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Referat und bibliographische Beschreibung 

Zielsetzung: Bei einem Patienten mit einer syndromalen Entwicklungsstörung wurde eine 

zytogenetisch nachgewiesene Deletion von Chromosom 4q25-q28 mittels molekular-

zytogenetischer Methoden charakterisiert. Damit sollte auch geprüft werden, ob Symptome des 

Patienten auf die Deletion des das Rieger Syndrom verursachenden Gens PITX2 in 4q25 

zurückzuführen sind. Des Weiteren sollte ein Genotyp-Phänotyp-Vergleich mit Patienten aus der 

Literatur und ähnlichen 4q-Deletionen vorgenommen werden. In diesem Zusammenhang sollte 

versucht werden, einzelnen Chromosomenabschnitten dieser Region phänotypische 

Auffälligkeiten zuzuordnen, um darüber Kandidatengene für diese Merkmale zu identifizieren.  

Methoden: Die Deletionsanalyse des PITX2-tragenden Chromosomenabschnitts sowie die 

Kartierung beider Bruchpunkte erfolgte durch Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) von 

insgesamt 19 BAC-Klonen an Metaphasechromosomen des Patienten. Des Weiteren erfolgte der 

Versuch einer molekularen Eingrenzung des proximalen Bruchpunktes in 4q25 mittels 

Mikrosatellitenanalyse.  

Ergebnisse: Eine Deletion des PITX2-tragenden Chromosomenabschnittes konnte mittels FISH 

des BAC-Klons RP11-380D23 ausgeschlossen werden. Der proximale Deletionsbruchpunkt wurde 

zwischen den BAC-Klonen RP11-265M21 und RP11-326N15 kartiert. Damit befindet sich dieser 

Bruchpunkt nach in-silico Analyse genomischer Datenbanken nur ca. 550 kb telomerisch vom 5´-

Ende des Gens PITX2. Eine zusätzliche Eingrenzung mittels Mikrosatellitenanalyse war nicht 

aussagekräftig, da eine nicht informative Allelverteilung bei dem Patienten und dessen Eltern 

vorlag. Der distale Bruchpunkt konnte zwischen den BAC-Klonen RP11-435P6 und RP11-

1062K20 eingegrenzt werden. Beide Bruchpunkte konnten mittels FISH auf einen Bereich von ca. 

250 kb eingegrenzt werden. Die Deletion erstreckt sich über die Chromosomenbanden 4q25-q31.1 

und hat eine ungefähre Größe von 28 Mb.  

Schlussfolgerung: Der Phänotyp des Patienten basiert nicht auf einer Deletion des Gens PITX2. 

Phänotypische Überschneidungen mit dem Rieger-Syndrom lassen sich jedoch eventuell durch so 

genannte Positionseffekte erklären, da der proximale Bruchpunkt nur etwa 550 kb telomerisch des 

Gens lokalisiert ist. Eine deletionsbedingte Beeinflussung der Genexpression erscheint daher 

möglich. Die Deletion misst ca. 28 Mb, erstreckt sich über die Banden 4q25-q31.1 und ist somit 

erheblich größer als zunächst aufgrund der zytogenetischen Analyse angenommen wurde. 

Deletionen der Banden 4q25-q31.1 gehen gehäuft mit Fehlbildungen der Hände und Füße, 

mentaler Retardierung und Kleinwuchs einher. Des Weiteren scheinen Deletionen der Banden 

4q25-q27 gehäuft mit Herzfehlbildungen einher zu gehen. Eine Aussage über denkbare 

Kandidatengene in dieser Region ist anhand der bisherigen Datenlage nicht möglich. 

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

Das Wissen und Verständnis für genetische und epigenetische Prozesse hat seit den 1990er 

Jahren rasant zugenommen. Grundlage dieses Wissenszuwachses bildeten die Bemühungen 

um die Sequenzierung des humanen Genoms, die zum einen gewaltige Datenmengen sowohl 

über die Strukturen des gesamten Genoms, als auch über die Funktionen einzelner Gene 

lieferte und zum anderen mit der Einführung einer Reihe neuer Methoden einherging 

(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).   

Das Human Genome Project (HGP) wurde 1990 unter der Leitung des National Institute of 

Health (NIH) und des U.S. Department of Energy initialisiert, nachdem bereits Mitte der 80er 

Jahre erste Vorschläge über die Möglichkeit der Entschlüsselung des menschlichen Genoms 

geäußert wurden (Sinsheimer, 1989; Collins, 2003). Das HGP nutzte die Methode der clone by 

clone Sequenzierung (Green, 1997), bei der das Genom zunächst in so genannte Bacterial 

Artificial Chromosomes (BAC) kloniert wurde. Diese konnten anschließend kartiert und 

individuell sequenziert werden. Daraufhin wurden die einzelnen Sequenzbruchstücke wieder 

zu einer Gesamtsequenz zusammengefügt. Dieses, durch öffentliche Gelder geförderte 

Projekt, bekam durch die privatwirtschaftlichen Bemühungen der Firma Celera Genomics, die 

die gewonnenen Daten kommerziell nutzen wollte, erhebliche Konkurrenz. Im Gegensatz zum 

HGP favorisierte Celera Genomics die bis dahin ausschließlich an prokaryotischen Genomen 

getestete Methode des so genannten whole genome shotgun approach. Dabei wird die 

genomische DNA in Segmente unterschiedlicher Größe fragmentiert, in Vektoren kloniert, 

sequenziert und mit Hilfe verschiedener Computerprogramme zusammengefügt, ohne vorher 

ein so genanntes Kloncontig durch Anordnung überlappender Klone zu erstellen (Venter et al., 

1998). Bei den Bemühungen ihre jeweiligen Ziele zu erreichen, verschmolzen die idealisierten 

Strategien der konkurrierenden Gruppen jedoch mit der Zeit zu Hybriden, in denen sowohl das 

HGP als auch Celera Genomics durch die Methoden und Informationen des jeweils anderen 

profitierten (Peltonen et al., 2001) 

Seit der Initialisierung des HGP und der im Jahre 2004 veröffentlichten, nahezu vollständigen 

Genomsequenz (Venter et al., 2001; International Human Genome Sequencing Consortium, 

2001/2004) wird zunehmend deutlich, dass die Anzahl der Gene im menschlichen Genom weit 

niedriger ist, als dies zuvor angenommen wurde (Liang et al., 2000; International Human 

Genome Sequencing Consortium, 2001/2004). Durch diese Erkenntnis rücken epigenetische 

Phänomene, posttranslationale Proteinprozessierung (Proteomics) sowie Umwelteinflüsse 

zunehmend ins Blickfeld der Wissenschaft und haben zu einer erheblichen Erweiterung des 
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Begriffes der genomischen Erkrankungen (genomic disorders) geführt. Während zuvor der 

Fokus meist auf Veränderungen der Sequenz einzelner Gene gerichtet war, werden die 

Krankheitsursachen mittlerweile vielmehr als Veränderungen der gesamten Genomarchitektur 

interpretiert. In diesem Zusammenhang wird zunehmend die Bedeutung von 

Rekombinationsprozessen deutlich, die zu Deletionen, Duplikationen, Translokationen oder 

Inversionen unterschiedlich großer Chromosomensegmente führen können und mit Verlust 

von Genmaterial, Brüchen innerhalb von Genen oder Strukturveränderungen in 

Kontrollelementen einhergehen (Lupski, 1998/2003; Inoue et al., 2002).  

Trotz der Kenntnis von nahezu der gesamten Genomsequenz gestaltet sich die Identifizierung 

aller menschlichen Gene mit Hilfe automatisierter und manueller Verfahren (cDNA, EST, 

cross-species-homology) weiterhin schwierig. Zum einen können die Ergebnisse durch 

Pseudogene verfälscht werden, und zum anderen viele, insbesondere sehr kleine Gene, der 

Detektion mit den bisherigen Methoden entgehen (International Human Genome Sequencing 

Consortium, 2004). Doch selbst bei Kenntnis aller einzelnen Gene müssten deren zelluläre und 

organische Funktion erst noch aufgeklärt werden. Für die Klinik ist in diesem Zusammenhang 

von besonderem Interesse, einen Bezug zwischen dem phänotypischen Erscheinungsbild eines 

Patienten und einem möglicherweise verantwortlichen Gen zu erstellen.  

1.1. Strategien zur Isolierung von Kranksheitsgenen 

Bisher erfolgte die Identifizierung und Zuordnung von Genen, die im mutierten Zustand eine 

genetische Erkrankung bedingen können, durch zwei unterschiedliche Herangehensweisen -  

der funktionellen und der positionellen Klonierung (Collins, 1992; Ballabio, 1993). Bei der 

funktionellen Klonierung (functional cloning) bildet das Wissen über den zugrunde liegenden 

biochemischen Defekt und die Aminosäuresequenz des entsprechenden Proteins den 

Ausgangspunkt für die Identifizierung des verantwortlichen Gens. Durch diese Methode 

gelang bereits Mitte der achtziger Jahre die Beschreibung des Gens für die Phenylalanin-

Hydroxylase, die ursächlich an der Entstehung der Phenylketonurie beteiligt ist (Kwok et al., 

1985), sowie die Klonierung des Faktor IX-Gens, dessen Defekt mit der Hämophilie B 

assoziiert ist (Giannelli et al., 1983; Camerino et al., 1984). 

Die Identifizierung von Genen bei Erkrankungen, deren biochemische Grundlagen unbekannt 

sind, gelingt mit dieser Methode jedoch nicht, so dass sich in der darauf folgenden Zeit die 

Methode des positional cloning durchsetzte (Collins et al., 1992). Dabei wird das 

krankheitsverursachende Gen über dessen genetische und physikalische Lokalisierung im 

Genom identifiziert und im Anschluss auf dessen biologische Funktion untersucht. So konnten 
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beispielsweise das für die Muskeldystrophie Typ Duchenne verantwortliche Dystrophin-Gen 

(Kunkel, 1986; Koenig et al., 1987), das WASP-Gen als verantwortliches Gen für das 

Wiskott-Aldrich-Syndrom (Derry et al., 1994) und das CFTR-Gen identifiziert werden, für das 

eine Reihe von Mutationen bekannt sind, die zur Ausbildung der zystischen Fibrose beitragen 

(Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989).   

Die Lokalisierung der Erkrankung und des mutierten Gens kann durch eine Kopplungsanalyse 

in Familien, bei denen die Erkrankung mit einem genetischen Marker kosegregiert, sowie 

durch Analyse von chromosomalen Veränderungen wie Deletionen, Inversionen, oder  

Translokationen eingeleitet werden. Anschließend wird die betroffene genomische Region 

beispielsweise durch Erstellen einer Folge überlappender Cosmid-, Phagen-, PAC- 

(künstliches P1-Chromosom), BAC- (künstliches Bakterienchromosom) oder YAC- 

(künstliches Hefechromosom) Klone, so genannter „Contigs“, weitestgehend eingegrenzt 

(chromosome jumping, chromosome walking). Die so eingegrenzten Segmente werden dann 

auf dort bereits lokalisierte Gene oder bisher nicht näher charakterisierte ESTs (expressed 

sequence tag) hin untersucht.   

Eine Fortentwicklung des positional cloning ist der so genannte positional candidate approach 

(Ballabio, 1993, Collins, 1995). Dabei wird ebenfalls zunächst die das krankheitsverursachende 

Gen tragende chromosomale Subregion identifiziert und anschließend in Datenbanken nach 

möglichen Kandidatengenen gesucht. Diese Gene werden dann bei syndromalen Patienten auf 

Mutationen hin analysiert. Ist das krankheitsverursachende Gen erfasst, schließen sich weitere 

Analysen zur Aufklärung der Funktion des Gens an. Bereits 1990 konnte durch diese Methode 

das Fibrillin-Gen auf Chromosom 15q als verantwortliches Gen für das Marfan-Syndrom 

identifiziert werden (Kainulainen et al., 1990; Dietz et al., 1991; Magenis et al., 1991). Durch 

die gewaltigen methodischen Fortschritte bei der Identifizierung und Lokalisierung humaner 

Gene im Rahmen des HGP wird dieser Ansatz zunehmend für die Analyse 

krankheitsverursachender Gene genutzt. Außerdem werden dazu verstärkt komparative 

genomische Analysen und Tiermodelle eingesetzt (Walz et al., 2004), bei denen homologe 

Gene anhand der Sequenz identifiziert und anschließend bei Versuchstieren gezielt 

ausgeschaltet werden können (Ramirez-Solis et al., 1995). Hilfreich ist dies besonders bei der 

Analyse komplexer genetischer Erkrankungen, die nicht auf Veränderungen eines einzelnen 

Gens, sondern auf dem Zusammenspiel multipler Gene und zusätzlicher Umweltfaktoren 

basieren.     
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1.2. Contiguous gene Syndromes 

Der Begriff des contiguous gene syndrome (CGS) wurde erstmals 1986 (Schmickel, 1986) für 

genetische Erkrankungen verwendet, die mit spezifischen chromosomalen Veränderungen  

wie Deletionen oder Duplikationen assoziiert sind und deren phänotypische Manifestationen 

durch die Veränderung der Gendosis multipler, voneinander unabhängiger, jedoch 

physikalisch verbundener Gene bedingt werden (Shaffer et al., 2001). Die verantwortlichen 

DNA-Defekte sind zumeist relativ klein (< 5Mb) und können daher häufig nicht durch 

zytogenetische Analysen dargestellt werden. Mittlerweile stehen jedoch molekularbiologische 

Techniken zur Verfügung, wie beispielsweise die Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH), 

mit deren Hilfe auch deutlich kleinere DNA-Defekte analysiert werden können.  

Beispiele für contiguous-gene-syndromes sind das Williams-Beuren-Syndrom bei Deletion 

del(7)(q11.23q11.23), das Langer-Giedion-Syndrom bei Deletion del(8)(q24.1q24.1) oder das 

Miller-Dieker-Syndrom bei Deletion del(17)(p13.3). Diese Deletionen bedingen eine 

Haploinsuffizienz dosissensitiver Gene in der betroffenen Region, die dann zur Ausprägung 

eines jeweils spezifischen Phänotyps führt. Ein Hauptinteresse liegt dabei auf der 

Identifizierung und Analyse dieser Gene und deren Funktion im phänotypischen Kontext. So 

wurden beispielsweise für das Williams-Beuren-Syndrom 3 Gene identifiziert, die zu dem 

phänotypischen Erscheinungsbild voneinander unabhängig beitragen – ELN für die 

supravalvuläre Aortenstenose (Li et al., 1998), LIMK1 für die Beeinträchtigung der visuellen 

Wahrnehmung (impaired visuospatial constructive cognition) (Meng et al., 2002) und CYLN2 

für die neurologischen Entwicklungsstörungen (Hoogenraad et al., 2002). Für derartige 

Untersuchungen ist die Analyse von Punktmutationen in Kandidatengenen bei Patienten mit 

dem entsprechenden phänotypischen Erscheinungsbild hilfreich, die ansonsten keine 

zytogenetischen Veränderungen aufweisen. Eine andere Möglichkeit ist der phänotypische 

Vergleich von Patienten mit ähnlichen, jedoch nicht identischen Chromosomenanomalien, 

deren Phänotypen sich in einem wichtigen Symptom unterscheiden. Bei einigen, zuvor als 

CGSs vermuteten Syndromen zeigte sich, dass die Dysmorphien entgegen aller Erwartungen 

durch die Haploinsuffizienz eines einzelnen Gens bedingt waren, auch wenn weitere Gene 

durch den chromosomalen Umbau betroffen waren. Bespiele dafür sind das Gen JAG1 für das 

Alagille-Syndrom (Schnittger et al., 1989, Li et al., 1997), oder das CBP-Gen für das 

Rubinstein-Taybi-Syndrom (Petrif et al., 1995). 

Bei dem in dieser Arbeit vorgestellten Patienten, der sich zur Abklärung eines unklaren 

Dysmorphiesyndroms in der genetischen Beratungsstelle des Instituts für Humangenetik und 
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Medizinische Biologie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg vorstellte, wurde in 

der zytogenetischen Routineuntersuchung eine de novo entstandene interstitielle Deletion der 

Banden 4q25-q28 diagnostiziert. Da bei einer Deletion dieser Größe anzunehmen war, dass 

der Phänotyp des Patienten ebenfalls durch die Deletion mehrerer Gene bedingt war, schlossen 

sich die in dieser Arbeit aufgeführten Untersuchungen zur Analyse der betroffenen 

Chromosomenregion an. In diesem Zusammenhang war insbesondere das Gen PITX2 von 

Interesse, bei dessen Deletion es zur Ausprägung des so genannten Rieger-Syndroms kommt. 

Aufgrund phänotypischer Überschneidungen mit diesem Syndrom war eine Assoziation mit 

dem Phänotyp des Patienten vermutet worden.  

1.3. Das Rieger-Syndrom 

Das Rieger-Syndrom wurde erstmals 1935 als genetisches Syndrom klassifiziert (Rieger, 

1935). Es handelt sich dabei um ein autosomal dominant vererbtes Dysmorphiesyndrom das in 

unterschiedlichen Ausprägungsgraden auftreten kann. Die mildeste Variante wird als 

Axenfeld-Anomalie bezeichnet. Dazu gehören Verwachsungen zwischen Iris und Cornea, so 

genannte vordere Synechien, sowie eine prominente und nach vorn verlagerte Schwalbe-Linie 

des Trabekelnetzwerkes im iridocornealen Winkel (Embryotoxon posterior). Durch diese 

Fehlbildungen wird die Glaukomentwicklung begünstigt. Zeigen die Patienten zusätzlich zu 

diesen Dysmorphien weitere okuläre Anomalien, z.B. hypoplastisches Irisstroma, Corectopie 

oder Polycorie, wird dies als Rieger-Anomalie bezeichnet. Beim Rieger-Syndrom treten 

zusätzlich zu den okulären auch nicht-okuläre Fehlbildungen, insbesondere Zahnhypoplasie, 

milde kraniofaziale Dysmorphien und Nabelstumpfanomalien auf. Die Zahnhypoplasie kann 

in Form fehlender, kleiner oder dysmorpher Zähne auftreten. Weitere Symptome können die 

Herzentwicklung, den Urogenitaltrakt und die Hypophysenentwicklung betreffen (Amendt et 

al., 2000). Durch Kopplungsanalyse konnte das Syndrom zunächst mit Chromosom 4q25 in 

Verbindung gebracht werden (Murray et al., 1992). Anschließend wurde das Gen PITX2 

durch positional cloning isoliert (Semina et al., 1996). Ein zweiter Locus ist auf Chromosom 

13q14 lokalisiert worden, wobei das verantwortliche Gen bisher nicht identifiziert werden 

konnte (Phillips et al., 1996). Des Weiteren wurden bei Patienten mit kongenitalem Glaukom 

und Rieger-Anomalie chromosomale Veränderungen des Chromosom 6q25 identifiziert und 

durch Bruchpunkt- und Mutationsanalysen Veränderungen im so genannten forkhead 

transcription factor (FKHL7) Gen nachgewiesen (Nishimura et al., 1998).  

PITX2 ist ein Mitglied der bicoid-like homeobox transcription factor – Familie (Gage et al., 

1999), die eine wichtige Rolle in der genetischen Kontrolle der Entwicklung spielt (Holland 
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1992) und verantwortlich für 4q25-gekoppeltes Rieger-Syndrom ist. Eine Haploinsuffizienz 

des Gens wurde schon früh als mögliche Ursache für das Auftreten dieses Syndroms vermutet, 

da Deletionen eines der beiden Allele von PITX2 bei einigen Patienten beschrieben wurden 

(Schinzel et al., 1997; Flomen et al., 1998). Des Weiteren konnten äquivalente Fehlbildungen 

im Tiermodel nachgewiesen werden, nachdem das homologe Gen der Maus identifiziert 

worden war. Bei Mäuseembryonen zeigte sich eine gesteigerte Expression im periokkularen 

Mesenchym, dem Mesenzephalon, der Hypophyse, dem Maxilla- und Mandibulaepithel, sowie 

im Bereich des Nabels. Außerdem wurde seine gendosisabhängige Bedeutung für die Genese 

weiterer Organe, beispielsweise die Herz- und Lungenentwicklung, gezeigt (Semina et al., 

1996; Gage et al., 1997; Logan et al., 1998; Lin et al., 1999; Lu et al., 1999; Hjalt et al. 2000).  

1.4.  Ziel der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war die molekularzytogenetische Charakterisierung der Deletions-

bruchpunkte einer de novo entstandenen Deletion [46XY, del4(q25q31.1)] bei einem Patienten 

mit unklarem Dysmorphiesyndrom. Aufgrund phänotypischer Überschneidungen mit dem 

Rieger-Syndrom sollte dabei insbesondere auf eine Beteiligung des Gens PITX2 eingegangen 

werden.  

Des Weiteren sollte der Versuch unternommen werden, durch phänotypischen und 

genotypischen Vergleich mit bekannten Fällen ähnlicher Deletionsregion einen gemeinsamen 

Phänotyp bei interstitiellen Deletionen der Banden 4q25-q31.1 zu definieren.  
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2.          Material 

2.1.         Chemikalien 

Agar                                                               Fluka, Ulm 

Agarose                                                       GibcoBRL, Eggenstein 

Ampuwa                                                          Fresenius, Bad Homburg 

Bacto Trypton/Pepton                                      Roth, Karlsruhe 

Biotin-16-dUTP                                              Roche, Mannheim 

Biotinylated anti-Avidin D                             Roche, Mannheim 

Bovine Serum Albumin (BSA)                        Serva, Heidelberg 

5-Bromo-3-chloro-3-indoly-phosphat (BCIP)  Roche, Mannheim 

4-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)           Vysis, Downers Grove, IL, USA 

Desoxynucleosid Triphosphat Set                  Roche, Mannheim 

Dextransulfat                                              Amresco, Solan, OH, USA 

Chloramphenicol                                     Boehringer, Mannheim 

Cot-I-Human DNA                                      Roche, Mannheim 

Ethanol                                                        Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid                                              Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Ethylendinitrilotetraessigsäure (EDTA)     Merck, Darmstadt 

Formamid                                                   Fluka, Ulm 

Fluorescein Avidin D                                 Vector Labs, Burlingame, CA, USA 

Glycerin                                                       Roth, Karlsruhe 

Isopropanol                                                 Fluka, Ulm 

Kaliumacetat                                               Roth, Karlsruhe 

Lachssperm-DNA                                       Boehringer, Mannheim 

Magnesiumchlorid                                          MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

Natriumacetat                                             Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid                                              Roth, Karlsruhe 

tri-Natiumcitrat-Dihydrat                             Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid                                          Roth, Karlsruhe 

4-Nitro-blue-tetrazolium-chlorid (NBT)     Boehringer, Mannheim 

Propidiumiodid                                            Sigma, Deisenhofen 

Salzsäure                                                       Merck, Darmstadt 

Tris                                                              GibcoBRL, Eggenheim 
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TritonX                                                         Serva, Heidelberg 

Tween 20                                                   Roth, Karlsruhe 

Vectashield                                                  Vector Labs, Burlingame, CA, USA 

Yeast extract                                            GibcoBRL, Eggenstein 

2.2.        Gebrauchswaren 

Einmalkanülen                                             Henke Sass Wolf, Tuttlingen 

Faltenfilter                                                Schleichel & Schuell, Dassell 

Fixgum                                                        Marabuwerke, Tamm 

Glaswaren                                                    Schott, Jena 

Handschuhe                                            Safeskin, Neufahrn 

Küvetten 

Nylonmembranen (Nybond N+)                 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Objektträger/Deckgläser                            Roth, Karlsruhe 

Papierwaren                                               Whatman, Maidstone, UK 

Parafilm®                                                   American National CanTM, Chicago, 

                                                                    IL, USA 

Petrischalen                                              Sarstedt, Nürnbrecht 

Pipettenspitzen                                          Sarstedt, Nürnbrecht 

Plastikwaren                                             Sarstedt, Greiner, Falcon 

Reaktionsgefäße                                        Sarstedt, Nürnbrecht 

Spritzenfilter                                            Heinemann, Duderstadt 

Steril-Filtersystem                                    Milipore, Bedford, MA, USA 

2.3.     Geräte                                   

ALFexpress-DNA-Analyser                           Amersham Pharmacia  Biotech,  

                                                                          Freiburg 

Autoklav, „Sanoclav“                                      Schütt, Göttingen 

Bilddokumentationssystem/Transilluminator Herolab, Wiesloch 

Blockthermostat                                                Kleinfeld Labortechnik 

Elektrophoresesysteme                                    OWL Scientific Inc., Woburn, MA, USA  

Inkubatoren                                                      Heraeus, Osterode 

Kryostat                                                             Heraeus, Osterode 

Mikroliterpipetten                                             Eppendorf, Hamburg 
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Mikroskope 

• Axiophot                                             Zeiss, Jena 

• Axioplan 2                                           Zeiss, Jena 

pH-Meter, Typ CG810                                Schott, Mainz 

Schüttelinkubator Innova 4000/4300               New Brunswick Scientific, Edison, NJ,  

                                                                         USA 

Spannungsgeräte                                               Schütt, Göttingen 

Sterilbank Nuaire                                                Zapf, Sarstedt 

Thermocycler, Master Gradient                        Eppendorf, Hamburg 

Thermomixer                                                     Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge (Biofuge pico)                         Heraeus, Osterode 

UV-Spektrometer GeneQuant pro                    Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

UV-Stratalinker                                             Stratagene, La Jolla, CA, USA 

Waagen                                                            Schütt, Göttingen 

Wasseraufbereitungssysteme                       Millipore, Eschborn 

Wasserbad                                                          Lauda, Lauda-Königshofen 

Vortex                                                                Schütt, Göttingen 

Zentrifugen 

• Megafuge 1,0R                                      Heraeus, Osterode 

• 3K20                                                 Sigma, Deisenhofen 

2.4.       Sterilisation/Autoklavieren von Gefäßen und Lösungen 

Lösungen, die keine hitzeempfindlichen Bestandteile enthielten, sowie Gebrauchswaren 

wurden bei 120°C und 105 Pascal für 20 Minuten im Dampfdruck-Autoklaven autoklaviert. 

Hitzeempfindliche Lösungen wurden mit Hilfe eines Steril-Filtrationssystems (Millipore) 

sterilfiltriert (Porengröße 0,22 µm). 

2.5.       Gebrauchslösungen 

Alle Lösungen wurden entweder mit „Ampuwa“ oder mit „Milli-Q“ Wasser  (Millipore) 

angesetzt und, falls erforderlich, sterilisiert.  

Avidin-FITC-Stammlösung:        5 mg/ml       in Ampuwa 

                                                                                         bei 4°C lichtgeschützt lagern 
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Avidin-FITC-Gebrauchslösung:           1  ml      Blocking-Lösung 

                                                            5  µl              Avidin-FITC-Stammlösung 

                                                                                       frisch ansetzen  

                                                                                        lichtgeschützt lagern 

BAAD-Stammlösung:                     0,5 mg/ml    in Ampuwa (bei 4°C lagern)  

BAAD-Gebrauchslösung:                1 ml          Blocking-Lösung 

                                                            10 µl           BAAD-Stammlösung 

                                                                                       frisch ansetzen  

Blocking-Lösung:                            10 ml          10%iges BSA                

                                                         4 ml             20x SSC 

                                                          6  ml             Aqua dest. 

                                                                                        frisch ansetzen, filtrieren 

Clontech-Puffer S1:                         50  mM        Tris-HCl 

                                                             10  mM        EDTA 

                                                      100 µg/ml  RNAse A 

                                                                                       nach RNAse-A Zugabe bei 4°C  

                                                                                        lagern 

Clontech-Puffer S2:                         200 mM       NaOH 

                                                           1  %             SDS 

Clontech-Puffer S3:                       2,8  M        KOAc, pH 5,1 

                                                                                      bei 4°C lagern 

Clontech-Puffer N2:                        100 mM      Tris 

                                                           15  %          Ethanol 

                                                          900 mM    KCl pH 6,3 mit H3PO4 einstellen 

Clontech-Puffer N3:                       100 mM   Tris 

                                                          15  %         Ethanol 

                                                         1,15 M        KCl 

                                                                                    pH 6,3 mit H3PO4 einstellen 
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Clontech-Puffer N5:                 100  mM      Tris 

                                                           15  %        Ethanol 

                                                           1  M            KCl 

                                                                                  pH 8,5 mit H3PO4 einstellen 

Chloramphenicol-Stammlösung:          34  mg/ml     in Ethanol 

DAPI-Stammlösung:                          0,1  mg/ml     in Ampuwa 

                                                                                    lichtgeschützt bei 4°C lagern 

Denaturierungslösung:                         70  %           Formamid in 2x SSC 

                                                                                   frisch ansetzen 

                                                                                  auf pH 7,0 einstellen 

DNAse:                                                  1  mg/ml      in Ampuwa 

                                                                                   aliquotiert bei -20°C lagern 

dNTP-Mix:                                             1 Vol.       dATP (1,0 mM) 

                                                               1   Vol.       dGTP (1,0 mM) 

                                                        1   Vol         dCTP  (1,0mM) 

                                                      0,2   Vol.      dTTP  (1,0mM) 

Dot-Blot-Lösung 1:                     7  ml        Dot-Blot-Puffer 1 

                                                            3  ml       10%iges BSA 

Dot-Blot-Lösung 2:                            9,5  ml     Dot-Blot-Puffer 1 

                                                          0,5 ml       10%iges BSA 

                                                           5  µl         Streptavidin alkaline  

                                                                                  Phosphatase (0,8mg/ml) 

Dot-Blot-Lösung 3:                         5  ml          Dot-Blot-Puffer 2 

                                                        20  µl           NBT 

                                                           20  µl          BCIP                                                                                   

Dot-Blot-Puffer 1:                            25  mM      Tris-HCl, pH 7,5 

                                                          50  mM     NaCl 

                                                        0,05  %        Triton-X-100 
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Dot-Blot-Puffer 2:                              25  mM       Tris-HCl, pH 9,5 

                                                       50  mM      NaCl 

EDTA, 0,5 M:                          186,1  g      EDTA in 1l Aqua dest. 

                                                                                   pH 8,0 einstellen 

                                                                                    autoklavieren 

Ethidiumbromid-Stammlösung:      10  mg/ml    in Ampuwa 

                                                                                    lichtgeschützt bei 4°C lagern         

Ethidiumbromid-Gebrauchslösung:   10  µl      Stammlösung 

                                                                                      100ml Aqua dest. 

Formamid-Waschlösung:                  50  %        Formamid in 2x SSC 

                                                                                  pH 7,0 einstellen 

                                                                                  frisch ansetzen 

Lachssperm-DNA:                      10  mg/ml     in TE-Puffer (pH 7,6) 

                                                                                      durch Ultraschallbehandlung 

                                                                                     geschert, aliquotiert bei -20°C lagern 

LB-Agar + Chloramphenicol:       15  g/l          Bacto-Agar/1l LB-Medium 

                                                         34  mg/l        Chloramphenicol 

                                                                                  bei 4°C lagern 

LB-Medium:                                  7,5  g/l      NaCl 

                                                  7,5  g/l        Yeast-Extract 

                                                      10,0  g/l       Peptone 

                                                                                   autoklavieren 

Lysis-Puffer:                               155  mM       NH4Cl 

                                                      10  mM         KHCO3 

                                                     0,1  mM       EDTA 

                                                                                       in Aqua dest. 

                                                                                   pH 7,4 einstellen 

Mastermix:                                        20  %       Dextransulfat in 2x SSC 

                                                                                    bei -20°C lagern 
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Natriumacetat 3M:                           246  g/l      in Aqua dest.  

                                                                                 pH 5,3 mit Essigsäure einstellen 

Nicktranslationspuffer, 10x:             0,5  M       Tris-HCl (pH 7,5) 

                                                      0,1  M         MgSO2                  

                                                       1  mM      Dithiothreitol 

                                                      500  µg/ml   BSA 

                                                                                  aliquotiert bei -20°C lagern 

Propidiumjodid-Stammlösung:        1  mg/ml   in Aqua dest. 

                                                                                  lichtgeschützt bei 4°C lagern 

Propidiumjodid-DAPI:  10  µg/ml    Propidiumiodid 

(Gebrauchslösung)                     100 ng/ml   DAPI  

                                                                                  in Vectashield 

Proteinkinase K-Lösung:                 10  mg/ml     Proteinkinase K 

                                                                                 in  TE-Puffer 

   bei -20°C lagern 

RNAse-A-Stammlösung:                 10  mg/ml  in Ampuwa 

                                                                                    aliquotiert bei -20°C lagern 

RNAse-A-Lösung (FISH):                900  µl       Ampuwa 

                                                         100  µl     20x SSC 

                                                         10  µl       RNAse (10mg/ml) 

                                                                                  vor Gebrauch 15 min abkochen 

SE-Puffer:                                     75  mM      NaCl 

                                                       1  mM      EDTA 

                                                                                 in Aqua dest. 

                                                                               pH 8,0 einstellen 

SSC, 20x:                                       3  M       NaCl 

                                                        0,3  M    Na-Citrat 

                                                                                pH 7,0 einstellen 

SSC, 2x:                                           100  ml    20x SSC 

                                                                                 ad 900ml mit Aqua dest. 
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SSC, 4x / 0,1% Tween 20:           200  ml      20x SSC 

                                                      1,0  ml     Tween 20 

                                                     800  ml    Aqua dest.         

TBE, 5x:                                       225 mM       Tris 

                                                  225 mM       Borsäure 

                                                     10  mM     EDTA 

                                                                                   pH 8,3 einstellen 

TE-Puffer:                                    1 mM         EDTA 

                                                    10  mM       Tris-HCl, pH 8,0                                                                                                           

2.6.        Enzyme 

DNA-Polymerase I                                         Roche, Mannheim 

DNase I                                                         Boehringer, Mannheim 

Proteinkinase K                                              Boehringer, Mannheim 

RNase A                                                         Sigma, Deisenhofen 

Streptavidin-Alkaline-Phosphatase Conjugate  Boehringer, Mannheim          

Taq DNA-Polymerase                                  MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

2.7.          Mikrosatelliten (Primer)  

STS Marker AFM343WF9 (D4S1616) 

Forward-Primer                                 5`-AGTAATGTGAACAATTCAGTCACTC-3` 

Backward-Primer                               5`-AGCCTCCCAAAGCCAG-3` 

Produktgröße                                245-257 bps. 

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen bezogen. Um die entstandenen PCR-

Produkte mit Hilfe des ALFexpress-DNA-Analysers analysieren zu können wurde der 

Forward-Primer Fluoreszenz-markiert (Cy5-Markierung am 5`-Ende des Primers). 
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2.8.              BAC-Klone 

Die folgenden BAC-Klone wurden vom RZPD Deutsches Ressourcenzentrum für 

Genomforschung – Primärdatenbank – bezogen. Ausgewählt wurden die Klone zunächst 

anhand der zytogenetisch mit Hilfe des G-Banding ermittelten Informationen über die 

ungefähre Größe der deletierten Region. Daraufhin wurden die Bruchpunkte jeweils 

systematisch eingeengt. 

Library Human BAC (RPCI-11)  

Library No:  753 

Source:         Blood 

Vector:         pBACe 3.6 

Stamm:         E.coli DH10B 

Resistenz:   Chloramphenicol 

 BAC-Name Lokalisation  BAC-Name Lokalisation 

 RP11-81J9 4q25  RP11-42H6 4q25 

 RP11-380D23 4q25  RP11-313B13 4q25 

 RP11-57A4 4q25  RP11-265M21 4q25 

 RP11-326N15 4q25  RP11-18D18 4q25 

 RP11-91E23 4q25  RP11-79I18 4q28.1 

 RP11-11P20 4q28.1-28.2  RP11-94J9 4q28.3 

 RP11-60A1 4q28.3  RP11-733C7 4q28.3 

 RP11-89I24 4q31.1  RP11-435P6 4q31.1 

 RP11-1062K20 4q31.1  RP11-258E17 4q31.1 

 RP11-22O8 4q31.1 
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3.       Methoden 

Nicht gesondert beschriebene Methoden sind nach Sambrook et al. (1989) durchgeführt 

worden. 

3.1.      Herstellung von Chromosomenpräparaten aus Lymphozyten 

3.1.1.       Lymphozytenkultur 

 Kulturansatz:                1 ml Vollblut 

                                                       100 µl Phytohämagglutinin 

                                                       10 ml MIM oder AM-Medim 

Der Kulturansatz wird steril in eine Kulturflasche pipettiert und mit verschlossenem 

Schraubverschluss bei 37°C für 72 h inkubiert. Täglich sollten die Kulturansätze einmal 

geschwenkt werden.  

3.1.2.     Kulturabbruch und Chromosomenpräparation 

               Hypotone Lösung:            5,92  g/l  Kaliumchlorid 

                                                                     4  g/l   Natriumcitrat 

                                                                                   bei 4°C lagern 

 Fixativ:                                  3  Vol. Methanol 

                                                                        1  Vol. Essigsäure 

• Nach 72 Stunden werden den Kulturen 200 µl Colcemidlösung zur Arretierung der 

Zellen in der Mitose hinzu gegeben. 

• Nach weiteren 90 Minuten den Ansatz auf vorgewärmte Zentrifugenröhrchen aufteilen 

und für 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren. 

• Den Überstand bis ca. 0,5 cm oberhalb des Sedimentes abnehmen und das Sediment in 

der verbliebenen Flüssigkeit resuspendieren. 

• Tropfenweise 10 ml hypotone Lösung unter Schwenken hinzugeben. 

• Den Ansatz  für 20 min bei 37°C inkubieren. 

• 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren 

• Überstand bis auf 0,5 cm über dem Pellet abnehmen, resuspendieren und tropfenweise 

10 ml eiskaltes Fixativ, unter vorsichtigem Mischen, hinzugeben. 

• Ansatz für 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren. 
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• Überstand bis ca. 0,5 cm oberhalb des Pellets abnehmen, Pellet resuspendieren und 

erneut mit 10 ml Fixativ auffüllen und vorsichtig mischen.  

• 15 min bei -20°C inkubieren. 

• 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren, Überstand bis 0,5 cm abnehmen und das Pellet 

resuspendieren. 

• Mit 10 ml Fixativ auffüllen vorsichtig mischen und erneut für 15 min bei -20°C 

inkubieren. 

• 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren, Überstand bis auf 0,5 cm abnehmen, 3 ml Fixativ 

hinzugeben und das Pellet resuspendieren. 

• 3-5 Tropfen der Zellsuspension aus ca. 50 cm Höhe auf feuchte Objektträger 

auftropfen. Falls die Präparate für G-Banding benutzt werden, Objektträger kurz 

abflammen.  

• Objektträger bei hoher Luftfeuchtigkeit langsam trocknen lassen. 

• Kontrolle der Zell- und Metaphasendichte im Phasenkontrastmikroskop bei 160-facher 

Vergrößerung. 

3.2.     Isolierung von DNA aus Bakterien  

Die Bakterien wurden jeweils auf Agar-Nährböden mit dem entsprechenden Antibiotikum 

angezüchtet. 

3.2.1.      Anlage einer Bakterienkultur 

• 150 ml LB-Medium mit 150 µl Stammlösung des entsprechenden Antibiotikums steril 

in einen 500 ml Erlenmeyerkolben pipettieren.  

• mit einer sterilen Impföse eine Einzelkolonie von der Agarplatte abnehmen, die Kultur 

damit beimpfen und bei 37°C für 24 h in einem Schüttelinkubator inkubieren.  

3.2.2.      Anlage einer Stammkonserve (Stock) 

Stammkonserven dienen zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterienstämmen bei -80°C. 

Die Kristallisation des Zytoplasmas und die damit verbundene Zerstörung der Zellen werden 

durch die Zugabe von Glycerin verhindert. 

• 700 µl einer Übernachtkultur mit 150 µl sterilem Glycerin in ein autoklaviertes 

Eppendorfgefäß geben, gründlich mit einem Vortex mischen und sofort auf 

Trockeneis, oder in flüssigem Stickstoff einfrieren. Lagerung bei -80°C. 
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3.2.3.  Isolierung der BAC-DNA 

Bei der Isolierung von BAC-DNA kamen das „NucleoBond® BAC Maxi Kit“ der Firma 

Clontech und die darin enthaltenen Pufferlösungen zum Einsatz (vgl. NucleoBond ® Nucleic 

Acid Purification Tools User Manual PT3167-1 (PR9X392) veröffentlicht am 28.10.1999), 

wobei die eingesetzten Puffermengen leicht verändert wurden. 

• Die 150 ml Bakterienkultur (siehe 3.2.1) wird nach 24 h Wachstum in einem 

Falconröhrchen in 3 aufeinander folgenden Schritten für jeweils 10 min bei 4000 rpm 

zentrifugiert und pelletiert, wobei jeweils nach der Zentrifugation der Überstand 

verworfen und das Röhrchen mit weiteren 50 ml Kultur aufgefüllt wird.  

• Das Pellet in 6 ml Clontech-Puffer S1 resuspendieren. 

• 6 ml Clontech-Puffer S2 hinzugeben, vorsichtig schwenken und bei Raumtemperatur 

für maximal 5 min inkubieren. 

• 6 ml Clontech-Puffer S3 hinzufügen und vorsichtig mischen. Für 5 min auf Eis 

inkubieren. 

• Das Lysat für 10 min bei 4000 rpm zentrifugieren und danach den Überstand durch 

einen NucleoBond Folded Filter filtrieren.  

• Die NucleoBond Säulen AX 20 mit 2,5 ml Clontech-Puffer N2 äqulibrieren. 

• Das gefilterte Lysat auf die Säule geben und durchlaufen lassen. 

• Die Säule zweimal mit 5 ml Clontech-Puffer N3 waschen. 

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

• DNA durch die Zugabe von 0,7 ml Isopropanol fällen und für 30 min bei 4°C und 

20000 rpm zentrifugieren. 

• Überstand abnehmen. 

• Pellet mit 70 % Ethanol waschen, abzentrifugieren und trocknen lassen. 

• DNA in 20 µl 1x TE lösen. 

• DNA-Konzentration bestimmen (siehe 3.2.4) 

• Falls die DNA nicht direkt weiter verwendet wird, kann sie bei 4 °C gelagert werden. 

3.2.4.    Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration von Nukleinsäuren kann spektralphotometrisch bestimmt werden, wobei 

eine lineare Beziehung zwischen dem Absorbtionsmaximum von Nukleinsäuren bei 260 nm 

Wellenlänge und ihrer Konzentration besteht. Dazu werden die Extinktion bei den 
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Wellenlängen 230 nm (Absorptionsmaximum für Salze), 260 nm (Absorptionsmaximum für 

Nukleinsäuren) und 280 nm (Absorptionsmaximum für Proteine) gemessen. 

• Von der betreffenden DNA (gelöst in TE) eine 1:100 Verdünnung herstellen. 

• Eine 1:100 Verdünnung von 1x TE in Ampuwa dient als Referenzwert für die 

Messung. 

• Die DNA-Probe in die Quarzküvette (1cm Schichtdicke) überführen und die 

Extinktion bei 230 nm, 260 nm und 280 nm Wellenlänge messen. 

Die Konzentration der Nukleinsäuren errechnet sich nach dem Lambert-Beerschen Gesetz: 

                                                     c = E260 · f · k 

 Hierbei gilt:   c =  Konzentration in µg/µl 

                          f =  Verdünnungsfaktor  

                k =  Konzentration an Nukleinsäure, die 1 OD bei einer Schichtdicke 

von 1 cm entspricht. Für doppelsträngige Nukleinsäuren nimmt 

k den Wert 47,5 µg/µl an. 

                           E= Extinktion 

Der Quotient aus E260/E280 ist ein Maß für die Reinheit der Nukleinsäuren und sollte bei 2,0 ± 

0,2 liegen. Ein Quotient unter 1,5 spricht für eine hohe Verunreinigung durch Proteine.  

3.3.       Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 

 (modifiziert nach Lichter et al., 1988) 

Das Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf Chromosomenpräparaten 

beruht auf der Hybridisierung einzelsträngiger, mit Biotin markierter DNA-Sonden an den 

komplementären DNA-Sequenzen der auf den Objektträgern befindlichen, denaturierten 

Chromosomen. Nach der spezifischen Bindung wird das Hybridisierungsergebnis mittels 

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikörper gegen Biotin detektiert und sichtbar gemacht. 
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3.3.1.     Markierung der DNA-Sonden mittels Nicktranslation 

 (modifiziert nach Rigby et al., 1977) 

Als DNA-Sonden diente jeweils zuvor präparierte BAC-DNA. 

                   Reaktionsansatz:             250  ng  BAC-DNA 

                                                                8  µl  10x Nicktranslationspuffer 

                                                         1,12  µl    Biotin-16-dUTP (0,3 M) 

                                                            2,4  µl   dNTP-Mix 

                                                             2,0  µl    DNAse I (1:1000 verdünnt) 

                                                              1,6  µl   DNA-Polymerase I (5U/l) 

                                                                     ad 30 µl Ampuwa 

• Den Reaktionsansatz auf Eis in ein Eppendorf-Tube pipettieren, gut mischen (Vortex) 

und kurz abzentrifugieren. 

• Ansatz für 2 h bei 14°C im Kryostat inkubieren. 

• Dem Ansatz nach 2 h 2 µl zur Kontrolle des Biotineinbaus mittels Dot-Blot entnehmen  

• Die Reaktion wird nach 2 h durch Zugabe von 0,1 Vol. NaAc (pH 5,3) und 2,5 Vol. 

100 %igen Ethanol gestoppt. 

• 6 µl Lachssperm-DNA und 9 µl Cot-I-Human-DNA zur Absättigung unspezifischer 

Sequenzen hinzufügen. 

• DNA für 30 min bei -80°C, oder für 12 h bei -20°C ausfällen. 

3.3.2.      Suppression unspezifischer Hybridisierungen 

Aus eukaryotischer DNA isolierte, rekombinante DNA enthält oft über das gesamte Genom 

verteilte, repetitive Sequenzen (z.B. Alu-Sequenzen, alphoide Sequenzen). Diese repetitiven 

Sequenzen innerhalb einer DNA-Sonde würden bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zu 

unspezifischen Bindungen und somit zu fehlerhaften Anfärbungen führen. Daher wird dem 

Hybridisierungsansatz eine ausreichende Menge an vermehrt unspezifische Sequenzen 

enthaltender Kompetitions-DNA hinzugefügt und in einer Vorreaktion die unspezifischen 

Sequenzen einer DNA-Sonde abgesättigt. In der nachfolgenden Hybridisierung (FISH) binden 

dann nur noch die nicht abgesättigten, spezifischen Sequenzen der Sonde an die 

komplementären Zielsequenzen der Chromosomen. Als Kompetitions-DNA werden 

Lachssperm-DNA (Absättigung unspezifischer Sequenzen) und Cot-I-Human-DNA 

(Absättigung sämtlicher hochrepetitiver Sequenzen) mit Fragmentlängen zwischen 250 – 500 
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Basenpaaren eingesetzt. Die Menge der eingesetzten Kompetitions-DNA steigt mit der Größe 

der DNA-Sonde (Plasmid < Cosmid < BAC < YAC). 

Die Kompetitions-DNA wird nach der Nicktranslation zu der markierten Sonde hinzu gegeben 

und zusammen mit ihr ausgefällt. Einem Standard-Ansatz mit 250 ng markierter DNA werden 

6 µl Lachssperm-DNA (10 mg/ml) und 9 µl Cot-I-Human-DNA (1 mg/ml) zugegeben.  

3.3.3.        Kontrolle des Einbaus von Biotin-16-dUTP mittels Dot-Blot 

• 2 µl aus dem Reaktionsansatz der Nicktranslation nach der Inkubation entnehmen und 

eine Verdünnungsreihe (1:10, 1:100, 1:1000) mit Ampuwa ansetzen. 

• Je 2 µl der drei verschiedenen Konzentrationen auf einen Nitrozellulosefilter auftragen 

und durch UV-Strahlung (Crosslinker) fixieren. 

• Filter für 5 min bei Raumtemperatur in Dot-Blot-Lösung 1 (Blocking) auf dem 

Schüttler inkubieren. 

• Filter für 15 min bei Raumtemperatur in Dot-Blot-Lösung 2 (mit Streptavidin alkaline 

Phosphatase) auf dem Schüttler inkubieren. 

• Filter 2 x 5 min in Dot-Blot-Puffer 1 auf dem Schüttler waschen. 

• Filter 2 x 5 min in Dot-Blot-Puffer 2 auf dem Schüttler waschen. 

• Filter lichtgeschützt in einer Petrischale für 1 h in Dot-Blot-Lösung 3 inkubieren. 

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

Die markierte DNA sollte mindestens noch bei einer 1:100-Verdünnung eine Farbreaktion 

erzeugen um erfolgreich für eine FISH eingesetzt werden zu können.  

3.3.4.      Hybridisierungsansatz 

• Die 250 ng markierte, mit Kompetitions-DNA versetzte und ausgefällte Sonde für 30 

min. bei 4°C und 22000 rpm zentrifugieren. 

• Überstand abnehmen und Pellet mit 70 %igem Ethanol waschen. 

• Erneut für 10 Minuten bei 22000 rpm zentrifugieren, Überstand abnehmen und Pellet 

trocknen lassen. 

• Pellet in 6 µl 100 %igem deionisierten Formamid aufnehmen, mischen, kurz 

abzentrifugieren und 30 min. bei 37 °C inkubieren. Wird die in Formamid gelöste 

Sonde nicht unmittelbar weiterverwendet, kann sie bei -20°C für längere Zeit 

aufbewahrt werden. 
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• 6 µl Mastermix hinzugeben, kurz mischen und abzentrifugieren. 

• 5 min. bei 95°C denaturieren, kurz auf Eis stellen und kurz abzentrifugieren. 

3.3.5.     Preannealing 

• die denaturierte Sonde für 15 min. bei 37°C inkubieren. 

Dieser Schritt dient der Absättigung der hochrepetitiven Sequenzen der markierten DNA 

durch die zugesetzte Kompetitions-DNA. Die Preannealing-Dauer wurde empirisch ermittelt. 

3.3.6.      Vorbehandlung der Objektträger 

Für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden Objektträger eingesetzt, die nach der 

Chromosomenpräparation lichtgeschützt bei -20°C ca. 6 Monate gelagert wurden. Die 

Lagerungsdauer von 6 Monaten wurde empirisch ermittelt. Präparate, die kürzer gelagert 

wurden, wiesen vermehrte Verunreinigungen und unspezifische Sondenbindung an 

Hintergrundstrukturen auf, wohingegen ältere (über 2 Jahre Lagerungsdauer) Präparate 

schlechte Hybridisierungsergebnisse lieferten.  

RNAse-Behandlung der Objektträger 

Eine RNAse-A-Behandlung der Objektträger soll bei den Präparaten die endogene RNA 

abbauen und somit eine Verringerung der unspezifischen Bindung der Sonde und eine 

Reduktion der störenden Hintergrundsignale bewirken. 

• RNAse-A Lösung für 15 min kochen, danach abkühlen lassen. 

• 200 µl RNAse-A-Lösung auf den Objektträger auftragen und mit einem 24 x 60 mm 

Deckglas blasenfrei abdecken und 1 h bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubieren. 

• Deckgläser abgleiten lassen und die Objektträger 2 x 15 min in 2 x SSC bei RT 

waschen. Direkt im Anschluss mit der Denaturierung der Chromosomen fortfahren. 

Denaturierung der Chromosomen 

• Denaturierungslösung in einer Küvette im Wasserbad auf 72°C erhitzen. 

• Objektträger je 1 min. durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe führen (70%, 80%, 90%, 

99%, 99%) und an der Luft trocknen lassen. 

• Objektträger für 2 min.45sec. in Denaturierungslösung inkubieren. 

• Objektträger direkt im Anschluss je 1 min. durch eine eiskalte, aufsteigende Ethanol-

Reihe führen (70%, 80%, 90%, 99%, 99%) und an der Luft trocknen lassen.  
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3.3.7.     Hybridisierung 

• Die vorbehandelten Objektträger liegend in einer, mit in 2 x SSC getränkten 

Einwegtüchern ausgelegten, feuchten Kammer anordnen. 

• Den Hybridisierungsansatz nach dem Preannealing kurz abzentrifugieren. 

• 12 µl des Ansatzes auf die Objektträger an einer geeigneten Stelle pipettieren 

(Mitoseindex und Spreitung der Chromosomen vor Verwendung der Objektträger für 

FISH kontrollieren) 

• Mit 24 x 40 mm Deckglas blasenfrei abdecken und mit Fixgum versiegeln. 

• Die Objektträger für mindestens 8h  bei 37°C inkubieren. 

3.3.8.     Waschen nach der Hybridisierung 

Die Waschschritte dienen der Entfernung nicht, oder nur schwach und unspezifisch 

gebundener Sonden, um unspezifische Signale und so genannte Hintergrundprobleme auf dem 

Objektträger zu verringern. Die Stringenz der Waschschritte wird durch Temperatur-

veränderungen, Salz- und Formamidkonzentrationsvarianz erheblich variiert. 

Die Waschlösungen und Küvetten werden in Wasserbädern auf die entsprechenden 

Temperaturen vortemperiert. Die Waschschritte werden in einem mit einem Schüttler 

ausgestatteten Wasserbad durchgeführt um die Lösungen konstant warm zu halten. Bei 

Wechsel zwischen den verschiedenen Puffern wurde jeweils eine frische, zuvor gesäuberte 

Küvette benutzt. 

Die angegebenen Temperaturen gelten für jeweils 2 Objektträger pro Küvette und sollten bei 

höherer Anzahl um 2°C pro Objektträger erhöht werden. 

• Fixgum von den Präparaten entfernen und die Deckgläser vorsichtig abgleiten lassen. 

• Objektträger 3 x 5 min in einer Küvette mit 50 % Formamid/2 x SSC bei 50 °C 

waschen. 

• Objektträger 5 x 2 min in 2 x SSC bei 50 °C waschen. 

• Objektträger 3 x 5 min in 0,1 x SSC bei 66°C waschen. 

• Objektträger 2 x 5 min in 4x SSC/0,1% Tween bei 50°C waschen. 
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3.3.9.    Detektion und Amplifikation der Biotin-markierten Sonden 

Diese Schritte schließen sich direkt an den letzten Waschschritt (3.3.8.) an. Alle 

Inkubationsschritte der Objektträger erfolgen in einer feuchten Kammer unter völligem 

Lichtabschluss um das Ausbleichen der fluoreszierenden Farbstoffe zu verhindern. Die 

Waschschritte werden in einem geschlossenen Wasserbad mit Schüttler ebenfalls unter 

Lichtabschluss durchgeführt. Alle Zwischenschritte, die notwendigerweise im Licht 

stattfinden, sollten möglichst zügig durchgeführt werden. 

• Objektträger in feuchte Kammer legen und pro Objektträger jeweils 500 µl Blocking-

Lösung auftragen und 10 min bei RT inkubieren. 

• Blocking-Lösung ablaufen lassen (Objektträger nie völlig trocknen lassen). 

• Pro Objektträger 100 µl Avidin-FITC-Lösung auftragen, blasenfrei mit einem 24 x 60 

mm Deckglas abdecken. 

• Objektträger 30 min bei 37°C  in feuchter Kammer inkubieren. 

• Objektträger 5 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween bei 50°C waschen. 

Verstärkungsschritt: 

• Pro Objektträger 500 µl Blocking-Lösung auftragen und 10 min bei RT in feuchter 

Kammer inkubieren. 

• Blocking-Lösung ablaufen lassen, pro Objektträger 100 µl BAAD-Lösung auftragen 

und blasenfrei mit einem 24 x 60 mm Deckglas abdecken. 

• Objektträger 30 min bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren. 

• Objektträger 5 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween bei 50°C waschen. 

• Pro Objektträger 500 µl Blocking-Lösung auftragen und in feuchter Kammer 10 min 

bei RT inkubieren. 

• Blocking-Lösung ablaufen lassen, pro Objektträger 100 µl Avidin-FITC-Lösung 

auftragen und blasenfrei ein 24 x 60 mm Deckglas auflegen. 

• Objektträger 30 min bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren. 

• Objektträger 5 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween bei 50°C waschen. 

Falls nötig kann ein weiterer Verstärkungsschritt durchgeführt werden. Dies empfiehlt sich 

besonders für kleine Sonden (Cosmid-Sonden), wohingegen bei BAC- bzw. YAC- Sonden 

zumeist ein einfacher Verstärkungsschritt genügt. 
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3.3.10.    Färbung der Chromosomen mit Propidiumiodid und DAPI 

• Pro Objektträger 35 µl Propidiumiodid-DAPI-Vectashield-Lösung auftragen. 

• Objektträger mit einem 24 x 40 mm Deckglas blasenfrei abdecken und das Deckglas 

leicht andrücken um überschüssiges Flüssigkeitsvolumen zu entfernen und mit 

durchsichtigem Nagellack versiegeln. 

• Objektträger bei 4°C lichtgeschützt bis zur Auswertung aufbewahren 

(Fluoreszenzsignale bleiben ca. 2 Wochen sichtbar). 

3.3.11.    Auswertung der Objektträger am Fluoreszenzmikroskop 

Die Präparate wurden mit einem Zeiss Axioplan2 Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Dabei 

wurden die Metaphasen zunächst bei 100-facher Vergrößerung aufgesucht und dann bei 1008-

facher Vergrößerung mit Immersionsöl auf Vollständigkeit und Morphologie der 

Chromosomen hin untersucht. Mit Hilfe verschiedener Filtersysteme konnten sowohl die 

Propidiumiodid-, die DAPI- und die Fluoresceinsignalfärbung, als auch Kombinationen 

derselben, sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe einer CCD-Kamera und des Metasystems-

Dokumentationssystems sowie der ISIS 3 Software wurden die Metaphasen fotografiert und 

digital gespeichert. 

3.4.    DNA-Präparation aus Blut 

 (modifiziert nach Miller et al., 1988) 

• 10 ml Vollblut mit 30 ml Lysis-Puffer in einem Sarstedt-Röhrchen vorsichtig mischen, 

30 min auf Eis inkubieren und 15 min bei 2000 rpm 4°C zentrifugieren. 

• Überstand abnehmen, 10 ml Lysis-Puffer hinzugeben und das Pellet resuspendieren 

und weitere 15 min auf Eis inkubieren. 

• 15 min bei 4°C und 2000 rpm zentrifugieren. Diese Schritte solange fortführen, bis das 

Pellet weißlich erscheint. 

• Überstand abnehmen, 5 ml SE-Puffer hinzufügen und Pellet resuspendieren. 

• Dem Ansatz 12,5 µl Proteinkinase K-Lösung und 250µl 20 % SDS hinzufügen 

vorsichtig mischen und bei 55°C für 12 Stunden in Wasserbad inkubieren. 

• Nach Abkühlung auf Raumtemperatur 1,5 ml gesättigte Kochsalzlösung hinzugeben, 

15 s vortexen und dann 15 min bei 4000 rpm und RT zentrifugieren. 

• DNA durch Zugabe von 2 Vol. 100% Ethanol aus dem Überstand fällen und DNA-

Präzipitat in ein Reaktionsgefäß mit 70%igem Ethanol überführen. 
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• DNA 10 min bei 12000 rpm und RT pelletieren, den Überstand abnehmen und die 

DNA leicht antrocknen lassen. 

• DNA in 1 ml TE-Puffer lösen (auf dem Schüttler) und dann bei 4°C aufbewahren. 

3.5. Polymerase-Chain-Reaction (PCR)  

(modifiziert nach Saiki et al., 1988) 

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es möglich, spezifische DNA-Bereiche in 

vitro zu amplifizieren. Die Methode basiert auf einer zyklischen Abfolge von Denaturierung 

der Template-DNA, Anlagerung sequenzspezifischer Primer und Synthese einer 

komplementären DNA-Kopie durch eine, bis 95°C thermostabile, aus dem Bakterium 

Thermus aquaticus isolierte, Taq-DNA-Polymerase. Durch die zyklischen Wiederholungen 

kommt es zu einer exponentiellen Vervielfältigung der Zielsequenz im Reaktionsansatz. 

Reaktionsansatz:            

� Template-DNA (100ng/µl)                0,5 µl 

• dNTPs (10mM)                                     1 µl 

• 10x Taq-Polymerase Puffer (-MgCl2)       2 µl 

• MgCl2-Lösung (25mM)                           2 µl 

• Primer FORWARD (10pmol/µl)           1 µl 

• Primer REVERSE (10pmol/µl)             1 µl 

• Taq-Polymerase (5U/µl)                       0,15 µl 

• H2O                                                            ad  20 µl 

• Standard-PCR-Programm:                           

1. 95 °C          2 min 

2. 40 Zyklen      

• 94°C       30s                   

• 50-70°C   30s                  
• 72°C        30s                   

 3.   72 °C          5 min 

Die einzelnen Temperatur- und Zeitparameter richten sich nach den jeweiligen 

Oligonuklotidzusammensetzungen und den zu amplifizierenden Fragmentlängen und müssen 

genau auf das verwendete Primerpaar abgestimmt werden. Die Reaktionen wurden im 

Mastercycler Gradient (Eppendorf) durchgeführt.                                                                                  
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3.6.     Mikrosatellitenanalyse  

Mikrosatelliten Polymorphismen (oftmals als „short tandem repeat polymorphism, STRPs 

bezeichnet) bestehen aus sich wiederholenden Einheiten, bestehend aus zwei, drei oder vier 

Nukleotiden (di-, tri-, oder tetranucleotide repeats), die interindividuell unterschiedliche 

Größen erreichen können. Diese interindividuellen Unterschiede in Bezug auf die 

Fragmentlängen können somit zur Charakterisierung von Individuen herangezogen werden.  

Um die Mikrosatelliten-PCR-Produkte auszuwerten, wurden Polyacrylamid-Gele verwendet, 

die aus Standardlösungen (ReproGel High Resolution-Gel, Amersham Biosciences (17-6001-

08), Freiburg) zusammengesetzt wurden. Diese wurden mit Hilfe des ALFexpress-DNA-

Analysers (Amersham Biosciences, Freiburg) ausgewertet. Aufgrund der fluoreszenz-

markierten Primer wurden die entsprechenden Fragmente im Gel beim Passieren der 

Photozelle nach Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes durch einen Laserstrahl detektiert und 

mit Hilfe der Computerprogramme ALFwin 1.10 und des Fragment Analyser 1.01 (Amersham 

Biosciences, Freiburg) als Chromatogramm dargestellt. Außerdem ermöglicht das 

Computerprogramm die Umformatierung der Kurvendarstellung in Gel-Bandenmuster. 

• Ein ReproGel High Resolution-Gel mit 0,3 mm Dicke blasenfrei gießen. 

• 2 x 10min UV-Vernetzen (UV-Polymerisation) 

• Gelkammer in ALFexpress-DNA-Analyser mit 0,5x TBE-Laufpuffer einsetzen, auf 

55°C aufheizen und den Gelkamm herausziehen. 

• Elektrophoresebedingungen:     V =      1500 V 

                                                           I =        60 mA 

                                                            P  =            25 W 

                                                             Temp:           55° C  

                                                                   Laufzeit:   300 bp ca. 100min 

• Vorbereitung der Proben:               0,5  µl  PCR-Produkt 

                                                                   1,5  µl Alf expressTM SizerTM 100 

                                                                   17,5  µl Dye-Loading-Puffer 

• Proben 3min bei 82°C denaturieren und auf Eis stellen. 

• 2 µl ALFexpressTM SizerTM 50-500 auf das Gel auftragen. 

• 2 µl Probe pro Geltasche auftragen und Elektrophorese beginnen. 
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4. Ergebnisse 

4.1  Der Proband 

Die Vorstellung des Patienten in der genetischen Beratungsstelle des Instituts für 

Humangenetik und Medizinische Biologie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

erfolgte zur Abklärung eines bis dahin ungeklärten Dysmorphiesyndroms. Der zum Zeitpunkt 

der Vorstellung 33 Jahre alte Patient war aufgrund diverser Fehlbildungen schon seit der 

Kindheit in ärztlicher Behandlung gewesen, eine Analyse der genetischen Grundlagen seiner 

Dysmorphien war jedoch zuvor noch nicht erfolgt. 

Geboren wurde der Patient als fünftes von insgesamt 5 Kindern einer gesunden Mutter und 

eines, vor der Erstkonsultation bereits an einem unklaren Tumorleiden verstorbenen Vaters. 

Über den genauen Schwangerschafts- und Geburtsverlauf lagen keine Daten vor, anamnestisch 

waren diese laut der Mutter komplikationslos verlaufen. Bei der klinischen Untersuchung 

zeigte sich ein 1,56m (< 3 Perzentile) großer und 49,7kg (< 3. Perzentile; BMI 20,5) schwerer 

Patient. Die Gesichtsdysmorphien umfassten eine antimongoloide Lidachse, leicht 

hervorstehende Augen mit Ptosis der Augenlider, ein geringer Epikanthus, eine hohe 

Nasenwurzel, schmale Wangen, ein kurzes Philtrum, eine schmale Ober- sowie eine breite, 

hervorstehende Unterlippe, sehr enge Kiefer mit Zahnfehlstellungen und ein hypoplastisches 

Kinn. Die Ohren waren tiefsitzend und im oberen Anteil hypoplastisch. Bei der 

ophthalmologischen Untersuchung fielen eine geringe Irishypoplasie und ein Strabismus 

concomitans convergens auf. Die Haut an den Händen und Füßen war hyperkeratotisch und im 

Bereich der Daumen wurde eine Beugekontraktur der Daumengrundgelenke diagnostiziert. 

Zusätzlich zeigten sich eine beidseitige 4-Fingerfurche und hypoplastische Fingernägel. 

Zwischen den 2. und 3. Zehen beider Füße bestand eine partielle kutane Syndaktylie. Bereits 

1989 war eine membranöse Aortenstenose sowie ein subaortaler Ventrikelseptumdefekt 

operativ korrigiert worden. Ein AV-Block Grad I wurde medikamentös therapiert. Des 

Weiteren zeigte sich eine linksseitige Beckenniere mit normalen Ausscheidungsparametern im 

durchgeführten Urogramm. Die rechte Niere befand sich in normaler Position. Die 

psychomotorische Entwicklung des Patienten war verzögert, der Besuch einer Sonderschule 

mit Schulabschluss jedoch möglich. Zur Zeit der Erstvorstellung war der Patient in einem 

Gartenbaubetrieb berufstätig. 

Abbildung 4.1 zeigt den Stammbaum der Familie. Die farbig markierten Familienmitglieder 

standen für eine genetische Untersuchung zur Verfügung. 
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Abb. 4.1:  Stammbaum der Familie. Die farbig markierten Personen standen für eine genetische 

Analyse zur Verfügung.  

In der zytogenetischen Routineuntersuchung fiel bei dem Patienten eine de novo entstandene 

interstitielle Deletion der Banden 4q25-q28 auf. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im 

Zusammenhang mit den phänotypischen Auffälligkeiten eine Assoziation mit dem so 

genannten Rieger-Syndrom vermutet. Abbildung 4.2 zeigt die beiden Chromosomen 4 des 

Patienten in der zytogenetischen Darstellung mittels G-Banding (500 G-Bandenstadium) 

sowie als Ideogramm mit den auf zytogenetischen Daten basierenden Bruchpunktregionen.  

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.2: G-Bandendarstellung und Ideogramm der beiden Chromosomen 4 des Patienten mit 
zytogenetisch ermittelter Deletion del(4)(q25q28). 

       Chromosom 4     Deletion                        Chromosom 4    Deletion 
                                      del(4)(q25q28)                                       del (4)(q25q28) 
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    46,XY, del(4)(q25q31.1)   14    Geschwister unterschiedlichen Geschlechtes 
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4.2. Ausschluss einer Deletion des Gens PITX2 

Zum Ausschluss eines Rieger-Syndroms sollte eine mit der Deletion der Bande 4q25 

einhergehende Haploinsuffizienz des betreffenden Gens – PITX2 – ausgeschlossen werden. 

Zu diesem Zweck wurde ein BAC-Klon ausgewählt, der den Bereich, in dem das Gen 

lokalisiert wurde, überspannt. Als geeigneter Klon erwies sich BAC-Klon RP11-380D23, 

dessen Lokalisation schematisch in Abbildung 4.3 dargestellt ist. 

Abb. 4.3:  Schematische Darstellung des BAC-Klons RP11-380D23, sowie des Gens PITX2. 

Bei der Auswertung der FISH an 50 Metaphasen konnte keine Deletion des Klons RP11-

380D23 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis sollte anschließend durch eine genaue 

Bruchpunktanalyse verifiziert werden.  

Eine erste Orientierung dazu ergab die mittels G-Banding durchgeführte Deletionsanalyse, in 

der die Deletion im Bereich der Banden 4q25-q28 vermutet wurde. Da das 

Auflösungsvermögen der für die Chromosomenuntersuchung in der Routine gebräuchlichen 

GTG-Technik (G-bands by trypsin using Giemsa) nur zwischen 5-10 Mb (Shaffer, 1997, 

Uhrig et al. 1999), bzw. zwischen 2-5 Mb bei der später eingeführten hochauflösenden High-

Resolution-Technik (Uhrig et al. 1999) liegt, schloss sich im weiteren Verlauf der Arbeit eine 

genauere, molekulargenetische Analyse der betroffenen Regionen an. Zu diesem Zweck 

sollten die Bruchpunktregionen zunächst mit Hilfe von BAC-Klonen durch Fluoreszenz-in-

Situ-Hybridisierung (FISH) möglichst exakt eingegrenzt werden. BAC-Klone stellen auf 

Grund einer mittleren Insertgröße von etwa 150 kb besonders geeignete Proben für eine 

  PITX2 

Zentromer                                 4q25                                     Telomer 

     RP11-380D23 

Transkriptionsrichtung 
3‘ 5‘ 

                 Exon 7       Exon 5  Exon 3 Exon 1 

                       Exon 6  Exon 4 Exon2 

   PITX2 

Bp.    111800000                                                 111900000                                               112000000 
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Hybridisierung an Metaphasechromosomen dar. Um geeignete BAC-Klone auswählen zu 

können, wurde eine in-Silico-Analyse der deletierten Region vorgenommen. Zu diesem Zweck 

bietet die Online-Datenbank der University of California  (UCSC) den Service eines Genome 

Browsers an, mit dessen Hilfe es möglich ist, Sequenzdaten des humanen Genoms sowie 

ständig aktualisierte Versionen zytogenetischer, genetischer und physikalischer Karten 

einzusehen. Unter anderem sind darin anhand ihrer Start- und Endsequenzen lokalisierte BAC-

Klone graphisch im Rahmen eines genomischen Contigs dargestellt. Tabellen 4.1a/b zeigen 

eine Liste der für diese Arbeit ausgewählten BAC-Klone. Deren Lage wurde als Start- und 

Endpunkt in Basenpaaren aufgrund der vorliegenden Sequenzdaten von Chromosom 4 

angegeben.  

Tab. 4.1a:  Liste der zur Bruchpunktcharakterisierung des proximalen Bruchpunktes verwendeten 
BAC-Klone.      

Tab. 4.1b:  Liste der zur Bruchpunktcharakterisierung des distalen Bruchpunktes verwendeten BAC-
Klone. 

*Lokalisation anhand der Start- und Endsequenzen in Basenpaaren aufgrund der vorliegenden Sequenzdaten von 

Chromosom 4 (http://genome.ucsc.edu) 

RZPD – Name Name Lokalisation Start * (bp) End * (bp) 
RPCIB753J0981Q2 RP11-81J9 4q25 109950873 110105012 

RPCIB753H0642Q2 RP11-42H6 4q25 111569952 111749862 

RPCIB753D23380Q2 RP11-380D23 4q25 111798602 112000228 

RPCIB753B13313Q2 RP11-313B13 4q25 111998229 112064708 

RPCIB753A0457Q2  RP11-57A4 4q25 112214219 112371395 

RPCIB753M21265Q2    RP11-265M21 4q25 112380189 112545500 

RPCIB753N15326Q2 RP11-326N15 4q25 112453996 112642941 

RPCIB753D1818Q2 RP11-18D18 4q25 112622694 112639941 

RPCIB753E2391Q2   RP11-91E23 4q25 112736421 112882443 

RPCIB753I1879Q2      RP11-79I18 4q28.1 126075388 126253109 

RPCIB753P2011Q2 RP11-11P20 4q28.1-28.2 128874744 129034162 

RPCIB753J0994Q2 RP11-94J9 4q28.3 134472730 134624523 

RPCIB753A0160Q2    RP11-60A1 4q28.3 137581626 137761312 

RPCIB753C07733Q2 RP11-733C7 4q28.3 139503214 139664503 

RPCIB753I2489Q2 RP11-89I24 4q31.1 140215007 140355384 

RPCIB753P06435Q2 RP11-435P6 4q31.1 140311160 140502686 

RPCIB753K201062Q2 RP11-1062K20 4q31.1 140469428 140650003 

RPCIB753E17258Q2 RP11-258E17 4q31.1 140582003 140725924 

RPCIB753O0822Q2 RP11-22O8 4q31.1 141028896 141088687 



 

 - 32 - 

4.3. FISH-Untersuchungen zur Identifizierung der Deletionsbruchpunkte 

Die ausgewählten BAC-Klone wurden gemäß der in 3.2 dargestellten Art und Weise präpariert 

und auf Metaphasechromosomen des Patienten hybridisiert. Nach Detektion und 

Amplifikation der Sonden, sowie DAPI- und Propidiumiodidfärbung der Präparate konnten 

diese am Mikroskop mit Hilfe der ISIS 3 Computersoftware analysiert werden. Dazu wurden 

jeweils 50 Metaphasen sowohl auf ihre Vollständigkeit, als auch auf die korrekte Lage der 

Signale hin untersucht. Die Identifizierung der beiden Chromosomen 4 erfolgte dabei anhand 

des charakteristischen DAPI-Bandenmusters. Zeigten sich auf beiden Chromosomen 4 

spezifische Signale, so wurden die jeweiligen Regionen als „nicht deletiert“ gewertet. Ließen 

sich nur auf einem Chromosom Signale nachweisen, wurde diese Region als „deletiert“ 

angesehen, sofern in keiner der analysierten Metaphasen Signale auf dem deletierten 

Chromosom in diesem Bereich beobachtet werden konnten. Im Folgenden sind die Ergebnisse 

der molekulargenetischen Analyse der Bruchpunktregionen mittels der FISH Methode 

dargestellte. 

4.3.1. Lokalisierung des proximalen Bruchpunktes 

Wie bereits erwähnt, konnte der proximale Bruchpunkt durch zytogenetische 

Voruntersuchungen im Bereich der Bande 4q25 lokalisiert werden. Zur genaueren 

Eingrenzung standen insgesamt 9 BAC-Klone zur Verfügung. Für jeden dieser BAC-Klone 

sind im Folgenden die Ergebnisse der FISH-Analysen dargestellt. 

BAC RP11-81J9 

Die Größe des BAC-Insert beträgt ca. 154 kb. Wie in Abbildung 4.4 dargestellt, konnten 

sowohl auf dem veränderten, als auch auf dem unauffälligen Chromosom 4 spezifische 

Signale im Bereich der Bande 4q25 lokalisiert werden. Der BAC-Klon wurde daher als „nicht 

deletiert“ gewertet und liegt proximal des zentromerischen Bruchpunktes.  

 

 



 

 - 33 - 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.4:  FISH mit dem BAC RP11-81J9 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten auf 
die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fluoreszenzsignalen. 

BAC RP11-42H6 

Das Insert dieses BAC-Klons ist etwa 180 kb groß. Auf beiden Chromosomen 4 konnten 

spezifische FISH-Signale auf Bande 4q25 lokalisiert werden. Die durch den BAC-Klon 

analysierte Region liegt somit proximal des oberen Bruchpunktes und ist nicht deletiert. 

Hybridisierungsbeispiele zeigt Abbildung 4.5. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Abb. 4.5:  FISH mit dem BAC RP11-42H6 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten auf 

die Chromosom 4, mit jeweils deutlichen Fluoreszenzsignalen 
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BAC RP11-380D23   

Dieser Klon wurde bereits im Abschnitt 3.2 zum Ausschluss einer Deletion des Gens PITX2 

schematisch dargestellt. Die Insertgröße dieses Klons beträgt 202 kb. Spezifische Signale 

konnten sowohl auf dem normalen, als auch auf dem deletierten Chromosom 4 im Bereich der 

Bande 4q25 lokalisiert werden. BAC RP11-380D23 liegt somit proximal des oberen 

Bruchpunktes und wurde als nicht deletiert bewertet. Hybridisierungsbeispiele zeigt 

Abbildung 4.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.6:  FISH mit dem BAC RP11-380D23 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 

auf die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fluoreszenzsignalen. 

BAC RP11-313B13 

Abbildung 4.7 zeigt ein Hybridisierungsbeispiel einer FISH, in der auf beiden Chromosomen 

4 im Bereich der Bande 4q25 spezifische Signale identifiziert werden konnten. Der 

Insertgröße entsprechend, ist der ca. 66 kb große, durch den BAC-Klon überspannte Bereich 

nicht deletiert. 
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Abb. 4.7:  FISH mit dem BAC RP11-313B13 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 

auf die beiden Chr. 4 mit jeweils deutlichen Fluoreszenzsignalen. 

BAC RP11-57A4 

Die Größe des Insert beträgt 157 kb. Spezifische Signale zeigten sich auf beiden 

Chromosomen 4 im Bereich der Bande 4q25. Dieser BAC ist daher als „nicht-deletiert“ zu 

werten und liegt proximal des zentromerischen Bruchpunktes. Ein Hybridisierungsbeispiel an 

einer Metaphase zeigt Abbildung 4.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.8:  FISH mit dem  BAC RP11-57A4 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 
auf die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fluoreszenzsignalen. 
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BAC RP11-265M21 

Wie in Abbildung 4.9 dargestellt, konnten Signale auf beiden q-Armen der Chromosomen 4 

im Bereich der Bande 4q25 lokalisiert werden. Die Größe des Insert ist ca. 165 kb. Dieser 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.9:  FISH mit dem BAC RP11-265M21 an einer Metaphase des  Probanden. Die Pfeile deuten 

auf die beiden Chr. 4, mit jeweils deutlichen Fluoreszenzsignalen.  

BAC RP11-326N15 

Signale konnten, wie in Abbildung 4.10 dargestellt, jeweils nur auf dem unauffälligen 

Chromosom 4 im Bereich 4q25 lokalisiert werden. Es wurden keinerlei Signale auf dem 

deletierten Chromosom 4 beobachtet, so dass die der ca. 189 kb großen Insert entsprechende 

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

auf die beiden Chr. 4. Deutlich erkennbar ist, dass Fluoreszenzsignale nur auf dem 
unauffälligen Chr. 4 detektierbar sind. 

BAC RP11-18D18 

Spezifische Signale traten ausschließlich auf dem unauffälligen Chromosom 4 im Bereich der 

Bande 4q25 auf. Es wurden keinerlei Signale auf dem deletierten Chromosom 4 beobachtet. 

Die durch den Klon überspannte 17kb große Region ist somit als deletiert charakterisiert 

worden. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Ausschließlich auf dem unauffälligen Chromosom 4 im Bereich 4q25 waren 

Fluoreszenzsignale sichtbar, während auf dem deletierten Chromosom 4 keine Signale 

beobachtet werden konnten. Daraus folgt, dass der Klon 91E23 deletiert ist. Die Insertgröße 

beträgt ca. 146 kb.  Hybridisierungsbeispiele zeigt Abbildung 4.12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

Abb. 4.12: FISH mit dem BAC RP11-91E23 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten  

auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 

4.3.2.  Darstellung der proximalen Bruchpunktregion 

Bei 6 von insgesamt 9 verwendeten BAC-Klonen konnten Signale auf beiden Chromosomen 4 

nachgewiesen werden. Diese wurden daher allesamt als nicht deletiert eingestuft. Als deletiert 

hingegen konnten insgesamt 3 BAC-Klone klassifiziert werden, die in der FISH-Analyse 

ausschließlich auf dem nicht betroffenen Chromosom 4 Fluoreszenzsignale ergaben. Aufgrund 

der unter 4.3.1 beschriebenen Hybridisierungsergebnisse kann der proximale Bruchpunkt in 

der Region 4q25 auf den Sequenzbereich eingegrenzt werden, den die beiden BAC-Klone 

RP11-265M21 und RP11-326N15 abdecken. Diese überlappen sich in einem ca. 92 kb großen 

Segment. Der Bruchpunkt wird zusätzlich durch den ebenfalls deletierten BAC-Klon RP11-

18D18 weiter eingegrenzt. Dessen Lokalisation überschneidet sich teilweise mit derjenigen 

von RP11-326N15. In Tabelle 4.2 sind die FISH-Ergebnisse tabellarisch zusammengefasst. 

Zusätzlich sind in Abbildung 4.13 die Anordnung der BAC-Klone sowie der eingegrenzte, ca. 

242 kb große Bruchpunktbereich schematisch dargestellt. 
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Tab. 4.2:  Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Analysen zur Charakterisierung des 
proximalen Bruchpunktes. 

*Lokalisation anhand der Start- und Endsequenzen in Basenpaaren vom Telomer des p-Armes des Chromosom 4 

aus gezählt (http://genome.ucsc.edu) 

 

 

 

Abb. 4.13:  Schematische Darstellung der Position der zur Bruchpunktanalyse des proximalen 
Bruchpunktes ausgewählten BAC-Klone sowie der proximalen Bruchpunktregion mit den 

eingrenzenden BAC-Klonen RP11-265M21, -326N15 und -18D18. Deletierte BAC-Klone 
sind rot, nicht deletierte BAC-Klone grün dargestellt. 

Name Lokalisation Start * End * FISH-Ergebnis 
RP11-81J9 4q25 109950873 110105012 Nicht deletiert 
RP11-42H6 4q25 111569952 111749862 Nicht deletiert 
RP11-380D23 4q25 111798602 112000228 Nicht deletiert 
RP11-313B13 4q25 111998229 112064708 Nicht deletiert 
RP11-57A4 4q25 112214219 112371395 Nicht deletiert 
RP11-265M21 4q25 112380189 112545500 Nicht deletiert 
RP11-326N15 4q25 112453996 112642941 Deletiert 
RP11-18D18 4q25 112622694 112639941 Deletiert 
RP11-91E23 4q25 112736421 112882443 Deletiert 

Basenpos.      110000000                        111000000                         112000000                        113000000  

        112400000          112600000 

   81J9                                                           42H6                         265M21     
                                                                                                                  380D23              326N15  

                   57A4      91E23 

Zentromer                                                           4q25                                                                              Telomer 

           313B13             18D18   

BAC-Anordnung 

           326N15 

                   265M21           18D18     

92kb 
   

242kb 
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In Abbildung 4.14 ist des Weiteren die Lokalisation der proximalen Bruchpunktregion in 

Bezug auf den Genlocus des Gens PITX2 dargestellt. Das Gen wird in Richtung des 

Zentromers transkribiert. Der Bruchpunkt ist etwa 550 kb vom 5’ Anfang des Gens entfernt 

lokalisiert. Mit Hilfe einschlägiger Datenbanken (OMIM, UCSC Genome Browser) konnten in 

diesem Bereich bisher keine weiteren Gene identifiziert werden.     

 

Abb. 4.14: Schematische Darstellung des proximalen Bruchpunktes (mit den eingrenzenden BAC-
Klonen RP11-265M21, -326N15 und -18D18) in Bezug auf das Gen PITX2. 

4.3.3. Lokalisierung des distalen Bruchpunktes 

Zur Charakterisierung des distalen Deletionsbruchpunktes wurden insgesamt 10 BAC-Klone 

ausgewählt, welche bereits in Tabelle 4.1b aufgeführt wurden. Die durch zytogenetische 

Analyse mittels G-Banding zu erwartende Bruchpunktregion wurde im Bereich der Bande 

4q28 festgelegt. Ziel war es, entsprechend der Charakterisierung des proximalen 

Bruchpunktes, überlappende BAC-Klone zu identifizieren, die den Bereich des distalen 

Bruchpunktes tragen. Im Folgenden sind Hybridisierungsbeispiele der einzelnen BAC-Klone 

aufgeführt. 

BAC RP11-79I18 

178 kb misst das Insert dieses Klons. Bei der FISH Auswertung zeigten sich spezifische 

Signale auf dem unauffälligen Chromosom 4 in dem erwarteten Bereich der Bande 4q28, 

jedoch keine auf dem deletierten Chromosom 4. Aufgrund dieser Beobachtung ist zu folgern, 

dass der Bruchpunkt distal des durch den Klon überspannten Bereiches liegt. Ein 

Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung  4.15.  

 

               PITX2                                                                                                     265M21    18D18 

 3‘                  5‘                                                                                                      326N15 

Transkriptionsrichtung                                                                                       Bruchpunktregion 

           550 kb 

   Zentromer                                                           4q25                                                                   Telomer 
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Abb. 4.15: FISH mit dem BAC RP11-79I18 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten auf 
die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 

BAC RP11-11P20 

Signale, nach Hybridisierung des 159 kb großen BAC-Inserts, konnten jeweils nur auf dem 

unauffälligen Chromosom 4, nicht jedoch auf dem Deletierten beobachtet werden. In 

Abbildung 4.16 ist ein Hybridisierungsbeispiel dargestellt. Die analysierte Region wurde als 

deletiert gewertet. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.16:  FISH mit dem BAC RP11-11P20 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 
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BAC RP11-94J9 

Das Insert dieses BAC-Klones hat eine Größe von 152 kb. Bei der FISH-Auswertung konnten 

spezifische Signale ausschließlich auf dem unauffälligen, jedoch nicht auf dem deletierten 

Chromosom 4 identifiziert werden. Daraus ist zu schließen, dass dieser Bereich deletiert ist. 

Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.17. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.17:  FISH mit dem BAC RP11-94J9 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten auf 
 die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 

BAC RP11-60A1 

Es konnten auf dem normalen Chromosom 4 Signale lokalisiert werden, während auf dem 

deletierten Chromosom keinerlei Signale beobachtet werden konnten. Dieser Bereich, 

entsprechend des Inserts mit einer Größe von etwa 180 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 des Probanden. Die Pfeile deuten auf 
die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 

BAC RP11-733C7 

Die Insertgröße beträgt etwa 161 kb. In den ausgewerteten Metaphasen konnten jeweils auf 

dem unauffälligen, nicht jedoch auf dem deletierten Chromosom 4 auf Bande 4q28.3 

Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Daraus ist zu folgern, dass die genannte Region 

deletiert ist. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.19. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.19:  FISH mit dem BAC RP11-733C7 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 
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BAC RP11-89I24 

140 kb im Bereich der Bande 4q31.1 überspannt das Insert dieses BAC-Klons. In den 50 

ausgewerteten Metaphasen konnten Signale in dem erwarteten Bereich auf dem unauffälligen 

Chromosom 4, nicht jedoch auf dem deletierten beobachtet werden. Dieser Klon wurde somit 

als deletiert charakterisiert. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.20:  FISH mit dem BAC RP11-89I24 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten auf 

die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 

BAC RP11-435P6 

Die Größe des Inserts beträgt etwa 192 kb. Bei der FISH-Analyse zeigten sich auf dem 

unauffälligen Chromosom 4 deutliche Fluoreszenzsignale. Auf dem deletierten Chromosom 4 

wurden keinerlei Signale beobachtet. Die durch den Klon analysierte Region wurde somit als 

deletiert betrachtet. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.21. 
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Abb. 4.21:  FISH mit dem BAC RP11-435P6 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 
auf die beiden Chr. 4. Es sind nur auf dem unauffälligen Chr. 4 Signale erkennbar. 

BAC RP11-1062K20 

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

deletierten, als auch auf dem unauffälligen Chromosom 4 auf Bande 4q31.1 beobachtet 

werden. Entsprechend der Insertgröße des BAC-Klons hat die analysierte Region eine Größe 

von 181 kb. Ein Hybridisierungsbeispiel der FISH zeigt Abbildung 4.22. Den Ergebnissen 

zufolge ist die analysierte Region nicht deletiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.22:  FISH mit dem BAC RP11-1062K20 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 

auf die beiden Chr. 4. Es sind  auf beiden Chr. 4 Signale erkennbar. 
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BAC RP11-258E17 

Die Insertgröße dieses BAC-Klons beträgt 144 kb. Bei der Auswertung der Fluoreszenz-in-

Situ-Hybridisierung konnten in den Metaphasen Signale auf Bande 4q31.1 bei beiden, anhand 

der DAPI-Färbung identifizierten, Chromosomen 4 lokalisiert werden. Daraus folgt, dass diese 

Region nicht deletiert ist. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 4.23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.23:  FISH mit dem BAC RP11-258E17 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten 
auf die beiden Chr. 4. Es sind auf beiden Chr. 4 Signale erkennbar. 

BAC RP11-22O8 

Sowohl auf dem deletierten, als auch auf dem unauffälligen Chromosom 4 konnten im Bereich 

der Bande 4q31.1 Signale geortet werden. Die durch den BAC-Klon überspannte, 60 kb große 

Region, muss somit als nicht deletiert gelten. Ein Hybridisierungsbeispiel zeigt Abbildung 

4.24. 
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Abb. 4.24:  FISH mit dem BAC RP11-22O8 an einer Metaphase des Probanden. Die Pfeile deuten auf 

die beiden Chr. 4. Es sind auf beiden Chr. 4 Signale erkennbar. 

4.3.4. Darstellung der distalen Bruchpunktregion 

Bei 7 von insgesamt 10 verwendeten BAC-Klonen konnten Signale ausschließlich auf dem 

nicht betroffenen Chromosom 4 nachgewiesen werden. Diese wurden daher allesamt als 

deletiert eingestuft. Als nicht-deletiert hingegen konnten insgesamt 3 BAC-Klone klassifiziert 

werden, die in der FISH-Analyse auf beiden Chromosomen 4 Fluoreszenzsignale ergaben. In 

Tabelle 4.3 sind die FISH-Ergebnisse aus 4.3.3 tabellarisch aufgeführt. Zusätzlich sind in 

Abbildung 4.25 die Anordnung der BAC-Klone sowie der eingegrenzte Bruchpunktbereich 

schematisch dargestellt. Der distale Bruchpunkt konnte mit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-

Hybridisierung zwischen den BAC-Klonen RP11-435P6 (deletiert) und RP11-1062K20 

lokalisiert werden. Diese BAC-Klone überlappen sich in einem 33 kb großen Fragment. 

Zusätzlich wird der Bruchpunkt durch die BAC-Klone RP11-89I24 (deletiert) und RP11-

258E17 weiter eingegrenzt. Die Bruchpunktregion konnte somit auf ein 226 kb großes 

Segment im Bereich der Bande 4q31.1 eingegrenzt werden. Verglichen mit den Resultaten der 

zytogenetischen Analyse mittels G-Banding, bei der der distale Bruchpunkt im Bereich der 

Bande 4q28 vermutet wurde, liegt der Deletionsbruchpunkt somit deutlich weiter distal. 
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Tab. 4.3:  Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Analysen zur Charakterisierung des distalen 
Bruchpunktes. 

*Lokalisation anhand der Start- und Endsequenzen in Basenpaaren aufgrund der Sequenz vom Telomer des p-
Armes des Chromosom 4 aus gezählt (http://genome.ucsc.edu. 

 

 

 

Abb. 4.25: Schematische Darstellung der zur Bruchpunktanalyse des distalen Bruchpunktes 
ausgewählten BAC-Klone sowie der distalen Bruchpunktregion mit den eingrenzenden 

BAC-Klonen RP11-89I24, -435P6, -1062K20 und -258E17. Deletierte BAC-Klone sind 
rot, nicht deletierte Klone sind grün dargestellt. Die BAC-Klone RP11-79I18, -11P20, -

94J9 und -60A1 wurden aus Gründen des gewählten Maßstabes nicht dargestellt. Diese 
befinden sich allesamt zentromerisch der dargestellten Region im Bereich der 
Chromosomenbande 4q28.1q28.3. 

Name Lokalisation Start * End * FISH-Ergebnis 
RP11-79I18 4q28.1 126075388 126253109 Deletiert 
RP11-11P20 4q28.1-28.2 128874744 129034162 Deletiert 
RP11-94J9 4q28.3 134472730 134624523 Deletiert 
RP11-60A1 4q28.3 137581626 137761312 Deletiert 
RP11-733C7 4q28.3 139503214 139664503 Deletiert 
RP11-89I24 4q31.1 140215007 140355384 Deletiert 
RP11-435P6 4q31.1 140311160 140502686 Deletiert 
RP11-1062K20 4q31.1 140469428 140650003 Nicht deletiert 
RP11-258E17 4q31.1 140582003 140725924 Nicht deletiert 
RP11-22O8 4q31.1 141028896 141088687 Nicht deletiert 

Basenposition                                             140000000                                                    141000000                                                                  

                                                                                   4q31.1                                                     Telomer 

               733C7                                          89I24     435P6       258E17                  22O8    

1062K20 

BAC-Anordnung 

      140400000           140600000 

          435P6                          258E17 

    89I24                      1062K20 

33kb 

226kb 

Zentromer         4q28.3 
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4.4 Mikrosatellitenanalyse  

Im Zuge einer genaueren Eingrenzung des proximalen Bruchpunktes wurde eine 

Mikrosatellitenanalyse der DNA mittels STS Marker D4S1616 bei dem Probanden und 7 

weiteren Familienmitgliedern durchgeführt. Dieser Marker weist Allele mit einer 

Längenvarianz von 245-257 Basenpaaren auf und erschien auf Grund seiner Lokalisation bei 

112,5 Mb auf Chromosom 4q25 (http://genome.ucsc.edu) bezüglich des zuvor eingegrenzten 

Bruchpunktes besonders geeignet. Da er innerhalb der von BAC-Klon RP11-326N15 

überspannten Sequenz lokalisiert ist, könnte der Bruchpunkt anhand der Ergebnisse weiter 

eingegrenzt werden. Für den distalen Bruchpunkt konnte kein entsprechender Marker 

gefunden werden, so dass eine Mikrosatellitenanalyse entfiel. In Abbildungen 4.26 ist der 

Stammbaum der Familie mit den für eine genetische Untersuchung zur Verfügung stehenden 

Familienmitgliedern aufgeführt. 

 

Abb. 4.26: Stammbaum der Familie des Probanden mit del(4)(q25-q31.1). DNA der farbig 

markierten Individuen stand für eine Mikrosatellitenanalyse zur Verfügung.   

 

 

In Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse der in Abbildung 4.27 dargestellten Genotypisierung von 

D4S1616 tabellarisch aufgeführt.  

  14 

46,XY                                         verstorben 
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    46,XY, del(4)(q25q31.1)    14    Geschwister unterschiedlichen Geschlechtes 
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Tab. 4.4: Genotypen für D4S1616 der mittels Mikrosatelliten analysierten Familienmitgliedern des 
Probanden mit interstitieller Deletion del(4)(q25-q31.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.27: Genotypisierung von D4S1616 bei dem Probanden mit interstitieller Deletion del(4)(q25-
q31.1) und weiteren Familienmitgliedern. 

Die Analyse der Probanden-DNA (III-5) zeigt ein Fragment mit einer Größe von 250 Basen 

(Allel B). Die mütterliche DNA (II-2) weist ebenfalls ein Allel mit einer Größe von 250 Basen 

auf, sowie eines mit einer Größe von 248 Basen (Allel A). Das Allel C hat eine Größe von 252 

Basen. Die Analyse der Bandenmuster der Geschwister (III-1; III-4) lässt auf eine 

Heterozygotie des entsprechenden Locus der väterlichen DNA, ebenfalls mit den Allelen A 

und B, schließen. Die elterlichen Allele stimmen somit überein und es besteht eine nicht 

informative Allelverteilung bei den Eltern und dem Probanden. Dieser kann entweder 

homozygot oder hemizygot für das Allel B sein.  

Stammbaumnr. Karyotyp D4S1616 Genotyp 
III-5 46, XY, del(4)(q25q31.1) B - /BB 

II-2 46, XX AB 

III-1 46, XY AA 

III-4 46, XX BB 

IV-1 46, XX BB 

IV-6 46, XX BC 

IV-7 46, XY BB 



 

 - 51 - 

5.  Diskussion  

Eine der Hauptursachen für die Entstehung genetischer Krankheitsbilder und Syndrome, 

können, neben Translokationen und Inversionen, auch Deletionen unterschiedlich großer 

Chromosomenabschnitte sein. Eine Untergruppe der Deletionssyndrome bilden die so 

genannten contiguous-gene-syndromes. Wie in der Einleitung bereits dargelegt wurde, 

basieren Phänotypen derartiger Syndrome auf der Deletion mehrerer, physikalisch 

gebundener, jedoch funktionell unabhängiger Gene. Durch Genotyp-Phänotyp-Studien 

konnten für einige dieser Syndrome, zu denen beispielsweise das Wilms-Tumor-Aniridia-

Genitourinary-Anomalies-Mental-Retardation Syndrome (WARG) und das Langer-Giedion 

Syndrom zählen, einzelne Symptome unterschiedlichen Loci und Kandidatengenen zugeordnet 

werden (Kreidberg et al., 1993; Malik et al., 2002).  

Auch der hier vorgestellte Fall eines Patienten mit einer in dieser Arbeit analysierten, ca. 28 

Mb großen interstitieller Deletion des Chromosom 4 ist ein Beispiel für die Ausbildung eines 

contiguous gene syndrome. Die in Abschnitt 4.3 dargestellten Deletionsbruchpunkte konnten 

mit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung jeweils zwischen zwei sich überlappenden 

BAC-Klonen (RP11-265M21 und RP11-326N15 für den Proximalen; RP11-435P6 und RP11-

1062K20 für den Distalen) lokalisiert und auf einen Bereich von maximal 250 kb eingegrenzt 

werden. Im Zuge der vorhergegangenen zytogenetischen Untersuchungen waren die 

Bruchpunkte im Bereich der Banden 4q25 und 4q28 lokalisiert worden. Während der 

proximale Bruchpunkt im Bereich der Bande 4q25 durch die FISH bestätigt wurde, konnte der 

distale Bruchpunkt im Gegensatz zu diesen Ergebnissen erst im Bereich der Bande 4q31.1 

dargestellt werden. Im weiteren Verlauf der hier vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe einer 

durchgeführten Mikrosatellitenanalyse eine weitere Bruchpunkteingrenzung erfolgen. 

Aufgrund der vorliegenden, nicht informativen Allelverteilung konnte jedoch keine weitere 

Aussage über die Lage des Bruchpunktes getroffen werden.  

Im Zusammenhang mit der Darstellung und Analyse der Deletionsbruchpunkte ist es 

wissenswert, aus welchen Gründen es zum Verlust des genetischen Materials gekommen sein 

könnte. Eine wichtige Rolle bei derartigen Prozessen spielen so genannte Duplicons. Dabei 

handelt es sich um Chromosomenabschnitte mit über 1 kb Länge und über 90%iger 

Sequenzhomologie zu anderen Segmenten, aus denen etwa 5% des humanen Genoms 

aufgebaut sind (Bailey et al., 2002; Cheung et al., 2003). Durch Rekombination können diese 

Duplicons zu Deletionen, Inversionen oder Translokationen führen (Emanuel und Shaikh, 
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2001; Shaw und Lupski, 2004). Im Bereich der analysierten Deletionsbruchpunkte konnten 

mit Hilfe von Online-Datenbanken (UCSC Genome Browser) bisher jedoch keine Duplicons 

dargestellt werden.  

Wie bereits erwähnt ist es ein Hauptinteresse durch genotypischen und phänotypischen 

Vergleich mit bereits bekannten Fällen ähnlicher Deletionsregionen, zunächst einen klinisch 

reproduzierbaren Phänotypen zu beschreiben und anschließend einzelnen Chromosomen-

abschnitten bestimmte phänotypische Charakteristika zuzuordnen. Daraufhin können dann in 

diesen Abschnitten lokalisierte Gene identifiziert, deren Funktion aufgeklärt und mit dem 

Phänotyp in Zusammenhang gebracht werden (positional candidate approach). Aufgrund des 

Erscheinungsbildes des hier dargestellten Patienten und der Ergebnisse der zytogenetischen 

Voruntersuchungen war zunächst vermutet worden, dass einige der Dysmorphiemerkmale mit 

dem Rieger-Syndrom (Rieger, 1935) in Zusammenhang stehen. Daher sollten nicht nur die 

Bruchpunkte der Deletion charakterisiert, sondern insbesondere deren Beziehung zu dem 

Rieger-Syndrom assoziierten Gen PITX2 geklärt werden.  

5.1. Das Rieger-Syndrom 

Dieses genetisch heterogene Syndrom wurde mehrfach im Zusammenhang mit Deletionen der 

Bande 4q25 beschrieben (Ligutic et al., 1981; Vaux et al., 1992; Flomen et al., 1997; Schinzel 

et al., 1997; Becker et al., 2003). Fehlbildungen des Auges, mit Irishypoplasie und Colobom, 

vorderen Synechien, Mikrocornea mit Eintrübungen, prominenter Schwalbe-Linie, Glaukom 

und Strabismus (Axenfeld, 1920; Rieger, 1935; Shields et al., 2001) gelten als 

charakteristisch. Weitere Kardinalsymptome sind Zahnfehlbildungen, Mikro- und Hypodontie 

(Flomen et al., 1997; Wang et al., 2003), Fehlbildungen des Nabels, mit gehäuft auftretender 

verlängerter Retention des Nabelstumpfes nach der Geburt, Nabelhernien und Omphalozelen 

(Shields et al., 1985; Katz et al., 2004), sowie Kleinwuchs. Ferner wurde eine Assoziation mit 

kardiovaskulären Fehlbildungen beobachtet (Mammi et al., 1998; Cunningham et al., 1998; 

Bekir et al., 2000; Amendt et al., 2000).  

Wie in Abschnitt 1.4 erläutert wurde, wird das Syndrom durch Haploinsuffizienz des Gens 

PITX2 hervorgerufen, das für ein paired-type bicoid-related homeobox containing protein  

codiert (Gage et al., 1999). Proteine dieser Familie tragen eine Homeodomäne von 60 

Aminosäuren Länge, die über ein Helix-turn-helix-Motiv an spezifische DNA-Sequenzen 

bindet. Durch diese Wechselwirkung regulieren sie die Expression weiterer Gene während der 

Embryonalentwicklung und üben Einfluss auf verschiedene biologische Prozesse, wie 

beispielsweise die Zelltypdifferenzierung, aus (McGinnis und Krumlauf, 1992). Weitere 
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Regionen außerhalb der Homeodomäne modulieren die Spezifität der Bindung sowie die 

Aktivität der Proteine durch zusätzliche Protein-Protein-Wechselwirkungen. Ein Beispiel für 

ein Gen, dessen Expression durch PITX2 modifiziert, wird ist das PLOD-1-Gen (Hjalt et al., 

2001). Dieses codiert für eine Prokollagen-Lysyl-Hydroxylase, die eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese des Ehlers-Danlos-Syndroms (EDS) spielt (Hautala et al., 1993). Obwohl das 

Rieger-Syndrom relativ klar vom EDS zu unterscheiden ist, zeigen sie doch auffällige 

Gemeinsamkeiten bezüglich der betroffenen Gewebe, beispielsweise der glatten 

Gefäßmuskulatur der Aorta, der Cornea oder der Haut. Die genauen pathogenetischen 

Zusammenhänge sind zurzeit jedoch noch ungeklärt (Hjalt et al., 2001).  

Die eigentlichen Kardinalsymptome des Rieger-Syndrom – Augen-, Zahn- und 

Nabelfehlbildungen – konnten bei dem vorgestellten Patienten nicht, bzw. nur in sehr milder 

Form – milde Irishypoplasie, Strabismus concomitans convergens, Zahnfehlstellungen – 

diagnostiziert werden. Da allerdings auch Herzfehlbildungen und Kleinwuchs mit diesem 

Syndrom in Verbindung gebracht wurden und die Fazies des Patienten Gemeinsamkeiten mit 

derjenigen bei Rieger-Syndrom aufwies, war eine Assoziation zunächst zu untersuchen.  

Insbesondere wäre zu klären gewesen, warum es bei Deletion des gesamten Gens nicht zum 

Vollbild eines Rieger-Syndroms gekommen ist, bzw. in wie weit ein Bruch innerhalb der 

Gensequenz eine Funktionsbeeinflussung hervorgerufen hat, die zu den phänotypischen 

Veränderungen führen konnte. Auf Grund der bereits dargestellten Wirkungsweise des Gens 

bei der Expressionsregulierung verschiedener Gene in unterschiedlichen Geweben wäre ein 

deletionsbedingter Wirkungsverlust in den fehlgebildeten Organen denkbar, während andere, 

normalerweise betroffene Gewebe in ihrer Entwicklung unbeeinflusst blieben. 

Eine Deletion des betreffenden Gens konnte, wie in Abschnitt 4.2 dargestellt, durch FISH des 

BAC-Klons RP11-380D23, der den Genlocus von PITX2 überspannt, ausgeschlossen werden. 

Dieses Resultat wird zusätzlich durch die Ergebnisse der Bruchpunktcharakterisierung 

gestützt, bei der gezeigt werden konnte, dass weitere, in der Nähe lokalisierte BAC-Klone 

nicht deletiert waren und der proximale Bruchpunkt ca. 550 kb telomerisch vom 5’-Anfang 

des Gens lokalisiert ist. Anhand dieser Erkenntnisse ist zu diskutieren, aus welchen Gründen 

es dennoch zu den phänotypischen Überschneidungen mit dem Rieger-Syndrom gekommen 

sein könnte. 

Durch die wachsende Einsicht in die genomische Organisation und die unterschiedlichen 

Level der Transkriptionsregulation (Levine et al., 2003) wurden bis dahin unbekannte Wege 

aufgedeckt, die ohne direkte Schädigung der codierenden Region, zu einer gestörten 

Genfunktion führen können. So zeigte sich, dass für eine Reihe von Genen neben dem 
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Promotor viele weitere Regulatoren für eine zeitlich und örtlich korrekte Genexpression 

notwendig sind. Derartige Enhancer- oder Repressorelemente können der eigentlichen 

codierenden Sequenz sowohl vor- oder nachgeschaltet sein, als sich auch in Introns befinden 

(Kleinjan et al., 2004). Bei einigen Genen mit hochkomplexem Expressionsmuster kann sich 

diese cis-regulatorische Domäne über eine Länge über 1,1Mb erstrecken (Pop et al. 2004; 

Bien-Willner et al. 2007). Störungen dieser fein abgestimmten Regulationsmechanismen 

können zu Syndromen führen, deren phänotypisches Bild von demjenigen bei direkter 

Schädigung der codierenden Region abweicht. 

Ein Beispiel für ein derartiges Syndrom ist die Campomelische Dysplasie (CD). Dieses 

autosomal dominante Syndrom ist charakterisiert durch skelettale Malformationen mit 

gebogenen Femora und Tibiae, hypoplastischen Scapulae, 11 Rippenpaaren und 

Beckenfehlbildungen. Die Atemwege sind häufig aufgrund tracheobronchialer Knorpeldefekte 

stenosiert und die Lungen hypoplastisch, wodurch eine hohe neonatale Sterblichkeit bedingt 

ist (Mansour et al., 1995). Geschlechtsumkehr von männlichem zu weiblichem Geschlecht tritt 

in unterschiedlicher Ausprägung bei etwa 2/3 der XY-Patienten auf (Mansour et al., 1995). 

Das Syndrom basiert auf Mutationen innerhalb des SOX9-Gens auf Chromosom 17q, jedoch 

wurden bei einer Reihe von CD-Patienten mit Translokationen und Inversionen Bruchpunkte 

außerhalb der codierenden Region beschrieben. Diese Veränderungen können bis zu 1 Mb 

proximal des eigentlichen Gens lokalisiert sein. Eine Detailanalyse der genomischen Sequenz 

dieser Region ergab keinen Anhalt für ein proteincodierendes Gen, so dass die chromosomalen 

Veränderungen vermutlich zu Schäden oder Verlust in einem oder mehreren cis-

regulatorischen Elementen der Kontrollregion führen (Leipoldt et al. 2007). Der Phänotyp 

dieser Fälle ist demjenigen bei intragenischen loss of function-Mutationen generell sehr 

ähnlich, wenn auch weniger ausgeprägt.  

Auch in Zusammenhang mit dem Rieger-Syndrom wurden translokationsbedingte 

chromosomale Veränderungen beschrieben, bei denen die Bruchpunkte nicht zu direkten 

Veränderungen der Gensequenz führten, sondern dem Gen 15 kb bzw. 90 kb im 5’ Bereich 

vorgelagert waren (Flomen et al., 1998; Trembath et al., 2004). Angesichts der bereits 

dargestellten, vielfältigen Funktionen des Gens während der Embryonalentwicklung und der 

damit notwendigerweise einhergehenden, vielschichtigen zeitlich-örtlichen Expressions-

regulation erscheint eine komplexe, dem Gen vorgeschaltete regulatorische Region durchaus 

denkbar. Möglicherweise führt auch die in dieser Arbeit dargestellte Deletion zu einem 

Verlust cis-regulatorischer Elemente im 5’Bereich des Gens PITX2, die für seine kontrollierte 

Expression notwendig sind. Möglich wäre auch eine Beeinflussung der PITX2-Expression 

durch Enhancer- oder Repressorelemente anderer Gene, die aufgrund der Deletion in 
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unmittelbare Nähe von PITX2 gelangt sind. Mit Hilfe einschlägiger Datenbanken (OMIM, 

UCSC Genome Browser) konnten im unmittelbaren Bereich des distalen Bruchpunktes eine 

Reihe von Genen identifiziert werden. Aufgrund des hypomorphen Erscheinungsbildes des 

Patienten mit milder Irishypoplasie, Strabismus und Zahnfehlstellungen erscheint eine 

Beeinflussung der Expressionsregulation durch ein „fremdes“ Repressorelement 

wahrscheinlicher als durch einen Enhancer, da das klinische Bild eines Rieger-Syndroms 

zumeist durch Haploinsuffizienz von PITX2 hervorgerufen wird. Im Tiermodel konnte jedoch 

nachgewiesen werden, dass auch eine Überexpression des Gens zu Rieger-Syndrom-ähnlichen 

Fehlbildungen führen kann (Holmberg et al. 2004), so dass eventuell auch eine gesteigerte 

Expression von PITX2 zu dem klinischen Erscheinungsbild des Patienten geführt haben 

könnte.    

Eine weitere Möglichkeit wäre eine von der analysierten Deletion unabhängige, 

mutationsbedingte Gendosisreduktion. Eine Reihe unterschiedlicher Mutationen des Gens, die 

zu einem Kontinuum klinischer Symptome führen, wurden bereits beschrieben (Perveen et al., 

2000; Priston et al., 2001). Dieses reicht von einer Irishypoplasie über Iridogoniodysgenesie 

bis zum Vollbild des Rieger-Syndroms mit extraokulären Fehlbildungen, wobei eine 

Korrelation zwischen dem Schweregrad des klinischen Bildes und der verbliebenen DNA-

Bindungsfähigkeit und Transaktivierungsaktivität von PITX2 besteht (Kozlowski et al., 2000). 

Eine Mutation des Gens, deren Auswirkung primär die extraokulären Gewebe, weniger jedoch 

die Entwicklung der Augen betrifft, wurde bisher nicht beschrieben. Da im Zusammenhang 

mit dieser Arbeit keine Mutationsanalysen durchgeführt wurden, kann bisher über mögliche 

Mutationen oder Mikrodeletionen innerhalb eines der beiden Allele keine Aussage gemacht 

werden.  

Ferner wäre es möglich, dass nicht PITX2 selbst, sondern eines seiner „Zielgene“, deren 

Expression es beeinflusst, durch die Deletion betroffen ist. In diesem Fall kämen die 

phänotypischen Gemeinsamkeiten dadurch zustande, dass nicht der Expressionsregulator, 

sondern das regulierte Gen selbst betroffen ist. In denjenigen Organen, für deren Genese 

dieses Gen von Bedeutung ist, käme es so zu Entwicklungsstörungen. Die Expression nicht-

deletierter Zielgene würde jedoch uneingeschränkt funktionieren, wodurch für das Rieger-

Syndrom charakteristische Fehlbildungen – beispielsweise Nabelfehlbildungen – nicht  

aufträten. Bisher wurden jedoch keine PITX2-regulierten Gene auf Chromosom 4 lokalisiert.  

Um eine Korrelation zwischen den phänotypischen Auffälligkeiten und dem Genotyp des 

Patienten herzustellen, soll im folgenden versucht werden, durch Vergleich mit bereits 

bekannten Fällen ähnlicher Deletionslokalisation einen reproduzierbaren Phänotyp bei 

interstitieller Deletion 4q25-q31.1 zu beschreiben. Dabei soll der Versuch unternommen 
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werden, einzelnen Symptomen bestimmte Chromosomenbanden zuzuordnen und auf weitere 

Kandidatengene aufmerksam zu machen.  

5.2. Der mit einer Deletion 4q25-q31.1 assoziierte Phänotyp 

Die Beschreibung der Zusammenhänge zwischen genotypischen Veränderungen und 

phänotypischen Erscheinungsbildern bei Patienten mit Dysmorphiesyndromen ist der erste 

Schritt, um genetische Mechanismen aufzuklären, die für die Symptome verantwortlich sind 

und bildet die Basis für das klinische Management des Patienten (Zhang et al., 2005). Der 

Versuch, einen klinisch reproduzierbaren Phänotyp bei Deletionen unterschiedlicher 

Chromosomen zu beschreiben, wurde bereits mehrfach unternommen. Gelungen ist dies 

beispielsweise für Deletionen des kurzen Armes von Chromosom 5, was zur Ausprägung des 

Cri du Chat-Syndroms (Lejeune et al., 1963) führt. Dieses Syndrom ist charakterisiert durch 

Mikrozephalus, ein rundes Gesicht, Hypertelorismus, Mikrognathie, tief sitzende Ohren, 

muskuläre Hypotonie und schwere psychomotorische Retardierung. Des Weiteren geht es mit 

einem hohen, katzenartigen Schrei bei Neugeborenen einher, worin der Name des Syndroms 

begründet ist. Es basiert auf Deletion von Teilen des Chromosom 5p, wobei einzelnen 

Symptomen unterschiedliche Bereiche des Chromosoms bzw. verschiedene Gene zugeordnet 

werden konnten (Mainardi et al., 2001; Wu et al., 2005; Zhang et al., 2005). Beispielsweise 

wurde die Region 5p15.2 mit Mikrozephalie und mentaler Retardierung in Zusammenhang 

gebracht. In diesem Bereich wurde das Semaphorin-F-Gen kloniert (SEMAF), das bei Mäusen 

eine wichtige Rolle bei der Axonaussprossung und -orientierung während der kortikalen 

Entwicklung spielt (Simmons et al., 1998). Ein weiteres Kandidatengen dieser Region ist das 

δ-Catenin-Gen (CTNND2). Dieses codiert für ein neuronenspezifisches Protein, das für die 

Zellmigration von Bedeutung ist und ebenfalls mit mentaler Retardierung bei den Patienten in 

Verbindung gebracht wird (Medina et al., 2000).   

Auch für Deletionen des langen Armes von Chromosom 4 wurde im Rahmen einer Zuordnung 

von typischen Symptomen zu bestimmten chromosomalen Abschnitten in der Literatur von 

einigen Autoren eine Einteilung in proximal-interstitielle-, distal-interstitielle- und terminale 

Deletionen vorgeschlagen (Kulharya et al., 1995; Nowaczyk et al., 1997).  

So gehen beispielsweise Deletionen der Banden 4q31-qter, verschiedentlich als so genanntes  

4q-terminal-deletion-syndrome bezeichnet (Lin et al., 1988; Robertson et al., 1998; Keeling et 

al., 2001; Giuffrè et al., 2004), mit charakteristischen Gesichtsdysmorphien mit 

Hypertelorismus, Epikanthus, antimongoloider Lidachse, breiter Nasenwurzel mit kleiner 

Nase und nach vorn gerichteten Nasenlöchern, schmaler Oberlippe und Mikrognathie sowie 
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Cheilognathopalatoschisis und Pierre Robin Sequenz einher. Kongenitale Herzfehler, 

postnatale Wachstumsretardierung und Entwicklungsverzögerung mit mentaler Retardierung 

wurden ebenfalls häufig beobachtet. Des weiteren treten typischerweise Fehlbildungen an 

Händen und Füßen auf, insbesondere eine Klinodaktylie des 5. Fingers, dessen Nagel auf eine 

eigentümliche Weise hakenförmig gebogen ist (Robertson et al., 1998; Zackai et al., 1999; 

Keeling et al., 2001; Guiffrè et al., 2004), sowie eine Aplasie der Ulna (Tomkins et al., 1982; 

Menko et al., 1992; Keeling et al., 2001). Zwar wurden Deletionen distal der Bande 4q31 mit 

dem Auftreten dieses Phänotyp in Zusammenhang gebracht (Lin et al., 1988; Sarda et al., 

1992), jedoch gelang es bisher nicht, geeignete Kandidatengene zu identifizieren (Robertson et 

al., 1998; Guiffrè et al., 2004). 

Demgegenüber gehen Deletionen proximal der Bande 4q25 gehäuft mit einem Makrozephalus 

einher, der auf einen zerebralen Überwuchs und konsekutiver Enzephalomegalie 

zurückgeführt wird. Neben der charakteristischen Kopfform wurden des Weiteren gehäuft 

kleine Hände und Füße, kurze Extremitäten, Entwicklungsverzögerung, mentale Retardierung 

und ausgeprägte Hypotonie beobachtet. Der Bereich 4q21q22 wurde als kritische Region mit 

dem Syndrom in Verbindung gebracht (Nowaczyk et al., 1997), jedoch gelang auch hier 

bisher keine genauere Eingrenzung eines verantwortlichen Gens.   

Bei interstitiellen Deletionen der Region 4q25-q31 gelang es bisher nicht, einen spezifischen 

Phänotyp zu beschreiben (Raczenbek et al., 1991; Kulharya et al., 1995). Insgesamt sind 

interstitielle Deletionen dieser Region äußerst rar (bisher 12 Fälle), so dass es schwierig ist, 

statistisch fundierte Aussagen über ein phänotypisches Bild zu machen. Trotzdem soll 

versucht werden, auf einige wichtige Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinzuweisen. Der 

hier vorgestellte Patient ist dabei der Erste, bei dem eine Deletion der gesamten Region 

vorliegt, so dass er als „Prototyp“ eines „4q-distal-interstitial-deletion-syndrome“ gelten kann. 

Zur besseren Übersicht wurden in Tabelle 5.1 die phänotypischen Auffälligkeiten der bisher 

beschriebenen Patienten mit interstitiellen Deletionen der Banden 4q25-q31.1 aufgelistet. In 8 

Fällen handelte es sich um Deletion der Banden 4q25q27 (Kulharya et al., 1995)3, (Ligutic et 

al., 1997)4, (Vaux et al., 1992)5, (Schinzel et al., 1997)6, (Becker et al., 2003)7, (Chudley et 

al., 1988)8, (Raczenbek et al., 1991)9,. Des Weiteren handelte es sich um Deletionen der 

Banden 4q25q26 (Fryns et al., 1992)1, 4q26 (Motegi et al., 1988)2, 4q27q31.3 (Mitchell et al., 

1981)10 und 4q28q31.3 (Copelli et al., 1995)11. In  der  Tabelle  wurden die in den genannten 

Arbeiten beschriebenen Symptome mit “+“ als vorhanden gekennzeichnet, nicht genannte 

Auffälligkeiten durch ein “leeres” Feld dargestellt. Eine Schwierigkeit bei phänotypischen 

Vergleichen ergibt sich durch die teils sehr unterschiedliche Genauigkeit und 

Schwerpunktlage der klinischen Beschreibung in den Veröffentlichungen, insbesondere bei 
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der Beschreibung nicht messbarer Veränderungen, beispielsweise der Gesichtsdysmorphien. 

So ist es teilweise nur schwer einschätzbar, in wie weit sich die Phänotypen der Patienten 

wirklich ähneln. Wie wichtig eine detaillierte Beschreibung einer Fazies sein kann, zeigt das 

Beispiel des Williams-Beuren-Syndroms. Dieses geht mit einem so genannten „Elfengesicht“ 

einher (White et al., 1977; Grimm und Wesselhoeft, 1980), wodurch die klinische Diagnose 

vereinfacht werden kann.  

Gehäuft wurden bei den Patienten mit interstitieller Deletion 4q25-q31 mentale Retardierung 

(10/12), Fehlbildungen der Hände und Füße (9/12), Kleinwuchs (8/12) und Herzfehlbildungen 

(5/12) beobachtet. Zumeist handelte es sich dabei um Vorhof- oder Ventrikelseptumdefekte. 

Auffallend ist, dass diese nur bei Deletion der Banden 4q25-q27 beschrieben wurden 

[Proband, 6,7,8,9], so dass diskutiert werden muss, welche Gene in diesem Bereich eine Rolle 

bei der Kardiogenese spielen könnten. Wie bereits erwähnt, wäre das Gen PITX2 ein 

möglicher Kandidat, da im Tiermodel seine Rolle bei der Herzentwicklung nachgewiesen 

wurde. Allerdings traten nur bei zwei der fünf Patienten mit Rieger-Syndrom [6,7] 

Herzfehlbildungen auf. Eine mögliche Ursache dafür könnte eine variable Expressivität des 

verantwortlichen Gens sein, eine andere Möglichkeit, die ebenfalls im Tiermodel 

nachgewiesene Gendosisabhängigkeit der Herzentwicklung (Gage et al., 1999). So könnte bei 

einigen Patienten die verbliebene Gendosis gerade noch für eine ungehinderte 

Herzentwicklung ausreichen, während sie bei anderen nicht mehr genügt. Die dafür 

verantwortlichen Ursachen sind bisher noch nicht geklärt. Unabhängig davon kann PITX2 

jedoch nicht das einzige für die Herzentwicklung relevante Gen dieser Region sein, da auch 

bei 3 Patienten ohne Rieger-Syndrom [Proband,8,9] Herzfehlbildungen nachgewiesen wurden. 

Unklar bleibt außerdem, warum bei einigen Patienten Herzfehlbildungen auftreten, bei 

anderen mit der gleichen Deletion jedoch nicht. Auf mögliche Erklärungen soll im weiteren 

Verlauf der Diskussion noch eingegangen werden.  

Bei den Fehlbildungen der Hände und Füße handelte es sich zumeist um eine Klinodaktylie 

oder Kamptodaktylie, also eine Fehlstellung eines oder mehrerer Fingerglieder. Die bei dem 

hier vorgestellten Patienten aufgetretene Beugekontraktur der Daumen wurde zuvor noch nie 

beschrieben. Auch die auffallend trockene und hyperkeratotische Haut palmar und plantar 

wurde zuvor nur von Kulharya et al. (1995) [3] beobachtet.  
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Tabelle 5.1: Phänotypische Auffälligkeiten von Patienten mit del (4)(q25q31.1) 

Referenz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 P 10 11 
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Diagnostik G; 
R 

G; 
R G 

G; 
R 

G; 
R 

G; 
Fi; 
Mi 

G; 
Fi; 
C G G 

G; 
Fi G  R 

             
Geschlecht F F F F F M F F F M F F 
             
ZNS             
Geistige Retardierung/Psychom. + + + +  + + +  + + + 
Krämpfe    + +  +  +    
Muskuläre Hypotonie   + +   + + +    
Auge             
Rieger Anomalie +   + + + +      
Gesicht             
Mikrozephalus   +   + +    + + 
Antimongoloide Lidachse   +   +    + + + 
Hypertelorismus   + +      + +  
Epikanthus  + +       + + + 
Ptosis   +       + + + 
tief sitzende, hypopl. Ohren  +  + + + + + + + + + 
Breite Nasenwurzel  + + +     +    
Oral             
Hoher/schmaler Gaumen   + +  +  +  +  + 
Spaltbildung    +   + + +    
Mikrognathie  +  +   + + + + + + 
Kurzes Philtrum          +   
Schmale Oberlippe + +  +    +  +   
Zahnfehlstellungen   + +  +    + + + 
Viszeral             
Herzfehlbildungen      +o,m +r,l + + +o,k   
Gastrointestinale Fehlbildungen     +    +    
Nierenfehlbildungen  +l +       +i   
Umbilicalhernie/Omphalozele     + + +      
Skelett/Haut             
Finger/Zehenanomalien  +c +d  +a  +e +d +d +f,g +a,g +a,c 
Hypoplastische Nägel          + + + 
Dünnes, schütteres Haar   +   +    +  + 
hypopl. Brustwarzen   +         + 
Kleinwuchs  + +   + + +  + + + 

 
a – Klinodaktylie des 5. Fingers; b – Überlappende Finger/Zehen; c – Syndactylie 2./3 Finger; d – Kamptodaktylie; e – 
abnorme Zehenposition; f – Beugekontraktur der Daumen; g – Vier-Finger-Furche; h – Polydaktylie i – Beckenniere; j – 
Aminoacidurie; k – Aortenklappenstenose; l – persitierender Ductus arteriosus; m – Wolf       Parkinson-White-Syndrom; n – 
Tricuspidalatresie; o – Ventrikelseptumdefekt; r – Vorhofseptumdefekt; C – CGH; G – G-Banding; Fi – FISH; Mi – 
Mikrosatelliten; P – Proband; R – R-Banding 
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Hinsichtlich der mentalen Retardierung scheint eine große Varianz zu bestehen. Bei Patienten 

mit sehr ähnlicher Deletionsregion sind teils sehr unterschiedliche Grade der mentalen 

Retardierung beschrieben worden. Beispielsweise berichteten Chudley et al. (1988) [6] bei 

einem Patienten mit Deletion 4q25-q27 von einer Aphasie und schweren Retardierung, 

während Kulharya et al. (1995) [9] bei einer Patientin nur milde Lern- und 

Verhaltensstörungen beschrieben hat. Auch der hier vorgestellte Patient weist trotz erheblich 

größerer Deletion, nur relativ milde mentale Defizite auf.  

Die Fazies der Patienten weist gehäuft tief sitzenden, hypoplastische Ohren (10/12) und eine 

Mikrognathie (8/12) auf, häufig assoziiert mit einer schmalen Oberlippe (5/12) und einer 

hervorstehenden Unterlippe. Bei dem hier vorgestellten Patienten erschien zusätzlich das Kinn 

hypoplastisch. In Kontrast dazu beschrieb Kulharya et al. (1995) eine Patientin mit insgesamt 

schmalem Mund und sehr schmaler Unterlippe. Des weiteren wurde ein hoher, schmaler 

Gaumen (6/12), teils mit Spaltbildung (4/12) assoziiert, von verschiedenen Autoren 

beschrieben. Weitere Auffälligkeiten, Hypertelorismus (4/12), Epikanthus (5/12), 

antimongoloide Lidstellung (5/12) und eine breite Nasenwurzel (4/12) traten weniger konstant 

auf. Erwähnenswert ist, dass bei 4 Patienten [Proband, 9,10,11] eine deutliche Ptosis 

diagnostiziert wurde. Die damit assoziierten Deletionen überschneiden sich nur in Bande 4q27 

[Proband,9,10], bzw. erstreckt sich die von Copelli et al. (1995) [11] beschriebene Deletion 

von Bande 4q28-q31.3. Da die Bruchpunktanalyse, abgesehen von dem hier vorgestellten Fall, 

mit Hilfe von Banding-Methoden erfolgte und somit nur eine Genauigkeit von ca. 2-5 Mb 

aufweist (Uhrig et al., 1999), ist es durchaus möglich, dass sich die deletierten Regionen im 

Bereich der Bande 4q27q28 überschneiden.  

Um Hinweise für eventuelle Gendosiseffekte zu erhalten ist es im Zuge der klinischen 

Beschreibung des Phänotyps bei Deletion 4q25-q31.1 von Interesse, diesen mit demjenigen 

bei Duplikation des gleichen Chromosomenabschnitts im Sinne eines „Typ-Antityp-

Vergleiches“ gegenüberzustellen. Idealerweise stünde dabei der Phänotyp bei 

deletionsbedingten Dysmorphien, aufgrund der unterschiedlichen Kopienanzahl von Genen in 

dem betroffenen Segment, im kompletten Gegensatz zu demjenigen bei Duplikation des 

gleichen Chromosomenabschnitts.  

Duplikationen unterschiedlicher Abschnitte von Chromosom 4q wurden in der Literatur 

bereits über 60-mal beschrieben (Celle et al., 2000), wobei es sich nur in 17 der beschriebenen 

Fälle um reine Duplikationen handelte. Gleichsam wie bei interstitiellen Deletionen von 

Chromosom 4q ließ sich auch dabei bisher kein charakteristischer Phänotyp beschreiben 

(Rinaldi et al., 2003). In insgesamt 9 dieser Fälle stimmte die Duplikation zumindest teilweise 

mit der in dieser Arbeit beschriebenen Deletion überein. Häufig beobachtete Dysmorphien 
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sind Kleinwuchs, psychomotorische Retardierung unterschiedlicher Ausprägung, 

Fehlbildungen der Hände und Füße mit hypoplastischen Zehennägeln, Clinodactylie und 

Hypoplasie des Daumens, sowie ein Mikrozephalus. Die Fazies weist gehäuft einen 

Hypertelorismus, Epikanthus, antimongoloide Lidstellung und Ptosis sowie eine breite 

Nasenwurzel, tief sitzende, große und fehlgebildete Ohren, und Mikroretrognathie auf (Celle 

et al., 2000; Rinaldi et al., 2003; Lin et al., 2004). Des Weiteren wurden Herzfehlbildungen 

beobachtet, die mit einer Duplikation der Banden 4q26-q27 in Verbindung gebracht wurden 

(Rinaldi et al., 2003).  

Bei der direkten Gegenüberstellung der Phänotypen fällt demnach auf, dass sie sich 

weitestgehend ähneln. Auch die Assoziation der Herzfehlbildung mit strukturellen 

Veränderungen der Chromosomenbanden 4q26-q27 tritt sowohl bei Deletionen, als auch bei 

Duplikationen auf. Anhand der bisherigen Falldarstellungen in der Literatur ergibt sich 

demnach kein Hinweis für die Abhängigkeit der phänotypischen Ausprägung von der 

Kopienanzahl betroffener dosissensitiver Gene in bestimmten Regionen von Chromosom 

4q25-q31.1. Wie schwierig es jedoch sein kann, die Gendosisabhängigkeit phänotypischer 

Auffälligkeiten korrekt zu deuten, zeigt das Beispiel zweier Erkrankungen, die auf einer 

Duplikation bzw. Deletionen desselben Gens beruhen. Die Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie 

(CMT1A) basiert auf einer Duplikation des Gens PMP22 auf Chromosom 17p12, während die 

Hereditäre Neuropathie mit Neigung zu Drucklähmungen (HNPP) mit einer Deletion des Gens 

assoziiert ist (Inoue et al., 2001; Boerkoel et al., 2002). Zwar handelt es sich bei diesen 

Krankheiten um neurologisch eindeutig abgrenzbare Erkrankungen, doch verdeutlicht dieses 

Beispiel die Relevanz einer ausführlichen klinischen Beschreibung, um sie mit eventuellen 

Gendosiseffekten in Verbindung bringen zu können. Eine größere Anzahl detaillierter 

Phänotyp-Genotypdarstellungen ist daher notwendig, um klarer zwischen dem klinischen 

Erscheinungsbild bei Deletionen und Duplikationen von Chromosom 4q zu differenzieren.  

Insgesamt wird jedoch deutlich, dass die meisten Symptome bei Patienten mit strukturellen 

Veränderungen von Chromosom 4q25q31.1 nicht konstant auftreten und sich bisher nur 

eingeschränkt einer bestimmten Chromosomenregion zuordnen lassen. Auffällig ist auch, dass 

es bei identischen Deletionen teilweise zu sehr unterschiedlichen Ausprägungen der 

Symptome kommen kann. Diskutiert werden muss daher, welche Gründe es für eine derartige 

Varianz der Phänotypen geben könnte.  

Eine denkbare methodisch bedingte Ursache wurde bereits erwähnt. Bei Deletionsanalysen mit 

Hilfe eines Bandingverfahrens können die eigentlichen Bruchpunkte nur relativ grob 

eingegrenzt werden, da das Auflösungsvermögen der für die Chromosomenuntersuchung in 

der Routine gebräuchlichen GTG-Techniken (G-bands by trypsin using Giemsa) zwischen 5-
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10 Mb (Shaffer, 1997), das der später eingeführten hochauflösenden High-Resolution-Technik 

zwischen 2-5 Mb (Uhrig et al., 1999) liegt. Wie aus Tabelle 4.1 ersichtlich, wurde in 9 von 12 

Fällen ein solches Verfahren gewählt [1,2,3,6,7,8,9,10,11]. Daher ist es durchaus möglich, 

dass sich die tatsächliche Deletionsgröße und somit die Anzahl der betroffenen Gene bei 

zytogenetisch identisch erscheinenden Deletionen in Wahrheit deutlich unterscheidet. In 

verschiedenen Arbeiten wurde bereits auf die Bedeutung molekularer Analysetechniken für 

die Deletionsanalyse hingewiesen (Kulharya et al., 1995; Becker et al., 2003). Möglicherweise 

können zukünftige Falldarstellungen, deren Bruchpunkte wie in der vorliegenden Arbeit 

mittels modernerer Analyseverfahren – z.B. FISH, oder Mikrosatellitenanalyse – eingegrenzt 

werden, diese Unklarheiten beseitigen. 

Neben dieser methodischen Ursache muss auch eine deletionsbedingte Beeinflussung 

epigenetischer Phänomene, z.B. der so genannten „Prägung“ (Imprinting) von Genen, 

diskutiert werden. Als „Prägung“ wird die Markierung eines Genes auf der Grundlage seines 

parentalen Ursprungs verstanden, wodurch es zu einer monoallelischen Expression kommt. 

Die Mechanismen der Prägung sind sehr komplex und bis heute nicht vollständig verstanden. 

Jedoch scheint gesichert, dass die „Prägung“ eines Genes unter anderem in einer 

elternspezifischen Methylierung CpG-reicher Domänen während der Gametogenese besteht 

(Constancia et al., 1998). 

Die geprägte, d.h. allelspezifische Expression von Genen, wurde erstmals 1991 für den den 

Wachstumsfaktor Igf2 (insulin-like-growth-factor 2) und seinen Rezeptor Igf2r, sowie für das 

H19-Gen bei der Maus nachgewiesen (DeChiara et al., 1991; Barlow, 1991; Bartolomei et al., 

1991). Mittlerweile wurden auch eine Reihe humangenetischer Erkrankungen mit 

Prägungseffekten in Verbindung gebracht. Zwei unterschiedliche genetische Erkrankungen, 

die mit einer genomischen Prägung auf Chromosom 15q11-q13 assoziiert sind, sind das 

Prader-Willi-Syndrom (PWS) und das Angelman-Syndrom (AS). Kardinalsymptome des PWS 

sind Hypotonie, Hyperphagie und Adipositas, Hypogonadismus und Entwicklungs-

verzögerung (Holm et al., 1993). Patienten mit AS zeigen hingegen häufig Ataxie, 

Schlafstörungen, Krämpfe und Hyperaktivität sowie ein fröhliches Gemüt mit plötzlichen 

Lachanfällen (Williams et al., 1995). Veränderungen des maternal-exprimierten Gens UBE3A, 

durch Deletionen oder Mutationen, wurden mit dem Auftreten eines AS in Verbindung 

gebracht (Matsuura et al., 1997). Bei PWS-Patienten scheint hingegen das SNRPN-Gen eine 

entscheidende Rolle zu spielen. Veränderungen des Methylierungsmusters der Promotorregion 

dieses Gens verhindern die Expression seines paternalen Allels, wodurch es zur Abschaltung 

weiterer paternaler Gene desselben Clusters kommt (Sutcliffe et al., 1994; Buiting et al., 

1995).   
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Insgesamt wird die Zahl der geprägten Gene im menschlichen Genom auf etwa 200 geschätzt 

(Barlow, 1995), von denen zur Zeit nur etwa 80 bekannt sind (Datenbank geneimprint.com, 

2006). Bisher konnte keine Prägungsphänomene auf Chromosom 4 nachgewiesen werden. Es 

bleibt daher abzuwarten, ob auch auf diesem Chromosom epigenetische Phänomene eine Rolle 

spielen, wodurch die Ausprägung eines Phänotyps beeinflusst werden könnte.  

Im Zuge der Suche nach Ursachen für interindividuelle phänotypische Varianz wird zusehends 

deutlich, dass durch chromosomale Strukturveränderungen primär betroffene Gene häufig in 

hochkomplexe Systeme eingebettet sind, in denen genetische Polymorphismen und 

Umwelteinflüsse eine wichtige Rolle spielen (Dipple et al., 2000). Beispielsweise wurde eine 

Reihe von Genen beschrieben, die in der Pathogenese atrioventrikulärer Septumdefekte 

(AVSD) eine wichtige Rolle spielen. Mutationen im CRELD2-, GATA4- oder BMP-4-Gen 

sind mit Herzfehlbildungen assoziiert, jedoch scheinen Mutationen dieser Gene allein weder 

nötig, noch ausreichend zu sein um AVSD hervorzurufen (Maslen, 2004). Vielmehr wird 

mittlerweile vermutet, dass diese Mutationen nur einzelne Bausteine in dem komplexen 

System der Herzfehlbildungen darstellen. Möglicherweise ist demnach bei den beschriebenen 

Patienten mit kardialen Fehlbildungen die diagnostizierte Deletion nur ein weiterer Baustein in 

diesem komplexen System, während bei nicht betroffenen Patienten zusätzliche Faktoren 

fehlen. Weitere Untersuchungen und Identifizierung von Kandidatengenen werden notwendig 

sein um diese Prozesse zu verstehen.  

5.3. Kandidatengene 

Unabhängig von einer eventuellen Assoziation zwischen dem Phänotyp des Patienten und 

einer Funktionsänderung des Gens PITX2, bleibt die Frage nach weiteren möglichen 

Kandidatengenen. Mit Hilfe einschlägiger Datenbanken (OMIM, UCSC Genome Browser) ist 

es möglich, Chromosomen auf dort lokalisierte Gene und deren physiologische Bedeutung hin 

zu untersuchen. Die Ergebnisse der Analyse der hier dargestellten deletierten Region sind in 

Tabelle 5.2 aufgelistet. So weit bekannt, wurden mit den Genen assoziierte Syndrome 

ebenfalls erfasst. In den meisten Fällen ist jedoch über die Funktion der Genprodukte in 

übergeordneten physiologischen Prozessen nur sehr wenig bekannt, so dass es kaum möglich 

ist, eine Verbindung zu phänotypischen Ausprägungen zu erstellen.  
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Tabelle 5.2: Liste der in der deletierten Region lokalisierten Gene.  

Symbol Omim Name Syndrom Position 

PRSS12 606709 Neurotrypsin (Serinprotease) 
Mentale retard., 

autosomal rezessiv 
4q25-27 

ANK2 106410 Ankyrin-2 
Long-QT-

syndrome-4 
4q25-27 

DAPPI 605768 Dual adaptor of phosphotyrosine  4q25-27 

FGF2 134920 Fibroblast growth factor 2  4q25-27 

GENEX 607406 Genethonin 1  4q25-34 

ARSJ 610010 Arylsulfatase J  4q26 

CGT 601291 Cerebroside synthase  4q26 

PDE5A 603310 Phosphodiesterase 5A  4q26 

PGRMC2 607735 Progesterone receptor membrane comp. 2  4q26 

IL 2 147680 Interleukin-2 
Severe combined 

immunodeficiency 
4q26-27 

IL21 605384 Interleukin-21  4q26-27 

ANXA 131230 Annexin A5  4q26-28 

BBS 7 607590 BBS7-Gen 
Bardet-Biedel 

Syndrom 
4q27 

CCNA 123835 Cyclin A  4q27 

MAD2L1 601467 Mitotic arrest deficient-like 1  4q27 

PET112L 603645 Pet112 S.cerevisiae homolog-like  4q27-28 

PLK4 605031 Polo-like kinase 4  4q27-28 

DFNA52 607683 Deafness, autosomal dominant 52 
Taubheit, aut. 

dominant 
4q28 

FGA 134820 Fibrinogen, alpha polypeptid Dysfibrinogenämie 4q27 

FGB 134820 Fibrinogen, beta polypeptid 
Afibrinogenämie, 

congenital 
4q27 

FGG 134850 Fibrinogen, gamma polypeptide Dysfibrinogenämie 4q27 

MADH1 601595 Mothers against decapentaplegic  4q27-28 

FABP2 134640 Fatty acid-binding protein, intestinal  4q28-31 

GYPB 111740 Glycophorin B Blutgruppe, Ss 4q28-31 
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GYPE 138590 Glycophorin E  4q28-31 

HCL2 266300 Haarfarbe 2, rot Haarfarbe rot 4q28-31 

MGST2 601733 Microsomal glutathione S-transferase 2  4q28-31 

SF 111800 Stoltzfus Blutgruppe 
Blutgruppe, 

Stoltzfus-System 
4q28-31 

HHIP 606178 Hedgehog-interacting protein  4q28-32 

GYPA 111300 Glycophorin A Blutgruppe, MN 4q28.1 

NDUFC1 603844 NADH-ubiquinone-oxidoreductase  
4q28.2-

31.1 

MAML3  608991 Mastermind-like 3  4q28.3 

PCDH10 608286 Protocadherin 10  4q28.3 

ABCE1 601213 Ribonuclease L Inhibitor  4q31.1 

DFNB26 605428 Deafness, autosomal recessive 26 
Taubheit, aut. 

rezessiv 
4q31.1 

Ein interessanter Kandidat könnte das Neurotrypsin-Gen (PRSS-12) sein, das im Bereich der 

Bande 4q26 lokalisiert wurde (OMIM 606709). Neurotrypsin ist eine neuronale Serinprotease, 

die hauptsächlich im zerebralen Kortex, dem Hippocampus und den Corpora amygdaloideae 

exprimiert wird (Gschwend et al., 1997). Während der ZNS-Entwicklung haben 

Serinproteasen eine wichtige Funktion bei der Zellmigration, Axonaussprossung und 

Synaptogenese. Bei Erwachsenen spielen sie eine Schlüsselrolle bei der 

Neuropeptidverarbeitung, Regulation des Neuronenüberlebens und der Strukturplastizität bei 

Lern- und Gedächtnisprozessen (Wolfer et al., 2001). Im Zusammenhang mit autosomal 

rezessiv vererbter mentaler Retardierung wurde eine 4 bp große Deletion in Exon 7 des Gens 

beschrieben, wodurch es zu einem verkürzten Protein unter Verlust des katalytischen 

Zentrums kommt (Molinari et al., 2003).  

Möglichweise spielt dieses Protein auch bei interstitiellen Deletionen der Bande 4q26 eine 

Rolle. Wie bereits erwähnt, zeigen Patienten mit Deletionen dieser Region eine große Varianz 

in der Ausprägung der mentalen Retardierung. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die 

Deletion eines Allels von PRSS12 einen modulierenden Effekt auf die Ausbildung einer 

mentalen Retardierung hat, ähnlich wie dies zuvor für verschiedene Gendefekte im 

Zusammenhang mit atrioventrikularen Septumdefekten dargelegt wurde. Die sorgfältige 

Beschreibung von Phänotypen, zusammen mit Mutationsanalysen und Tiermodellen werden 

möglicherweise das Verständnis dahingehend erweitern.   
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5.4. Ausblick 

Um eine Assoziation zwischen dem dargestellten Phänotyp des Patienten und dem Gen PITX2 

nachzuweisen, erscheinen unter anderem Expressionsanalysen sinnvoll, um den Einfluss der 

Deletion auf die Expression des Gens besser beurteilen zu können. PITX2 wird in der 

Hypophyse, der Plazenta, in Herzmuskelzellen, der Appendix sowie der Zunge vermehrt 

exprimiert (UCSC Genome Browser). Eine Expressionsanalyse an Zellen dieser Gewebe wäre 

daher wünschenswert, um möglichst aussagekräftige Daten zu erheben. Die Gewinnung einer 

Gewebeprobe eines dieser Organe birgt jedoch die Risiken eines invasiven Eingriffes und 

erscheint nur im Bereich der Zunge vertretbar.  

Des Weiteren sollte das ca. 550 kb große Segment zwischen dem proximalen Bruchpunkt und 

dem Gen eingehender analysiert werden. Insbesondere sollte eine genauere Suche nach 

eventuell vorhandenen cis-regulatorischen Elementen im 5’ Bereich des Gens erfolgen und 

anschließend deren Funktion geklärt werden. Um in diesem Zusammenhang die Auswirkung 

der Deletion auf die Expressionsregulation besser beurteilen zu können wäre es sinnvoll, die 

Deletionsbruchpunkte weiter einzugrenzen. Dazu könnten zunächst die den Bruchpunkt 

eingrenzenden BAC-Klone restriktionsenzymatisch in Subfragmente gespalten und mit Hilfe 

der Long-range-PCR kloniert werden. Diese Fragmente könnten anschließend als FISH-

Sonden verwendet und deren Lage zum Bruchpunkt evaluiert werden, so dass letztendlich die 

Sequenzierung eines solchen Fragmentes zur molekularen Charakterisierung des 

Bruchpunktes führen sollte. Dabei könnten möglicherweise auch Hinweise auf eventuelle 

Ursachen, die zu der Deletion führten, in der genomischen Architektur gefunden werden.  
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6.  Zusammenfassung 

Ziel dieser Arbeit war es bei einem Patienten mit unklarem Dysmorphiesyndrom die 

zytogenetisch bereits dargestellte Deletion des Chromosom 4q25-q28 mittels Fluoreszenz-in-

Situ-Hybridisierung und Mikrosatellitenanalyse weiter einzugrenzen und zu analysieren. 

Insbesondere sollte dabei auf eine, auf Grund phänotypischer Überschneidungen vermutete 

Assoziation mit dem Rieger-Syndrom eingegangen werden.  

Zum Ausschluss einer Deletion des mit dem Rieger-Syndrom assoziierten Gens PITX2 wurde 

zunächst der BAC-Klon PR11-380D23 ausgewählt, der den Genlocus des Gens überspannt. 

Mit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) an Metaphasechromosomen des 

Patienten konnte so nachgewiesen werden, dass die dem ca. 202 kb großen Insert 

entsprechende genomische Sequenz nicht deletiert ist. Anschließend wurden die beiden 

Bruchpunkte der Deletion mit Hilfe der FISH genau lokalisiert. Diese konnten jeweils der 

Region zweier sich überlappender BAC-Klone (RP11-265M21 und RP11-326N15 für den 

Proximalen; RP11-435P6 und RP11-1062K20 für den Distalen) zugeordnet werden, so dass 

sich die Bruchpunktregionen jeweils auf einen Bereich von ca. 250 kb eingrenzen ließen. Der 

Versuch einer weiteren Eingrenzung mittels Mikrosatellitenanalyse war nicht aussagekräftig, 

da eine nicht informative Allelverteilung vorlag. Die Deletion erstreckt sich somit nicht, wie 

zytogenetisch dargestellt, von Bande 4q25-q28, sondern über die Banden 4q25-q31.1 und hat 

eine ungefähre Größe von 28 Megabasen. Des Weiteren konnte durch die 

Bruchpunktlokalisierung gezeigt werden, dass der proximale Bruchpunkt ca. 550 kb 

telomerisch von dem Gen PITX2 entfernt liegt, so dass die phänotypischen Überschneidungen 

mit dem Rieger-Syndrom eventuell durch so genannte Positionseffekte bedingt sein könnten. 

Weitere mögliche Erklärungen wurden eingehend dargelegt. 

Da es für die Klinik von großer Relevanz ist, phänotypische Auffälligkeiten mit genotypischen 

Veränderungen zu assoziieren, wurde anschließend, basierend auf den Ergebnissen der 

Bruchpunktanalyse, durch phänotypischen und genotypischen Vergleich mit zuvor in der 

Literatur beschriebenen Fällen ähnlicher Deletionen versucht, einen charakteristischen 

Phänotyp für Deletionen der Banden 4q25-q31.1 zu definieren. Deutlich wurde, dass Patienten 

mit derartigen Deletionen zwar eine Reihe phänotypischer Gemeinsamkeiten aufweisen, 

insgesamt jedoch eine große Variabilität bezüglich der Ausprägung besteht. Mentale 

Retardierung unterschiedlichen Ausmaßes, Fehlbildungen der Hände und Füße, Kleinwuchs 

und Herzfehlbildungen wurden gehäuft beschrieben. Die Fazies der Patienten weist häufig tief 
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sitzende, hypoplastische Ohren, eine Mikrognathie und eine schmale Oberlippe bei 

hervorstehender Unterlippe auf. Auffällig war, dass Herzfehlbildungen nur bei Deletion der 

Bande 4q25-q27 auftraten, so dass postuliert werden kann, dass Gene in diesem Bereich für 

die Kardiogenese von Bedeutung sind. Denkbare Ursachen für die phänotypische Variabilität 

und mögliche Kandidatengene wurden ausführlich diskutiert.  

Mit Hilfe zukünftiger klinischer Beschreibungen phänotypisch auffälliger Patienten in 

Kombination mit modernen genetischen Analyseverfahren (FISH, Mikrosatellitenanalyse) 

wird die Genotyp-Phänotyp-Assoziation zunehmend differenzierter werden. Dadurch wird die 

Eingrenzung und Identifizierung verantwortlicher Gene zunehmend erleichtert werden. 

Zusätzlich sind molekulare Untersuchungen notwendig, um das komplexe Zusammenspiel 

unterschiedlicher Gene und die Bedeutung von Umwelteinflüssen und epigenetischen 

Prozessen zu analysieren und zu verstehen.  
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Thesen 

1. Der Phänotyp des in dieser Arbeit beschriebenen Patienten mit unklarem 

Dysmorphiesyndrom bei interstitieller Deletion 4q weist Übereinstimmungen mit dem 

Rieger-Syndrom auf, das durch eine Deletion des Gens PITX2 auf Chromosom 4q25 

verursacht wird. 

2. Die nach zytogenetischer Analyse definierte Deletion del(4)(q25q28) ist nach der 

molekularzytogenetischen Untersuchung mit Hilfe der Fluoreszenz-in-Situ-

Hybridisierung neu zu definieren, wobei die Bruchpunkte den Banden 4q25 und 

4q31.1 zuzuordnen sind. 

3. Auch wenn das PITX2 Gen außerhalb und zentromerwärts der Deletion kartiert, kann 

dieses Gen durch den ca. 550 kb entfernten proximalen Bruchpunkt in seiner Funktion 

beeinträchtigt sein und u.a. für einzelne Merkmale des Patienten – wie den 

Augenbefund – verantwortlich sein. Zu begründen ist dies durch mögliche 

Positionseffekte in cis, die selbst über Entfernungen von ca. 1.000 kb zu einem 

Funktionsverlust eines Gens führen können.        

4. Untersuchungen zur Genotyp-Phänotyp Beziehung sollten berücksichtigen, mit 

welchen Analyseverfahren eine Bruchpunktkartierung bei den betreffenden Patienten 

erfolgte. 

5. Durch phänotypischen und genotypischen Vergleich des dargestellten Patienten mit 

zuvor beschriebenen Fällen ähnlicher Deletionen können phänotypische 

Auffälligkeiten einzelnen chromosomalen Regionen zugeordnet werden. Konkrete 

Kandidatengene für diese Merkmale lassen sich nicht benennen. 
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