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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: Bei einem Patienten mit einer syndromalen Entwiclgkstorung wurde eine
zytogenetisch nachgewiesene Deletion von ChromoséqR5-g28 mittels molekular-
zytogenetischer Methoden charakterisiert. Damiltes@uch geprtft werden, ob Symptome des
Patienten auf die Deletion des das Rieger Syndremursachenden Gens PITX2 in 4925
zurtckzufuhren sind. Des Weiteren sollte ein Ggmdtiidnotyp-Vergleich mit Patienten aus der
Literatur und &hnlichen 4g-Deletionen vorgenommesrden. In diesem Zusammenhang sollte
versucht werden, einzelnen Chromosomenabschnitteéeserd Region phéanotypische
Auffalligkeiten zuzuordnen, um dartber Kandidaterg&ir diese Merkmale zu identifizieren.

Methoden: Die Deletionsanalyse des PITX2-tragenden Chromosabszhnitts sowie die
Kartierung beider Bruchpunkte erfolgte durch Flsaenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) von
insgesamt 19 BAC-Klonen an MetaphasechromosomeriPdisnten. Des Weiteren erfolgte der
Versuch einer molekularen Eingrenzung des proximaBruchpunktes in 425 mittels
Mikrosatellitenanalyse.

Ergebnisse: Eine Deletion des PITX2-tragenden Chromosomenailises konnte mittels FISH
des BAC-Klons RP11-380D23 ausgeschlossen werdemiibgimale Deletionsbruchpunkt wurde
zwischen den BAC-Klonen RP11-265M21 und RP11-326kHr&ert. Damit befindet sich dieser
Bruchpunkt naclin-silico Analyse genomischer Datenbanken nur ca. 550 kimegisch vom 5°-
Ende des Gens PITX2. Eine zuséatzliche Eingrenzuittels Mikrosatellitenanalyse war nicht
aussagekraftig, da eine nicht informative Alleledting bei dem Patienten und dessen Eltern
vorlag. Der distale Bruchpunkt konnte zwischen d&AC-Klonen RP11-435P6 und RP11-
1062K20 eingegrenzt werden. Beide Bruchpunkte lemntittels FISH auf einen Bereich von ca.
250 kb eingegrenzt werden. Die Deletion erstreckt 8ber die Chromosomenbanden 4g25-g31.1
und hat eine ungefahre Gréf3e von 28 Mb.

Schlussfolgerung:Der Phanotyp des Patienten basiert nicht auf ddedetion des Gens PITX2.
Phanotypische Uberschneidungen mit dem Rieger-8ymdinssen sich jedoch eventuell durch so
genannte Positionseffekte erklaren, da der proxdrBalichpunkt nur etwa 550 kb telomerisch des
Gens lokalisiert ist. Eine deletionsbedingte Bdaesgung der Genexpression erscheint daher
maglich. Die Deletion misst ca. 28 Mb, erstreckihsiiber die Banden 4g25-g31.1 und ist somit
erheblich groRer als zunachst aufgrund der zytdgemen Analyse angenommen wurde.
Deletionen der Banden 4g25-g31.1 gehen geh&uft Feitlbildungen der Hande und Fulie,
mentaler Retardierung und Kleinwuchs einher. Destéin scheinen Deletionen der Banden
4925-927 gehauft mit Herzfehlbildungen einher ziuheye Eine Aussage uber denkbare
Kandidatengene in dieser Region ist anhand deebgdn Datenlage nicht mdglich.

Muck, Stephan: Molekularzytogenetische Charaktemisig einer interstitiellen Deletion 4q bei
einem Patienten mit Verdacht auf Rieger-SyndrontleHalniv., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2007
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1. Einleitung

Das Wissen und Verstandnis fur genetische und epigehe Prozesse hat seit den 1990er
Jahren rasant zugenommen. Grundlage dieses Wisseadrses bildeten die Bemihungen
um die Sequenzierung des humanen Genoms, die nen gewaltige Datenmengen sowohl
Uber die Strukturen des gesamten Genoms, als doeh die Funktionen einzelner Gene
lieferte und zum anderen mit der Einfihrung einexihB neuer Methoden einherging
(International Human Genome Sequencing Consortado4).

DasHuman Genome Project (HGRyurde 1990 unter der Leitung dBstional Institute of
Health (NIH) und dedJ.S. Department of Energpgitialisiert, nachdem bereits Mitte der 80er
Jahre erste Vorschlage Uber die Moéglichkeit deséhitisselung des menschlichen Genoms
gedulRert wurden (Sinsheimer, 1989; Collins, 20D03s HGP nutzte die Methode dx#one by
clone Sequenzierung (Green, 1997), bei der das Genorachahin so genanntgacterial
Artificial Chromosomes(BAC) kloniert wurde. Diese konnten anschlieRend kartigrd
individuell sequenziert werden. Daraufhin wurdea dinzelnen Sequenzbruchstiicke wieder
zu einer Gesamtsequenz zusammengefigt. Diesesh diffentliche Gelder geférderte
Projekt, bekam durch die privatwirtschaftlichen Bdmngen der Firm&elera Genomicgdie

die gewonnenen Daten kommerziell nutzen wolltegllibhe Konkurrenz. Im Gegensatz zum
HGP favorisierteCelera Genomicslie bis dahin ausschlief3lich an prokaryotischend@esn
getestete Methode des so genanntdiole genome shotgun approacbBabei wird die
genomische DNA in Segmente unterschiedlicher Gridg&gmentiert, in Vektoren kloniert,
sequenziert und mit Hilfe verschiedener Computegamme zusammengefligt, ohne vorher
ein so genanntes Kloncontig durch Anordnung tbpdagder Klone zu erstellen (Ventral,
1998). Bei den Bemuhungen ihre jeweiligen Zielemeichen, verschmolzen die idealisierten
Strategien der konkurrierenden Gruppen jedoch eriZeit zu Hybriden, in denen sowohl das
HGP als auclCelera Genomicslurch die Methoden und Informationen des jeweindeaen
profitierten (Peltoneet al, 2001)

Seit der Initialisierung des HGP und der im Jalt@fveroffentlichten, nahezu vollstandigen
Genomsequenz (Ventet al., 2001; International Human Genome Sequencing Cdosgrt
2001/2004) wird zunehmend deutlich, dass die AndahiGene im menschlichen Genom weit
niedriger ist, als dies zuvor angenommen wurdeng.iet al, 2000; International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001/2004). Durckedierkenntnis riicken epigenetische
Phanomene, posttranslationale Proteinprozessie(éngteomic3y sowie Umwelteinflisse

zunehmend ins Blickfeld der Wissenschaft und haheriner erheblichen Erweiterung des
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Begriffes der genomischen Erkrankungger(omic disordepsgefihrt. Wahrend zuvor der
Fokus meist auf Veranderungen der Sequenz einzéhasre gerichtet war, werden die
Krankheitsursachen mittlerweile vielmehr als Vergmuhgen der gesamten Genomarchitektur
interpretiert. In diesem Zusammenhang wird zunelimedie Bedeutung von
Rekombinationsprozessen deutlich, die zu Deletipmamlikationen, Translokationen oder
Inversionen unterschiedlich groer Chromosomensegarigihren kdnnen und mit Verlust
von Genmaterial, Brichen innerhalb von Genen oddruk&irverdnderungen in
Kontrollelementen einhergehen (Lupski, 1998/20@8uket al, 2002).

Trotz der Kenntnis von nahezu der gesamten Genarasecgestaltet sich die Identifizierung
aller menschlichen Gene mit Hilfe automatisierted umanueller VerfahrencDNA, EST,
cross-species-homologyweiterhin schwierig. Zum einen kdnnen die Ergebnisse durch
Pseudogene verfalscht werden, und zum anderen Wsleesondere sehr kleine Gene, der
Detektion mit den bisherigen Methoden entgehere(hational Human Genome Sequencing
Consortium, 2004). Doch selbst bei Kenntnis allezelnen Gene miussten deren zellulare und
organische Funktion erst noch aufgeklart werden.di@iKlinik ist in diesem Zusammenhang
von besonderem Interesse, einen Bezug zwischerptanotypischen Erscheinungsbild eines

Patienten und einem madglicherweise verantwortlidBen zu erstellen.

1.1. Strategien zur Isolierung von Kranksheitsgenen

Bisher erfolgte die Identifizierung und ZuordnungnvGenen, die im mutierten Zustand eine
genetische Erkrankung bedingen kdnnen, durch zwwrschiedliche Herangehensweisen -
der funktionellen und der positionellen Klonieruf@ollins, 1992; Ballabio, 1993). Bei der
funktionellen Klonierungf(nctional cloning bildet das Wissen tber den zugrunde liegenden
biochemischen Defekt und die Aminosauresequenz el@sprechenden Proteins den
Ausgangspunkt fir die Identifizierung des veranticren Gens. Durch diese Methode
gelang bereits Mitte der achtziger Jahre die Besibng des Gens fur die Phenylalanin-
Hydroxylase, die ursachlich an der Entstehung demiplketonurie beteiligt ist (Kwokt al,
1985), sowie die Klonierung des Faktor 1X-Gens,sdesDefekt mit der Hamophilie B
assoziiert ist (Giannelet al, 1983; Camerinet al, 1984).

Die Identifizierung von Genen bei Erkrankungen edebiochemische Grundlagen unbekannt
sind, gelingt mit dieser Methode jedoch nicht, so dask & der daraufolgenden Zeit die
Methode despositional cloning durchsetzte (Collinset al, 1992). Dabei wird das
krankheitsverursachende Gen Uber dessen genetisthephysikalische Lokalisierung im
Genom identifiziert und im Anschluss auf dessenadgische Funktion untersucht. So konnten
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beispielsweise das flur die Muskeldystrophie Typ e verantwortliche Dystrophin-Gen
(Kunkel, 1986; Koeniget al, 1987), das WASP-Gen als verantwortliches Gen dés
Wiskott-Aldrich-Syndrom (Derret al, 1994) und das CFTR-Gen identifiziert werden,dés
eine Reihe von Mutationen bekannt sind, die zurbldang der zystischen Fibrose beitragen
(Keremet al, 1989; Riordaret al, 1989; Rommenst al, 1989).

Die Lokalisierung der Erkrankung und des mutie@ans kann durch eine Kopplungsanalyse
in Familien, bei denen die Erkrankung mit einem aejexchen Marker kosegregiert, sowie
durch Analyse von chromosomalen Veranderungen wedetidnen, Inversionen, oder
Translokationen eingeleitet werden. AnschlieBendd vdie betroffene genomische Region
beispielsweise durch Erstellen einer Folge Ubedadpr Cosmid-, Phagen-, PAC-
(kiinstliches P1-Chromosom), BAC- (kunstliches Baktehromosom) oder YAC-
(kiinstliches Hefechromosom) Klone, so genannteontigs, weitestgehend eingegrenzt
(chromosome jumping, chromosome walkirigie so eingegrenzten Segmente werden dann
auf dort bereits lokalisierte Gene oder bisher initdiher charakterisierte ESTexpressed
sequence tgdhin untersucht.

Eine Fortentwicklung depositional cloningist der so genanntgositional candidate approach
(Ballabio, 1993, Collins, 1995pabei wird ebenfalls zunachst die das krankheitsgachende
Gen tragende chromosomale Subregion identifiziad anschlieend in Datenbanken nach
maoglichen Kandidatengenen gesucht. Diese Gene welaen bei syndromalen Patienten auf
Mutationen hin analysiert. Ist das krankheitsveaanende Gen erfasst, schlie3en sich weitere
Analysen zur Aufklarung der Funktion des Gens arelds 1990 konnte durch diese Methode
das Fibrillin-Gen auf Chromosom 15q als verantvghtds Gen fur das Marfan-Syndrom
identifiziert werden (Kainulaineat al, 1990; Dietzet al, 1991; Mageni®t al, 1991). Durch
die gewaltigen methodischen Fortschritte bei dentifizierung und Lokalisierung humaner
Gene im Rahmen des HGP wird dieser Ansatz zunehméind die Analyse
krankheitsverursachender Gene genutzt. Aullerdendewedazu verstarkt komparative
genomische Analysen und Tiermodelle eingesetzt f\Wtlal, 2004), bei denen homologe
Gene anhand der Sequenz identifiziert und ans@relbei Versuchstieren gezielt
ausgeschaltet werden konnen (Ramirez-Salal, 1995). Hilfreich ist dies besonders bei der
Analyse komplexer genetischer Erkrankungen, diéitnéwf Veranderungen eines einzelnen
Gens, sondern auf dem Zusammenspiel multipler Gewk zusatzlicher Umweltfaktoren
basieren.



1.2. Contiguous gene Syndromes

Der Begriff descontiguous gene syndronf@GS) wurde erstmals 1986 (Schmickel, 1986) ftr
genetische Erkrankungen verwendet, die mit spehdis chromosomalen Verdnderungen
wie Deletionen oder Duplikationen assoziiert simdl Wleren phanotypische Manifestationen
durch die Veranderung der Gendosis multipler, womeder unabhangiger, jedoch
physikalisch verbundener Gene bedingt werden (8heffal, 2001). Die verantwortlichen
DNA-Defekte sind zumeist relativ klein (< 5Mb) urndnnen daher h&ufig nicht durch
zytogenetische Analysen dargestellt werden. Mittdéle stehen jedoch molekularbiologische
Techniken zur Verfiigung, wie beispielsweise dieoFdszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH),
mit deren Hilfe auch deutlich kleinere DNA-Defelaealysiert werden kénnen.

Beispiele furcontiguous-gene-syndromend das Williams-Beuren-Syndrom bei Deletion
del(7)(q11.23911.23), das Langer-Giedion-SyndromDistetion del(8)(q24.1924.1) oder das
Miller-Dieker-Syndrom bei Deletion del(17)(p13.3Diese Deletionen bedingen eine
Haploinsuffizienz dosissensitiver Gene in der Wétreen Region, die dann zur Auspragung
eines jeweils spezifischen Phanotyps fuhrt. Ein pdateresse liegt dabei auf der
Identifizierung und Analyse dieser Gene und derenkkon im phanotypischen Kontext. So
wurden beispielsweise fir das Williams-Beuren-Sgndr3 Gene identifiziert, die zu dem
phanotypischen Erscheinungsbild voneinander unapfareitragen — ELN fir die
supravalvuléare Aortenstenose (tial, 1998), LIMK1 flr die Beeintrachtigung der visuesll
Wahrnehmungifpaired visuospatial constructive cognitiogfMenget al, 2002) und CYLN2
fur die neurologischen Entwicklungsstorungen (Howogad et al, 2002). Fir derartige
Untersuchungen ist die Analyse von Punktmutatioineandidatengenen bei Patienten mit
dem entsprechenden phanotypischen Erscheinungsblifckich, die ansonsten keine
zytogenetischen Verdnderungen aufweisen. Eine anlligiglichkeit ist der phénotypische
Vergleich von Patienten mit &hnlichen, jedoch nigkgntischen Chromosomenanomalien,
deren Phanotypen sich in einem wichtigen SymptomeracheidenBei einigen, zuvor als
CGSs vermuteten Syndromen zeigte sich, dass dimm@yhien entgegen aller Erwartungen
durch die Haploinsuffizienz eines einzelnen Gengirlgg waren, auch wenn weitere Gene
durch den chromosomalen Umbau betroffen waren.iBlesgafiir sind das Gen JAG1 fur das
Alagille-Syndrom (Schnittgeet al, 1989, Liet al, 1997), oder das CBP-Gen fiur das
Rubinstein-Taybi-Syndrom (Petet al, 1995).

Bei dem in dieser Arbeit vorgestellten Patientear dich zur Abklarung eines unklaren

Dysmorphiesyndroms in der genetischen Beratundssiebk Instituts fur Humangenetik und



Medizinische Biologie der Martin-Luther-Universitétalle-Wittenberg vorstellte, wurde in
der zytogenetischen Routineuntersuchung eine de antstandene interstitielle Deletion der
Banden 4g25-g28 diagnostiziert. Da bei einer Datetlieser Gro3e anzunehmen war, dass
der Phanotyp des Patienten ebenfalls durch digtibelmehrerer Gene bedingt war, schlossen
sich die in dieser Arbeit aufgefuhrten Untersuclamgzur Analyse der betroffenen
Chromosomenregion an. In diesem Zusammenhang shesondere das Gen PITX2 von
Interesse, bei dessen Deletion es zur Auspragusigag@enannten Rieger-Syndroms kommt.
Aufgrund phéanotypischer Uberschneidungen mit dieSgmdrom war eine Assoziation mit

dem Phéanotyp des Patienten vermutet worden.

1.3. Das Rieger-Syndrom

Das Rieger-Syndrom wurde erstmals 1935 als gehetisSyndrom Kklassifiziert (Rieger,
1935). Es handelt sich dabei um ein autosomal damivererbtes Dysmorphiesyndrom das in
unterschiedlichen Auspragungsgraden auftreten kdbie. mildeste Variante wird als
Axenfeld-Anomalie bezeichnet. Dazu gehoéren Verwaohgen zwischen Iris und Cornea, so
genannte vordere Synechien, sowie eine prominerdenach vorn verlagerte Schwalbe-Linie
des Trabekelnetzwerkes im iridocornealen Winkel lfBmatoxon posterior). Durch diese
Fehlbildungen wird die Glaukomentwicklung begunstigeigen die Patienten zusatzlich zu
diesen Dysmorphien weitere okulare Anomalien, hypoplastisches Irisstroma, Corectopie
oder Polycorie, wird dies als Rieger-Anomalie belzeet. Beim Rieger-Syndrom treten
zusatzlich zu den okulédren auch nicht-okulare Rkhlbgen, insbesondere Zahnhypoplasie,
milde kraniofaziale Dysmorphien und Nabelstumpfaabem auf. Die Zahnhypoplasie kann
in Form fehlender, kleiner oder dysmorpher Zahnigreten. Weitere Symptome kénnen die
Herzentwicklung, den Urogenitaltrakt und die Hypggdnentwicklung betreffen (Amendt
al., 2000). Durch Kopplungsanalyse konnte das Syndronéchst mit Chromosom 4qg25 in
Verbindung gebracht werden (Murragt al, 1992). AnschlieRend wurde das Gen PITX2
durch positional cloningisoliert (Semineet al, 1996). Ein zweiter Locus ist auf Chromosom
13914 lokalisiert worden, wobei das verantwortlidBen bisher nicht identifiziert werden
konnte (Phillipset al, 1996). Des Weiteren wurden bei Patienten migkoitalem Glaukom
und Rieger-Anomalie chromosomale VerdnderungenGlesmosom 6925 identifiziert und
durch Bruchpunkt- und Mutationsanalysen Verdndezangm so genannterforkhead
transcription factor(FKHL7) Gen nachgewiesen (Nishimwbal, 1998).

PITX2 ist ein Mitglied demicoid-like homeobox transcription facter Familie (Gageet al,
1999), die eine wichtige Rolle in der genetischemtfolle der Entwicklung spielt (Holland

-5-



1992) und verantwortlich flr 4g25-gekoppeltes Riegggndrom ist. Eine Haploinsuffizienz
des Gens wurde schon friih als mogliche UrsachddsirAuftreten dieses Syndroms vermutet,
da Deletionen eines der beiden Allele von PITX2 éieigen Patienten beschrieben wurden
(Schinzelet al, 1997; Flomeret al, 1998). Des Weiteren konnten aquivalente Fehibidgn

im Tiermodel nachgewiesen werden, nachdem das lbg®moGen der Maus identifiziert
worden war. Bei Mauseembryonen zeigte sich einéeggste Expression im periokkularen
Mesenchym, dem Mesenzephalon, der Hypophyse, dexillddaind Mandibulaepithel, sowie
im Bereich des Nabels. AuRBerdem wurde seine gesaldisingige Bedeutung fir die Genese
weiterer Organe, beispielsweise die Herz- und Loegéwicklung, gezeigt (Seminet al,
1996; Gageet al, 1997; Logaret al, 1998; Linet al, 1999; Luet al, 1999; Hjaltet al 2000).

1.4. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die molekularzytogenetisci@harakterisierung der Deletions-

bruchpunkte einer de novo entstandenen DeletioXY4@el4(q25931.1)] bei einem Patienten
mit unklarem Dysmorphiesyndrom. Aufgrund phanotgper Uberschneidungen mit dem

Rieger-Syndrom sollte dabei insbesondere auf egteilBjung des Gens PITX2 eingegangen
werden.

Des Weiteren sollte der Versuch unternommen werddurch phanotypischen und

genotypischen Vergleich mit bekannten Fallen dhelidDeletionsregion einen gemeinsamen

Phanotyp bei interstitiellen Deletionen der Bandg85-931.1 zu definieren.



2. Material

2.1. Chemikalien

Agar

Agarose

Ampuwa

Bacto Trypton/Pepton
Biotin-16-dUTP

Biotinylated anti-Avidin D

Bovine Serum Albumin (BSA)
5-Bromo-3-chloro-3-indoly-phosphat (BCIP)
4-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Desoxynucleosid Triphosphat Set
Dextransulfat

Chloramphenicol

Cot-I-Human DNA

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)
Formamid

Fluorescein Avidin D

Glycerin

Isopropanol

Kaliumacetat

Lachssperm-DNA
Magnesiumchlorid

Natriumacetat

Natriumchlorid
tri-Natiumcitrat-Dihydrat
Natriumhydroxid
4-Nitro-blue-tetrazolium-chlorid (NBT)
Propidiumiodid

Salzsaure

Tris

Fluka, Ulm
GibcoBRL, Eggenstein
Fresenius, Bad Homburg
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
er$a, Heidelberg
Rocheariviheim
VysiBowners Grove, IL, USA
chi®o Mannheim
Amresco, Solan, OH, USA
Boehringer, Mannheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Merckaistadt
Fluka, Ulm
Vector Labs, Burlingame, CA, USA
Roth, Karlsruhe
Fluka, Ulm
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Boehriag Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Eggenheim



TritonX Serva, Heidelberg

Tween 20 Roth, Karlsruhe

Vectashield Vector Labs, Burlingame, CA, USA

Yeast extract GibcoBRL, Eggenstein

2.2. Gebrauchswaren

Einmalkantlen Henke Sass Wolf, Tuttlingen

Faltenfilter Schleichel & Schuell, Dassell

Fixgum Marabuwerke, Tamm

Glaswaren Schott, Jena

Handschuhe Safeskin, Neufahrn

Klvetten

Nylonmembranen (Nybond N+) AmersHahnarmacia Biotech, Freiburg

Objekttrager/Deckglaser Roth, Karlsruhe

Papierwaren Whatman, Maidstone, UK

Parafilnf’ American National Caf', Chicago,
IL, USA

Petrischalen Sarstedt, Nurnbrecht

Pipettenspitzen Sarstedt, Nurnbrecht

Plastikwaren Sarstedt, Greiner, Falcon

Reaktionsgefal3e Sarstedt, Nurnbrecht

Spritzenfilter Heinemann, Duderstadt

Steril-Filtersystem Milipore, Bedford, MA, USA

2.3. Gerate

ALFexpress-DNA-Analyser mAarsham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Autoklav, ,Sanoclav® Schutt, Géttingen

Bilddokumentationssystem/Transilluminator HeroMbesloch

Blockthermostat Kleinfeld Labortechnik

Elektrophoresesysteme OWL Scientific Inc., Woburn, MA, USA

Inkubatoren Heraeus, Osterode

Kryostat Heraeus, Osterode

Mikroliterpipetten Eppendorf, Hamburg



Mikroskope

* Axiophot

» Axioplan 2
pH-Meter, Typ CG810
Schuttelinkubator Innova 4000/4300

Spannungsgerate
Sterilbank Nuaire
Thermocycler, Master Gradient
Thermomixer
Tischzentrifuge (Biofuge pico)
UV-Spektrometer GeneQuant pro
UV-Stratalinker
Waagen
Wasseraufbereitungssysteme
Wasserbad
Vortex
Zentrifugen

* Megafuge 1,0R

¢ 3K20

Zeiss, Jena
Zeiss, Jena
Schott, Mainz
wiNBrunswick Scientific, Edison, NJ,
USA
Schiitt, Gottingen
Zapf, Sarstedt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Osterode
efsham Pharmacia Biotech, Freiburg
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Schitt, Géttingen
lligdie, Eschborn
Lauda, Lauda-Konigshofen
Schitt, Goéttingen

Heraeus, Osterode

Sigma, Deisenhofen

2.4. Sterilisation/Autoklavieren von GefalRemnd Lésungen

Losungen, die keine hitzeempfindlichen Bestandt@itghielten, sowie Gebrauchswaren
wurden bei 120°C und ¥@Pascal fiir 20 Minuten im Dampfdruck-Autoklaven aklaviert.

Hitzeempfindliche Losungen wurden mit Hilfe einegerd-Filtrationssystems (Millipore)

sterilfiltriert (PorengréRe 0,22 um).

2.5. Gebrauchslésungen

Alle Losungen wurden entweder mit ,Ampuwa“ oder phlilli-Q“ Wasser (Millipore)

angesetzt und, falls erforderlich, sterilisiert.

Avidin-FITC-Stammlésung:

in Asuwa
bei 4°C ligeschitzt lagern



Avidin-FITC-Gebrauchslésung:

BAAD-Stammldsung:

BAAD-Gebrauchslésung:

Blocking-L6sung:

Clontech-Puffer S1:

Clontech-Puffer S2:

Clontech-Puffer S3:

Clontech-Puffer N2:

Clontech-Puffer N3:

1 ml
5 ul

0,5 mg/ml

1 ml
10 ul

10 ml
4 mi
6 mi

50 mM
10 mM
100 pg/mi

200 mM
1 %

28 M

100 mM
15 %
900 mM

100 mM
15 %
1,15 M
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lo&king-L6sung
Avidin-FITC-Stammlésung
frisch ansetzen
lichtgeschUtmern

in Ampuwa (bei 4°C lagern)

Blocking-Lésung
BAAD-Stammldsung
frisch ansetzen

10%iges BSA
20x SSC
Aqua dest.
frisch ansetzgitrieren

Tris-HCI
EDTA
RNAse A
nach RNAse-Agabe bei 4°C

lagern

NaOH
SDS

KOACc, pH 5,1
bei 4°C lagern

Tris
Ethanol
KCI pH 6,3 mit PO, einstellen

Tris
Ethanol
KCI
pH 6,3 migPO, einstellen



Clontech-Puffer N5:

Chloramphenicol-Stammlésung:

DAPI-Stammldsung:

Denaturierungslosung:

DNAse:

dNTP-Mix:

Dot-Blot-Lésung 1:

Dot-Blot-Lésung 2:

Dot-Blot-Lésung 3:

Dot-Blot-Puffer 1:

100 mM

15 %

1M

34 mg/mi

0,1 my/

70 %

1 mg/mi

1 Vol.

1 Vol.

1 Vol
0,2 Vol.

3 ml

95l

0,5 ml

5 pl

5 ml

20 pl
20 pl

25 Mn

50 mM
0,05 %
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isTr

Ethanol
KCI

pH 8,5 migPIO, einstellen

in Ethanol

in Ampuwa
lichtgeschutzt B&C lagern

Formamid in 2x SSC
frisch ansetzen
auf pH 7,0 einstelle

in Ampuwa
aliquotiert bei <ZDlagern

dATP (1,0 mM)
dGTP (1,0 mM)
dCTP (1,0mM)
dTTP (1,0mM)

Dot-Blot-Puffer 1
10%iges BSA

Dot-Blot-Puffer 1
10%iges BSA
Streptavidin alkaline
Phosphatase (0,8n)g/m

Dot-Blot-Puffer 2
NBT
BCIP

Tris-HCI, pH 7,5
NacCl
Triton-X-100



Dot-Blot-Puffer 2:

EDTA, 0,5 M:

Ethidiumbromid-Stammldsung:

2M
50 mM

186,1 g

10 mg/mi

Ethidiumbromid-Gebrauchslésung: 10 ul

Formamid-Waschlésung:

Lachssperm-DNA:

LB-Agar + Chloramphenicol:

LB-Medium:

Lysis-Puffer:

Mastermix:

50 %

10 mg/mi

15 g/l
34 mg/l

7,519/
579/l
10,0 g/l

155 mM
10 mM
0,1 mM

0 26
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Tris-HCI, pH 9,5
NaCl

EDTA in 1l Aqua dest.
pH 8,0 einstellen
autoklavieren

in pumva
lichtgeschutzt B&C lagern

Stadsong
100ml Aqua dest.

Formamid in 2x SSC
pH 7,0 einstellen
frisch ansetzen

in TE-Puffer (pH 7,6)
durch Ultrasdhehandlung
geschert, aligadtbei -20°C lagern

a&o-Agar/1l LB-Medium
Chloramphenicol
bei 4°C lagern

NaCl
Yeast-Extract
Peptone
autoklavieren

NH,CI

KHCQ@

EDTA
in Aqua dest.
pH 7,4 einstellen

Dextransulfat in 2x SSC
bei -20°C lagern



Natriumacetat 3M:

Nicktranslationspuffer, 10x:

Propidiumjodid-Stammlésung:

Propidiumjodid-DAPI:

(Gebrauchslésung)

Proteinkinase K-L6sung:

RNAse-A-Stammlésung:

RNAse-A-Lésung (FISH):

SE-Puffer:

SSC, 20x:

SSC, 2x:

244 g/

05 M
0,1 M

1 mM
500 pg/ml

1 mg/mi

10 pg/mi
100 ng/ml

10 mg/mi

10 mg/mi

900 ul
100 pl
10 pl

‘BM

0,3 M

100 ml
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in Aqua dest.
pH 5,3 mit Essigsaeistellen

Tris-HCI (pH 7,5)
MgS©Q
Dithiothreitol
BSA
aliquotiert bei -ZDfagern

inusgdest.
lichtgeschitzt béC4agern

Propidiumiodid
APD
in Vectashield

Proteinkinase K
in TE-Puffer
bei -20°C lagern

Aimpuwa
aliquotiert beD*Z lagern

Ampuwa
20x SSC
RNAse (10mg/ml)

vor Gebrauch 15 mbkochen

NacCl
EDTA
in Aqua dest.
pH 8,0 einstellen

NacCl
Na-Citrat
pH 7,0 einstellen

20x SSC
ad 900ml mit Aqua tdes



SSC, 4x/0,1% Tween 20: 200 ml IBC

1,0 ml Tween 20
800 ml Aqua dest.
TBE, 5x: 228M Tris
22 mM Borsaure
10 mM EDTA

pH 8,3 einstellen

TE-Puffer: 1 mM EDTA

10 mM TrisHCI, pH 8,0
2.6. Enzyme
DNA-Polymerase | Roche, Mannheim
DNase | Boehringer, Mannheim
Proteinkinase K Boehringer, Mannheim
RNase A Sigma, Deisenhofen

Streptavidin-Alkaline-Phosphatase Conjugate Bowgjai, Mannheim
TagqDNA-Polymerase MEermentas, St. Leon-Roth

2.7. Mikrosatelliten (Primer)

STS Marker AFM343WF9 (D4S1616)

Forward-Primer 5GAAATGTGAACAATTCAGTCACTC-3°
Backward-Primer 5-BGTCCCAAAGCCAG-3°
Produktgrol3e 245-Pp8.

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogeezogen. Um die entstandenen PCR-
Produkte mit Hilfe des ALFexpress-DNA-Analysers lgsi@ren zu koénnen wurde der
Forward-Primer Fluoreszenz-markiert (Cy5-Markieramg 5 -Ende des Primers).
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2.8. BAC-Klone

Die folgenden BAC-Klone wurden vom RZPD Deutschegs$®urcenzentrum fir
Genomforschung — Primardatenbank — bezogen. Ausdewsdurden die Klone zunéchst
anhand der zytogenetisch mit Hilfe des G-Bandingittelten Informationen uber die
ungefahre GroRe der deletierten Region. Daraufhirden die Bruchpunkte jeweils
systematisch eingeengt.

Library Human BAC (RPCI-11)
Library No: 753

Source: Blood

Vector: pBACe 3.6

Stamm: E.coliDH10B

Resistenz: Chloramphenicol
BAC-Name Lokalisation BAC-Name Lokalisation
RP11-81J9 4925 RP11-42H6 4925
RP11-380D23 4925 RP11-313B13 4925
RP11-57A4 4925 RP11-265M21 4q25
RP11-326N15 4925 RP11-18D18 425
RP11-91E23 4925 RP11-79118 4928.1
RP11-11P20 4q28.1-28.2 RP11-94J9 4028.3
RP11-60A1 4028.3 RP11-733C7 4028.3
RP11-89124 4931.1 RP11-435P6 4931.1
RP11-1062K20 4qg31.1 RP11-258E17 4q31.1

RP11-2208 4931.1
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3. Methoden

Nicht gesondert beschriebene Methoden sind nachb®ak et al (1989) durchgefiihrt

worden.

3.1. Herstellung von Chromosomenpraparaten ausymphozyten
3.1.1. Lymphozytenkultur
Kulturansatz: 1 ml Vollblut

100 pl Phytohdmagglutinin
10 ml MIM oder AM-Medim

Der Kulturansatz wird steril in eine Kulturflaschgipettiert und mit verschlossenem
Schraubverschluss bei 37°C fur 72 h inkubiert. iEagkollten die Kulturansatze einmal

geschwenkt werden.

3.1.2. Kulturabbruch und Chromosomenpraparation

Hypotone Ldsung: 5,92 gKaliumchlorid
4 g/l  Natriumcitrat
bei 4°C lagern
Fixativ: 3 VoMethanol
1 Vol. Essigsaure

 Nach 72 Stunden werden den Kulturen 200 ul ColcEsishg zur Arretierung der
Zellen in der Mitose hinzu gegeben.

* Nach weiteren 90 Minuten den Ansatz auf vorgewariaetrifugenréhrchen aufteilen
und fir 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren.

» Den Uberstand bis ca. 0,5 cm oberhalb des Sedisiabteehmen und das Sediment in
der verbliebenen Flussigkeit resuspendieren.

» Tropfenweise 10 ml hypotone Losung unter Schwerkenugeben.

* Den Ansatz fur 20 min bei 37°C inkubieren.

e 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren

« Uberstand bis auf 0,5 cm tber dem Pellet abnehresnspendieren und tropfenweise
10 ml eiskaltes Fixativ, unter vorsichtigem Mischkmzugeben.

e Ansatz fir 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren.
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+ Uberstand bis ca. 0,5 cm oberhalb des Pellets abeghPellet resuspendieren und
erneut mit 10 ml Fixativ auffillen und vorsichtigsohen.

e 15 min bei -20°C inkubieren.

« 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren, Uberstand h& @ abnehmen und das Pellet
resuspendieren.

* Mit 10 ml Fixativ auffullen vorsichtig mischen unerneut fir 15 min bei -20°C
inkubieren.

« 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren, Uberstand bis(5 cm abnehmen, 3 ml Fixativ
hinzugeben und das Pellet resuspendieren.

« 3-5 Tropfen der Zellsuspension aus ca. 50 cm Hobke fauchte Objekttrager
auftropfen. Falls die Praparate fir G-Banding beinwterden, Objekttrager kurz
abflammen.

* Objekttrager bei hoher Luftfeuchtigkeit langsanckimen lassen.

* Kontrolle der Zell- und Metaphasendichte im Phasatdastmikroskop bei 160-facher
Vergrol3erung.

3.2. Isolierung von DNA aus Bakterien

Die Bakterien wurden jeweils auf Agar-Nahrbdden ohim entsprechenden Antibiotikum

angezuichtet.

3.2.1. Anlage einer Bakterienkultur

e 150 ml LB-Medium mit 150 ul Stammlésung des entspeaden Antibiotikums steril
in einen 500 ml Erlenmeyerkolben pipettieren.

« mit einer sterilen Impfose eine Einzelkolonie var dgarplatte abnehmen, die Kultur
damit beimpfen und bei 37°C fiir 24 h in einem StHiikubator inkubieren.

3.2.2. Anlage einer Stammkonserve (Stock)

Stammkonserven dienen zur langfristigen Aufbewatpruon Bakterienstammen bei -80°C.
Die Kristallisation des Zytoplasmas und die dangitbundene Zerstorung der Zellen werden

durch die Zugabe von Glycerin verhindert.

« 700 pl einer Ubernachtkultur mit 150 pl sterilemy&rin in ein autoklaviertes
Eppendorfgefal3 geben, grindlich mit einem Vortexsamen und sofort auf
Trockeneis, oder in fliissigem Stickstoff einfriereagerung bei -80°C.
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3.2.3. Isolierung der BAC-DNA

Bei der Isolierung von BAC-DNA kamen das ,NucleoBBnBAC Maxi Kit* der Firma
Clontech und die darin enthaltenen Pufferlésungen Einsatz (vgl. NucleoBont Nucleic
Acid Purification Tools User Manual PT3167-1 (PR®23® veroffentlicht am 28.10.1999),
wobei die eingesetzten Puffermengen leicht verdvderden.

 Die 150 ml Bakterienkultur (siehe 3.2.1) wird na2d h Wachstum in einem
Falconréhrchen in 3 aufeinander folgenden Schrifiiepeweils 10 min bei 4000 rpm
zentrifugiert und pelletiert, wobei jeweils nachr dgentrifugation der Uberstand
verworfen und das Rohrchen mit weiteren 50 ml Kudtwfgefallt wird.

e Das Pellet in 6 ml Clontech-Puffer S1 resuspendiere

« 6 ml Clontech-Puffer S2 hinzugeben, vorsichtig sehken und bei Raumtemperatur
fur maximal 5 min inkubieren.

6 ml Clontech-Puffer S3 hinzufiigen und vorsichtigsechen. Fir 5 min auf Eis
inkubieren.

« Das Lysat fur 10 min bei 4000 rpm zentrifugiererd wtanach den Uberstand durch
einen NucleoBond Folded Filter filtrieren.

e Die NucleoBond Saulen AX 20 mit 2,5 ml Clontech{feufN2 aqulibrieren.

» Das gefilterte Lysat auf die Saule geben und dardih lassen.

* Die Saule zweimal mit 5 ml Clontech-Puffer N3 wasth

* Die DNA mit 2 ml Clontech-Puffer N5 eluieren.

« DNA durch die Zugabe von 0,7 ml Isopropanol fallemd fiar 30 min bei 4°C und
20000 rpm zentrifugieren.

+ Uberstand abnehmen.

* Pellet mit 70 % Ethanol waschen, abzentrifugiened tiocknen lassen.

* DNAin 20 pl 1x TE losen.

* DNA-Konzentration bestimmen (siehe 3.2.4)

» Falls die DNA nicht direkt weiter verwendet wirdgrkn sie bei 4 °C gelagert werden.

3.2.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure

Die Konzentration von Nukleinsduren kann spektralpmetrisch bestimmt werden, wobei
eine lineare Beziehung zwischen dem Absorbtionsmaxi von Nukleinsduren bei 260 nm
Wellenlange und ihrer Konzentration besteht. Dazerden die Extinktion bei den
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Wellenlangen 230 nm (Absorptionsmaximum fur Sal26) nm (Absorptionsmaximum fur
Nukleinséuren) und 280 nm (Absorptionsmaximum fint€ine) gemessen.

* Von der betreffenden DNA (gel6st in TE) eine 1:M#¥dinnung herstellen.

* Eine 1:100 Verdunnung von 1x TE in Ampuwa dient Rleferenzwert fur die
Messung.

« Die DNA-Probe in die Quarzkivette (1cm Schichtd)ckiégberfihren und die
Extinktion bei 230 nm, 260 nm und 280 nm WellenkEingessen.

Die Konzentration der Nukleinsauren errechnet smth dem Lambert-Beerschen Gesetz:
c= 560' f-k

Hierbei gilt: ¢= Konzentration in pg/ul
f = Verdlinnungsfaktor
k= Konzentration an Nukleinsaud® 1 OD bei einer Schichtdicke
von 1 cm entspricht. Fur doppelstrangige Nukleins@wmimmt
k den Wert 47,5 pg/ul an.
E= Extinktion

Der Quotient aus f&dEygp ist ein Mal fur die Reinheit der Nukleinsauren godlte bei 2,0 £
0,2 liegen. Ein Quotient unter 1,5 spricht fur eiade Verunreinigung durch Proteine.

3.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH
(modifiziert nach Lichter et al., 1988)

Das Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisieru(gISH) auf Chromosomenpraparaten
beruht auf der Hybridisierung einzelstrangiger, Bibtin markierter DNA-Sonden an den
komplementdren DNA-Sequenzen der auf den Objeldtradefindlichen, denaturierten
Chromosomen. Nach der spezifischen Bindung wird Kgbridisierungsergebnis mittels

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikorper gegeotiB detektiert und sichtbar gemacht.
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3.3.1. Markierung der DNA-Sonden mittels Nicktanslation
(modifiziert nach Rigby et al., 1977)

Als DNA-Sonden diente jeweils zuvor praparierte BRSIA.

Reaktionsansatz: %) BAC-DNA
8 pl 10x Nicktranslationspuffer
1,12 pl Biotin-16-dUTP (0,3 M)
2,4 ul dNTP-Mix
2,0 pl DNAse | (1:1000 verdunnt)
1,6 pl DNA-Polymerase | (5U/l)
ad 30 pul Ampuwa

* Den Reaktionsansatz auf Eis in ein Eppendorf-Tupetteren, gut mischen (Vortex)
und kurz abzentrifugieren.

e Ansatz fur 2 h bei 14°C im Kryostat inkubieren.

* Dem Ansatz nach 2 h 2 pl zur Kontrolle des Biotiaius mittels Dot-Blot entnehmen

* Die Reaktion wird nach 2 h durch Zugabe von 0,1. WadAc (pH 5,3) und 2,5 Vol.
100 %igen Ethanol gestoppt.

* 6 ul Lachssperm-DNA und 9 pl Cot-I-Human-DNA zur salttigung unspezifischer
Sequenzen hinzufugen.

» DNA fir 30 min bei -80°C, oder fur 12 h bei -20°Gséillen.

3.3.2. Suppression unspezifischer Hybridisiengen

Aus eukaryotischer DNA isolierte, rekombinante DNAthalt oft iber das gesamte Genom
verteilte, repetitive Sequenzen (z.B. Alu-Sequenadiphoide Sequenzen). Diese repetitiven
Sequenzen innerhalb einer DNA-Sonde wurden beFblereszenz-in-situ-Hybridisierung zu
unspezifischen Bindungen und somit zu fehlerhafefarbungen fihren. Daher wird dem
Hybridisierungsansatz eine ausreichende Menge amelet unspezifische Sequenzen
enthaltender Kompetitions-DNA hinzugeflgt und imegi Vorreaktion die unspezifischen
Sequenzen einer DNA-Sonde abgesattigt. In der olyghiden Hybridisierung (FISH) binden
dann nur noch die nicht abgesattigten, spezifiscl@aguenzen der Sonde an die
komplementaren Zielsequenzen der Chromosomen. Atangetitions-DNA werden
Lachssperm-DNA (Absattigung unspezifischer Sequenzeind Cot-lI-Human-DNA
(Absattigung samtlicher hochrepetitiver Sequenzei)Fragmentlangen zwischen 250 — 500
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Basenpaaren eingesetzt. Die Menge der eingesé{oimpetitions-DNA steigt mit der Grol3e
der DNA-Sonde (Plasmid < Cosmid < BAC < YAC).

Die Kompetitions-DNA wird nach der Nicktranslatian der markierten Sonde hinzu gegeben
und zusammen mit ihr ausgefallt. Einem Standardatmmit 250 ng markierter DNA werden
6 pul Lachssperm-DNA (10 mg/ml) und 9 pl Cot-I-HurraNA (1 mg/ml) zugegeben.

3.3.38. Kontrolle des Einbaus von Biotin-164dTP mittels Dot-Blot

» 2 ul aus dem Reaktionsansatz der Nicktranslati@h dar Inkubation entnehmen und
eine Verdunnungsreihe (1:10, 1:100, 1:1000) mit Ava@ ansetzen.

« Je 2 pl der drei verschiedenen Konzentrationeregugin Nitrozellulosefilter auftragen
und durch UV-Strahlung (Crosslinker) fixieren.

e Filter fir 5 min bei Raumtemperatur in Dot-Blot-luigy 1 (Blocking) auf dem
Schuttler inkubieren.

» Filter fir 15 min bei Raumtemperatur in Dot-Blotduing 2 (mit Streptavidin alkaline
Phosphatase) auf dem Schuttler inkubieren.

* Filter 2 x 5 min in Dot-Blot-Puffer 1 auf dem Sctiét waschen.

» Filter 2 x 5 min in Dot-Blot-Puffer 2 auf dem Sctiét waschen.

» Filter lichtgeschutzt in einer Petrischale fur thibot-Blot-Losung 3 inkubieren.

» Filter mit 2 x SSC spulen und dann trocknen lassen.

Die markierte DNA sollte mindestens noch bei eihek00-Verdinnung eine Farbreaktion
erzeugen um erfolgreich fir eine FISH eingesetztiere zu kdnnen.

3.3.4. Hybridisierungsansatz

* Die 250 ng markierte, mit Kompetitions-DNA versetzind ausgefallte Sonde fur 30
min. bei 4°C und 22000 rpm zentrifugieren.

« Uberstand abnehmen und Pellet mit 70 %igem Ethaasthen.

« Erneut fir 10 Minuten bei 22000 rpm zentrifugier&fperstand abnehmen und Pellet
trocknen lassen.

 Pellet in 6 pul 100 %igem deionisierten Formamid nebimen, mischen, kurz
abzentrifugieren und 30 min. bei 37 °C inkubiergird die in Formamid geloste
Sonde nicht unmittelbar weiterverwendet, kann se {20°C fir langere Zeit
aufbewahrt werden.
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* 6 ul Mastermix hinzugeben, kurz mischen und ab#egteren.

* 5 min. bei 95°C denaturieren, kurz auf Eis stellad kurz abzentrifugieren.

3.3.5. Preannealing
+ die denaturierte Sonde fur 15 min. bei 37°C inkrdne

Dieser Schritt dient der Absattigung der hochreépet Sequenzen der markierten DNA
durch die zugesetzte Kompetitions-DNA. Die PreahingédDauer wurde empirisch ermittelt.

3.3.6. Vorbehandlung der Objekttrager

Fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurderbjékttrager eingesetzt, die nach der
Chromosomenpraparation lichtgeschitzt bei -20°C &aMonate gelagert wurden. Die
Lagerungsdauer von 6 Monaten wurde empirisch ezhitPraparate, die kirzer gelagert
wurden, wiesen vermehrte Verunreinigungen und umpehe Sondenbindung an
Hintergrundstrukturen auf, wohingegen altere (UBerJahre Lagerungsdauer) Praparate

schlechte Hybridisierungsergebnisse lieferten.

RNAse-Behandlung der Objekttrager

Eine RNAse-A-Behandlung der Objekttrager soll ben dPraparaten die endogene RNA
abbauen und somit eine Verringerung der unspeb#iscBindung der Sonde und eine
Reduktion der stdrenden Hintergrundsignale bewirken

*  RNAse-A Losung fur 15 min kochen, danach abkihdessén.

e 200 pl RNAse-A-Loésung auf den Objekttrager auftragad mit einem 24 x 60 mm
Deckglas blasenfrei abdecken und 1 h bei 37°Cnardeuchten Kammer inkubieren.

* Deckglaser abgleiten lassen und die Objekttrager 5 min in 2 x SSC bei RT

waschen. Direkt im Anschluss mit der DenaturierdagChromosomen fortfahren.

Denaturierung der Chromosomen

» Denaturierungslésung in einer Kivette im Wasseendd@2°C erhitzen.

« Objekttrager je 1 min. durch eine aufsteigende fah&eihe fihren (70%, 80%, 90%,
99%, 99%) und an der Luft trocknen lassen.

* Objekttrager fur 2 min.45sec. in Denaturierungshisunkubieren.

» Objekttrager direkt im Anschluss je 1 min. durcheeeiskalte, aufsteigende Ethanol-
Reihe fuhren (70%, 80%, 90%, 99%, 99%) und an dérttocknen lassen.

-22.-



3.3.7. Hybridisierung

» Die vorbehandelten Objekttrager liegend in eineit m 2 x SSC getrankten
Einwegtlchern ausgelegten, feuchten Kammer anordnen

* Den Hybridisierungsansatz nach dem Preannealirgdarentrifugieren.

« 12 ul des Ansatzes auf die Objekttrdger an eineziggeten Stelle pipettieren
(Mitoseindex und Spreitung der Chromosomen vor \éeisung der Objekttrager fur
FISH kontrollieren)

* Mit 24 x 40 mm Deckglas blasenfrei abdecken undRmxgum versiegeln.

* Die Objekttrager fir mindestens 8h bei 37°C inkubn.

3.3.8. Waschen nach der Hybridisierung

Die Waschschritte dienen der Entfernung nicht, oder schwach und unspezifisch
gebundener Sonden, um unspezifische Signale ugdrennte Hintergrundprobleme auf dem
Objekttrager zu verringern. Die Stringenz der Wasbhtte wird durch Temperatur-
veranderungen, Salz- und Formamidkonzentratiorsvarerheblich variiert.

Die Waschlésungen und Kuivetten werden in Wasserbagif die entsprechenden
Temperaturen vortemperiert. Die Waschschritte werde einem mit einem Schiittler
ausgestatteten Wasserbad durchgefuhrt um die Lésukgnstant warm zu halten. Bei
Wechsel zwischen den verschiedenen Puffern wurdeilg eine frische, zuvor gesauberte
Kivette benutzt.

Die angegebenen Temperaturen gelten fur jeweilbj2kirager pro Kivette und sollten bei
hoherer Anzahl um 2°C pro Objekttrager erhoht werde

* Fixgum von den Praparaten entfernen und die Des&ghorsichtig abgleiten lassen.

* Objekttrager 3 x 5 min in einer Kivette mit 50 %riamid/2 x SSC bei 50 °C
waschen.

* Objekttrager 5 x 2 min in 2 x SSC bei 50 °C waschen

* Objekttrager 3 x 5 minin 0,1 x SSC bei 66°C wasche

» Objekttrager 2 x 5 min in 4x SSC/0,1% Tween beb@faschen.
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3.3.9. Detektion und Amplifikation der Biotin-markierten Sonden

Diese Schritte schlieBen sich direkt an den letzidaschschritt (3.3.8.) an. Alle
Inkubationsschritte der Objekttrager erfolgen imeei feuchten Kammer unter volligem
Lichtabschluss um das Ausbleichen der fluoreszamenFarbstoffe zu verhindern. Die
Waschschritte werden in einem geschlossenen Waskarbt Schittler ebenfalls unter
Lichtabschluss durchgefuihrt. Alle Zwischenschrittdie notwendigerweise im Licht
stattfinden, sollten moglichst ziigig durchgefiuiherden.

* Objekttrager in feuchte Kammer legen und pro Oljager jeweils 500 ul Blocking-
L6sung auftragen und 10 min bei RT inkubieren.

» Blocking-L6sung ablaufen lassen (Objekttrager rikigy trocknen lassen).

* Pro Objekttrager 100 pl Avidin-FITC-LOsung auftragélasenfrei mit einem 24 x 60
mm Deckglas abdecken.

* Objekttrager 30 min bei 37°C in feuchter Kamméauinieren.

* Objekttrager 5 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween B¥iGwaschen.

Verstarkungsschritt:

* Pro Objekttrager 500 pl Blocking-Losung auftragem 40 min bei RT in feuchter
Kammer inkubieren.

* Blocking-Losung ablaufen lassen, pro Objekttrage® jul BAAD-LOsung auftragen
und blasenfrei mit einem 24 x 60 mm Deckglas abeeck

* Objekttrager 30 min bei 37°C in feuchter Kammeruipileren.

* Objekttrager 5 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween lBiGwaschen.

* Pro Objekttrager 500 pl Blocking-Losung auftragen in feuchter Kammer 10 min
bei RT inkubieren.

* Blocking-Lésung ablaufen lassen, pro Objekttrag®0 Jul Avidin-FITC-LAsung
auftragen und blasenfrei ein 24 x 60 mm Deckgldlegen.

« Objekttrager 30 min bei 37°C in feuchter Kammetuipieren.

e Objekttrager 5 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween [@¥iGwaschen.

Falls nétig kann ein weiterer Verstarkungsschriitctigefiihrt werden. Dies empfiehlt sich
besonders fur kleine Sonden (Cosmid-Sonden), welgeig bei BAC- bzw. YAC- Sonden
zumeist ein einfacher Verstarkungsschritt gendgt.
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3.3.10. Farbung der Chromosomen mit Propidiumioi und DAPI

* Pro Objekttrager 35 pl Propidiumiodid-DAPI-VectaddiL6sung auftragen.

* Objekttrager mit einem 24 x 40 mm Deckglas blasrdbdecken und das Deckglas
leicht andriicken um Uberschiissiges Flussigkeitsvefu zu entfernen und mit
durchsichtigem Nagellack versiegeln.

e Objekttrager bei 4°C lichtgeschiutzt bis zur Auswedg aufbewahren
(Fluoreszenzsignale bleiben ca. 2 Wochen sichtbar).

3.3.11. Auswertung der Objekttrager am Fluoreszagemikroskop

Die Praparate wurden mit einem Zeiss Axioplan2 fapenzmikroskop ausgewertet. Dabei
wurden die Metaphasen zunachst bei 100-facher ¥Begung aufgesucht und dann bei 1008-
facher VergroRerung mit Immersionsdl auf Vollst@keit und Morphologie der
Chromosomen hin untersucht. Mit Hilfe verschiedefétersysteme konnten sowohl die
Propidiumiodid-, die DAPI- und die Fluoresceinsijadbung, als auch Kombinationen
derselben, sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe ei@&@D-Kamera und des Metasystems-
Dokumentationssystems sowie der ISIS 3 Softwarederudie Metaphasen fotografiert und
digital gespeichert.

3.4. DNA-Préaparation aus Blut
(modifiziert nach Milleret al, 1988)

e 10 ml Vollblut mit 30 ml Lysis-Puffer in einem S&dt-R6hrchen vorsichtig mischen,
30 min auf Eis inkubieren und 15 min bei 2000 rpgi@ 4entrifugieren.

» Uberstand abnehmen, 10 ml Lysis-Puffer hinzugehaoh das Pellet resuspendieren
und weitere 15 min auf Eis inkubieren.

e 15 min bei 4°C und 2000 rpm zentrifugieren. Dieshrfite solange fortfihren, bis das
Pellet weildlich erscheint.

« Uberstand abnehmen, 5 ml SE-Puffer hinzufiigen whétfresuspendieren.

* Dem Ansatz 12,5 ul Proteinkinase K-Losung und 250Q1% SDS hinzuflgen
vorsichtig mischen und bei 55°C fur 12 Stunden iaséérbad inkubieren.

 Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur 1,5 ml geséattigiehsalzldsung hinzugeben,
15 s vortexen und dann 15 min bei 4000 rpm und &ifrfugieren.

« DNA durch Zugabe von 2 Vol. 100% Ethanol aus denerstand fallen und DNA-
Prazipitat in ein Reaktionsgefald mit 70%igem Ethaberfihren.
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« DNA 10 min bei 12000 rpm und RT pelletieren, denektsitand abnehmen und die
DNA leicht antrocknen lassen.
* DNAin 1 ml TE-Puffer I6sen (auf dem Schuttler) whmhn bei 4°C aufbewahren.

3.5. Polymerase-Chain-Reaction (PCR)
(modifiziert nach Saiket al.,1988)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) istradglich, spezifische DNA-Bereicle

vitro zu amplifizieren. Die Methode basiert auf eineklisghen Abfolge von Denaturierung
der Template-DNA, Anlagerung sequenzspezifischeimér und Synthese einer
komplementaren DNA-Kopie durch eine, bis 95°C thestabile, aus dem Bakterium
Thermus aquaticussolierte, TagDNA-Polymerase. Durch die zyklischen Wiederholumge

kommt es zu einer exponentiellen Vervielfaltigurey dielsequenz im Reaktionsansatz.

Reaktionsansatz:

. Template-DNA (100ng/ul) 05 ul
« dNTPs (10mM) 1 pl
. 10x Tag-Polymerase Puffer (-Mgfl 2 ul
. MgCl,-Losung (25mM) 2 ul
. Primer FORWARD (10pmol/ul) 1 pl
. Primer REVERSE (10pmol/pul) 1 pl
. Tag-Polymerase (5U/ul) 0,151 p
. H,0 ad 20 ul
. Standard-PCR-Programm:
1. 95°C 2 min
2. 40 Zyklen
e 94°C 30s
» 50-70°C 30s
e T72°C 30s
3. 72°C 5 min

Die einzelnen Temperatur- und Zeitparameter richtsich nach den jeweiligen
Oligonuklotidzusammensetzungen und den zu amm@iriden Fragmentlangen und muissen
genau auf das verwendete Primerpaar abgestimmtewerDie Reaktionen wurden im
Mastercycler Gradient (Eppendorf) durchgefihrt.
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3.6. Mikrosatellitenanalyse

Mikrosatelliten Polymorphismen (oftmals als ,shéandem repeat polymorphism, STRPs
bezeichnet) bestehen aus sich wiederholenden Eemhdiestehend aus zwei, drei oder vier
Nukleotiden (di-, tri-, oder tetranucleotide rematdie interindividuell unterschiedliche

GroRRen erreichen konnen. Diese interindividuellemtetschiede in Bezug auf die

Fragmentlangen kénnen somit zur Charakterisieramglrdividuen herangezogen werden.

Um die Mikrosatelliten-PCR-Produkte auszuwertenydea Polyacrylamid-Gele verwendet,
die aus Standardlésungen (ReproGel High Resol@eln-Amersham Biosciences (17-6001-
08), Freiburg) zusammengesetzt wurden. Diese wurdénHilfe des ALFexpress-DNA-
Analysers (Amersham Biosciences, Freiburg) ausgetverAufgrund der fluoreszenz-
markierten Primer wurden die entsprechenden Fragmeén Gel beim Passieren der
Photozelle nach Anregung des Fluoreszenzfarbstaifiesh einen Laserstrahl detektiert und
mit Hilfe der Computerprogramme ALFwin 1.10 und éfeagment Analyser 1.01 (Amersham
Biosciences, Freiburg) als Chromatogramm dargésteluRerdem ermdglicht das
Computerprogramm die Umformatierung der Kurvenddltstg in Gel-Bandenmuster.

* Ein ReproGel High Resolution-Gel mit 0,3 mm Dickadenfrei giel3en.

e 2 x10min UV-Vernetzen (UV-Polymerisation)

* Gelkammer in ALFexpress-DNA-Analyser mit 0,5x TBRufpuffer einsetzen, auf
55°C aufheizen und den Gelkamm herausziehen.

* Elektrophoresebedingungen: V= 1500 V
| = 60 mA
P = 25 W
Temp: 55°C

Laufzeit: 300 bp ca. 100min

* Vorbereitung der Proben: 0,5 ul PE&dukt
1,5 pl Alf expreB% Sizer™ 100
17,5 pl Dye-Loading-Puffer

* Proben 3min bei 82°C denaturieren und auf Eisestell
o 2l ALFexpresE” Sizef™ 50-500 auf das Gel auftragen.
* 2 ul Probe pro Geltasche auftragen und Elektrogeobeginnen.
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4. Ergebnisse

4.1 Der Proband

Die Vorstellung des Patienten in der genetischerratBagsstelle des Instituts fir
Humangenetik und Medizinische Biologie der Martimther-Universitat Halle-Wittenberg
erfolgte zur Abklarung eines bis dahin ungeklamsismorphiesyndroms. Der zum Zeitpunkt
der Vorstellung 33 Jahre alte Patient war aufgrdikrser Fehlbildungen schon seit der
Kindheit in arztlicher Behandlung gewesen, eine Igps@ der genetischen Grundlagen seiner
Dysmorphien war jedoch zuvor noch nicht erfolgt.

Geboren wurde der Patient als flinftes von insgegaiindern einer gesunden Mutter und
eines, vor der Erstkonsultation bereits an einelklanen Tumorleiden verstorbenen Vaters.
Uber den genauen Schwangerschafts- und Geburtsi/krtgn keine Daten vor, anamnestisch
waren diese laut der Mutter komplikationslos vefidgau Bei der klinischen Untersuchung
zeigte sich ein 1,56m (< 3 Perzentile) grol3er uddidy (< 3. Perzentile; BMI 20,5) schwerer
Patient. Die Gesichtsdysmorphien umfassten eineimangoloide Lidachse, leicht
hervorstehende Augen mit Ptosis der Augenlider, g@minger Epikanthus, eine hohe
Nasenwurzel, schmale Wangen, ein kurzes Philtrung gchmale Ober- sowie eine breite,
hervorstehende Unterlippe, sehr enge Kiefer mitnfgistellungen und ein hypoplastisches
Kinn. Die Ohren waren tiefsitzend und im oberen eélnthypoplastisch. Bei der
ophthalmologischen Untersuchung fielen eine gerilghypoplasie und ein Strabismus
concomitans convergens auf. Die Haut an den Haaddr-t3en war hyperkeratotisch und im
Bereich der Daumen wurde eine Beugekontraktur dmuniengrundgelenke diagnostiziert.
Zusatzlich zeigten sich eine beidseitige 4-Fingetie und hypoplastische Fingernagel.
Zwischen den 2. und 3. Zehen beider FulRe bestawedpairtielle kutane Syndaktylie. Bereits
1989 war eine membrandse Aortenstenose sowie diaodaler Ventrikelseptumdefekt
operativ korrigiert worden. Ein AV-Block Grad | wde medikamentds therapiert. Des
Weiteren zeigte sich eine linksseitige Beckennieitenormalen Ausscheidungsparametern im
durchgefuhrten Urogramm. Die rechte Niere befandh sin normaler Position. Die
psychomotorische Entwicklung des Patienten wardgad, der Besuch einer Sonderschule
mit Schulabschluss jedoch moglich. Zur Zeit dertnstellung war der Patient in einem
Gartenbaubetrieb berufstatig.

Abbildung 4.1 zeigt den Stammbaum der Familie. fabig markierten Familienmitglieder

standen flr eine genetische Untersuchung zur Veenfiig
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Abb. 4.1 Stammbaum der Familie. Die farbig markierten Peesorstanden fiir eine genetische

Analyse zur Verfigung.

In der zytogenetischen Routineuntersuchung fieldean Patienten eine de novo entstandene
interstitielle Deletion der Banden 4q25-g28 auf.fgkund dieser Ergebnisse wurde im
Zusammenhang mit den phanotypischen Auffalligkei®ine Assoziation mit dem so
genannten Rieger-Syndrom vermutet. Abbildung 4igtzdie beiden Chromosomen 4 des
Patienten in der zytogenetischen Darstellung mit@iBanding (500 G-Bandenstadium)

sowie als ldeogramm mit den auf zytogenetischeebasierenden Bruchpunktregionen.

Chromosom 4  Deletion Chromosom 4 Diele

del(4)(q25¢28 del (4)(aZB)

4925
4028 /

Abb. 4.2: G-Bandendarstellung und ldeogramm der beiden Chemmen 4 des Patienten mit
zytogenetisch ermittelter Deletion del(4)(g25928).

<

>
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&
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4.2. Ausschluss einer Deletion des Gens PITX2

Zum Ausschluss eines Rieger-Syndroms sollte eine dar Deletion der Bande 4925

einhergehende Haploinsuffizienz des betreffendensGe PITX2 — ausgeschlossen werden.
Zu diesem Zweck wurde ein BAC-Klon ausgewahlt, den Bereich, in dem das Gen
lokalisiert wurde, Uberspannt. Als geeigneter Klemvies sich BAC-Klon RP11-380D23,

dessen Lokalisation schematisch in Abbildung 418 ekstellt ist.

Bp. 111800000 111900000 112000000

<— Zentromer 4q25 Telomer—>
RP11-380D23

Exon 7 Exon 5 Exon 3 Exon 1
Exon 6 Exon 4 Exon2
3 5
Transkriptionsrichtung

A

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des BAC-Klons RP11-380828ie des Gens PITX2.

Bei der Auswertung der FISH an 50 Metaphasen koketee Deletion des Klons RP11-
380D23 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis satisehlieRend durch eine genaue

Bruchpunktanalyse verifiziert werden.

Eine erste Orientierung dazu ergab die mit@iBandingdurchgefihrte Deletionsanalyse, in
der die Deletion im Bereich der Banden 4q25-928 muget wurde. Da das
Auflosungsvermogen der fir die Chromosomenuntersughn der Routine gebréauchlichen
GTG-Technik G-bands by trypsin using Giem)saur zwischen 5-10 Mb (Shaffer, 1997,
Uhrig et al. 1999), bzw. zwischen 2-5 Mb bei dedtsp eingefiihrten hochauflésendeigh-
ResolutioATechnik (Uhrig et al. 1999) liegt, schloss sichwmiteren Verlauf der Arbeit eine
genauere, molekulargenetische Analyse der betmffeRegionen an. Zu diesem Zweck
sollten die Bruchpunktregionen zunachst mit HillenvBAC-Klonen durch Fluoreszenz-in-
Situ-Hybridisierung (FISH) mdoglichst exakt eingemze werden. BAC-Klone stellen auf

Grund einer mittleren InsertgréRe von etwa 150 kisobbders geeignete Proben flr eine
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Hybridisierung an Metaphasechromosomen dar. Umgget BAC-Klone auswéhlen zu
konnen, wurde einm-Silico-Analyse der deletierten Region vorgenommen. ZaeadreZweck

bietet die Online-Datenbank deniversity of California (UCSC) den Service ein€enome

Browsersan, mit dessen Hilfe es mdglich ist, Sequenzdaen limanen Genoms sowie
standig aktualisierte Versionen zytogenetischemetischer und physikalischer Karten
einzusehen. Unter anderem sind darin anhand ihaet- 8nd Endsequenzen lokalisierte BAC-
Klone graphisch im Rahmen eines genomisc@entigs dargestellt. Tabellen 4.1a/b zeigen
eine Liste der fur diese Arbeit ausgewéhlten BA©@#€. Deren Lage wurde als Start- und
Endpunkt in Basenpaaren aufgrund der vorliegendequé&hzdaten von Chromosom 4

angegeben.

Tab. 4.1a: Liste der zur Bruchpunktcharakterisierung des proximalen Bpumnktes verwendeten

BAC-Klone.

RZPD — Name Name Lokalisation | Start* (bp) | End * (lp)

RPCIB753J0981Q2 RP11-81J9 4925 109950873 110105012
RPCIB753H0642Q2 RP11-42H6 4925 111569952 111749862
RPCIB753D23380Q2 | RP11-380D23 4025 111798602 112000228
RPCIB753B13313Q2 | RP11-313B13 4025 111998229 112064708
RPCIB753A0457Q2 RP11-57A4 4925 112214219 112371395
RPCIB753M21265Q2 | RP11-265M21 4925 112380189 112545500
RPCIB753N15326Q2 | RP11-326N15 4925 112453996 112642941
RPCIB753D1818Q2 RP11-18D18 4025 112622694 112639941
RPCIB753E2391Q2 RP11-91E23 4925 112736421 112882443

Tab. 4.1b: Liste derzur Bruchpunktcharakterisierung des distalen Brugiiies verwendeten BAC-

Klone.
RPCIB75311879Q2 RP11-79118 4928.1 126075388 126253109
RPCIB753P2011Q2 RP11-11P20 40928.1-28.2 128874744 129034162
RPCIB753J0994Q2 RP11-94J9 4928.3 134472730 134624523
RPCIB753A0160Q2 RP11-60A1 40928.3 137581626 137761312
RPCIB753C07733Q2 | RP11-733C7 40928.3 139503214 139664503
RPCIB75312489Q2 RP11-89124 4931.1 140215007 140355384
RPCIB753P06435Q2 | RP11-435P6 4931.1 140311160 140502686
RPCIB753K201062Q2 | RP11-1062K20 4931.1 140469428 140650003
RPCIB753E17258Q2 | RP11-258E17 4931.1 140582003 140725924
RPCIB75300822Q2 RP11-2208 4931.1 141028896 141088687

*Lokalisation anhand der Start- und EndsequenzeBaisenpaaren aufgrund der vorliegenden Sequenzdaten

Chromosom 4 _(http://genome.ucsc.pdu
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4.3. FISH-Untersuchungen zur Identifizierung der Déetionsbruchpunkte

Die ausgewéahlten BAC-Klone wurden geman der irdargestellten Art und Weise prapariert
und auf Metaphasechromosomen des Patienten hybéridisNach Detektion und
Amplifikation der Sonden, sowie DAPI- und Propidiwaidfarbung der Préparate konnten
diese am Mikroskop mit Hilfe der ISIS 3 Computeta@ire analysiert werden. Dazu wurden
jeweils 50 Metaphasen sowohl auf ihre Vollstandigkals auch auf die korrekte Lage der
Signale hin untersucht. Die Identifizierung derdesi Chromosomen 4 erfolgte dabei anhand
des charakteristischen DAPI-Bandenmusters. Zeigiieh auf beiden Chromosomen 4
spezifische Signale, so wurden die jeweiligen Regioals ,nicht deletiert” gewertet. Liel3en
sich nur auf einem Chromosom Signale nachweisendevdiese Region als ,deletiert”
angesehen, sofern in keiner der analysierten Matgwh Signale auf dem deletierten
Chromosom in diesem Bereich beobachtet werden kanimh Folgenden sind die Ergebnisse
der molekulargenetischen Analyse der Bruchpunkbregn mittels der FISH Methode
dargestellte.

4.3.1. Lokalisierung des proximalen Bruchpunktes

Wie Dbereits erwdhnt, konnte der proximale Bruchpunilurch zytogenetische
Voruntersuchungen im Bereich der Bande 4q25 lokatiswerden. Zur genaueren
Eingrenzung standen insgesamt 9 BAC-Klone zur \gerfig. Fir jeden dieser BAC-Klone
sind im Folgenden die Ergebnisse der FISH-Analygkegestellt.

BAC RP11-81J9

Die GroRe des BAC-Insert betragt ca. 154 kb. WieAbbildung 4.4 dargestellt, konnten
sowohl auf dem verdnderten, als auch auf dem uilgén Chromosom 4 spezifische
Signale im Bereich der Bande 4925 lokalisiert wardeer BAC-Klon wurde daher als ,nicht

deletiert” gewertet und liegt proximal des zentrosehen Bruchpunktes.
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Abb. 4.4:  FISH mit dem BAC RP11-81J9 an einer MetaphasdPdaisanden. Die Pfeile deuten auf
die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fluoreezignalen.

BAC RP11-42H6

Das Insert dieses BAC-Klons ist etwa 180 kb grof Beiden Chromosomen 4 konnten
spezifische FISH-Signale auf Bande 4925 lokalisiggrden. Die durch den BAC-Klon
analysierte Region liegt somit proximal des obeBynchpunktes und ist nicht deletiert.

Hybridisierungsbeispiele zeigt Abbildung 4.5.

Abb. 4.5:  FISH mit dem BAC RP11-42H6 an einer Metaphase deisaRden. Die Pfeile deuten auf
die Chromosom 4, mit jeweils deutlichen Fluoresgignalen
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BAC RP11-380D23

Dieser Klon wurde bereits im Abschnitt 3.2 zum Aadass einer Deletion des Gens PITX2
schematisch dargestellt. Die Insertgrof3e diesemiKloetragt 202 kb. Spezifische Signale
konnten sowohl auf dem normalen, als auch auf deletidrten Chromosom 4 im Bereich der
Bande 4925 lokalisiert werden. BAC RP11-380D23 tlispmit proximal des oberen
Bruchpunktes und wurde als nicht deletiert bewertdibridisierungsbeispiele zeigt
Abbildung 4.6.

e deld

Abb. 4.6: FISH mit dem BAC RP11-380D23 an einer MetaphasePdaeisanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fesxenzsignalen.

BAC RP11-313B13

Abbildung 4.7 zeigt ein Hybridisierungsbeispiel eirFISH, in der auf beiden Chromosomen
4 im Bereich der Bande 4q25 spezifische Signalentifiitgert werden konnten. Der
InsertgréRe entsprechend, ist der ca. 66 kb grideh den BAC-Klon lberspannte Bereich

nicht deletiert.
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Abb. 4.7:  FISH mit dem BAC RP11-313B13 an einer Metaphasd’dalsanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4 mit jeweils deutlichen Flugaenzsignalen.

BAC RP11-57A4

Die GroRe des Insert betragt 157 kb. Spezifischgngbé zeigten sich auf beiden
Chromosomen 4 im Bereich der Bande 4g25. Dieser BAGaher als ,nicht-deletiert* zu
werten und liegt proximal des zentromerischen Bpuciktes. Ein Hybridisierungsbeispiel an

einer Metaphase zeigt Abbildung 4.8.

Abb. 4.8: FISH mit dem BAC RP11-57A4 an einer MetaphaseRtebanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fesxenzsignalen.

-35-



BAC RP11-265M21

Wie in Abbildung 4.9 dargestellt, konnten Signalg beiden g-Armen der Chromosomen 4
im Bereich der Bande 4925 lokalisiert werden. Di®& des Insert ist ca. 165 kb. Dieser

Klon ist somit als nicht-deletiert zu werten unefgli proximal des oberen Bruchpunktes.

Abb. 4.9: FISH mit dem BAC RP11-265M21 an einer MetaphaseRiebanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fesxrenzsignalen.

BAC RP11-326N15

Signale konnten, wie in Abbildung 4.10 dargestgkiweils nur auf dem unauffalligen
Chromosom 4 im Bereich 4925 lokalisiert werden. viigden keinerlei Signale auf dem
deletierten Chromosom 4 beobachtet, so dass dieadek89 kb grof3en Insert entsprechende

genomische Sequenz zum grol3ten Teil deletiert ist.
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Abb. 4.10: FISH mit dem BAC RP11-326N15 an einer Metaphase Batienten. Die Pfeile deuten

auf die beiden Chr. 4. Deutlich erkennbar ist, d&soreszenzsignale nur auf dem
unauffalligen Chr. 4 detektierbar sind.

BAC RP11-18D18

Spezifische Signale traten ausschliel3lich auf deaufialligen Chromosom 4 im Bereich der
Bande 4925 auf. Es wurden keinerlei Signale auf defatierten Chromosom 4 beobachtet.
Die durch den Klon uberspannte 17kb grof3e Regiorsomit als deletiert charakterisiert
worden. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildufg 1.

¢ del4

Abb. 4.11: FISH mit dem BAC RP11-18D18 an einer MetaphasePdebanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem undligén Chr. 4 Signale erkennbar.
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BAC RP11-91E23

Ausschlie3lich auf dem unauffaligen Chromosom 4 iBereich 4925 waren
Fluoreszenzsignale sichtbar, wahrend auf dem ddleti Chromosom 4 keine Signale
beobachtet werden konnten. Daraus folgt, dass ter €1E23 deletiert ist. Die Insertgrofie
betragt ca. 146 kb. Hybridisierungsbeispiele zAigpildung 4.12.

del4
A

Abb. 4.12: FISH mit dem BAC RP11-91E23 an einer Metaphasé®dasanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem undiggi Chr. 4 Signale erkennbar.

4.3.2. Darstellung der proximalen Bruchpunktregion

Bei 6 von insgesamt 9 verwendeten BAC-Klonen kami@ignale auf beiden Chromosomen 4
nachgewiesen werden. Diese wurden daher allesamidcit deletiert eingestuft. Als deletiert
hingegen konnten insgesamt 3 BAC-Klone klassiftzizerden, die in der FISH-Analyse
ausschlief3lich auf dem nicht betroffenen Chromoddruoreszenzsignale ergaben. Aufgrund
der unter 4.3.1 beschriebenen Hybridisierungseigsérkann der proximale Bruchpunkt in
der Region 4925 auf den Sequenzbereich eingegwesizien, den die beiden BAC-Klone
RP11-265M21 und RP11-326N15 abdecken. Diese ulpenhapich in einem ca. 92 kb grol3en
Segment. Der Bruchpunkt wird zusatzlich durch deenéalls deletierten BAC-Klon RP11-
18D18 weiter eingegrenzt. Dessen Lokalisation idhersidet sich teilweise mit derjenigen
von RP11-326N15. In Tabelle 4.2 sind die FISH-Ergefe tabellarisch zusammengefasst.
Zusétzlich sind in Abbildung 4.13 die Anordnung 8&C-Klone sowie der eingegrenzte, ca.

242 kb grofRe Bruchpunktbereich schematisch dadeste
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Tab. 4.2:

Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Analysen Charakterisierung des
proximalen Bruchpunktes.

Name Lokalisation Start * End * FISH-Ergebnis
RP11-81J9 4925 109950873 110105012 | Nicht deletiert
RP11-42H6 4925 111569952 111749862 | Nicht deletiert
RP11-380D23 | 4925 111798602 112000228 | Nicht deletiert
RP11-313B13 | 4925 111998229 112064708 | Nicht deletiert
RP11-57A4 4925 112214219 112371395 | Nicht deletiert
RP11-265M21 | 4925 112380189 112545500 | Nicht deletiert
RP11-326N15 | 4925 112453996 112642941 | Deletiert

RP11-18D18 4925 112622694 112639941 | Deletiert

RP11-91E23 4925 112736421 112882443 | Deletiert

*Lokalisation anhand der Start- und EndsequenzéBasenpaaren vom Telomer des p-Armes des Chromésom

aus gezahlt (http://genome.ucsc.edu

110000000 0DDDO0 112000000 113000000

Zentromer 4925
81J9 42H6 265M21
. . 380D23 326N15
i ; . 57A4: | 91E23
. @ 313B13 | ! 118D18
v v + v

Basenpos.

daler

BAC-Anordnung

112400000 112600000
I I I

265M21

18D18
[ |

316N15

92kb
242kb

Abb. 4.13: Schematische Darstellung der Position der zur Bpuctktanalyse des proximalen
Bruchpunktes ausgewahlten BAC-Klone sowie der praben Bruchpunktregion mit den
eingrenzenden BAC-Klonen RP11-265M21, -326N15 18D18. Deletierte BAC-Klone
sind rot, nicht deletierte BAC-Klone griin dargektel
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In Abbildung 4.14 ist des Weiteren die Lokalisatidar proximalen Bruchpunktregion in
Bezug auf den Genlocus des Gens PITX2 dargesi@is Gen wird in Richtung des
Zentromers transkribiert. Der Bruchpunkt ist et kb vom 5 Anfang des Gens entfernt
lokalisiert. Mit Hilfe einschlagiger DatenbankenNOM, UCSC Genome Browser) konnten in

diesem Bereich bisher keine weiteren Gene iderdrfizverden.

Zentromer 4925 Telomer
PITX2 2656M21 18D18
|—ml++ 550 kb > =
3 5 326N15
4—
Transkriptionsrichtung Bruchpunktregion

Abb. 4.14: Schematische Darstellung des proximalen Bruchgsnfkhit den eingrenzenden BAC-
Klonen RP11-265M21, -326N15 und -18D18) in Bezdglas Gen PITX2.

4.3.3. Lokalisierung des distalen Bruchpunktes

Zur Charakterisierung des distalen Deletionsbrunkfes wurden insgesamt 10 BAC-Klone
ausgewahlt, welche bereits in Tabelle 4.1b aufgéfilurden. Die durch zytogenetische
Analyse mittelsG-Bandingzu erwartende Bruchpunktregion wurde im Bereich Bende
40928 festgelegt. Ziel war es, entsprechend der a@Rhenisierung des proximalen
Bruchpunktes, Uberlappende BAC-Klone zu identifieie die den Bereich des distalen
Bruchpunktes tragen. Im Folgenden sind Hybridisigabeispiele der einzelnen BAC-Klone
aufgefuhrt.

BAC RP11-79118

178 kb misst das Insert dieses Klons. Bei der FR&Kwertung zeigten sich spezifische
Signale auf dem unauffalligen Chromosom 4 in demaeeten Bereich der Bande 4q28,
jedoch keine auf dem deletierten Chromosom 4. Aufdrdieser Beobachtung ist zu folgern,
dass der Bruchpunkt distal des durch den Klon {aensten Bereiches liegt. Ein
Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.15.
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Abb. 4.15: FISH mit dem BAC RP11-79118 an einer MetaphasePdelsanden. Die Pfeile deuten auf
die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffatligéar. 4 Signale erkennbar.

BAC RP11-11P20

Signale, nach Hybridisierung des 159 kb grof3en BAgerts, konnten jeweils nur auf dem
unauffalligen Chromosom 4, nicht jedoch auf dem ebeiten beobachtet werden. In
Abbildung 4.16 ist ein Hybridisierungsbeispiel destellt. Die analysierte Region wurde als

deletiert gewertet.

Abb. 4.16: FISH mit dem BAC RP11-11P20 an einer MetaphasePdelsanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem undigg&i Chr. 4 Signale erkennbar.
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BAC RP11-94J39

Das Insert dieses BAC-Klones hat eine Grol3e vonkb5Bei der FISH-Auswertung konnten
spezifische Signale ausschlieBlich auf dem undigiéi, jedoch nicht auf dem deletierten
Chromosom 4 identifiziert werden. Daraus ist zulis@en, dass dieser Bereich deletiert ist.

Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.17.

Abb. 4.17: FISH mit dem BAC RP11-94J9 an einer Metaphase dasaRden. Die Pfeile deuten auf
die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffé@ili@€hr. 4 Signale erkennbar.

BAC RP11-60A1

Es konnten auf dem normalen Chromosom 4 Signalalitsé&rt werden, wahrend auf dem
deletierten Chromosom keinerlei Signale beobachtetden konnten. Dieser Bereich,
entsprechend des Inserts mit einer Grol3e von e®@a kb, gilt somit als deletiert. Ein

Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.18.
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Abb. 4.18: FISH mit dem BAC RP11-60A1 an einer Metaphase dasaRden. Die Pfeile deuten auf
die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffatli@ér. 4 Signale erkennbar.

BAC RP11-733C7

Die InsertgrofR3e betragt etwa 161 kb. In den ausgetem Metaphasen konnten jeweils auf
dem unauffélligen, nicht jedoch auf dem deletier@hromosom 4 auf Bande 4g28.3
Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Daraus isfolgern, dass die genannte Region

deletiert ist. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigtiAllolung 4.19.

Abb. 4.19: FISH mit dem BAC RP11-733C7 an einer MetaphasePdelsanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem undiggit Chr. 4 Signale erkennbar.
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BAC RP11-89124
140 kb im Bereich der Bande 4g31.1 Uberspannt dssrtl dieses BAC-Klons. In den 50

ausgewerteten Metaphasen konnten Signale in dearteten Bereich auf dem unauffalligen
Chromosom 4, nicht jedoch auf dem deletierten beluted werden. Dieser Klon wurde somit

als deletiert charakterisiert. Ein Hybridisierungsipiel zeigt Abbildung 4.20.

Abb. 4.20: FISH mit dem BAC RP11-89124 an einer MetaphaseRiebanden. Die Pfeile deuten auf
die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffatiigdr. 4 Signale erkennbar.

BAC RP11-435P6

Die GrofRe des Inserts betragt etwa 192 kb. BeiKIBH-Analyse zeigten sich auf dem
unauffalligen Chromosom 4 deutliche FluoreszenzdegrAuf dem deletierten Chromosom 4
wurden keinerlei Signale beobachtet. Die durch Ilem analysierte Region wurde somit als
deletiert betrachtet. Ein Hybridisierungsbeispmbt Abbildung 4.21.
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Abb. 4.21: FISH mit dem BAC RP11-435P6 an einer MetaphasePdelsanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem undiggi Chr. 4 Signale erkennbar.

BAC RP11-1062K20

Bei diesem BAC-Klon konnten anhand der DAPI-Farbu8gynale sowohl auf dem

deletierten, als auch auf dem unauffalligen Chramost auf Bande 4q31.1 beobachtet
werden. Entsprechend der Insertgrof3e des BAC-Khanglie analysierte Region eine Grolie
von 181 kb. Ein Hybridisierungsbeispiel der FISHgzeAbbildung 4.22. Den Ergebnissen

zufolge ist die analysierte Region nicht deletiert.

Abb. 4.22: FISH mit dem BAC RP11-1062K20 an einer MetaphaseéPdebanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind auf beiden Chrigh&e erkennbar.
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BAC RP11-258E17

Die Insertgrof3e dieses BAC-Klons betragt 144 kh. d& Auswertung der Fluoreszenz-in-
Situ-Hybridisierung konnten in den Metaphasen Segaaf Bande 4931.1 bei beiden, anhand
der DAPI-Farbung identifizierten, Chromosomen 4Zaladiert werden. Daraus folgt, dass diese

Region nicht deletiert ist. Ein Hybridisierungshmes zeigt Abbildung 4.23.

Abb. 4.23: FISH mit dem BAC RP11-258E17 an einer Metaphasd’dalsanden. Die Pfeile deuten
auf die beiden Chr. 4. Es sind auf beiden Chr.gh8e erkennbar.

BAC RP11-2208

Sowohl auf dem deletierten, als auch auf dem uabligién Chromosom 4 konnten im Bereich
der Bande 4qg31.1 Signale geortet werden. Die ddechBAC-Klon tGberspannte, 60 kb grol3e
Region, muss somit als nicht deletiert gelten. Bibridisierungsbeispiel zeigt Abbildung

4.24.
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Abb. 4.24: FISH mit dem BAC RP11-2208 an einer Metaphase dasaRden. Die Pfeile deuten auf
die beiden Chr. 4. Es sind auf beiden Chr. 4 Sigeakennbar.

4.3.4. Darstellung der distalen Bruchpunktregion

Bei 7 von insgesamt 10 verwendeten BAC-Klonen kenrbignale ausschliel3lich auf dem
nicht betroffenen Chromosom 4 nachgewiesen wer@gese wurden daher allesamt als
deletiert eingestuft. Als nicht-deletiert hingegemnten insgesamt 3 BAC-Klone klassifiziert
werden, die in der FISH-Analyse auf beiden Chromu=mo 4 Fluoreszenzsignale ergaben. In
Tabelle 4.3 sind die FISH-Ergebnisse aus 4.3.3lla@aiseh aufgefuhrt. Zusatzlich sind in

Abbildung 4.25 die Anordnung der BAC-Klone sowier dgngegrenzte Bruchpunktbereich

schematisch dargestellt. Der distale Bruchpunktnk®mmit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-

Hybridisierung zwischen den BAC-Klonen RP11-435Rfldtiert) und RP11-1062K20

lokalisiert werden. Diese BAC-Klone Uberlappen sioheinem 33 kb grofRen Fragment.
Zusétzlich wird der Bruchpunkt durch die BAC-KlofP11-89124 (deletiert) und RP11-

258E17 weiter eingegrenzt. Die Bruchpunktregion rikensomit auf ein 226 kb grol3es
Segment im Bereich der Bande 4q31.1 eingegrenatemeNerglichen mit den Resultaten der
zytogenetischen Analyse mitte3-Banding bei der der distale Bruchpunkt im Bereich der
Bande 4928 vermutet wurde, liegt der Deletionshpualkt somit deutlich weiter distal.
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Tab. 4.3:

Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Anase@harakterisierung des distalen

Bruchpunktes.

Name Lokalisation Start * End * FISH-Ergebnis
RP11-79118 4928.1 126075388 126253109 | Deletiert
RP11-11P20 4028.1-28.2 128874744 129034162 | Deletiert
RP11-94J9 4928.3 134472730 134624523 | Deletiert
RP11-60A1 4928.3 137581626 137761312 | Deletiert
RP11-733C7 4928.3 139503214 139664503 | Deletiert
RP11-89I124 4931.1 140215007 140355384 | Deletiert
RP11-435P6 4931.1 140311160 140502686 | Deletiert
RP11-1062K20 4931.1 140469428 140650003 | Nicht deletiert
RP11-258E17 4931.1 140582003 140725924 | Nicht deletiert
RP11-2208 4931.1 141028896 141088687 | Nicht deletiert

*Lokalisation anhand der Start- und EndsequenzeRasenpaaren aufgrund der Sequenz vom Telomer-des p

Armes des Chromosom 4 aus gezahlt (http://genose edu

Basenposition 140000000 141000000
| | I |
Zentromer 4928.3 4931.1 Telomer
733C7 89124 435P6 258E17 2208
5 5 . 1062K20 ;
v L 5
BAC-Anordnung — V| — v
140400000 140600000
I I I I
435P6 258E1]
8912 1062K20
33kb
226kb —p!

Abb. 4.25: Schematische Darstellung der zur Bruchpunktanalges distalen Bruchpunktes
ausgewahlten BAC-Klone sowie der distalen Bruchfraglon mit den eingrenzenden
BAC-Klonen RP11-89I24, -435P6, -1062K20 und -258H14letierte BAC-Klone sind
rot, nicht deletierte Klone sind griin dargestellie BAC-Klone RP11-79118, -11P20, -
94J9 und -60A1 wurden aus Griinden des gewahlterstdb&s nicht dargestellt. Diese
befinden sich allesamt zentromerisch der dargestellRegion im Bereich der
Chromosomenbande 4928.1928.3.
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4.4 Mikrosatellitenanalyse

Im Zuge einer genaueren Eingrenzung des proximaB¥ochpunktes wurde eine
Mikrosatellitenanalyse der DNA mittels STS Marked31616 bei dem Probanden und 7
weiteren Familienmitgliedern durchgefiihrt. Dieserarkker weist Allele mit einer
Langenvarianz von 245-257 Basenpaaren auf undierselnf Grund seiner Lokalisation bei
112,5 Mb auf Chromosom 4q25 (http://genome.ucsg¢.bdatglich des zuvor eingegrenzten
Bruchpunktes besonders geeignet. Da er innerhatb vda BAC-Klon RP11-326N15
Uberspannten Sequenz lokalisiert ist, konnte deiclgyunkt anhand der Ergebnisse weiter
eingegrenzt werden. Fir den distalen Bruchpunktntenkein entsprechender Marker
gefunden werden, so dass eine Mikrosatellitenaaaéygfiel. In Abbildungen 4.26 ist der
Stammbaum der Familie mit den fir eine genetischieetduchung zur Verfligung stehenden

Familienmitgliedern aufgeftuhrt.

D46,XY JZ veygten
O46,XX g vidben

. 46,XY, del(4)(q25q31.1)G4 Geschwister urgbimsdlichen Geschlechtes

Abb. 4.26: Stammbaum der Familie des Probanden mit del(4)@2b1). DNA der farbig
markierten Individuen stand fur eine Mikrosatelizgmalyse zur Verfigung.

In Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse der in Abbilddng7 dargestellten Genotypisierung von
D4S1616 tabellarisch aufgefuhrt.
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Tab. 4.4: Genotypen fur D4S1616 der mittels Mikrosatelliteralgsierten Familienmitgliedern des
Probanden mit interstitieller Deletion del(4)(92341).

Stammbaumnr. Karyotyp D4S1616 Genotyp
-5 46, XY, del(4)(q25g31.1 B -/BB
[I-2 46, XX AB
-1 46, XY AA
-4 46, XX BB
V-1 46, XX BB
V-6 46, XX BC
V-7 46, XY BB

Basen Lingen.~ III-5 -2 -1 14 V-1 IV-6 v-7
standard

- A

250

—ee R ——— —_—

-

200

150

Abb.4.27: Genotypisierung von D4S1616 bei dem Probandenmaitstitieller Deletion del(4)(g25-
g31.1) und weiteren Familienmitgliedern.

Die Analyse der Probanden-DNA (llI-5) zeigt ein gimgent mit einer Grof3e von 250 Basen
(Allel B). Die mitterliche DNA (11-2) weist ebentflal ein Allel mit einer GréR3e von 250 Basen
auf, sowie eines mit einer Grof3e von 248 Basere(A). Das Allel C hat eine Grof3e von 252
Basen. Die Analyse der Bandenmuster der Geschwi@ted; I111-4) lasst auf eine
Heterozygotie des entsprechenden Locus der vaterli®©NA, ebenfalls mit den Allelen A
und B, schlieen. Die elterlichen Allele stimmemm#olberein und es besteht eine nicht
informative Allelverteilung bei den Eltern und deRrobanden. Dieser kann entweder
homozygot oder hemizygot fur das Allel B sein.
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5. Diskussion

Eine der Hauptursachen fir die Entstehung genetis&mankheitsbilder und Syndrome,
kénnen, neben Translokationen und Inversionen, dbDeletionen unterschiedlich grol3er
Chromosomenabschnitte sein. Eine Untergruppe ddetiDessyndrome bilden die so
genanntencontiguous-gene-syndrome$Vie in der Einleitung bereits dargelegt wurde,
basieren Phanotypen derartiger Syndrome auf deretiDel mehrerer, physikalisch
gebundener, jedoch funktionell unabhangiger Genercld Genotyp-Phanotyp-Studien
konnten fur einige dieser Syndrome, zu denen hempeise dasVilms-Tumor-Aniridia-
Genitourinary-Anomalies-Mental-Retardation SyndrofMéARG) und das Langer-Giedion
Syndrom zahlen, einzelne Symptome unterschiedlitioenund Kandidatengenen zugeordnet
werden (Kreidbergt al, 1993; Maliket al, 2002).

Auch der hier vorgestellte Fall eines Patienten emer in dieser Arbeit analysierten, ca. 28
Mb grof3en interstitieller Deletion des Chromosorstdein Beispiel fur die Ausbildung eines
contiguous gene syndromBie in Abschnitt 4.3 dargestellten Deletionsbiquahkte konnten
mit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierungweils zwischen zwei sich Uberlappenden
BAC-Klonen (RP11-265M21 und RP11-326N15 fur denxitnalen; RP11-435P6 und RP11-
1062K20 fur den Distalen) lokalisiert und auf eiri&ereich von maximal 250 kb eingegrenzt
werden. Im Zuge der vorhergegangenen zytogenetisddatersuchungen waren die
Bruchpunkte im Bereich der Banden 4925 und 4q2&lisilert worden. Wahrend der
proximale Bruchpunkt im Bereich der Bande 4g25 dufie FISH bestatigt wurde, konrder
distale Bruchpunkt im Gegensatz zu diesen Ergebmigsst im Bereich der Bande 4q31.1
dargestellt werden. Im weiteren Verlauf der hierliegenden Arbeit sollte mit Hilfe einer
durchgefuhrten Mikrosatellitenanalyse eine weiteBruchpunkteingrenzung erfolgen.
Aufgrund der vorliegenden, nicht informativen Alletteilung konnte jedoch keine weitere

Aussage uber die Lage des Bruchpunktes getroffedeme

Im Zusammenhang mit der Darstellung und Analyse Betetionsbruchpunkte ist es
wissenswert, aus welchen Grinden es zum Verlusgelestischen Materials gekommen sein
konnte. Eine wichtige Rolle bei derartigen Prozessgielen so genannf@uplicons Dabei

handelt es sich um Chromosomenabschnitte mit Ubedb 1Lange und Uber 90%iger
Sequenzhomologie zu anderen Segmenten, aus demen 586 des humanen Genoms
aufgebaut sind (Bailegt al, 2002; Cheungt al, 2003). Durch Rekombination kénnen diese

Duplicons zu Deletionen, Inversionen oder Translokationehnrdii (Emanuel und Shaikh,
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2001; Shaw und Lupski, 2004). Im Bereich der anafysn Deletionsbruchpunkte konnten
mit Hilfe von Online-DatenbanketJCSC Genome Browsebisher jedoch kein®uplicons

dargestellt werden.

Wie bereits erwahnt ist es ein Hauptinteresse duehotypischen und phanotypischen
Vergleich mit bereits bekannten Fallen &hnlicheteBensregionen, zunachst einen klinisch
reproduzierbaren Phanotypen zu beschreiben undhleeisend einzelnen Chromosomen-
abschnitten bestimmte phéanotypische Charakterigtikaiordnen. Daraufhin kénnen dann in
diesen Abschnitten lokalisierte Gene identifiziateren Funktion aufgeklart und mit dem
Phanotyp in Zusammenhang gebracht wergesi{ional candidate approaghAufgrund des
Erscheinungsbildes des hier dargestellten Patiemtehder Ergebnisse der zytogenetischen
Voruntersuchungen war zunachst vermutet worders, éissge der Dysmorphiemerkmale mit
dem Rieger-Syndrom (Rieger, 1935) in Zusammenhaglges. Daher sollten nicht nur die
Bruchpunkte der Deletion charakterisiert, sondersbésondere deren Beziehung zu dem
Rieger-Syndrom assoziierten Gen PITX2 geklart werde

5.1. Das Rieger-Syndrom

Dieses genetisch heterogene Syndrom wurde mehrfagusammenhang mit Deletionen der
Bande 4925 beschrieben (Liguétal, 1981; Vauxet al, 1992; Flomeret al, 1997; Schinzel
et al, 1997; Beckeet al,, 2003). Fehlbildungen des Auges, mit Irishypoieglasnd Colobom,
vorderen Synechien, Mikrocornea mit Eintribungemnpnenter Schwalbe-Linie, Glaukom
und Strabismus (Axenfeld, 1920; Rieger, 1935; $kiekt al, 2001) gelten als
charakteristisch. Weitere Kardinalsymptome sindrifehlbildungen, Mikro- und Hypodontie
(Flomenet al, 1997; Wanget al, 2003), Fehlbildungen des Nabels, mit gehauftreignder
verlangerter Retention des Nabelstumpfes nach @euE Nabelhernien und Omphalozelen
(Shieldset al, 1985; Katzt al, 2004), sowie Kleinwuchs. Ferner wurde eine Asgmn mit
kardiovaskuléaren Fehlbildungen beobachtet (Maretnal, 1998; Cunninghanet al, 1998;
Bekir et al, 2000; Amendet al, 2000).

Wie in Abschnitt 1.4 erlautert wurde, wird das Syrd durch Haploinsuffizienz des Gens
PITX2 hervorgerufen, das fur ejaired-type bicoid-relatechomeobox containing protein
codiert (Gageet al, 1999). Proteine dieser Familie tragen eine Haluswine von 60
Aminosauren Lange, die Uber ein Helix-turn-helixiiMoan spezifische DNA-Sequenzen
bindet. Durch diese Wechselwirkung regulieren seebkpression weiterer Gene wahrend der
Embryonalentwicklung und dben Einfluss auf versdaree biologische Prozesse, wie
beispielsweise die Zelltypdifferenzierung, aus (Muts und Krumlauf, 1992). Weitere
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Regionen aul3erhalb der Homeodomane modulieren piziffat der Bindung sowie die
Aktivitat der Proteine durch zusatzliche ProteimtBm-Wechselwirkungen. Ein Beispiel fur
ein Gen, dessen Expression durch PITX2 modifiziend ist das PLOD-1-Gen (Hjaét al,
2001). Dieses codiert fur eine Prokollagen-Lysyldrbxylase, die eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des Ehlers-Danlos-Syndroms (EDS) gpiaiitalaet al, 1993). Obwohl das
Rieger-Syndrom relativ klar vom EDS zu unterscheidst, zeigen sie doch auffallige
Gemeinsamkeiten beziglich der betroffenen Gewebejspielsweise der glatten
GefalBmuskulatur der Aorta, der Cornea oder der .HBi# genauen pathogenetischen
Zusammenhange sind zurzeit jedoch noch ungeklgait(t al, 2001).

Die eigentlichen Kardinalsymptome des Rieger-Symdro- Augen-, Zahn- und
Nabelfehlbildungen — konnten bei dem vorgestelRatienten nicht, bzw. nur in sehr milder
Form — milde Irishypoplasie, Strabismus concomitaosivergens, Zahnfehlstellungen —
diagnostiziert werden. Da allerdings auch Herzfigdilingen und Kleinwuchs mit diesem
Syndrom in Verbindung gebracht wurden und die FRadies Patienten Gemeinsamkeiten mit
derjenigen bei Rieger-Syndrom aufwies, war eineo&isgion zunachst zu untersuchen.
Insbesondere ware zu klaren gewesen, warum esdeti@h des gesamten Gens nicht zum
Vollbild eines Rieger-Syndroms gekommen ist, bzav.wie weit ein Bruch innerhalb der
Gensequenz eine Funktionsbeeinflussung hervorgerbfd, die zu den phéanotypischen
Veranderungen fuhren konnte. Auf Grund der bemigigestellten Wirkungsweise des Gens
bei der Expressionsregulierung verschiedener Geneierschiedlichen Geweben ware ein
deletionsbedingter Wirkungsverlust in den fehlgddtién Organen denkbar, wahrend andere,

normalerweise betroffene Gewebe in ihrer Entwicglunbeeinflusst blieben.

Eine Deletion des betreffenden Gens konnte, wighischnitt 4.2 dargestellt, durch FISH des
BAC-Klons RP11-380D23, der den Genlocus von PITX2r8pannt, ausgeschlossen werden.
Dieses Resultat wird zusatzlich durch die Ergeleniser Bruchpunktcharakterisierung
gestutzt, bei der gezeigt werden konnte, dass keeite der Nahe lokalisierte BAC-Klone
nicht deletiert waren und der proximale Bruchpuckt 550 kb telomerisch vom 5’-Anfang
des Gens lokalisiert ist. Anhand dieser Erkennéniss zu diskutieren, aus welchen Grinden
es dennoch zu den phanotypischen Uberschneidungetlem Rieger-Syndrom gekommen

sein kdnnte.

Durch die wachsende Einsicht in die genomische @sgéon und die unterschiedlichen
Level der Transkriptionsregulation (Levim¢ al, 2003) wurden bis dahin unbekannte Wege
aufgedeckt, die ohne direkte Schadigung der cadilere Region, zu einer gestorten

Genfunktion fihren konnen. So zeigte sich, dassefie Reihe von Genen neben dem
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Promotor viele weitere Regulatoren fir eine zditliend ortlich korrekte Genexpression
notwendig sind. Derartig€Enhancer oder Repressalemente kdnnen der eigentlichen
codierenden Sequenz sowohl vor- oder nachgesclsaitet als sich auch in Introns befinden
(Kleinjan et al, 2004). Bei einigen Genen mit hochkomplexem Esgimsmuster kann sich
diesecis-regulatorische Doméne Uber eine Lange uUber 1,1Mbveeken (Poget al 2004,
Bien-Willner et al 2007). Stoérungen dieser fein abgestimmten Ragukxhechanismen
konnen zu Syndromen fiihren, deren phéanotypischéd Bin demjenigen bei direkter
Schadigung der codierenden Region abweicht.

Ein Beispiel fur ein derartiges Syndrom ist die @amelische Dysplasie (CD). Dieses
autosomal dominante Syndrom ist charakterisiertclduskelettale Malformationen mit
gebogenen Femora und Tibiae, hypoplastischen Swapulll Rippenpaaren und
Beckenfehlbildungen. Die Atemwege sind haufig aufgr tracheobronchialer Knorpeldefekte
stenosiert und die Lungen hypoplastisch, wodurdle éiohe neonatale Sterblichkeit bedingt
ist (Mansouret al, 1995). Geschlechtsumkehr von mannlichem zu vegibin Geschlecht tritt
in unterschiedlicher Auspragung bei etwa 2/3 der-Patienten auf (Mansowet al, 1995).
Das Syndrom basiert auf Mutationen innerhalb deX%QGens auf Chromosom 17q, jedoch
wurden bei einer Reihe von CD-Patienten mit Trakegionen und Inversionen Bruchpunkte
aul3erhalb der codierenden Region beschrieben. Mesi#nderungen kdnnen bis zu 1 Mb
proximal des eigentlichen Gens lokalisiert seimeEDetailanalyse der genomischen Sequenz
dieser Region ergab keinen Anhalt fur ein protedee@ndes Gen, so dass die chromosomalen
Veranderungen vermutlich zu Schaden oder Verlust einem oder mehrerercis-
regulatorischen Elementen der Kontrollregion fuh(eripoldt et al. 2007). Der Phanotyp
dieser Féalle ist demjenigen bei intragenischess of functiorMutationen generell sehr
ahnlich, wenn auch weniger ausgepragt.

Auch in Zusammenhang mit dem Rieger-Syndrom wurdeanslokationsbedingte
chromosomale Veranderungen beschrieben, bei dememBrdchpunkte nicht zu direkten
Veranderungen der Gensequenz fuhrten, sondern daml& kb bzw. 90 kb im 5’ Bereich
vorgelagert waren (Flomert al, 1998; Trembathet al, 2004). Angesichts der bereits
dargestellten, vielfaltigen Funktionen des Gensresith der Embryonalentwicklung und der
damit notwendigerweise einhergehenden, vielsclgehti zeitlich-Ortlichen Expressions-
regulation erscheint eine komplexe, dem Gen votgatatie regulatorische Region durchaus
denkbar. Moglicherweise fiihrt auch die in diesebeM dargestellte Deletion zu einem
Verlustcis-regulatorischer Elemente im 5’Bereich des Gens<R|Tdie fur seine kontrollierte
Expression notwendig sind. Mdglich ware auch eireziBflussung der PITX2-Expression

durch Enhancer oder Repressalemente anderer Gene, die aufgrund der Deletion in
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unmittelbare Nahe von PITX2 gelangt sind. Mit Hienschlagiger Datenbanken (OMIM,
UCSC Genome Browser) konnten im unmittelbaren Bareies distalen Bruchpunktes eine
Reihe von Genen identifiziert werdeAufgrund des hypomorphen Erscheinungsbildes des
Patienten mit milder Irishypoplasie, Strabismus uddhnfehistellungen erscheint eine
Beeinflussung der Expressionsregulation durch eifremdes” Repressalement
wahrscheinlicher als durch einétnhancer da das klinische Bild eines Rieger-Syndroms
zumeist durch Haploinsuffizienz von PITX2 hervorgen wird. Im Tiermodel konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass auch eine UberexpratssoBens zu Rieger-Syndrom-ahnlichen
Fehlbildungen fuhren kann (Holmbegg al. 2004), so dass eventuell auch eine gesteigerte
Expression von PITX2 zu dem Klinischen Erscheinbiidsdes Patienten gefiihrt haben
konnte.

Eine weitere Moglichkeit wére eine von der analgsie Deletion unabhéngige,
mutationsbedingte Gendosisreduktion. Eine Reihersahiedlicher Mutationen des Gens, die
zu einem Kontinuum klinischer Symptome fuhren, veurdbereits beschrieben (Pervetral,
2000; Pristoret al, 2001). Dieses reicht von einer Irishypoplasieribidogoniodysgenesie
bis zum Vollbild des Rieger-Syndroms mit extraokefr& Fehlbildungen, wobei eine
Korrelation zwischen dem Schweregrad des kliniscBédes und der verbliebenen DNA-
Bindungsfahigkeit und TransaktivierungsaktivitAnul TX2 besteht (Kozlowslet al., 2000).
Eine Mutation des Gens, deren Auswirkung primaredigaokularen Gewebe, weniger jedoch
die Entwicklung der Augen betrifft, wurde bishecht beschrieben. Da im Zusammenhang
mit dieser Arbeit keine Mutationsanalysen durchpéfiivurden, kann bisher Gber moégliche
Mutationen oder Mikrodeletionen innerhalb eines bleiden Allele keine Aussage gemacht
werden.

Ferner ware es moglich, dass nicht PITX2 selbstidem eines seiner ,Zielgene“, deren
Expression es beeinflusst, durch die Deletion Iffetnoist. In diesem Fall kdmen die
phanotypischen Gemeinsamkeiten dadurch zustandss, wight der Expressionsregulator,
sondern das regulierte Gen selbst betroffen istddnjenigen Organen, fir deren Genese
dieses Gen von Bedeutung ist, kdme es so zu Entwigéstorungen. Die Expression nicht-
deletierter Zielgene wirde jedoch uneingeschraokktionieren, wodurch fir das Rieger-
Syndrom charakteristische Fehlbildungen — beispiilse Nabelfehlbildungen — nicht

auftraten. Bisher wurden jedoch keine PITX2-regtdie Gene auf Chromosom 4 lokalisiert.

Um eine Korrelation zwischen den phéanotypischenfdligkeiten und dem Genotyp des
Patienten herzustellen, soll im folgenden versueBtden, durch Vergleich mit bereits
bekannten Fallen ahnlicher Deletionslokalisatiomeri reproduzierbaren Phanotyp bei
interstitieller Deletion 4925-q31.1 zu beschreib&abei soll der Versuch unternommen
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werden, einzelnen Symptomen bestimmte Chromosomeebazuzuordnen und auf weitere
Kandidatengene aufmerksam zu machen.

5.2. Der mit einer Deletion 4925-q31.1 assoziierighanotyp

Die Beschreibung der Zusammenhange zwischen gdeobygm Verdnderungen und
phanotypischen Erscheinungsbildern bei PatientenDwysmorphiesyndromen ist der erste
Schritt, um genetische Mechanismen aufzuklarenfidieglie Symptome verantwortlich sind
und bildet die Basis fur das klinische Managemesg Batienten (Zhangt al, 2005). Der
Versuch, einen klinisch reproduzierbaren Phanotyg Deletionen unterschiedlicher
Chromosomen zu beschreiben, wurde bereits mehrf@mtbrnommen. Gelungen ist dies
beispielsweise fur Deletionen des kurzen Armes @aromosom 5, was zur Auspragung des
Cri du ChatSyndroms (Lejeunet al, 1963) fuhrt. Dieses Syndrom ist charakterisientch
Mikrozephalus, ein rundes Gesicht, HypertelorismMikrognathie, tief sitzende Ohren,
muskulare Hypotonie und schwere psychomotorischarBerung. Des Weiteren geht es mit
einem hohen, katzenartigen Schrei bei Neugeboremdrer, worin der Name des Syndroms
begrindet ist. Es basiert auf Deletion von Teil&as €Chromosom 5p, wobei einzelnen
Symptomen unterschiedliche Bereiche des Chromodiaws verschiedene Gene zugeordnet
werden konnten (Mainardit al, 2001; Wuet al, 2005; Zhanget al, 2005). Beispielsweise
wurde die Region 5p15.2 mit Mikrozephalie und mkmt&etardierung in Zusammenhang
gebracht. In diesem Bereich wurde das Semapho@Geifkloniert (SEMAF), das bei Mausen
eine wichtige Rolle bei der Axonaussprossung urmentierung wahrend der kortikalen
Entwicklung spielt (Simmonst al, 1998). Ein weiteres Kandidatengen dieser Regibdas
d-Catenin-Gen (CTNND?2). Dieses codiert fur ein nearmspezifisches Protein, das flr die
Zellmigration von Bedeutung ist und ebenfalls méntaler Retardierung bei den Patienten in
Verbindung gebracht wird (Mediret al, 2000).

Auch fur Deletionen des langen Armes von Chromodomurde im Rahmen einer Zuordnung
von typischen Symptomen zu bestimmten chromosomabechnitten in der Literatur von
einigen Autoren eine Einteilung in proximal-intetistle-, distal-interstitielle- und terminale
Deletionen vorgeschlagen (Kulharghal, 1995; Nowaczylet al, 1997).

So gehen beispielsweise Deletionen der Banden 4tg&81verschiedentlich als so genanntes
4qg-terminal-deletion-syndromeezeichnet (Liret al, 1988; Robertsoat al, 1998; Keelinget

al.,, 2001; Giuffre et al, 2004), mit charakteristischen Gesichtsdysmorphimit
Hypertelorismus, Epikanthus, antimongoloider Lidsshbreiter Nasenwurzel mit kleiner
Nase und nach vorn gerichteten Nasenlochern, sehnrdderlippe und Mikrognathie sowie
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Cheilognathopalatoschisis und Pierre Robin Sequemnher. Kongenitale Herzfehler,
postnatale Wachstumsretardierung und Entwicklumg$gerung mit mentaler Retardierung
wurden ebenfalls haufig beobachtet. Des weiteretertr typischerweise Fehlbildungen an
Handen und FuRRen auf, insbesondere eine Klinodaldgs 5. Fingers, dessen Nagel auf eine
eigentimliche Weise hakenformig gebogen ist (Rsberét al, 1998; Zackaet al, 1999;
Keelinget al, 2001; Guiffreet al, 2004), sowie eine Aplasie der Ulna (Tomkatsal, 1982;
Menkoet al, 1992; Keelinget al, 2001). Zwar wurden Deletionen distal der Bang&14mit
dem Auftreten dieses Phanotyp in Zusammenhang dab(hin et al, 1988; Sardat al,
1992), jedoch gelang es bisher nicht, geeignetaliatengene zu identifizieren (Robertsain
al., 1998; Guiffreet al,, 2004).

Demgegenuber gehen Deletionen proximal der Bandg gghauft mit einem Makrozephalus
einher, der auf einen zerebralen Uberwuchs und diativer Enzephalomegalie
zuruckgefuhrt wird. Neben der charakteristischerpffam wurden des Weiteren gehauft
kleine Hande und FilR3e, kurze Extremitaten, Entwingsverzogerung, mentale Retardierung
und ausgepragte Hypotonie beobachtet. Der BerejgigR2 wurde als kritische Region mit
dem Syndrom in Verbindung gebracht (Nowacatkal, 1997), jedoch gelang auch hier

bisher keine genauere Eingrenzung eines veranterewt Gens.

Bei interstitiellen Deletionen der Region 4g25-gfilang es bisher nicht, einen spezifischen
Phanotyp zu beschreiben (Raczenletkal, 1991; Kulharyaet al, 1995). Insgesamt sind
interstitielle Deletionen dieser Region aul3erst(bésher 12 Félle), so dass es schwierig ist,
statistisch fundierte Aussagen uUber ein phanotiescBild zu machen. Trotzdem soll
versucht werden, auf einige wichtige Gemeinsamkeited Unterschiede hinzuweisen. Der
hier vorgestellte Patient ist dabei der Erste, dein eine Deletion der gesamten Region
vorliegt, so dass er als ,Prototyp”“ eineky;distal-interstitial-deletion-syndrorhgelten kann.
Zur besseren Ubersicht wurden in Tabelle 5.1 diénptypischen Auffalligkeiten der bisher
beschriebenen Patienten mit interstitiellen Detetioder Banden 4g25-q31.1 aufgelistet. In 8
Fallen handelte es sich um Deletion der Banden g2j2%Kulharyaet al, 19957, (Ligutic et

al., 19979, (Vauxet al, 19925, (Schinzelet al, 19975, (Beckeret al, 2003}, (Chudleyet

al., 1988Y, (Raczenbelet al, 1991Y,. Des Weiteren handelte es sich um Deletionen der
Banden 4g25026 (Fryret al, 19925, 426 (Motegiet al, 1988¥, 4927q31.3 (Mitchelét al,
1981)Y° und 4g28g31.3 (Copelét al, 1995} In der Tabelle wurden die in den genannten
Arbeiten beschriebenen Symptome mit “+“ als vorl@andekennzeichnet, nicht genannte
Auffalligkeiten durch ein “leeres” Feld dargestelEine Schwierigkeit bei phanotypischen
Vergleichen ergibt sich durch die teils sehr urdeiedliche Genauigkeit und
Schwerpunktlage der klinischen Beschreibung in Wendffentlichungen, insbesondere bei
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der Beschreibung nicht messbarer Veranderungespibweise der Gesichtsdysmorphien.
So ist es teilweise nur schwer einschatzbar, in we@ sich die Phanotypen der Patienten
wirklich ahneln. Wie wichtig eine detaillierte Béseibung einer Fazies sein kann, zeigt das
Beispiel des Williams-Beuren-Syndroms. Dieses geititeinem so genannten ,Elfengesicht*
einher (Whiteet al, 1977; Grimm und Wesselhoeft, 1980), wodurchldileische Diagnose
vereinfacht werden kann.

Gehauft wurden bei den Patienten mit interstitiedeletion 4925-g31 mentale Retardierung
(10/12), Fehlbildungen der Hande und FulRe (9/1Bindvuchs (8/12) und Herzfehlbildungen
(5/12) beobachtet. Zumeist handelte es sich daimeVarhof- oder Ventrikelseptumdefekte.
Auffallend ist, dass diese nur bei Deletion der dam 4925-q27 beschrieben wurden
[Proband, 6,7,8,9], so dass diskutiert werden muekhe Gene in diesem Bereich eine Rolle
bei der Kardiogenese spielen kdénnten. Wie bereitgdlent, ware das Gen PITX2 ein
mdoglicher Kandidat, da im Tiermodel seine Rolle der Herzentwicklung nachgewiesen
wurde. Allerdings traten nur bei zwei der funf Baten mit Rieger-Syndrom [6,7]
Herzfehlbildungen auf. Eine mégliche Ursache d&f@imnte eine variable Expressivitat des
verantwortlichen Gens sein, eine andere Madoglichkelte ebenfalls im Tiermodel
nachgewiesene Gendosisabhéngigkeit der HerzentwmigklGageet al, 1999). So kénnte bei
einigen Patienten die verbliebene Gendosis geradeh nflir eine ungehinderte
Herzentwicklung ausreichen, wahrend sie bei andamgmt mehr genigt. Die daflr
verantwortlichen Ursachen sind bisher noch nictklgge Unabhéngig davon kann PITX2
jedoch nicht das einzige fur die Herzentwickluntgvante Gen dieser Region sein, da auch
bei 3 Patienten ohne Rieger-Syndrom [Proband,8®kfdhlbildungen nachgewiesen wurden.
Unklar bleibt auRerdem, warum bei einigen Patienkésrzfehlbildungen auftreten, bei
anderen mit der gleichen Deletion jedoch nicht. Adgliche Erklarungen soll im weiteren
Verlauf der Diskussion noch eingegangen werden.

Bei den Fehlbildungen der Hande und FiRRe handslch zumeist um eine Klinodaktylie
oder Kamptodaktylie, also eine Fehlstellung eingsranehrerer Fingerglieder. Die bei dem
hier vorgestellten Patienten aufgetretene Beugekkinlr der Daumen wurde zuvor noch nie
beschrieben. Auch die auffallend trockene und Hgratotische Haut palmar und plantar
wurde zuvor nur von Kulharyet al (1995) [3] beobachtet.
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Tabelle 5.1:Phéanotypische Aufféalligkeiten von Patienten mit @(q25931.1)

o
~
(o)
©
U
=
=
=

Referenz 1 2 3 4 5

4(g26)
4(925
q27)
4(g25
q27)
4(g25
q27)
4(g25
q27)
4(925
q27)
4(925
q27)
4(925
q27)
4(g25-
4(g27
g31.3)
4(g28
g31.3)

o~

. N ©
Deletiertes Segment AN
ﬂ- U

G.
Fi; | Fi G;

@

Diagnostik G;

o G
@
@

Geschlecht F F F F F M H A A M F [

ZNS
Geistige Retardierung/Psychom. t+ t+ + + + + + + ++
Krampfe + + + +
Muskulare Hypotonie + + + + H
Auge
Rieger Anomalie + + + + +
Gesicht
Mikrozephalus +
Antimongoloide Lidachse +
Hypertelorismus + +
+
+

Epikanthus +
Ptosis
tief sitzende, hypopl. Ohren & 4 1 T + - + - + +
Breite Nasenwurzel + + + 4
Oral
Hoher/schmaler Gaumen + + 3 - n +
Spaltbildung + + + +
Mikrognathie + + + + + + + +
Kurzes Philtrum +
Schmale Oberlippe + + H 4 4
Zahnfehlstellungen + + + + 4 4
Viszeral
Herzfehlbildungen ¥ o+"
Gastrointestinale Fehlbildungen + +
Nierenfehlbildungen
Umbilicalhernie/Omphalozele + 4 4
Skelett/Haut
Finger/Zehenanomalien
Hypoplastische Nagel 4 F 1
Dinnes, schitteres Haar + + + +
hypopl. Brustwarzen + 4
Kleinwuchs + + + + + T T T

Tl |+

a,c

a — Klinodaktylie des 5. Fingers; b — Uberlappefieger/Zehen; ¢ — Syndactylie 2./3 Finger; d — Ktodpktylie; e —
abnorme Zehenposition; f — Beugekontraktur der Daymge— Vier-Finger-Furche; h — Polydaktylie i — Beokiere; j —
Aminoacidurie; k — Aortenklappenstenose; | — pasgnder Ductus arteriosus; m — Wolf Parkim¥shite-Syndrom; n —
Tricuspidalatresie; o — Ventrikelseptumdefekt; nVerhofseptumdefekt; C — CGH; G — G-Banding; Fi — HSMi —
Mikrosatelliten; P — Proband; R — R-Banding
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Hinsichtlich der mentalen Retardierung scheint graf3e Varianz zu bestehen. Bei Patienten
mit sehr &ahnlicher Deletionsregion sind teils seimterschiedliche Grade der mentalen
Retardierung beschrieben worden. Beispielsweisghieten Chudleyet al (1988) [6] bei
einem Patienten mit Deletion 4g25-gq27 von einer agd und schweren Retardierung,
wéahrend Kulharyaet al (1995) [9] bei einer Patientin nur milde Lern- dun
Verhaltensstorungen beschrieben hat. Auch dervaegestellte Patient weist trotz erheblich
groRerer Deletion, nur relativ milde mentale Déézauf.

Die Fazies der Patienten weist gehauft tief siteandhypoplastische Ohren (10/12) und eine
Mikrognathie (8/12) auf, haufig assoziiert mit girchmalen Oberlippe (5/12) und einer
hervorstehenden Unterlippe. Bei dem hier vorgdstelPatienten erschien zusatzlich das Kinn
hypoplastisch. In Kontrast dazu beschrieb Kulhaatyal (1995) eine Patientin mit insgesamt
schmalem Mund und sehr schmaler Unterlippe. Degsevegi wurde ein hoher, schmaler
Gaumen (6/12), teils mit Spaltbildung (4/12) aswoizi von verschiedenen Autoren
beschrieben. Weitere Auffalligkeiten, Hypertelorisn (4/12), Epikanthus (5/12),
antimongoloide Lidstellung (5/12) und eine breitessnwurzel (4/12) traten weniger konstant
auf. Erwahnenswert ist, dass bei 4 Patienten [Pihb®&®,10,11] eine deutliche Ptosis
diagnostiziert wurde. Die damit assoziierten Delein Uberschneiden sich nur in Bande 4927
[Proband,9,10], bzw. erstreckt sich die von Copatlal (1995) [11] beschriebene Deletion
von Bande 4g28-g31.3. Da die Bruchpunktanalysegsdfien von dem hier vorgestellten Fall,
mit Hilfe von BandingMethoden erfolgte und somit nur eine Genauigkei ¢a. 2-5 Mb
aufweist (Uhriget al, 1999), ist es durchaus maéglich, dass sich dietidegen Regionen im
Bereich der Bande 427928 Uberschneiden.

Um Hinweise flr eventuelle Gendosiseffekte zu ¢emalist es im Zuge der klinischen
Beschreibung des Phénotyps bei Deletion 4925-q@dnlinteresse, diesen mit demjenigen
bei Duplikation des gleichen Chromosomenabschnitts Sinne eines ,Typ-Antityp-
Vergleiches” gegenuberzustellen. Idealerweise &indabei der Phanotyp bei
deletionsbedingten Dysmorphien, aufgrund der udtéesllichen Kopienanzahl von Genen in
dem betroffenen Segment, im kompletten Gegensatzleznjenigen bei Duplikation des
gleichen Chromosomenabschnitts.

Duplikationen unterschiedlicher Abschnitte von Ghosom 4q wurden in der Literatur
bereits tUber 60-mal beschrieben (Cell@l, 2000), wobei es sich nur in 17 der beschriebenen
Falle um reine Duplikationen handelte. Gleichsane Wwei interstitiellen Deletionen von
Chromosom 4q lie3 sich auch dabei bisher kein &henatischer Phanotyp beschreiben
(Rinaldiet al, 2003). In insgesamt 9 dieser Falle stimmte diplRation zumindest teilweise
mit der in dieser Arbeit beschriebenen Deletionréime Haufig beobachtete Dysmorphien
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sind Kleinwuchs, psychomotorische Retardierung nsoteedlicher  Auspragung,
Fehlbildungen der Hande und FuRe mit hypoplastiscBhehennageln, Clinodactylie und
Hypoplasie des Daumens, sowie ein Mikrozephaluse Pazies weist gehauft einen
Hypertelorismus, Epikanthus, antimongoloide Lidstalj und Ptosis sowie eine breite
Nasenwurzel, tief sitzende, grof3e und fehlgebild&teen, und Mikroretrognathie auf (Celle
et al, 2000; Rinaldiet al, 2003; Linet al, 2004). Des Weiteren wurden Herzfehlbildungen
beobachtet, die mit einer Duplikation der Bande@64g27 in Verbindung gebracht wurden
(Rinaldiet al, 2003).

Bei der direkten Gegenuberstellung der Phanotypdh femnach auf, dass sie sich
weitestgehend &hneln. Auch die Assoziation der fdbhzildung mit strukturellen
Veranderungen der Chromosomenbanden 4926-q2%aitohl bei Deletionen, als auch bei
Duplikationen auf. Anhand der bisherigen Fallddhstgien in der Literatur ergibt sich
demnach kein Hinweis fur die Abhangigkeit der ph#pischen Auspragung von der
Kopienanzahl betroffener dosissensitiver Gene istilmenten Regionen von Chromosom
4025-9g31.1. Wie schwierig es jedoch sein kann, Gendosisabhangigkeit phanotypischer
Auffalligkeiten korrekt zu deuten, zeigt das Be&prweier Erkrankungen, die auf einer
Duplikation bzw. Deletionen desselben Gens berubém Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie
(CMT1A) basiert auf einer Duplikation des Gens PKR2f Chromosom 17p12, wahrend die
Hereditdre Neuropathie mit Neigung zu Drucklahmum@NPP) mit einer Deletion des Gens
assoziiert ist (Inoueet al, 2001; Boerkoekt al, 2002). Zwar handelt es sich bei diesen
Krankheiten um neurologisch eindeutig abgrenzbakeaBkungen, doch verdeutlicht dieses
Beispiel die Relevanz einer ausfiuhrlichen kliniscligeschreibung, um sie mit eventuellen
Gendosiseffekten in Verbindung bringen zu kdnnemeEgré3ere Anzahl detaillierter
Phanotyp-Genotypdarstellungen ist daher notwendig, klarer zwischen dem Kklinischen
Erscheinungsbild bei Deletionen und Duplikationen €hromosom 4q zu differenzieren.

Insgesamt wird jedoch deutlich, dass die meistemgiyme bei Patienten mit strukturellen
Veranderungen von Chromosom 4q25931.1 nicht konhsaftreten und sich bisher nur
eingeschrankt einer bestimmten Chromosomenregiordaen lassen. Auffallig ist auch, dass
es bei identischen Deletionen teilweise zu sehrersohiedlichen Auspragungen der
Symptome kommen kann. Diskutiert werden muss datelche Grinde es fir eine derartige
Varianz der Phanotypen geben konnte.

Eine denkbare methodisch bedingte Ursache wurdstberwéahnt. Bei Deletionsanalysen mit
Hilfe eines Bandingrerfahrens konnen die eigentlichen Bruchpunkte nelativ grob
eingegrenzt werden, da das Auflosungsvermdogen itedi€ Chromosomenuntersuchung in
der Routine gebrauchlichen GTG-Technik&il{ands by trypsin using Giemsavischen 5-
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10 Mb (Shaffer, 1997), das der spater eingefuhntahauflésendeRliigh-ResolutioATechnik
zwischen 2-5 Mb (Uhriget al, 1999) liegt. Wie aus Tabelle 4.1 ersichtlich reeiin 9 von 12
Fallen ein solches Verfahren gewahlt [1,2,3,6,71841]. Daher ist es durchaus mdglich,
dass sich die tatsachliche DeletionsgroRe und sdimitAnzahl der betroffenen Gene bei
zytogenetisch identisch erscheinenden DeletionerWathrheit deutlich unterscheidet. In
verschiedenen Arbeiten wurde bereits auf die Beoeumolekularer Analysetechniken fir
die Deletionsanalyse hingewiesen (Kulhagyal, 1995; Beckeet al, 2003). Mdglicherweise
konnen zukinftige Falldarstellungen, deren Bruclkpairwie in der vorliegenden Arbeit
mittels modernerer Analyseverfahren — z.B. FISHerddikrosatellitenanalyse — eingegrenzt
werden, diese Unklarheiten beseitigen.

Neben dieser methodischen Ursache muss auch eilgiodsbedingte Beeinflussung
epigenetischer Phanomene, z.B. der so genanntefigyig“ (mprinting) von Genen,
diskutiert werden. Als ,Pragung“ wird die Markiegieines Genes auf der Grundlage seines
parentalen Ursprungs verstanden, wodurch es zu speoallelischen Expression kommt.
Die Mechanismen der Pragung sind sehr komplex umtidute nicht vollstandig verstanden.
Jedoch scheint gesichert, dass die ,Pragung” ei@eses unter anderem in einer
elternspezifischen Methylierung CpG-reicher Doméamégihrend der Gametogenese besteht
(Constanciat al, 1998).

Die gepragte, d.h. allelspezifische Expression Gamen, wurde erstmals 1991 fur den den
Wachstumsfaktor 1gf2 (insulin-like-growth-factor @hd seinen Rezeptor Igf2r, sowie fur das
H19-Gen bei der Maus nachgewiesen (DeChearal, 1991; Barlow, 1991; Bartolomet al.,
1991). Mittlerweile wurden auch eine Reihe humaegisoher Erkrankungen mit
Pragungseffekten in Verbindung gebracht. Zwei wataedliche genetische Erkrankungen,
die mit einer genomischen Pragung auf Chromosonll§d3 assoziiert sind, sind das
Prader-Willi-Syndrom (PWS) und das Angelman-Synd(&@®). Kardinalsymptome des PWS
sind Hypotonie, Hyperphagie und Adipositas, Hypaghsmus und Entwicklungs-
verzogerung (Holmet al, 1993). Patienten mit AS zeigen hingegen haufitaxk,
Schlafstérungen, Krampfe und Hyperaktivitdt sowie &6hliches Gemuit mit plétzlichen
Lachanfallen (Williamset al, 1995). Veranderungen des maternal-exprimiertems@BE3A,
durch Deletionen oder Mutationen, wurden mit demfti®en eines AS in Verbindung
gebracht (Matsuurat al, 1997). Bei PWS-Patienten scheint hingegen daRFNGen eine
entscheidende Rolle zu spielen. Veranderungen agylierungsmusters der Promotorregion
dieses Gens verhindern die Expression seines p#arAllels, wodurch es zur Abschaltung
weiterer paternaler Gene dessellf@sterskommt (Sutcliffeet al, 1994; Buitinget al,
1995).
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Insgesamt wird die Zahl der gepragten Gene im nidicben Genom auf etwa 200 geschéatzt
(Barlow, 1995), von denen zur Zeit nur etwa 80 bbekasind (Datenbangeneimprint.com
2006). Bisher konnte keine Pragungsphdnomene awh@isom 4 nachgewiesen werden. Es
bleibt daher abzuwarten, ob auch auf diesem Chrom&pigenetische Phanomene eine Rolle
spielen, wodurch die Auspragung eines Phanotypsfliesst werden kdonnte.

Im Zuge der Suche nach Ursachen fur interindivigugthanotypische Varianz wird zusehends
deutlich, dass durch chromosomale Strukturveramgenu priméar betroffene Gene haufig in
hochkomplexe Systeme eingebettet sind, in denenetigehe Polymorphismen und
Umwelteinflisse eine wichtige Rolle spielen (Dippteal, 2000). Beispielsweise wurde eine
Reihe von Genen beschrieben, die in der Pathogeags®/entrikularer Septumdefekte
(AVSD) eine wichtige Rolle spielen. Mutationen inRELD2-, GATA4- oder BMP-4-Gen
sind mit Herzfehlbildungen assoziiert, jedoch sohri Mutationen dieser Gene allein weder
notig, noch ausreichend zu sein um AVSD hervoramufMaslen, 2004). Vielmehr wird
mittlerweile vermutet, dass diese Mutationen nuizeine Bausteine in dem komplexen
System der Herzfehlbildungen darstellen. Moglichese ist demnach bei den beschriebenen
Patienten mit kardialen Fehlbildungen die diagmzistie Deletion nur ein weiterer Baustein in
diesem komplexen System, wahrend bei nicht bemeffePatienten zusatzliche Faktoren
fehlen. Weitere Untersuchungen und Identifiziernng Kandidatengenen werden notwendig

sein um diese Prozesse zu verstehen.

5.3. Kandidatengene

Unabhangig von einer eventuellen Assoziation zwaschdem Phanotyp des Patienten und
einer Funktionsdnderung des Gens PITX2, bleibt Eiage nach weiteren mdoglichen
Kandidatengenen. Mit Hilfe einschlagiger Datenbani@MIM, UCSC Genome Browser) ist
es mdaglich, Chromosomen auf dort lokalisierte Geme deren physiologische Bedeutung hin
zu untersuchen. Die Ergebnisse der Analyse derdaiggestellten deletierten Region sind in
Tabelle 5.2 aufgelistet. So weit bekannt, wurdert den Genen assoziierte Syndrome
ebenfalls erfasst. In den meisten Fallen ist jedobbr die Funktion der Genprodukte in
Ubergeordneten physiologischen Prozessen nur safigwekannt, so dass es kaum mdglich
ist, eine Verbindung zu phanotypischen Auspragurnzgeerstellen.
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Tabelle 5.2:Liste der in der deletierten Region lokalisierteen®@.

Symbol | Omim Name Syndrom Position
PRSS12| 606709 Neurotrypsin (Serinprotease) Mentale retard., 4925-27
autosomal rezess|v
ANK2 |106410 Ankyrin-2 Long-QT- | 4 o5 27
syndrome-4
DAPPI | 605768 Dual adaptor of phosphotyrosine 4925+27
FGF2 | 134920 Fibroblast growth factor 2 4925-27
GENEX | 607406 Genethonin 1 40925-34
ARSJ | 610010 Arylsulfatase J 4926
CGT |60129] Cerebroside synthase 4926
PDESA | 603310 Phosphodiesterase 5A 40926
PGRMC2 607735 Progesterone receptor membrane comp. 2 4926
IL2 |147680 Interleukin-2 Severe combined ¢ >
immunodeficiency
IL21 | 605384 Interleukin-21 4q26-2Y
ANXA [131230 Annexin A5 4026-28
BBS 7 | 607590 BBS7-Gen Bardet-Biedel | ;.57
Syndrom
CCNA |123835 Cyclin A 4927
MADZ2L1 |601467 Mitotic arrest deficient-like 1 4927
PET112L|603645 Pet112 S.cerevisiae homolog-like 4927:28
PLK4 | 605031 Polo-like kinase 4 4927-28
DFNA52 607683 Deafness, autosomal dominant 52 T%Ubh?'t’ aut. 4028
ominant
FGA |13482( Fibrinogen, alpha polypeptid Dysfibrinogenamietq27
. : Afibrinogenamie,
FGB | 13482( Fibrinogen, beta polypeptid congenital 4927
FGG | 134850 Fibrinogen, gamma polypeptide Dysfibrinogendmidq27
MADH1 601595 Mothers against decapentaplegic 4927-28
FABP2 | 134640 Fatty acid-binding protein, intestinal 4928431
GYPB | 11174(¢ Glycophorin B Blutgruppe, Ss| 4q28-31
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GYPE | 138590 Glycophorin E 4928-31
HCL2 |26630d Haarfarbe 2, rot Haarfarbe rot 492831
MGST2 | 601733 Microsomal glutathione S-transferase| 2 4¢28-31

Blutgruppe, i
SF 111800 Stoltzfus Blutgruppe Stoltzfus-System 4q28-31
HHIP | 606178 Hedgehog-interacting protein 4928-32
GYPA |[11130(¢ Glycophorin A Blutgruppe, MN| 49g28.1
_ : 40928.2-
NDUFC1|603844 NADH-ubiguinone-oxidoreductase 311
MAML3 608991 Mastermind-like 3 4028.3
PCDH10|608286 Protocadherin 10 4028.3
ABCE1 | 601213 Ribonuclease L Inhibitor 4q31.1
DFNB26 | 605428 Deafness, autosomal recessive 26 Tanhe't’. aut. 4931.1
rezessiv

Ein interessanter Kandidat konnte das Neurotry@ean-(PRSS-12) sein, das im Bereich der
Bande 4926 lokalisiert wurde (OMIM 606709). Neuypsin ist eine neuronale Serinprotease,
die hauptséchlich im zerebralen Kortex, dem Hippgmas und den Corpora amygdaloideae
1997). Wahrend der ZNS-Entwicklung haben
Serinproteasen eine wichtige Funktion bei der Zegiation, Axonaussprossung und

Bei bei
Neuropeptidverarbeitung, Regulation des Neuroneatéliens und der Strukturplastizitat bei

exprimiert wird (Gschwendet al,

Synaptogenese. Erwachsenen spielen sie eine lisSeholle der
Lern- und Gedachtnisprozessen (Woltgr al, 2001). Im Zusammenhang mit autosomal
rezessiv vererbter mentaler Retardierung wurde £ibp grof3e Deletion in Exon 7 des Gens
beschrieben, wodurch es zu einem verkirzten Proteiter Verlust des katalytischen
Zentrums kommt (Molinaret al, 2003).

Moglichweise spielt dieses Protein auch bei intiieen Deletionen der Bande 426 eine
Rolle. Wie bereits erwahnt, zeigen Patienten mieanen dieser Region eine grol3e Varianz
in der Auspragung der mentalen Retardierung. Eirigliche Erklarung ware, dass die
Deletion eines Allels von PRSS12 einen modulieran&défekt auf die Ausbildung einer
mentalen Retardierung hat, ahnlich wie dies zuvir verschiedene Gendefekte im
Zusammenhang mit atrioventrikularen Septumdefekdangelegt wurde. Die sorgfaltige
Beschreibung von Phanotypen, zusammen mit Mutaitalgsen und Tiermodellen werden

maoglicherweise das Verstandnis dahingehend erweiter
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5.4. Ausblick

Um eine Assoziation zwischen dem dargestellten &tgardes Patienten und dem Gen PITX2
nachzuweisen, erscheinen unter anderem Expressaigsan sinnvoll, um den Einfluss der
Deletion auf die Expression des Gens besser blmrteu kénnen. PITX2 wird in der
Hypophyse, der Plazenta, in Herzmuskelzellen, dppefdix sowie der Zunge vermehrt
exprimiert JCSC Genome BrowselEine Expressionsanalyse an Zellen dieser Gewsioe
daher winschenswert, um moglichst aussagekréaftegerDzu erheben. Die Gewinnung einer
Gewebeprobe eines dieser Organe birgt jedoch di&kdéRi eines invasiven Eingriffes und
erscheint nur im Bereich der Zunge vertretbar.

Des Weiteren sollte das ca. 550 kb groRe Segmestiz@n dem proximalen Bruchpunkt und
dem Gen eingehender analysiert werden. Insbesorstdite eine genauere Suche nach
eventuell vorhandeneais-regulatorischen Elementen im 5’ Bereich des Gefdgen und
anschlieBend deren Funktion geklart werden. Umigsain Zusammenhang die Auswirkung
der Deletion auf die Expressionsregulation bessertbilen zu kdnnen ware es sinnvoll, die
Deletionsbruchpunkte weiter einzugrenzen. Dazu t@mrzunéchst die den Bruchpunkt
eingrenzenden BAC-Klone restriktionsenzymatisctsubfragmente gespalten und mit Hilfe
der Long-range-PCR kloniert werden. Diese Fragmédienten anschlieBend als FISH-
Sonden verwendet und deren Lage zum Bruchpunkuievalverden, so dass letztendlich die
Sequenzierung eines solchen Fragmentes zur moltekulaCharakterisierung des
Bruchpunktes fiihren sollte. Dabei kénnten mogliesleese auch Hinweise auf eventuelle
Ursachen, die zu der Deletion fuhrten, in der gesohen Architektur gefunden werden.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es bei einem Patienten miklarem Dysmorphiesyndrom die
zytogenetisch bereits dargestellte Deletion de@bsom 4g25-g28 mittels Fluoreszenz-in-
Situ-Hybridisierung und Mikrosatellitenanalyse veeiteinzugrenzen und zu analysieren.
Insbesondere sollte dabei auf eine, auf Grund piggischer Uberschneidungen vermutete

Assoziation mit dem Rieger-Syndrom eingegangen &rerd

Zum Ausschluss einer Deletion des mit dem Riegerd8m assoziierten Gens PITX2 wurde
zunachst der BAC-Klon PR11-380D23 ausgewahlt, der @enlocus des Gens Uberspannt.
Mit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung IFH) an Metaphasechromosomen des
Patienten konnte so nachgewiesen werden, dass ehe ch. 202 kb groRRen Insert
entsprechende genomische Sequenz nicht deletiertAmschlielend wurden die beiden
Bruchpunkte der Deletion mit Hilfe der FISH genakdlisiert. Diese konnten jeweils der
Region zweier sich Uberlappender BAC-Klone (RP13A2B1 und RP11-326N15 fir den
Proximalen; RP11-435P6 und RP11-1062K20 fur deral2is) zugeordnet werden, so dass
sich die Bruchpunktregionen jeweils auf einen Bdraion ca. 250 kb eingrenzen lie3en. Der
Versuch einer weiteren Eingrenzung mittels MikreB&énanalyse war nicht aussagekréaftig,
da eine nicht informative Allelverteilung vorlagieDDeletion erstreckt sich somit nicht, wie
zytogenetisch dargestellt, von Bande 4025-928, aonidber die Banden 4g25-q31.1 und hat
eine ungefahre Gréle von 28 Megabasen. Des Weitékennte durch die
Bruchpunktlokalisierung gezeigt werden, dass deoxiprale Bruchpunkt ca. 550 kb
telomerisch von dem Gen PITX2 entfernt liegt, sesodie phanotypischen Uberschneidungen
mit dem Rieger-Syndrom eventuell durch so genaRogtionseffekte bedingt sein konnten.
Weitere mogliche Erklarungen wurden eingehend diegie

Da es fir die Klinik von gro3er Relevanz ist, phgpsche Auffalligkeiten mit genotypischen
Verdnderungen zu assoziieren, wurde anschlieBeasierend auf den Ergebnissen der
Bruchpunktanalyse, durch phéanotypischen und gersalyen Vergleich mit zuvor in der
Literatur beschriebenen Fallen &hnlicher Deletionarsucht, einen charakteristischen
Phanotyp fur Deletionen der Banden 4g25-q31.1 #imideen. Deutlich wurde, dass Patienten
mit derartigen Deletionen zwar eine Reihe phansgipr Gemeinsamkeiten aufweisen,
insgesamt jedoch eine grol3e Variabilitat bezlglodr Auspragung besteht. Mentale
Retardierung unterschiedlichen Ausmalies, Fehlbgdnrder Hande und FuRRe, Kleinwuchs

und Herzfehlbildungen wurden gehauft beschriebe@.Hazies der Patienten weist haufig tief

-67 -



sitzende, hypoplastische Ohren, eine Mikrognathred eine schmale Oberlippe bei

hervorstehender Unterlippe auf. Auffallig war, dassrzfehlbildungen nur bei Deletion der

Bande 4g25-927 auftraten, so dass postuliert wekden, dass Gene in diesem Bereich fur
die Kardiogenese von Bedeutung sind. Denkbare besafiir die phénotypische Variabilitat

und mogliche Kandidatengene wurden ausfuhrlichudiskt.

Mit Hilfe zukunftiger klinischer Beschreibungen piodypisch auffalliger Patienten in

Kombination mit modernen genetischen Analysevediah(FISH, Mikrosatellitenanalyse)

wird die Genotyp-Phanotyp-Assoziation zunehmentehzierter werden. Dadurch wird die

Eingrenzung und Identifizierung verantwortlicher née zunehmend erleichtert werden.
Zusatzlich sind molekulare Untersuchungen notwendig das komplexe Zusammenspiel
unterschiedlicher Gene und die Bedeutung von Unewvdltissen und epigenetischen

Prozessen zu analysieren und zu verstehen.
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Thesen

1. Der Phanotyp des in dieser Arbeit beschriebenenierah mit unklarem
Dysmorphiesyndrom bei interstitieller Deletion 4@ist Ubereinstimmungen mit dem
Rieger-Syndrom auf, das durch eine Deletion dess@®dmX2 auf Chromosom 425

verursacht wird.

2. Die nach zytogenetischer Analyse definierte Detetael(4)(g25928) ist nach der
molekularzytogenetischen Untersuchung mit Hilfe ddfluoreszenz-in-Situ-
Hybridisierung neu zu definieren, wobei die Bruchiie den Banden 4925 und

4931.1 zuzuordnen sind.

3. Auch wenn das PITX2 Gen aul3erhalb und zentromesveit Deletion kartiert, kann
dieses Gen durch den ca. 550 kb entfernten progmmaiuchpunkt in seiner Funktion
beeintrachtigt sein und u.a. fir einzelne Merkmadles Patienten — wie den
Augenbefund - verantwortlich sein. Zu begrinden dés durch maogliche
Positionseffekte incis, die selbst tUber Entfernungen von ca. 1.000 kbemnem

Funktionsverlust eines Gens fiilhren kdnnen.

4. Untersuchungen zur Genotyp-Phénotyp Beziehung esollberiicksichtigen, mit
welchen Analyseverfahren eine Bruchpunktkartierbegden betreffenden Patienten

erfolgte.

5. Durch phanotypischen und genotypischen Vergleich dlErgestellten Patienten mit
zuvor beschriebenen Fallen &ahnlicher Deletionen n&in phanotypische
Auffalligkeiten einzelnen chromosomalen Regionergenrdnet werden. Konkrete
Kandidatengene fur diese Merkmale lassen sich hiehénnen.
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