 

PCR-Cycler MJ Research PTC 200 MJ Research, Inc. (Watertown, USA) 

Pipetten Finnpipetten Thermo Labsystems (Mannheim) 

Tischzentrifuge „Biofuge Pico“ Heraeus (Hannover) 

UV-Transilluminator UVT-28M Herolab (Wiesloch) 

Vortex-Gerät „Vortex Genie 2 

Heidolph Reex 2000“ 

Scientific Industries, INC. (Bohemia, New 

York, USA) 

Waage “Sartorius ISO 9001” Sartorius (Göttingen) 

Wasserbad „GFL 1083“ GFL (Burgwedel) 

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus (Hannover) 

 

3.1.5 Verbrauchsmaterialien 

 

Tabelle 3.7: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Handschuhe puderfrei Peha-Soft, Hartmann (Heidenheim) 

Pipettenspitzen Sarstedt (Nümbrecht) 

PCR SoftTubes, 0,5 ml Biozym Scientific GmbH (Oldendorf) 

Tubes Eppendorf AG (Hamburg) 

CELLSTAR Tubes Greiner bio-one (Frickenhausen) 

Combitips plus Eppendorf AG (Hamburg) 

HighDensityPaper Mitsubishi Electric (Ratingen) 
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3.1.6 Hardware 

 

Tabelle 3.8: Hardware 

Hardware Hersteller 

Computer Lifetec® 

Laptop Sony VAIO 

 

 

3.1.7 Software 

 

Tabelle 3.9: Software 

Software Hersteller/Internetadresse 

Microsoft Office 2007 Microsoft D GmbH, Unterschleißheim 

Microsoft Word 2010 Microsoft D GmbH, Unterschleißheim 

Ensembl release 61 
© WTSI / EBI, 

http://www.ensembl.org/index.html 

National Center for Biotechnology 

Information 

8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 

USA 

Sequence Pilot
CE

 JSI Medical Systems GmbH, Kippenheim 

Corel Paint Shop Pro X Corel Corporation 

Primer3Plus 
Bioformatics (http://www.bioformatics.nl/ 

cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi) 

Mutationtaster http://www.mutationtaster.org/index.html 

NetGene2 (Center for Biological Se-

quence Analysis DTU) 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/ 

Institute for Biomedical Technologies 

ITB – CNR 
http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/www 

spliceview_ex.html 

Berkeley Drosophila Genome Project http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html 

Polyphen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/ 

Polyphen2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 

PANTHER 
http://www.pantherdb.org/t 

ools/csnpScoreForm.jsp 

SIFT Human Protein 
http://sift.jcvi.org/www/ 

SIFT_enst_submit.html 

SNAP http://www.rostlab.org/services/SNAP/ 

Chromas Lite Technelysium Pty Ltd 

 

 

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.mutationtaster.org/index.html
http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/www
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
http://www.pantherdb.org/t
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3.2 Methoden 

 

3.2.1 Amplifikation genomischer DNA 

 

Bei begrenzter DNA-Menge wurde für die Amplifikation der gesamten genomischen 

DNA eine „whole genome amplification“ (WGA-) Reaktion mit dem illustra
TM 

Geno-

miPhi V2 Amplification Kit von GE Healthcare nach Angaben des Herstellers durchge-

führt. 

Hierfür wurde die zu amplifizierende DNA (~10 ng/µl) zunächst mit 9 µl GenomiPhi 

Sample Buffer für 3 Minuten bei 95C denaturiert und anschließend auf 4C herunter-

gekühlt. Daraufhin wurden 9 µl GenomiPhi V2 Reaction Buffer und 1 µl GenomiPhi 

V2 Enzyme Mix (enthält Phi29-DNA-Polymerase) zur Probe hinzugegeben. Die Amp-

lifikation wurde bei 30C für 90 Minuten durchgeführt. Im Anschluss wurde die DNA-

Polymerase bei 65C für 10 Minuten inaktiviert und die Probe wieder auf 4C herunter-

gekühlt.  

Ein großer Vorteil der Phi29-DNA-Polymerase ist die hohe Prozessivität und zusätzlich 

die „strand displacement“ Aktivität, dadurch können die neu synthetisierten Stränge 

ebenfalls als Matrize für weitere Amplifikationen genutzt werden. Durch diese Methode 

ist es möglich, die Ausgangs-DNA hochgradig zu amplifizieren und so aus 10 ng DNA 

ca. 4-7 µg DNA zu generieren (je 20 µl Reaktionsansatz). 

Sämtliche Schritte der WGA-Amplifikation wurden im PTC-200 Peltier Thermal Cycler 

von MJ Research durchgeführt. 

 

3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, „polymerase chain reaction“) dient der selektiven 

Amplifikation von DNA-Fragmenten und ist ein in-vitro-Verfahren (Mullis und Faloona 

1987). Mit Hilfe hitzestabiler DNA-Polymerasen kommt es zur zyklischen Vervielfälti-

gung eines bestimmten DNA-Abschnittes, der von zwei Oligonukleotiden (Primer) um-

geben ist. Die Oligonukleotide sind zu je einem Abschnitt des DNA-Fragmentes revers 
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komplementär. Sie binden spezifisch an die DNA und markieren somit den Anfang des 

zu vervielfältigenden DNA-Fragments. 

Für einen PCR-Ansatz wurden in der Regel 1,0 µl DNA (ca. 100 ng/µl; Matrize), 0,1 µl 

DNA-Polymerase (5 U/µl), 0,5 µl Desoxynukleotide (10 mM), je 0,5 µl der beiden Pri-

mer (10 mM) und diese mit 2,5 µl 10xPCR-Puffer und 19,9 µl HPLC-H2O auf ein Re-

aktionsvolumen von 25 µl gebracht.  

Standard PCR-Ansatz: 

        19,9 µl HPLC-H2O 

        2,5 µl 10xPCR-Puffer (15 mM MgCl2) 

        0,5 µl Primer Forward (10 µM) 

        0,5 µl Primer Revers (10 µM) 

        0,5 µl dNTPs (10 mM) 

        0,1 µl Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 

      1,0 µl DNA (100 ng/µl) 

      25,0 µl Gesamtvolumen 

 

PCR-Ansatz mit FailSafe-PCR-Puffer:  

        10,4 µl HPLC-H2O 

        0,5 µl Primer Forward (10 µM) 

        0,5 µl Primer Revers (10 µM) 

        12,5 µl FailSafe
TM 

PCR 

 
        0,1 µl Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 

      1,0 µl DNA (100 ng/µl) 

      25,0 µl Gesamtvolumen 

 

FailSafe-PCR-Puffer wurde für besonders schwierig zu amplifizierende Abschnitte ei-

nes Gens benutzt, zum Beispiel für Exons, die einen sehr hohen Anteil an Guanin- bzw. 

Cytosinbasen haben. Der FailSafe-Puffer enthält bereits dNTPs, diese müssen deshalb 

nicht zusätzlich hinzugefügt werden. Jeder der drei benutzten FailSafe-Puffer (D, J, H) 

hat eine spezielle Zusammensetzung, die vom Hersteller EPICENTRE nicht angegeben 

wird. 

Alle nachstehend erläuterten Amplifikationsreaktionen wurden im PTC-200 Peltier 

Thermal Cycler von MJ Research durchgeführt. Die Polymerase-Kettenreaktion wird in 

fünf Schritte unterteilt. Die mittleren drei Reaktionsschritte stellen repetitive Reaktions-

zyklen dar. 
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1. Initiale Denaturierung 95°C 5 – 10 min  

2. Denaturierung  95°C 20 s  
3. Annealing 50 – 68°C 10 s  

4. Elongation 72°C 30 s – 1 min  

5. Finale Elongation 72°C 10 min  

 

Die Polymerase-Kettenreaktion beginnt mit der Denaturierung. Dabei wird die doppel-

strängige DNA auf 95°C erhitzt. Durch die Erhitzung brechen die Wasserstoffbrücken-

bindungen, welche die beiden DNA-Stränge zusammenhalten, und es entstehen zwei 

Einzelstränge. Die Initiale Denaturierung wird einmal 5 bis 10 Minuten zu Beginn der 

PCR durchgeführt. Die folgende Denaturierung wird in jedem Zyklus wiederholt. An-

schließend erfolgt beim „Annealing“ die komplementäre Hybridisierung der Primer. Die 

Hybridisierungstemperatur ist für jeden Primer spezifisch und wird von der Länge und 

der Sequenz des jeweiligen Primers bestimmt. Bei der anschließenden „Elongation“ 

synthetisiert die DNA-Polymerase ausgehend von den Primern in der 5’3’-Richtung 

den Komplementärstrang. Durch Wiederholung dieser drei Schritte entstehen viele Ko-

pien (PCR-Produkte) des durch die beiden eingesetzten Primer begrenzten DNA-

Abschnittes. Die Temperatur während der „Elongation“ ist abhängig von der verwende-

ten DNA-Polymerase, die Elongationszeit orientiert sich an der Länge des zu syntheti-

sierenden Abschnittes (Polymerasen können 500-1000 Basen pro Minute polymerisie-

ren). 

Die Polymerase-Kettenreaktion ergibt sich aus der Wiederholung von Denaturierung, 

Annealing und Elongation in 30-40 Zyklen. Durch jeden Zyklus entstehen mehr Dupli-

kate eines DNA-Abschnittes. Diese können ebenfalls als Matrize für die DNA-

Polymerase dienen. Dadurch kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung dieses Ab-

schnittes. Durch die finale Elongation wird die Polymerisation der DNA beendet.  

 

3.2.2.1 Touchdown-PCR 

 

Bei der Touchdown-PCR werden gegenüber der Standard-PCR nur die Einstellungen 

des Thermocyclers verändert. Die Touchdown-PCR wird eingesetzt, um die Spezifität 

der entstehenden Produkte zu erhöhen. Hierfür wird die Annealing-Temperatur der Pri-

mer zweimal um jeweils 2°C heruntergesetzt. Diese Methode soll dazu führen, dass die 

Primer in der ersten Runde (mit der höchsten Annealing-Temperatur) mit hoher Spezifi-

30–40 Zyklen 
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tät binden und dadurch wenig Nebenprodukte durch Fehlanlagerung entstehen. In der 

zweiten Runde, in der die Annealing-Temperatur um 2°C niedriger ist, binden die Pri-

mer leichter, aber auch nicht mehr so spezifisch. Aufgrund der ersten Runde sind aber 

schon viele Duplikate des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes entstanden, dadurch 

ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass die Primer an diese binden und sie duplizie-

ren. In der nächsten Runde wird die Annealing-Temperatur wieder um 2°C erniedrigt. 

Initiale Denaturierung 95°C 5-10 min  

Denaturierung 95°C 20 s  

Annealing X°C 10 s  

Elongation 72°C 30 s – 1 min  

Denaturierung 95°C 20 s  

Annealing X-2°C 10 s  

Elongation 72°C 30 s – 1 min  

Denaturierung 95°C 20 s  

Annealing X-4°C 10 s  

Elongation 72°C 30 s – 1 min  

Finale Elongation 72°C 10 min  

 

3.2.2.2 Multiplex PCR-Kit 

 

Das Multiplex-Kit ermöglicht eine parallele Amplifikation von zwei oder mehr Produk-

ten in einem Reaktionsgefäß. Das Multiplex-Kit wurde für besonders schwierige Berei-

che eines Gens benutzt, zum Beispiel für Exons, welche einen sehr hohen Anteil an Gu-

anin- bzw. Cytosinbasen haben. 

Im Mastermix des Multiplex-Kit sind die DNA-Polymerase, der PCR-Puffer und die 

dNTPs bereits enthalten. 

PCR-Ansatz mit Multiplex-Kit:  

        19,9 µl HPLC-H2O 

        0,5 µl Primer Forward (10 µM) 

        0,5 µl Primer Revers (10 µM) 

        3,1 µl Multiplex-Kit 

Master MIX  
      1,0 µl DNA (100 ng/µl) 

      25,0 µl Gesamtvolumen 

 

Alle nachstehend erläuterten Amplifikationsreaktionen wurden im PTC-200 Peltier 

Thermal Cycler von MJ Research durchgeführt. 

 3 Zyklen 

 3 Zyklen 

29 Zyklen 
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1. Initiale Denaturierung 95°C 15 min  

2. Denaturierung  95°C 30 s  
3. Annealing 58°C 90 s  

4. Elongation 72°C 60 s  

5. Finale Elongation 72°C 10 min  

 

 

3.2.2.3 PCR-Bedingungen 

 

Die PCR-Bedingungen variieren je nach Primerpaar. In den folgenden Tabellen (s. Tab. 

3.10 bis 3.13) sind die PCR-Bedingungen der einzelnen Gene zusammengefasst. 

Tabelle 3.10: PCR-Bedingungen der einzelnen Exons von CNPY1 

Exon (Amplikon) Primerpaar 
Produktgröße 

(Bp) 

TD-

Programm 

Exon 1 CNPY1 – 1F+1R 386 TD62 

Exon 2  CNPY1 – 2F+2R 472 TD62 

Exon 3 CNPY1 – 3F+3R 392 TD62 

Exon 4 CNPY1 – 4F+4R 481 TD62 

 

Tabelle 3.11: PCR-Bedingungen der einzelnen Exons von EN2 

Exon (Ampli-

kon) 
Primerpaar 

Produktgröße 

(Bp) 

Failsafe-

/Puffer 

TD-

Programm 

Exon 1.1 EN2 – 1.1F+1.1R 538 D/H TD62 

Exon 1.2 EN2 – 1.2F+1.2R 893 D/H TD62 

Exon 2 EN2 – 2F+2R 599 - TD62 

 

Tabelle 3.12: PCR-Bedingungen der einzelnen Exons von SHH 

Exon (Ampli-

kon) 
Primerpaar 

Produktgröße 

(Bp) 

Failsafe-

/Puffer 

TD-

Programm 

Exon 1 SHH – 1F+1R 761 - TD62 

Exon 2 SHH – 2F+2R 696 - TD60 

Exon 3a SHH – 3aF+3aR 671 D/H TD60 

Exon 3b2 SHH – 3b2F+3b2R 466 Enhancer TD64 

Exon 3c SHH – 3cF+3.2R 327 
Enhancer/ 

Multiplex 
TD58 

35 Zyklen 
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Tabelle 3.13: PCR-Bedingungen der einzelnen Exons von PFN1 

Exon (Ampli-

kon) 
Primerpaar 

Produktgröße 

(Bp) 

Failsafe-

/Puffer 

TD-

Programm 

Exon 1 PFN1 – 1F+1R 696 D TD64 

Exon 2 PFN1 – 2F+2R 482 - TD60 

Exon 3 PFN1 – 3F+3R 577 - TD62 

 

 

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, mit der Nukleinsäurestränge nach 

ihrer Größe aufgetrennt werden können. Sie dient der Darstellung von PCR-Produkten. 

Die Agarose-Konzentration wird je nach erwarteter DNA-Fragmentgröße angepasst 

(0,8-4%). Die Laufstrecke eines Fragments ist dabei dem Logarithmus seines Moleku-

largewichts umgekehrt proportional. Dies bedeutet, dass kleinere Fragmente schneller 

durch das Gel wandern als größere. Die DNA wandert in einem angelegten elektrischen 

Feld von der Kathode zur Anode, da die DNA durch Phosphatreste negativ geladen ist. 

Um ein Agarosegel zu erstellen, wurde Agarose in 1x TBE-Puffer aufgekocht, dann auf 

etwa 50°C abgekühlt und in einen Gelschlitten mit eingesetzten Probekämmen gegos-

sen. Nach auspolymerisieren des Gels wurde es in eine mit TBE gefüllte Gelkammer 

gegeben und die Probekämme entnommen. In die entstandenen Geltaschen wurde eine 

Mischung aus PCR-Produkt und ¼ Volumen DNA-Ladepuffer gegeben. Um eine Grö-

ßenskala zu erhalten, wurde eine Geltasche mit 100 bp-Marker beladen. Es wurde etwa 

30 Minuten eine Spannung von 160V angelegt. Anschließend wurde das Gel mindes-

tens 15 Minuten in einer 0,05%igen Ethidiumbromid-Lösung eingefärbt. Der Farbstoff 

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht 

(254 nm), so dass die DNA im Gel sichtbar wird. Auf einem Transilluminator-Tisch 

kann diese Fluoreszenz sichtbar gemacht werden und mit Hilfe einer Kamera dokumen-

tiert werden. Mittels des Größenmarkers kann nun die Größe der entstandenen PCR-

Produkte ermittelt werden.  
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3.2.4 Aufreinigung der PCR-Produkte 

 

Die PCR-Produkte werden aufgereinigt, um störende Enzymreste, kleine DNA-

Fragmente und Oligonukleotide zu entfernen, welche die folgende Sequenzier-Reaktion 

des PCR-Produkts stören könnten. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt enzyma-

tisch mit Hilfe des Enzymmix ExoSAP. Dieser Enzymmix wird aus der Exonuclease I 

aus E.coli und der FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase im Verhältnis 1:2 

hergestellt. 

ExoSAP-Ansatz:  

 

 

 

Die ExoSAP-Reaktion wurde im PTC-200 Peltier Thermal Cycler von MJ Research 

durchgeführt. Zuerst wurde der ExoSAP-Ansatz für 15 Minuten bei 37°C erhitzt, da-

raufhin folgte die Enzyminaktivierung bei 80°C für 15 Minuten. 

 

3.2.5 DNA-Sequenzierung 

 

Die DNA-Sequenzierungen wurden auf dem ABI
R
 3500 Genetic Analyzer mit dem ABI 

Prism BigDye Terminator Kit Version v1.1 der Firma Applied Biosystems durchge-

führt. Das Prinzip der DNA-Sequenzierung beruht auf der Didesoxymethode nach San-

ger (Sanger et al. 1977). Diese sogenannte Kettenabbruchmethode beruht darauf, dass 

neben 2’-Desoxyribonukleotiden (dNTPs) auch fluoreszenzmarkierte 2’,3’-Didesoxy-

ribonukleotide (ddNTPs) in die zyklische Sequenzierreaktion eines spezifischen PCR-

Produktes eingesetzt werden. Wird ein solches ddNTP während der Ampli-

fizierungsreaktion in den DNA-Strang eingebaut, kommt es zum Abbruch der Amplifi-

zierunsreaktion. Der Abbruch erfolgt aufgrund der fehlenden 3’OH-Gruppe an den 

ddNTPs. Diese ist aber für die Ausbildung einer Phosphodiesterbrücke mit der Phos-

phatgruppe eines weiteren dNTPs oder ddNTPs notwendig. Die so entstandenen DNA-

Stränge sind durch den zufälligen Einbau von ddNTPs unterschiedlich lang und sind je 

nach Didesoxynukleotid mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Diese 

1,5 µl PCR-Produkt 

1 µl ExoSAP 

5 µl HPLC-H2O 

7,5 µl Gesamtvolumen 
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spezifische Fluoreszenzmarkierung wird bei der darauf folgenden Kapillarelektrophore-

se mithilfe eines Lasers detektiert. Dadurch kann aufgrund der Größe und der Fluores-

zenzmarkierung der DNA-Fragmente elektronisch ein Sequenzchromatogramm abgelei-

tet werden. 

Die Amplifizierungsreaktion wurde mit einem Primer durchgeführt, damit nur ein 

Strang als Matrize für die Sequenzierung genutzt wird. 

Sequenzier-Ansatz:  

3 µl ExoSAP-Produkt 

1 µl Primer Fwd oder Rev (10 pmol/µl) 

2 µl BigDye Cycle Sequencing Kits 

4 µl BigDye 5x Sequencing Buffer 

9,5 µl HPLC-H2O 

19,5 µl Gesamtvolumen 

 

Die Sequenzier-Reaktion wurde im PTC-200 Peltier Thermal Cycler von MJ Research 

durchgeführt. 

96°C 5 min 

96°C 30 s 

55°C 15 s 

60°C 4 min 

72°C 4 min 

 

Anschließend wurde das Sequenzierprodukt mithilfe einer Natriumacetat-Fällung aufge-

reinigt, um nicht eingebaute dNTPs und ddNTPs zu entfernen. 

19,5 µl Sequenzierprodukt 

5 µl 3M NaAc 

125 µl Ethanol 100% 

30 µl HPLC-H2O 

179,5 µl Gesamtvolumen 

 

Der Ansatz wurde kurz aufgeschüttelt und im Anschluss 20 Minuten bei 20°C bei 

14000 Upm zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen. Das übrigge-

bliebene DNA-Pellet wurde nun in 300 µl 70% Ethanol gewaschen, wiederum aufge-

schüttelt und anschließend für 5 Minuten bei 20°C bei 14000 Upm zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen. Das DNA-Pellet wurde daraufhin für 15 Minuten bei 37°C 

getrocknet und bis zur Sequenzierung bei -20°C gelagert. 

29 Zyklen 
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3.2.6 Auswertung 

 

Die Auswertung der entstandenen Sequenzchromatogramme erfolgte mithilfe des Pro-

gramms Sequence Pilot
©

 der Firma JSI Medical Systems GmbH. Die Referenz-

Sequenzen der untersuchten Gene wurden der Ensembl Seite von © WTSI / EBI 

(http://www.ensembl.org/index.html) entnommen, ebenso wie die zu dem Zeitpunkt in 

der Datenbank erfassten bekannten Polymorphismen und Mutationen. 

Mithilfe von „Mutationtaster“ (http://www.mutationtaster.org/index.html), „Polyphen“  

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) und „Polyphen2“ (http://genetics.bwh.harvard. 

edu/pph2/) wurden die Sequenzvarianten auf die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens 

einer pathogenen Mutation überprüft.  

Mittels der Programme „PANTHER“ (http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore 

Form.jsp), „SIFT Human Protein“ (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_ submit.html) 

und „SNAP“ (http://www.rostlab.org/services/SNAP/) wurden die gefundenen Se-

quenzvarianten auf pathogene Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp untersucht. 

Die Erkennung und Voraussage von humanen Spleißstellen wurde mithilfe von 

„NetGene2“ (Center for Biological Sequence Analysis DTU, http://www.cbs.dtu.dk 

/services/NetGene2/), „Institute for Biomedical Technologies ITB – CNR“ 

(http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview_ex.html), „Berkeley Drosophila Ge-

nome Project“ (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) und „Mutationtaster“ 

(http://www.mutationtaster.org/index.html) geprüft. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Mutationsanalyse von drei Kandidatengenen für DWM in 7q36.3 bei 

Patienten mit Kleinhirnveränderungen 

 

Die Mutationsanalyse der drei Gene CNPY1, SHH und EN2 wurde an genomischer 

DNA eines Kollektivs bestehend aus 33 Patienten durchgeführt. Bei 25 Patienten war 

eine Kleinhirnhypoplasie bzw. Kleinhirnwurmhypoplasie vorhanden. Bei 5 Patienten 

lag eine Dandy-Walker-Malformation vor und bei 3 Patienten eine Kleinhirnagenesie. 

Da von einigen Patienten nicht ausreichend genomische DNA vorhanden war, wurde 

diese mit Hilfe des GenomiPhi DNA Amplification Kit vervielfältigt, nach Bestimmung 

der Konzentration verdünnt und für die PCR-Amplifikation der einzelnen Exons be-

nutzt.  

 

4.1.1 Mutationsanalyse des SHH-Gens 

4.1.1.1 PCR-Amplifikation sämtlicher Exons des SHH-Gens 

 

Das SHH-Gen besteht aus drei Exons. Alle drei Exons beinhalten kodierende Bereiche. 

Bei Exon 1 und 2 des SHH-Gens liegen die Primerpaare in den angrenzenden Intronbe-

reichen. Da das dritte Exon sehr groß und schwer amplifizierbar war, wurde es in drei 

überlappenden, kleineren Teilen amplifiziert: Exons 3a, 3b und 3c. Hierbei wurden für 

jedes Teilstück des Exon 3 eigene Primerpaare synthetisiert. Nach der PCR-

Amplifikation wurden die Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen (s. Abb. 4.1), nach 

der Größe überprüft, aufgereinigt und sequenziert. 
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Abbildung 4.1: Darstellung eines Agarosegels nach Färbung mit Ethidiumbromid mit unterschied-

lich großen PCR-Produkten der drei Exons des SHH-Gens 

Das Bild zeigt ein 2%-iges Agarosegel auf das jeweils 10 µl der PCR-Produkte aufgetragen wurden. 

Links und rechts wurde ein Größenstandard (100 Bp-Leiter) aufgetragen. 

 

4.1.1.2 DNA-Sequenzanalyse des SHH-Gens 

 

Im SHH-Gen wurden bei den untersuchten Patienten fünf Sequenzveränderungen ge-

funden (s. Tab. 4.1). Nur zwei von den gefundenen fünf Veränderungen sind in der 

Gendatenbank Ensembl als Polymorphismen mit einer zugehörigen rs-Nummer anno-

tiert.  

 

 

 Tabelle 4.1:  Identifizierte Sequenzvarianten im SHH-Gen bei 33 untersuchten Patienten 

Gen Exon/ Intron Veränderung 
Aminosäure-

Austausch 
SNP n 

SHH 5’UTR c.-125G>A   rs9333594 33 

SHH Exon 3 c.570G>A p.(=) rs9333633 33 

SHH Exon 3 c.1232G>C p.G411A   33 

SHH Exon 3 c.1275T>C p.(=)   33 

SHH 3’UTR c.*50C>G     33 

 

c: coding region; SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP in der Genda-

tenbank Ensembl; n: Anzahl der untersuchten Patienten; UTR: untranslated region; Buchstaben (Verände-

rung): DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); p: protein; p.(=): kein 

Aminosäureaustausch; Buchstaben (Aminosäureaustausch): Buchstaben Code der Aminosäuren (siehe 

Abkürzungsverzeichnis) 
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4.1.1.2.1 Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im SHH-Gen 

 

In der folgenden Tabelle 4.2 sind die Häufigkeiten der gefundenen Veränderungen im 

SHH-Gen angegeben. Hierbei wurden die Häufigkeiten in der Normalbevölkerung für 

das erste und das zweite Allel aus der Datenbank Ensembl entnommen. Aus diesem 

Grund sind nur Daten für diejenigen Veränderungen, die in Ensembl erfasst sind, vor-

handen. 

 

Tabelle 4.2: Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im SHH-Gen; Vergleich der Allelhäu-

figkeit in der Normalbevölkerung und der untersuchten Patientenkohorte 

Veränderung 

(SNP) 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 1.Allel 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 2.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 1.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 2.Allel 

c.-125G>A 
(rs9333594) 

ca. 94% (G) ca. 6 % (A) 95,5% (63) 4,5% (3) 

c.570G>A 
(rs9333633) 

ca. 99% (G) ca. 1% (A) 98,5% (65) 1,5% (1) 

c.1232G>C  /  / 98,5% (65) 1,5% (1) 

c.1275T>C  /  / 98,5% (65) 1,5% (1) 

c.*50C>G  /  / 98,5% (65) 1,5% (1) 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP in der Gendatenbank Ensembl; 

Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); in Klammer angege-

bene Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin) steht für das 

jeweils gemeinte Allel; in Klammer angegebene Zahl: gefundene Allelhäufigkeit in der untersuchten 

Patientenkohorte; /: Daten in Gendatenbank Ensembl nicht vorhanden 

 

 

4.1.1.2.2 In-silico-Analyse der Sequenzveränderungen im SHH-Gen 

 

Mit Hilfe sieben verschiedener Programme wurden die gefundenen Veränderungen im 

SHH-Gen untersucht. Es wurde analysiert, ob sich durch den Basenaustausch die Funk-

tion des Proteins verändert hat, ob mögliche pathogene Modifizierungen stattgefunden 

haben und ob es zu einer Veränderung der Spleißstellen gekommen ist. 

In der folgenden Tabelle 4.3 sind die Ergebnisse der Untersuchungen mittels der Pro-

gramme „NetGene2 Server“, „The National Research Council“ und „Mutationtaster“ 

aufgeführt. Alle drei Programme untersuchen die Veränderungen darauf hin, ob es zu 

einer Änderung im Spleißverhalten kommt. 
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Das Programm „NetGene2 Server“ analysiert die eingegebene Sequenz darauf hin, ob 

durch die Veränderung eine neue Spleißstelle im Vergleich zur Normalsequenz entsteht 

bzw. ob eine natürliche Spleißstelle abgeschwächt oder zerstört wird. 

Des Weiteren wurde vom „The National Research Council – Institute for Biomedical 

Technologies“ ein Programm entwickelt, mit dessen Hilfe von der Normalsequenz ab-

weichende Spleißstellen analysiert werden können. 

Das Programm „Mutationtaster“ macht eine Aussage zu einer möglichen Spleißstellen-

veränderung. Hierzu benutzt „Mutationtaster“ ein Programm namens „Splice sites“ von 

Berkeley Drosophila Genome Project. Die Vorhersage für den Wildtyp (wt) und die 

Veränderung (mu) in Bezug auf die Spleißstellenveränderung sind dort eingetragen.  

 

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Untersuchung auf Spleißstellenveränderung im SHH-Gen durch die 

gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP in der Gendatenbank Ensembl; 

Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); wt: Wildtyp; mu: 

Mutation; /: keine Veränderungen 

 

 

In der Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse der Analyse der Programme „Mutationtaster“, 

„Polyphen2“, „PANTHER“, „SIFT HumanProtein“ und „SNAP“ zusammengefasst. 

Alle vier Programme untersuchen die Veränderung im Vergleich zum Wildtyp auf Va-

riationen in der Proteinfunktion. 

Das Programm „Mutationtaster“ macht eine Vorhersage darüber, ob es sich bei einem 

Aminosäure-Austausch um einen Polymorphismus („polymorphism“) oder eine poten-

ziell krankheitsverursachende Veränderung („disease causing“) handelt. Dieses Ergeb-

nis gibt „Mutationtaster“ mit einer Zahl zwischen null und eins an und quantifiziert da-

mit die Wahrscheinlichkeit der Aussage. 

Veränderung 

(SNP) 
NetGene2 Server 

The National Research 

Council - Institute for 

Biomedical Technologies 

Mutationtaster 

c.570G>A 
(rs9333633) 

/ / wt: 0.95 / mu: 0.956 

c.1232G>C / / wt: 0.96 / mu: 0.98 

c.1275T>C / / / 
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„Polyphen2“ ist ein Programm, das die Aminosäureveränderung auf Struktur- und 

Funktionsänderungen des Proteins hin analysiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung 

wird mit einer Zahl zwischen null und eins angegeben, welche die Wahrscheinlichkeit 

angibt, dass das Ergebnis zutrifft. Außerdem werden Sensitivität und Spezifität des Er-

gebnisses mitgeteilt. 

Das Programm „PANTHER“ untersucht die eingegebene Sequenz im Vergleich zur 

Wildtypsequenz auf Veränderungen der Funktion. Dieses Ergebnis wird durch den Wert 

des „subPSEC“ angegeben. Der „subPSEC“-Wert wird mit einer Zahl zwischen 0 bis    

-10 angezeigt. Die Zahl 0 wird angegeben, wenn es zu keiner funktionellen Änderung 

gekommen ist (neutral). Die Zahl -10 gibt an, dass eine störende Wirkung auf die Funk-

tion sehr wahrscheinlich ist. Die Zahl -3 als „subPSEC“-Wert wird hier als Grenze für 

die funktionelle Bedeutung angesehen. Der Wert „Pdeleterious“ ist lediglich eine andere 

Darstellung des Ergebnisses, ein „subPSEC“-Wert von -3 entspricht dem „Pdeleterious“ 

Wert von 0,5. 

„SIFT Human Protein“ ist ein Programm, das ebenfalls die funktionelle Veränderung 

des Proteins untersucht. Der „SIFT Score“ wird mit einer Zahl zwischen 0 und 1 ange-

geben. Der Aminosäure-Austausch wird als schädlich vorhergesagt, wenn der „SIFT 

Score“ kleiner oder gleich 0,05 ist und wird geduldet, wenn der „SIFT Score“ größer als  

0,05 ist. 

Die Programme „PANTHER“ und „SIFT Human Protein“ können nur Aussagen über 

Veränderungen machen, welche im kodierenden Bereich des Gens liegen. 

Das Programm „SNAP“ macht eine Voraussage über den Effekt eines Aminosäure-

Austauschs auf die Proteinfunktion. Wenn die Voraussage (engl. prediction) als „neut-

ral“ angegeben wird, bedeutet dies, dass keine funktionellen Unterschiede zum Wild-

typprotein erwartet werden. Anderenfalls kommt es zu der Voraussage nicht-neutral 

(non-neutral). Der „Reliability-Index“ gibt die Zuverlässigkeit des Ergebnisses an. Die-

ser Wert wird mit einer Zahl zwischen 0 (niedrige Verlässlichkeit) und 9 (hohe Verläss-

lichkeit) angegeben. Der „Expected-Accuracy“-Wert gibt die erwartete Genauigkeit des 

Ergebnisses in Prozent an. Ein hoher „Reliability-Index“ korreliert stark mit einem ho-

hen „Expected-Accuracy“-Wert. 

Die beiden Programme „Polyphen2“ und „SNAP“ können nur eine Vorhersage treffen, 

wenn ein Aminosäure-Austausch (Missense-Mutation) stattgefunden hat. 
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Die sieben genannten Programme werden bei jedem der nun folgenden aufgeführten 

und untersuchten Gene zur Analyse der gefundenen Veränderungen eingesetzt.   

 

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Untersuchung auf Funktionsänderung und Strukturveränderung im 

SHH-Gen durch die gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP in der Gendatenbank Ensembl;   

- : Veränderung liegt nicht im kodierenden Bereich, dies ist aber eine Voraussetzung für die Programme 

PANTHER und SIFT Human Protein; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, 

G:Guanin, C:Cytosin); /: keine Veränderung; p: protein; p.(=): kein Aminosäureaustausch; Buchstaben 

(Aminosäureaustausch): Buchstaben Code der Aminosäuren (siehe Abkürzungsverzeichnis) 

  

Verände-

rung (SNP) 

Mutationtas-

ter 
Polyphen2 

PAN-

THER 

SIFT Human 

Protein 
SNAP 

c.570G>A 
(rs9333633) 

p.(=) 

Disease caus-

ing  probabil-

ity: 0.99  
/ ― ― / 

c.1232G>C 

p.G411A 

Polymorphism 

probability: 

0.99 

benign  

(score of 0.049;  

sensitivity: 0.95;  

specificity: 0.82) 

/ 

SIFT  

Score 0,64 

Prediction: 

Tolerated 

Prediction: 

neutral 

Reliability 

Index: 0 

Expected Ac-

curacy: 53% 
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4.1.2 Mutationsanalyse des CNPY1-Gens 

 

4.1.2.1 PCR-Amplifikation sämtlicher Exons des CNPY1-Gens 

 

Das CNPY1-Gen besteht aus vier Exons. Der kodierende Bereich erstreckt sich von 

Exon 2 bis Exon 4. Für die PCR-Amplifikation wurde für jedes der vier Exons ein Pri-

merpaar mit Hilfe des Programms Primer3Plus generiert. Bei Exon 1 bis 3 des CNPY1-

Gens liegen diese Primerpaare in den jeweils anliegenden Intronbereichen. Für Exon 4 

wurde der reverse Primer so gewählt, dass er sich noch innerhalb des Exons, aber weit 

hinter dem Stoppcodon befindet. Nach der PCR-Amplifikation wurden die Produkte auf 

ein Agarosegel aufgetragen (s. Abb. 4.2), nach der Größe überprüft, aufgereinigt und 

sequenziert.  

 

 

Abbildung 4.2: Darstellung eines Agarosegels nach Färbung in Ethidiumbromid mit unterschied-

lich großen PCR-Produkten der vier Exons des CNPY1-Gens 

Das Bild zeigt ein 2%-iges Agarosegel auf das jeweils 10 µl der PCR-Produkte aufgetragen wurden. 

Rechts wurde ein Größenstandard (100 Bp-Leiter) aufgetragen.  

 

4.1.2.2 DNA-Sequenzanalyse des CNPY1-Gens 

 

Alle fünf gefundenen Sequenzvarianten in den vier Exons des CNPY1-Gens sind bereits 

in der Datenbank Ensembl annotiert und werden als „single nucleotide polymorphisms“ 

(SNP) auch in der Datenbank dbSNP unter rs-Nummern erfasst. 

In Tabelle 4.5 sind die einzelnen Veränderungen mit der dazugehörigen rs-Nr. aufgetra-

gen.  
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Tabelle 4.5: Identifizierte Sequenzvarianten im CNPY1-Gen bei 33 untersuchten Patienten 

Gen Exon/ Intron Veränderung 
Aminosäure-

Austausch 
SNP n 

CNPY1 5’UTR c.-240T>C   rs1863038 33 

CNPY1 5’UTR c.-191A>G   rs1863039 33 

CNPY1 Intron 1 c.-61+27C>G   rs2098797 33 

CNPY1 Exon 2 c.-49T>C   rs6947243 33 

CNPY1 Exon 2 c.16C>G p.L6V rs73163379 33 

 

c: coding region; SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gen-

datenbank Ensembl; n: Anzahl der untersuchten Patienten; UTR: untranslated region; Buchstaben (Ver-

änderung): DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); p: protein; Buchstaben 

(Aminosäureaustausch): Buchstaben Code der Aminosäuren (siehe Abkürzungsverzeichnis) 

 

 

4.1.2.2.1 Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im CNPY1-Gen 

 

Die Häufigkeiten der Sequenzvarianten in der Normalbevölkerung wurden der dbSNP 

Datenbank entnommen. Als erstes Allel wurde die Base bezeichnet, welche nach dem 

Programm Sequence Pilot
© 

nicht als Veränderung angezeigt wurde (s. Tab. 4.6). Da 33 

Patienten auf Veränderungen im CNPY1-Gen untersucht wurden, sind jeweils 66 Allele 

gefunden worden.  
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Tabelle 4.6: Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im CNPY1-Gen; Vergleich der Allel-

häufigkeit in der Normalbevölkerung und der untersuchten Patientenkohorte 

Veränderung 

(SNP) 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 1.Allel 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 2.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 1.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 2.Allel 

c.-240T>C 
(rs1863038) 

ca. 8% (T) ca. 92% (C) 54% (36) 45% (30) 

c.-191A>G 
(rs1863039) 

ca. 79% (A) ca. 21% (G) 84,8% (56) 15,2% (10) 

c.-61+27C>G 
(rs2098797) 

ca. 92% (C) ca. 8% (G) 51,5% (34) 48,5% (32) 

c.-49T>C 
(rs6947243) 

ca. 74% (T) ca. 26% (C) 80% (53) 20% (13) 

c.16C>G 
(rs73163379) 

ca. 98% (C) ca. 2% (G) 98,5% (65) 1,5% (1) 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); in Klammer 

angegebene Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin) steht für 

das jeweils gemeinte Allel; in Klammer angegebene Zahl: gefundene Allelhäufigkeit in der untersuchten 

Patientenkohorte 

 

 

4.1.2.2.2 In-silico-Analyse der Sequenzveränderungen im CNPY1-Gen 

 

Die gefundenen Veränderungen im CNPY1-Gen wurden mittels sieben verschiedener 

webbasierter Vorhersage-Programme analysiert. Untersucht wurde, ob sich durch den 

stattgefundenen Basenaustausch die Funktion oder die Struktur des Proteins verändert 

hat und ob es zu einer Veränderung der Spleißstellen gekommen ist. 

In Tabelle 4.7 und 4.8 sind die Ergebnisse der Untersuchungen mit Hilfe der Vorhersa-

ge-Programme dargestellt. 
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Tabelle 4.7: Ergebnisse der Untersuchung auf Spleißstellenveränderung im CNPY1-Gen durch die 

gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); wt: Wildtyp; 

mu: Mutation; /: keine Veränderungen 

 

 

Tabelle 4.8: Ergebnisse der Untersuchung auf Funktionsänderung und Strukturveränderung im 

CNPY1-Gen durch die gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); p: protein; 

Buchstaben (Aminosäureaustausch): Buchstaben Code der Aminosäuren (siehe Abkürzungsverzeichnis)  

Veränderung 

(SNP) 
NetGene2 Server 

The National Research 

Council - Institute for 

Biomedical Technologies 

Mutationtaster  

c.-240T>C 
(rs1863038) 

/ / / 

c.-191A>G 

(rs1863039) 
/ / / 

c.-61+27C>G 

(rs2098797) 
/ / wt: 0.27 / mu: 0.72 

c.16C>G 

(rs73163379) 
/ / wt: 0.83 / mu: 0.99 

Verände-

rung (SNP) 

Mutationtas-

ter 
Polyphen2 

PAN-

THER 

SIFT 

Human 

Protein 

SNAP 

c.16C>G 
(rs73163379) 

p.L6V 

Disease  

causing   

probability: 

0.59 

probably damag-

ing with a score 

of 0.998  

(sensitivity: 0.27; 

specificity: 0.99) 

subPSEC: 

-4.40964 

Pdeleterious: 

0.80371 

SIFT 

Score: 0,2 

Prediction: 

Tolerated 

Prediction:  

neutral 

Reliability  

Index: 1 

Expected Accu-

racy: 60% 
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4.1.3 Mutationsanalyse des EN2-Gens 

 

4.1.3.1 PCR-Amplifikation sämtlicher Exons des EN2-Gens 

 

EN2 besteht aus zwei Exons. Für die PCR-Amplifikation wurde Exon 1 in zwei Teile 

aufgeteilt (Exon 1.1 und Exon 1.2). Der reverse Primer von Exon 2 liegt im nicht-

kodierenden Bereich des Exons, da es nur einen kleinen kodierenden Bereich enthält. 

Nach der PCR-Amplifikation der einzelnen Exons wurden die Produkte auf ein Agaro-

segel aufgetragen (s. Abb. 4.3), nach der Größe überprüft, aufgereinigt und sequenziert. 

 

 

Abbildung 4.3: Darstellung eines Agarosegels nach Färbung mit Ethidiumbromid mit unterschied-

lich großen PCR-Produkten der zwei Exons des EN2-Gens 

Das Bild zeigt ein 2%-iges Agarosegel auf das jeweils 10 µl der PCR-Produkte aufgetragen wurden. 

Rechts wurde ein Größenstandard (100 Bp-Leiter) aufgetragen. 

 

4.1.3.2 DNA-Sequenzanalyse des EN2-Gens 

 

In der DNA-Sequenzanalyse fanden sich sechs verschiedene Veränderungen bei den 

untersuchten Patienten. Diese sind in Tabelle 4.9 aufgelistet. Alle gefundenen Verände-

rungen sind in der Gendatenbank Ensembl als Polymorphismen mit einer rs-Nummer 

annotiert. 
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Tabelle 4.9:   Identifizierte Sequenzvarianten im EN2-Gen bei 33 untersuchten Patienten 

Gen Exon/ Intron Veränderung 
Aminosäure-

Austausch 
SNP n 

EN2 Exon 1 c.28G>C p.E10Q rs193264681 33 

EN2 Exon 1 c.111G>A p.(=) rs77846527  33 

EN2 Exon 1 c.361C>T p.L121F rs3735653 33 

EN2 Exon 2 c.720G>A p.(=) rs145749730  33 

EN2 Exon 2 c.952T>C p.(=) rs2361689 33 

EN2 3’UTR c.*3C>T   rs12674067 33 

 

c: coding region; SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gen-

datenbank Ensembl; n: Anzahl der untersuchten Patienten; UTR: untranslated region; Buchstaben (Ver-

änderung): DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); p: protein; p.(=): kein 

Aminosäureaustausch; Buchstaben (Aminosäureaustausch): Buchstaben Code der Aminosäuren (siehe 

Abkürzungsverzeichnis) 

 

 

 

4.1.3.2.1 Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im EN2-Gen 

 

In der folgenden Tabelle 4.10 sind die Häufigkeiten der einzelnen Veränderungen im 

EN2-Gen aufgelistet. Die Häufigkeiten in der Normalbevölkerung für die Veränderun-

gen wurden der Gendatenbank Ensembl entnommen. 
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Tabelle 4.10: Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im EN2-Gen; Vergleich der Allelhäu-

figkeit in der Normalbevölkerung und der untersuchten Patientenkohorte 

Ver-

änderung 

(SNP) 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 1.Allel 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 2.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 1.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 2.Allel 

c.28G>C 
(rs193264681) 

ca. 99% (G) ca. 1% (C) 98,5% (65) 1,5% (1) 

c.111G>A 
(rs77846527) 

ca. 88% (G) ca. 12% (A) 93,9% (62) 6,1% (4) 

c.361C>T 
(rs3735653) 

ca. 50% (C) ca. 50% (T) 39,4% (26) 60,6% (40) 

c.720G>A 
(rs145749730) 

ca. 99,9% (G)   ca. 0,1% (A) 98,5% (65) 1,5% (1) 

c.952T>C 
(rs2361689) 

ca. 64% (T) ca. 36% (C) 65,1% (43) 34,9% (23) 

c.*3C>T 
(rs12674067) 

ca. 94,2% (C) ca. 5,8% (T) 93,9% (62) 6,1% (4) 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); in Klammer 

angegebene Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin) steht für 

das jeweils gemeinte Allel; in Klammer angegebene Zahl: gefundene Allelhäufigkeit in der untersuchten 

Patientenkohorte 

 

 

4.1.3.2.2 In-silico-Analyse der Sequenzveränderungen im EN2-Gen 

 

Die Ergebnisse der Vorhersage-Programme für die gefundenen Veränderungen im EN2-

Gen sind in den Tabellen 4.11 und 4.12 zusammengefasst. 
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Tabelle 4.11: Ergebnisse der Untersuchung auf Spleißstellenveränderung im EN2-Gen durch die 

gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); wt: Wildtyp; 

mu: Mutation; /: keine Veränderungen 

 

 

 

Tabelle 4.12: Ergebnisse der Untersuchung auf Funktionsänderung und Strukturveränderung im 

EN2-Gen durch die gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); /: keine Ver-

änderungen; p: protein; p.(=): kein Aminosäureaustausch; Buchstaben (Aminosäureaustausch): Buchsta-

ben Code der Aminosäuren (siehe Abkürzungsverzeichnis) 

Veränderung 

(SNP) 
NetGene2 Server 

The National Research 

Council - Institute for 

Biomedical Technologies 

Mutationtaster 

c.28G>C 
(rs193264681) 

/ / wt: 0.65 / mu: 0.72 

c.111G>A 
(rs77846527) 

/ / wt: 0.64 / mu: 0.79 

c.361C>T 
(rs3735653) 

/ / wt: 0.27 / mu: 0.33 

c.720G>A 
(rs145749730) 

/ / wt: 0.38 / mu: 0.75 

c.*3C>T 
(rs12674067) 

/ / wt: 0.84 / mu: 0.95 

Verände-

rung (SNP) 

Mutation-

taster 
Polyphen2 PANTHER 

SIFT Hu-

man Pro-

tein 

SNAP 

c.28G>C 
(rs193264681) 

p.E10Q 

Polymor-

phism 

probabili-

ty: 0.99 

score is not 

available 

subPSEC: 

-1.74248  

Pdeleterious:  

0.2214 

SIFT  

Score 0,05 

Prediction: 

Damaging 

Prediction: neu-

tral Reliability  

Index: 1 

Expected  

Accuracy: 60% 

c.361C>T 
(rs3735653) 

p.L121F 

Polymor-

phism 

probabili-

ty: 0.6 

possibly dam-

aging (score of 

0.605, sensitiv-

ity:0.88; speci-

ficity: 0.91) 

subPSEC: 

-1.65383 

Pdeleterious:  

0.2065 

SIFT  

Score 0,71 

Prediction: 

Tolerated 

Prediction: neu-

tral Reliability  

Index: 1 

Expected  

Accuracy: 60% 

c.952T>C 
(rs2361689) 

p.(=) 

Disease 

causing 

probabili-

ty: 0.7 

/ 
silent  

mutation 

SIFT  

Score 1 

Prediction: 

Tolerated 

/ 
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4.2 Mutationsanalyse von PFN1 

 

Die Mutationsanalyse von PFN1 wurde mittels genomischer DNA von 55 verschiede-

nen Patienten durchgeführt. Die Patienten hatten neben einer Kleinhirnhypoplasie zu-

sätzlich eine Corpus callosum Hypoplasie oder eine kortikale Gyrierungsstörung. 

Da bei einigen Patienten nicht genügend genomische DNA zur Verfügung stand, wurde 

diese mittels GenomiPhi DNA Amplification Kit amplifiziert, nach Bestimmung der 

Konzentration verdünnt und für die PCR-Amplifikation der einzelnen Exons von PFN1 

verwendet. 

 

4.2.1 PCR-Amplifikation sämtlicher Exons des PFN1-Gens 

 

PFN1 besteht aus drei kodierenden Exons. Nach der PCR-Amplifikation der einzelnen 

Exons wurden die Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen (s. Abb. 4.4), nach der Grö-

ße  überprüft, aufgereinigt und sequenziert. 

  
 

 

Abbildung 4.4: Darstellung eines Agarosegels nach Färbung mit Ethidiumbromid mit unterschied-

lich großen PCR-Produkten der drei Exons des PFN1-Gens 

Das Bild zeigt ein 2%-iges Agarosegel auf das jeweils 10 µl der PCR-Produkte aufgetragen wurden. 

Links und rechts wurde ein Größenstandard (100 Bp-Leiter) aufgetragen. 
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4.2.2 DNA-Sequenzanalyse des PFN1-Gens 

 

In der DNA-Sequenzanalyse der einzelnen Exons von PFN1 der verschiedenen Patien-

ten wurden zwei Sequenz-Veränderungen beobachtet. Beide Veränderungen sind in der 

Gendatenbank Ensembl als Polymorphismus mit einer dazugehörigen rs-Nummer ein-

getragen (s. Tab. 4.13). 

Tabelle 4.13: Identifizierte Sequenzvarianten im PFN1-Gen bei 55 untersuchten Patienten 

Gen Exon/ Intron Veränderung 
Aminosäure-

Austausch 
SNP n 

PFN1 Exon 3 c.334C>T p.(=) rs13204 55 

PFN1 3’UTR c.*108T>C   rs113941832  55 

 

c: coding region; SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP in der Genda-

tenbank Ensembl; n: Anzahl der untersuchten Patienten; UTR: untranslated region; Buchstaben: DNA-

Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); p: protein; p.(=): kein Aminosäureaus-

tausch 

 

4.2.2.1 Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im PFN1-Gen 

 

In der folgenden Tabelle 4.14 sind die Häufigkeiten der beiden Veränderungen im 

PFN1-Gen für die Normalbevölkerung und die untersuchte Gruppe aufgeführt. Die 

Häufigkeiten in der Normalbevölkerung wurden der Gendatenbank Ensembl entnom-

men. 

Tabelle 4.14: Häufigkeiten der gefundenen Sequenzvarianten im PFN1-Gen; Vergleich der Allel-

häufigkeit in der Normalbevölkerung und der untersuchten Patientenkohorte 

Veränderung 

(SNP) 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 1.Allel 

Häufigkeit in der 

Normalbevölkerung 

für das 2.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 1.Allel 

gefundene Häu-

figkeit in der 

untersuchten 

Patientenkohorte 

für das 2.Allel 

c.334C>T 
(rs13204) 

ca. 97% (C) ca. 3% (T) 96,4% (106) 3,6% (4) 

c.*108T>C 

(rs113941832)  
 / /  99,1% (109) 0,9% (1) 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); in Klammer 

angegebene Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin) steht für 

das jeweils gemeinte Allel; in Klammer angegebene Zahl: gefundene Allelhäufigkeit in der untersuchten 

Patientenkohorte; /: Daten in Gendatenbank Ensembl nicht vorhanden 
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4.2.2.2 In-silico-Analyse der Sequenzveränderungen im PFN1-Gen 

 

Die Ergebnisse der Vorhersage-Programme für die gefundenen Veränderungen im 

PFN1-Gen sind in den Tabellen 4.15 zusammengefasst. 

 

Tabelle 4.15: Ergebnisse der Untersuchung auf Spleißstellenveränderung im PFN1-Gen durch die 

gefundenen Sequenzveränderungen mittels verschiedener Programme 

 

SNP: single nucleotide polymorphism; rs-Nr: Referenznummer des SNP nach der Gendatenbank En-

sembl; Buchstaben: DNA-Basen-Abkürzung (A:Adenin, T:Thymin, G:Guanin, C:Cytosin); wt: Wildtyp; 

mu: Mutation; /: keine Veränderung 

Veränderung 

(SNP) 
NetGene2 Server 

The National Research 

Council - Institute for 

Biomedical Technologies 

Mutationtaster 

c.334C>T 
(rs13204) 

/ / wt: 0.94 / mu: 0.92 

c.*108T>C  

(rs113941832)  
/ / wt: 0.40 / mu: 0.41 
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5 Diskussion 

 

In der Doktorarbeit von Frau Magdalena Mermela fand sich bei einem Patienten mit 

einer milden Dandy-Walker-Malformation und Kleinhirnwurmhypoplasie eine de novo 

reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 4 und 7. Die identifizierte Bruch-

punktregion auf Chromosom 7 wurde in 7q36.3 feinkartiert (s. Abb. 2.6). In der Nähe 

der gefundenen Bruchpunktregion liegen die drei Gene SHH (1,15 Mb entfernt), CNPY1 

(1,4 Mb entfernt) und EN2 (1,5 Mb entfernt). Diese sind nicht direkt vom Bruchereignis 

des Chromosoms 7 betroffen, es wird aber ein möglicher Positionseffekt diskutiert. 

Durch die Translokation könnten Kontrollelemente der genannten Gene verändert bzw. 

entfernt worden sein. 

Das Cnpy1-Gen wird in Zebrafischembryonen im Isthmusbereich (Übergangsregion 

zwischen Mesencephalon und Rhombencephalon) spezifisch exprimiert und wirkt bei 

der Entstehung von Tectum und Kleinhirn mit. Aufgrund dieser Tatsache wurde das 

CNPY1-Gen in die Gruppe der zu untersuchenden Kandidatengene integriert. CNPY1 

wird einerseits durch den FGF-Signalweg im Isthmusbereich induziert und ist anderer-

seits essentiell für den FGF-Signalweg. Durch die Ausschaltung von Cnpy1 kommt es 

zu einer gestörten Kleinhirnausbildung, einer anormalen Ausprägung des Isthmusberei-

ches und einer Beeinträchtigung des FGF-Signalweges (Hirate und Okamoto 2006). Bei 

der Differenzierung, Proliferation und Migration von Zellen ist der FGF-Signalweg mit 

einbezogen. Diese Erkenntnisse sprechen dafür, dass Mutationen im CNPY1-Gen zu 

einer Kleinhirnaffektion führen können.  

Im Rahmen der Mutationsanalyse des CNPY1-Gens bei 33 Patienten mit Kleinhirnfehl-

bildungen konnten bei einigen Patienten fünf Sequenzvarianten in heterozygotem Zu-

stand identifiziert werden. Alle fünf gefundenen Varianten sind bereits in der SNP-

Datenbank dbSNP erfasst (s. Tab. 4.5). Bereits in der SNP-Datenbank erfasste SNPs 

sind mit großer Wahrscheinlichkeit nicht pathogen, dies zeigt sich ebenfalls durch die 

Allelhäufigkeit. Bei vier der gefundenen fünf Veränderungen ergab die Analyse mittels 

der Vorhersage-Programme, dass es sich jeweils mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um 

Polymorphismen handelt, die weder eine Funktionsänderung des Proteins noch eine 

Spleißstellenveränderung hervorrufen (s. Tab. 4.6 bis 4.8). Bei der Sequenzänderung 

c.16C>G im Exon 2 des CNPY1-Gens kommt es zu einem Aminosäure-Austausch: die 
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Aminosäure Valin wird statt der Aminosäure Leucin (L) an Position 6 des CNPY1-

Proteins (p.L6V) eingebaut. Die Untersuchung mittels der Vorhersage-Programme 

ergab eine mögliche krankheitsverursachende Wirkung mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 59% laut „Mutationtaster“ (s. Tab. 4.7) und 99% nach „Polyphen2“ (s. Tab. 4.8). 

Das Programm „PANTHER“ ermittelte ebenfalls eine Veränderung der Proteinfunktion 

und gab diese mit einem „subPSEC“-Wert von -4,4 an (-3 gilt hier als Grenze für die 

funktionelle Bedeutung) (s. Tab. 4.8). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich 

hierbei um eine die Funktion des Proteins beeinflussende Veränderung handelt, die 

möglicherweise krankheitsmitverursachend sein kann. Die anderen Vorhersage-

Programme konnten keine Veränderung der Spleißstellen oder der Proteinfunktion er-

mitteln (s. Tab. 4.7 und 4.8). Die Veränderung c.16C>G konnte bei einem Patienten 

(H6) heterozygot festgestellt werden. Zur Bestätigung einer Neumutation müssten die 

Eltern des Patienten untersucht werden. Diese Veränderung im CNPY1-Gen wurde be-

reits bei drei Personen von 634 Kontrollpersonen im Rahmen einer Exomsequenzierung 

beobachtet und in die dbSNP-Datenbank als Polymorphismus aufgenommen 

(rs73163379). Da die Veränderung mit einer sehr niedrigen Frequenz nur bei drei Per-

sonen beobachtet wurde, könnte es sich dennoch um eine krankheitsverursachende Mu-

tation handeln, die mit der DWM bei diesem Patienten in Assoziation zu bringen ist. Es 

wäre möglich, dass die drei Personen des Kontrollkollektivs ebenfalls eine Variante aus 

dem DWM-Spektrum haben, ohne dass sich dies klinisch manifestiert. 

Das SHH-Protein spielt eine essentielle Rolle bei der Entwicklung von Form und Größe 

des Kleinhirns und wurde deshalb als vielversprechendes Kandidatengen aufgenommen. 

SHH induziert die Proliferation der Körnervorläuferzellen, indem es über einen Signal-

weg Gene des Zellzyklus reguliert (s. Abb. 2.7). Zudem wird vermutet, dass SHH bei 

der Entstehung der Dandy-Walker-Malformation eine Rolle spielt, wobei die beiden 

Transkriptionsfaktoren ZIC1 und ZIC4 mit einbezogen sind und eine SHH-abhängige 

Funktion haben (Vaillant und Monard 2009). Dies unterstützt die These, dass bei dem  

Patienten mit der reziproken Translokation zwischen den Chromosomen 4 und 7 die 

Expression von SHH durch einen Positionseffekt verändert sein könnte und dadurch die 

Kleinhirnentwicklung beeinträchtigt werden könnte. Unsere Vermutung wird ebenfalls 

durch die Aussagen der Arbeit von Lettice et al. (2003) unterstützt, die sich mit dem 

LMBR1-Gen befasst. Das LMBR1-Gen liegt ebenfalls in 7q36.3 und somit in der Nähe 

der gefundenen Bruchpunktregion. Veränderungen im LMBR1-Gen wurden bereits mit 

mehreren Erkrankungen in Verbindung gebracht, unter anderem mit der präaxiale Poly-
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daktylie (Vielfingerigkeit). Weitere Untersuchungen ergaben, dass die gefundene Muta-

tion bei Patienten mit Polydaktylie zwar im Intron 5 des LMBR1-Gens liegt, aber ein 

regulatorisches Element (Enhancer) des 1 Mb entfernten SHH-Gens darstellt (Lettice et 

al. 2003). Dies zeigt, wie vielfältig die Funktionen des SHH-Gens sind und dass regula-

torische Elemente, selbst wenn sie weit vom Zielgen entfernt liegen, einen großen Ein-

fluss auf dessen Funktion bzw. Expression haben.  

Bei der Sequenzanalyse des SHH-Gens wurden fünf Veränderungen bei 33 Patienten 

mit Kleinhirnfehlbildungen nachgewiesen. Zwei dieser Veränderungen sind bereits in 

der dbSNP-Datenbank erfasst, die verbleibenden drei sind nicht in der Datenbank ver-

zeichnet (s. Tab. 4.1). Die Überprüfung der Sequenzvarianten mittels der Vorhersage-

Programme ergab bei der Veränderung c.570G>A, welche in der dbSNP-Datenbank 

bereits als Polymorphismus mit einer Frequenz von ca. 1% in der Normalbevölkerung 

(s. Tab. 4.2) erfasst ist (rs9333633), laut „Mutationtaster“ mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 99% eine mögliche krankheitsverursachende Wirkung (s. Tab. 4.3). Die restlichen 

Vorhersage-Programme postulieren keine Änderung der Proteinfunktion oder der 

Spleißstellen für die Veränderung c.570G>A (s. Tab. 4.3 und 4.4). Zudem kommt es 

durch die gefundene Veränderung zu keinem Aminosäure-Austausch [p.(=)]. Die Er-

gebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei c.570G>A um einen Polymorphismus und 

bei der Vorhersage des Mutationtaster-Programms um eine Fehlkalkulation handelt. Bei 

den restlichen Veränderungen ergaben die Untersuchungen keinen Verdacht auf eine 

potentielle pathogene Auswirkung der Sequenzveränderungen (s. Tab. 4.3 und 4.4). 

Das EN2-Protein spielt eine kritische Rolle während der embryonalen Entwicklung und 

der Foliation des Kleinhirns (Millen et al. 1994). Es wird spekuliert, dass eine Mutation 

oder Deletion von EN2 beim Menschen zur Entwicklung einer Kleinhirnhypoplasie 

führt (Sarnat et al. 2002). Diese Vermutungen und die Nähe zur beschriebenen Bruch-

punktregion bestärkten uns, das EN2-Gen als aussichtsreiches Kandidatengen bei Pati-

enten mit Kleinhirnfehlbildungen zu untersuchen. 

Im Zuge der Mutationsanalyse des EN2-Gens konnten sechs Sequenzvarianten nach Se-

quenzanalyse bei 33 Patienten mit Kleinhirnfehlbildungen identifiziert werden (s. Tab. 

4.9). Davon liegen drei Veränderungen im Exon 1, zwei im Exon 2 und eine im 

3´untranslatierten Bereich (c.*3C>T) von EN2. Alle sechs gefundenen Sequenzvarian-

ten sind bereits in der dbSNP-Datenbank als häufig vorkommende Varianten mit einer 

Frequenz von >5% in der Normalbevölkerung eingetragen, was gegen eine krank-
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heitsursächliche Wirkung spricht (s. Tab. 4.10).  Die Veränderung c.28G>C 

(rs193264681) liegt in Exon 1 des EN2-Gens und führt zu einem Aminosäure-

Austausch: die Aminosäure Glutamin (Q) wird statt der Aminosäure Glutaminsäure (E) 

(p.E10Q) an Position 10 des EN2-Proteins eingebaut. Das Programm „SIFT Human 

Protein“ ermittelte eine schädliche Wirkung des Aminosäure-Austausches auf die Funk-

tion des EN2-Proteins mit einem „SIFT Score“ von 0,05 (s. Tab. 4.12). Ab einem „SIFT 

Score“ von über 0,05 wird der Aminosäure-Austausch als nicht schädlich angesehen, 

daher ist die Verlässlichkeit dieser Vorhersage als nicht sehr hoch einzuschätzen. Die 

Analyse mittels der anderen Vorhersage-Programme ergab weder eine Änderung der 

Proteinfunktion noch der Spleißstellen (s. Tab. 4.11 und 4.12). Die Veränderung 

c.28G>C konnte bei einem Patienten (D9) heterozygot festgestellt werden. Die Ergeb-

nisse lassen darauf schließen, dass es sich bei der Veränderung c.28G>C um einen Po-

lymorphismus handelt. Die Veränderung c.952T>C in Exon 2 des EN2-Gens verursacht 

keinen Aminosäure-Austausch [p.(=)] und ist bereits in der dbSNP-Datenbank mit einer 

Frequenz von ca. 36% in der Normalbevölkerung erfasst (rs2361689) (s. Tab. 4.10). 

Laut „Mutationtaster“ hat c.952T>C eine mögliche krankheitsverursachende Wirkung 

mit einer Wahrscheinlichkeit von 70% (s. Tab. 4.11). Alle anderen Vorhersage-

Programme konnten keine Änderung der Proteinfunktion oder der Spleißstellen angeben 

(s. Tab. 4.11 und 4.12). Ähnlich stellt es sich bei der Veränderung c.361C>T in Exon 1 

des EN2-Gens dar, die ebenfalls in der dbSNP-Datenbank mit einer Frequenz von über 

40% in der Normalbevölkerung (s. Tab. 4.10) eingetragen (rs3735653) ist. Laut „Poly-

phen2“ hat c.361C>T eine mögliche krankheitsverursachende Wirkung mit einer Wahr-

scheinlichkeit von 60% (s. Tab. 4.12). Die restlichen Programme postulieren keine Än-

derungen (s. Tab. 4.11 und 4.12). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass es sich bei 

beiden Veränderungen (c.952T>C und c.361C>T) um einen Polymorphismus handelt. 

Die Überprüfung der übrigen drei (c.111G>A (rs77846527), c.720G>A (rs145749730) 

und c.*3C>T (rs12674067)) gefundenen Sequenzveränderungen im EN2-Gen ergab hin-

sichtlich veränderter Spleißstellen und potentieller Funktionsänderungen keinen Anhalt 

auf pathogene Eigenschaften (s. Tab. 4.11 und 4.12). Die Resultate lassen darauf schlie-

ßen, dass die gefundenen Sequenzvarianten im EN2-Gen nicht als Hauptursache der 

bestehenden Krankheitsbilder bei den Patienten anzusehen sind. 
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Das NOM1-Gen („nucleolar protein with MIF4G domain 1“) liegt in der identifizierten 

Bruchpunktregion auf Chromosom 7 und könnte durch die Translokation unterbrochen 

worden sein. Es besteht aus 11 Exons und kodiert für ein Protein, das bei der Initiation 

der Translation eine Rolle spielt und beim Abbau fehlerhafter Translationsprodukte be-

teiligt ist. NOM1 kommt überwiegend im Zellkern vor und wird ubiquitär exprimiert 

(Simmons et al. 2005). Zudem interagiert NOM1 mit der Protein-Phosphatase 1 (PP1), 

einer eukaryotischen Serin/Threonin-Phosphatase, und ist am Transport von PP1 in den 

Zellkern beteiligt. PP1 ist für viele zelluläre Prozesse erforderlich, unter anderem Zell-

teilung, Signaltransduktion und Zellmetabolismus (Gunawardena et al. 2008). Da das 

NOM1-Gen nicht spezifisch im Kleinhirn exprimiert wird, bisher keine Erkrankungen 

mit Mutationen in diesem Gen in Verbindung gebracht worden sind und weitere im 

Kleinhirn exprimierte Gene in der Nähe der Bruchpunktregion existieren, ist der mögli-

chen Beteiligung des NOM1-Gens am vorliegenden Phänotyp eine niedrigere Wahr-

scheinlichkeit beizumessen. Da in dieser Arbeit das NOM1-Gen nicht untersucht wurde, 

kann eine Beteiligung an der Erkrankung des Translokationspatienten nicht mit Sicher-

heit ausgeschlossen werden. 

 

In einer vorausgegangenen Studie von Kullmann et al. (2011) an Mäuseembryonen, 

konnte gezeigt werden, dass Pfn1 eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des 

Kleinhirns spielt. Pfn1 ist essentiell für Zell-Zell-Kontakte zwischen Körnerneuronen 

und Glia-Zellen des Kleinhirns und ermöglicht so die radiale Migration. Durch Aus-

schaltung des Pfn1-Gens im Gehirn von Mäusen kam es zur Ausprägung einer Klein-

hirnhypoplasie mit verlagerten Körnerneuronen und pathologischer Organisation der 

Kortexschichten des Kleinhirns. Kullmann et al. (2011) vermuteten aufgrund ihrer Er-

gebnisse, dass dieses Modell auf den Menschen übertragbar ist. Nach dieser Hypothese 

wurde ein Patientenkollektiv aus 55 Patienten mit vergleichbarem Phänotyp untersucht. 

In einer früheren Veröffentlichung wird PFN1 bereits mit dem Miller-Dieker-Syndrom 

(syndromale klassische Lissenzephalie) in Verbindung gebracht (Kwiatkowski et al. 

1990), da bei einigen Patienten, die an diesem Syndrom erkrankten, eine Mikrodeletion, 

die das PFN1-Gen miterfasst, nachgewiesen wurde. Die Vermutung, dass PFN1 wichtig 

für die Entwicklung des Kleinhirns ist, wird weiter durch Ergebnisse von Léna et al. 

(1991) bestärkt. Pfn1 unterstützt durch Bereitstellung von Actinmonomeren in unreifen 

Neuronen die Entwicklung des Kleinhirns (Léna et al. 1991) und wirkt bei der aktivi-
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tätsabhängigen Umgestaltung der Synapsen-Struktur mit (Neuhoff et al. 2005). Diese 

Erkenntnisse bekräftigten eine Untersuchung von PFN1 als Kandidatengen bei Patien-

ten mit Kleinhirnfehlbildungen. 

Infolge der Mutationsanalyse des PFN1-Gens nach Sequenzanalyse bei 55 Patienten mit 

Kleinhirnfehlbildungen konnten zwei Sequenzvarianten nachgewiesen werden (s. Tab. 

4.13). Die Veränderung c.334C>T liegt im Exon 3 von PFN1 und ist bereits in der 

dbSNP-Datenbank als häufig vorkommender Polymorphismus mit einer Frequenz von 

ca. 14% in der Normalbevölkerung (s. Tab. 4.14) erfasst (rs13204). Die zweite gefun-

dene Veränderung c.*108T>C liegt im 3‘untranslatierten Bereich und ist ebenfalls in 

der Datenbank eingetragen (rs113941832). Die Analyse mittels der Vorhersage-

Programme ergab keine Veränderungen der Spleißstellen oder der Proteinfunktion 

durch die beiden gefundenen Sequenzvarianten im PFN1-Gen (s. Tab. 4.15). Diese Er-

gebnisse ergaben keinen Verdacht auf potentiell pathogene Eigenschaften der gefunde-

nen Sequenzveränderungen im PFN1-Gen. Sie deuten daraufhin, dass die in dieser Ar-

beit identifizierten Sequenzvarianten im PFN1-Gen wahrscheinlich nicht an der Aus-

prägung der Krankheitsphänotypen der untersuchten Patienten mitgewirkt haben.  

Zudem wurde erst kürzlich eine Arbeit veröffentlicht, die einen Zusammenhang von 

Mutationen im PFN1-Gen und der Amyotrophen Lateralsklerose zeigt (Wu et al. 2012). 

Wu et al. (2012) konnten bei einer molekulargenetischen Untersuchung der familiären 

Amyotrophen Lateralsklerose bei mehreren betroffenen Familien verschiedene bisher 

nicht beschriebene Mutationen im PFN1-Gen feststellen. Es wird vermutet, dass PFN1 

eine Rolle, durch Modifizierung der Actin-Dynamik und Hemmung des Axon-

Wachstums, eine Rolle bei der Pathogenese der familiären Amyotrophen Lateralsklero-

se spielen könnte. Diese Hypothese würde erklären warum keine Mutationen im PFN1-

Gen bei Patienten mit Kleinhirnfehlbildungen gefunden werden konnten. 

 

Da sich trotz vielversprechender vorangegangener Studien, welche die Rollen der ein-

zelnen Kandidatengene CNPY1, SHH, EN2 und PFN1 während der Entwicklung des 

Kleinhirns belegen, keine pathogenen Sequenzveränderungen nachweisen ließen, stellt 

sich die Frage nach möglichen Fehlerquellen der durchgeführten Studie. Eine eventuelle 

Fehlerquelle könnte ein ungünstig ausgewähltes Patientenkollektiv darstellen. Bei der 

Zusammensetzung des Patientenkollektivs zur Untersuchung der Kandidatengene SHH, 
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CNPY1 und EN2 war der Krankheitsphänotyp des Patienten, bei dem die de novo 

Translokation zwischen Chromosom 4 und 7 identifiziert wurde, maßgebend (s. Abb. 

2.5). Dieser Patient zeigte eine milde DWM. In die Studie wurden Patienten mit einer 

DWM bzw. einer Kleinhirnaffektion eingeschlossen. Bei fünf Patienten lag eine DWM 

vor, drei Patienten zeigten eine Kleinhirnagenesie und 25 eine Kleinhirnhypoplasie, 

teilweise mit Kleinhirnwurmhypoplasie. Für die molekulargenetische Analyse des 

PFN1-Gens wurde, aufgrund der Ausbildung einer Kleinhirnhypoplasie nach Ausschal-

tung des PFN1-Gens bei Mäuseembryonen (Kullmann et al. 2011), ein Kollektiv von 

Patienten zusammengestellt, die eine Kleinhirnaffektion aufweisen. Das Patientenkol-

lektiv setzte sich zusammen aus fünf Patienten mit einer DWM und 50 Patienten, die 

eine Kleinhirnhypoplasie zeigten, teilweise assoziiert mit einer kortikalen Gyrierungs-

störung. Die Zusammenstellung der beiden Patientenkollektive könnte sich rückbli-

ckend als zu spezifisch erweisen. Außerdem ist es möglich, dass Mutationen in den von 

uns ausgewählten vier Kandidatengenen nur sehr selten Grund für die Ausprägung einer 

Kleinhirnaffektion sind und sich unter unseren Patienten keiner mit einer Mutation in 

diesen Genen befand. Folglich müsste man eine viel größere Anzahl an Patienten in das 

Kollektiv einschließen, um zu ermitteln, ob die Gene SHH, CNPY1, EN2 und PFN1 mit 

den ausgewählten Fehlbildungen assoziiert sind. 

Des Weiteren können Fehler während der einzelnen Schritte der Sequenzanalyse aufge-

treten sein. Für die Analyse der einzelnen Exons des entsprechenden Gens wurde je-

weils ein Primerpaar mit Hilfe des webbasierten Programms Primer3Plus (Untergasser 

et al. 2007) generiert (s. Tab. 3.1, 3.2, 3.3 und 3.4). Die Primer wurden jeweils so vor 

(forward Primer) und hinter (revers Primer) dem jeweiligen Exon platziert, dass keine 

bekannten SNPs an den jeweiligen Bindungsstellen der Primer liegen. So sollte gewähr-

leistet sein, dass beide Allele des Exons amplifiziert werden können. Die Erkenntnisse 

in Bezug auf Vorkommen und Verteilung der SNPs sind noch nicht abgeschlossen (Ste-

phens et al. 2001), deshalb kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass in der 

gewählten Primersequenz SNPs vorhanden sind. Wenn ein noch unbekannter SNP in 

der Primerbindesequenz liegt, kann der Primer nicht an dieses Allel des Patienten bin-

den. Dies kann dazu führen, dass das Allel  kaum oder gar nicht amplifiziert wird. Die-

ser Vorgang wird als „allelic drop-out“ bezeichnet. Dies kann dazu führen, dass das 

pathogene Allel nicht amplifiziert wird und somit nur das normale Allel während der 

weiteren Schritte der Sequenzanalyse untersucht wird (Ward et al. 2006). Exons, bei 
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denen eine Heterozygotie sichtbar ist, sind mit Sicherheit nicht vom „allelic drop-out“ 

betroffen. 

Weitere Bereiche, welche durch die durchgeführte Sequenzanalyse der Gene SHH, 

CNPY1, EN2 und PFN1 nicht komplett erfasst werden, sind die 3`- und 5`- untransla-

tierten Bereiche und weiter innerhalb des Introns liegende Bereiche, hier könnten pa-

thogene Mutationen liegen. Nur die Übergänge zwischen Exon und Intron wurden ab-

gedeckt. Zudem können in den Promotorregionen und den regulatorischen Kontrollele-

menten der einzelnen untersuchten Gene Mutationen nicht ausgeschlossen werden. Da 

regulatorische Elemente sehr weit vom eigentlichen Zielgen entfernt liegen können und 

der Kenntnisstand über die einzelnen Elemente noch nicht vollständig ist, können Muta-

tionen in diesen potentiellen regulatorischen Elementen nicht ausgeschlossen werden. 

Zudem können auch Deletionen oder Duplikationen des ganzen Gens oder einzelner 

Genabschnitte vorliegen. Dabei muss die Deletion oder Duplikation nicht groß sein. 

Eine Deletion bzw. Duplikation von nur einigen Basenpaaren kann mittels der PCR-

basierten Sequenzanalyse herausgefiltert werden, aber es kann sich auch über ein kom-

plettes Exon bzw. das ganze Gen erstrecken. Solch eine Deletion oder Duplikation 

könnte bei der PCR-basierten Sequenzanalyse der genomischen DNA unbemerkt blei-

ben. Um diesen Fehler auszuschließen, müsste eine Methode verwendet werden, mit der 

eine Quantifizierung möglich ist, wie z. B. die quantitative PCR (qPCR) oder die 

MLPA („multiple ligation probe amplification“). Strukturelle Varianten, sogenannte 

„copy number variations“ (CNV) sind definiert als DNA-Segmente, deren Größe zwi-

schen 1 kb und 3 Mb liegen können und die deletiert oder dupliziert vorkommen. Unter-

suchungen ergaben, dass sie sehr häufig im humanen Genom vorkommen und dramati-

sche phänotypische Konsequenzen haben können, indem sie eine veränderte Gendosis, 

eine Unterbrechung der kodierenden Sequenz oder eine Störung der weit entfernten 

regulatorischen Elemente bewirken. Dies kann sich durch eine Änderung der Kopien-

zahl von bestimmten genomischen Bereichen zeigen. Eine solche Veränderung würde 

bei der PCR-basierten Sequenzanalyse unbemerkt bleiben (Stranger et al. 2007). 
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6 Zusammenfassung 

 

Die klassische Dandy-Walker-Malformation (DWM) ist eine kongenitale Fehlbildung 

des Gehirns. Charakteristisch sind eine zystische Erweiterung des vierten Ventrikels, 

eine komplette oder partielle Agenesie des Kleinhirns bzw. -wurms und eine vergrößer-

te retrozerebelläre Zyste. Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob Veränderungen in 

den Genen SHH, CNPY1, EN2 oder PFN1 bei Patienten mit DWM oder Kleinhirnfehl-

bildung vorkommen und möglicherweise zum Phänotyp dieser Erkrankungen beitragen. 

Ausgangspunkt stellte die Bruchpunktanalyse bei einem Patienten mit einer de novo 

Translokation der Chromosomen 4 und 7 und milder Ausprägung einer DWM dar. In 

der Nähe des eingegrenzten Bruchpunktes auf Chromosom 7 befinden sich die drei für 

die Kleinhirnentwicklung relevanten Gene SHH, CNPY1 und EN2. Die Analyse von 

PFN1 erfolgte aufgrund einer Studie an Mäusen, die zeigte, dass die Expressionsinhi-

bierung von Pfn1 im Gehirn zur Ausbildung einer Kleinhirnhypoplasie mit Verände-

rungen des Kleinhirnkortex führt. Für die Untersuchung der Gene SHH, CNPY1 und 

EN2 wurden insgesamt 33 Patienten mit DWM, Kleinhirnagenesie oder Kleinhirnhypo-

plasie in das Kollektiv eingeschlossen. Das Patientenkollektiv zur Sequenzanalyse von 

PFN1 setzte sich aus 55 Patienten mit einer DWM oder einer Kleinhirnhypoplasie zu-

sammen. Die Untersuchung erfolgte mittels PCR, Gelelektrophorese und DNA-

Sequenzierung. Hierbei wurden vor allem die kodierenden Bereiche der einzelnen Gene 

analysiert. Die Auswertung der gefundenen Veränderungen erfolgte durch verschiedene 

webbasierende Vorhersage-Programme und die Gendatenbank Ensembl.  

Bei der in dieser Arbeit durchgeführten Sequenzanalyse des SHH-Gens konnten fünf 

Sequenzveränderungen nachgewiesen werden, wobei zwei bereits als SNPs bekannt 

sind. Die vermutlich nicht pathogenen Sequenzvarianten c.1232G>C, c.1275T>C und 

c.*50C>G wurden jeweils bei einem Patienten heterozygot beobachtet. Die Se-

quenzanalyse des EN2-Gens ergab sechs Sequenzveränderungen, drei liegen in Exon 1, 

zwei in Exon 2 und eine im 3’untranslatierten Bereich des EN2-Gens. Alle gefundenen 

Varianten sind bereits als SNPs bekannt. Die vermutlich nicht pathogene Sequenzvari-

ante c.28G>C in Exon 2 des EN2-Gens verursacht einen Aminosäure-Austausch und 

wurde bei einem Patienten in heterozygotem Zustand nachgewiesen. Im PFN1-Gen 

konnten nach erfolgreicher Sequenzanalyse zwei Veränderungen beobachtet werden. 

Die vermutlich nicht pathogene Sequenzvarianten c.*108T>C (rs113941832) und 
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c.334C>T (rs13204) sind bereits als SNPs bekannt. Bei der durchgeführten Se-

quenzanalyse des CNPY1-Gens wurden fünf Sequenzveränderungen festgestellt, alle 

fünf Veränderungen sind schon als SNPs in der Datenbank eingetragen. Die Verände-

rung c.16C>G in Exon 2 des CNPY1-Gens, die zu dem Aminosäure-Austausch p.L6V 

führt, konnte bei einem Patienten heterozygot nachgewiesen werden. c.16C>G ist be-

reits als Polymorphismus rs73163379 bekannt, wurde aber erst bei drei Personen beo-

bachtet. Dies deutet daraufhin, dass es sich hierbei nicht um einen Polymorphismus, 

sondern möglicherweise um eine krankheitsmitverursachende Mutation handelt. 
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7 Anhang 

 

Tabelle 7.1: Aufzählung der einzelnen Veränderungen zu dem jeweiligen Patient und Gen 

Patient CNPY1 SHH EN2 PFN1 

ES1 / / c.361C>T (homo)  

ES2 / c.570G>A (het) c.111G>A (het)  

   c.361C>T (het)  

ES3 / c.-125G>A (het) c.361C>T (homo)  

ES4 / / c.952T>C (het)  

ER1 c.-240T>C (homo) c.*50C>G (het) c.361C>T (homo)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.*3C>T (homo)  

ER2 c.-49T>C (het) / c.361C>T (homo)  

ER3 / / c.361C>T (homo)  

ER4 / / c.361C>T (homo)  

   c.952T>C (het)  

ER5 c.-49T>C (het) / (3c fehlt) c.*3C>T (het)  

ER6 c.-49T>C (het) / c.361C>T (het)  

ER7 c.-49T>C (het) / /  

ER8 / / c.361C>T (homo)  

ER9 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (homo)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (het)  

ER10 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (homo)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (het)  

C1 c.-49T>C (het) c.1232G>C (het) c.361C>T (het)  

  c.1275T>C (het) c.952T>C (homo)  

  (3c fehlt)   

C2 c.-49T>C (het) / (3c fehlt) c.361C>T (homo)  

C3 / / c.952T>C (het)  

D1 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (homo) / 

 c.-191A>G (homo)  c.952T>C (het)  

 c.-61+27C>G (homo)    

D2 c.-240T>C (het) / c.111G>A (het) / 

 c.-191A>G (het)  c.361C>T (het)  

 c.-61+27C>G (het)  c.952T>C (het)  

D3 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (het) / 

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (het)  

   c.720G>A (het)  

D4 c.-240T>C (het) / (3c fehlt) c.361C>T (het) / 

 c.-61+27C>G (het)  c.952T>C (het)  
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Patient CNPY1 SHH EN2 PFN1 

D5 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (homo) c.334C>T (het) 

 c.-61+27C>G (homo)    

 c.-49T>C (het)    

D6 c.-191A>G (het) / c.111G>A (het) c.334C>T (het) 

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (het)  

D7 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (het) / 

 c.-191A>G (het)  c.952T>C (het)  

 c.-61+27C>G (het)    

D8 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (het) / 

 c.-191A>G (het)  c.*3C>T (het)  

 c.-61+27C>G (homo)    

D9 c.-240T>C (homo) / c.28G>C (het) / 

 c.-191A>G (het)  c.952T>C (homo)  

 c.-61+27C>G (homo)    

 c.-49T>C (het)    

D10 c.-61+27C>G (het) / (3c fehlt) c.361C>T (het) / 

 c.-49T>C (het)  c.952T>C (het)  

D11    c.334C>T (het) 

H1 c.-240T>C (homo) / c.111G>A (het)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.361C>T (het)  

   c.952T>C (homo)  

H2 c.-240T>C (homo) / (3c fehlt) c.361C>T (het)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (het)  

 c.-49T>C (homo)    

H3 c.-240T>C (homo) c.-125G>A (het) c.361C>T (homo)  

 c.-191A>G (het) (3b fehlt) c.952T>C (het)  

 c.-61+27C>G (homo)    

H4 c.-240T>C (homo) / c.361C>T (het)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (het)  

 c.-49T>C (homo)    

H5 c.-240T>C (homo) c.-125G>A (het) c.361C>T (het)  

 c.-191A>G (het)  c.952T>C (het)  

 c.-61+27C>G (homo)    

H6 c.-191A>G (het) / (3c fehlt) c.361C>T (het)  

 c.-61+27C>G (homo)  c.952T>C (homo)  

 c.16C>G (het)    

B1    / 

B2    / 

B3    / 

B4    / 
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Patient CNPY1 SHH EN2 PFN1 

B5    / (1 fehlt) 

B6    / 

B7    / 

B8    / 

B9    / 

B10    / 

B11    / 

B12    / 

B13    / 

B14    / 

B15    / 

B16    / 

B17    / 

B18    / 

B19    / 

B20    / 

B21    / 

B22    / 

B23    / 

B24    / 

B25    / 

B26    / 

B27    / 

B28    / 

B29    / 

B30    / 

B31    / 

B32    / (1 fehlt) 

B33    / (1 fehlt) 

B34    / (1+2 fehlen) 

B35    / (1 fehlt) 

B36    / (1 fehlt) 

B37    / (1 fehlt) 

B38    c.334C>T (het) 

    c.*108T>C (het) 

    (1 fehlt) 
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Patient CNPY1 SHH EN2 PFN1 

B39    / (1 fehlt) 

B40    / (1 fehlt) 

B41    / 

B42    / 

B43    / 

B44    / (1 fehlt) 

 

/ : keine Veränderung gefunden; homo: Patient ist Homozygot für diese Veränderung; het: Patient ist 

Heterozygot für diese Veränderung; leeres Feld: Patient wurde nicht auf dieses Gen hin untersucht;  

(fehlt): dieses Exon konnte nicht amplifiziert werden 
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8 Abkürzungsverzeichnis 

 

A    Adenin 

Abb.    Abbildung 

AS    Aminosäure 

Bp    Basenpaare 

bzw.     beziehungsweise 

C    Cytosin 

°C    Grad Celsius 

ca.    Circa 

Chr    Chromosom 

cm, mm, µm, nm  Centimeter, Millimeter, Mikrometer, Nanometer 

CNPY1   Canopy1-Gen 

CT    Computertomographie 

DNA    Desoxyribonucleic Acid 

dNTP, ddNTP Desoxy-Nukleosid-Triphosphat, Didesoxy-Nukleosid-

Triphosphat 

 

DWM Dandy-Walker-Malformation 

 

DWV Dandy-Walker-Variante 

 

E. coli Escherichia coli 
 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

EN2    Engrailed2-Gen 

et al.    et alii (dt.: und andere) 

FGF    Fibroblast growth factor  

Fwd    Forward 

G    Guanin 

g, mg, µg, ng   Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm 

HPLC    High pressure liquid chromatography 

µ    Mikro 
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kb, Mb    Kilobasen, Megabasen 

KCl    Kaliumchlorid 

l, ml, µl   Liter, Milliliter, Mikroliter 

LCH    Lissenzephalie mit zerebellärer Hypoplasie 

LIS    Lissenzephalie 

LMBR1   Limb-region1-Gen 

M    Mol 

mM    Millimol 

MgCl2    Magnesiumchlorid 

min    Minuten 

MRT    Magnetresonanztomographie 

mu    Mutante 

n    Anzahl der untersuchten Fälle 

NaAc    Natriumacetat 

NOM1    Nucleolar protein with MIF4G domain1-Gen 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

PFN1    Profilin1–Gen 

Rev    Revers 

s    Sekunde 

s. Abb.    siehe Abbildung 

s. Tab.    siehe Tabelle 

SHH    Sonic hedgehog-Gen 

SNP    Single-nucleotide polymorphisms 

T    Thymin 

TD    Touchdown 

TBE    TRIS-Borat-EDTA-Puffer 

TE    Tris-EDTA-Puffer 

Tris    Tris-(hydroxymethyl)aminomethan 

Tris-HCL   Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid   

U    Units 
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u.a.    unter anderem 

UKE    Universitätsklinikum Eppendorf 

Upm    Umdrehungen pro Minute 

UTR    Untranslated Region 

UV    Ultraviolet 

V    Volt 

v. a.    vor allem 

wt    Wildtyp 

z.B.    zum Beispiel 

ZNS    zentrales Nervensystem 

 

Buchstabencode der Aminosäuren: 

A  Alanin     M  Methionin 

C  Cystein     N  Asparagin 

D  Asparaginsäure    P  Prolin 

E  Glutaminsäure    Q  Glutamin 

F  Phenylalanin     R  Arginin 

G  Glycin     S  Serin 

H  Histidin     T  Threonin 

I  Isoleucin     V  Valin 

K  Lysin      W  Tryptophan 

L  Leucin     Y  Tyrosin 
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