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1. Einleitung
1.1 De Morsier Syndrom (Septo-optische Dysplasie)

Das De Morsier Syndrom (Synonym: Septo-optische Dysplasie, SOD) ist ein seltenes,
klinisch heterogenes kongenitales Fehlbildungssyndrom, tber das Reeves im Jahr 1941
erstmals berichtete (Reeves, 1941; Kelberman und Dattani, 2007a). Im Jahr 1956 wurde es
von Georges de Morsier detailliert beschrieben (de Morsier, 1956). Es kann je nach
Schweregrad direkt nach der Geburt aber auch erst spéater beim Heranwachsenden klinisch
in Erscheinung treten. Die beschriebene Haufigkeit des Syndroms betragt 1/10.000
Lebendgeborene, wobei Jungen ebenso haufig betroffen zu sein scheinen wie Madchen
(Patel et al., 2006). Es gibt eine Reihe charakteristischer Fehlbildungen und Symptome, die
unterschiedlich haufig und mit variierendem Schweregrad bei dem De Morsier Syndrom

vorkommen, so dass der Phanotyp sehr variabel ist (Dattani, 2001).

1.1.1 Klinisches Erscheinungsbild des De Morsier Sy  ndroms

Charakteristisch fur das De Morsier Syndrom sind typische Fehlbildungen des Gehirns und
der Sehnerven sowie hormonelle Dysregulationen, die mit einer Hypophysenfehlbildung
assoziiert sind. Dazu treten bei einigen Patienten variierende Dysmorphiezeichen in

Erscheinung.

Fehlbildungen des Gehirns:

Bedingt durch eine fehlerhafte Embryonalentwicklung gehoéren zu dem fir das De Morsier
Syndrom typischen Symptomkomplex meistens ein Mittelliniendefekt des Gehirns mit
Agenesie oder Hypoplasie von Septum pellucidum und/oder Corpus callosum. Ebenso
typisch ist eine uni- oder bilaterale Optikushypoplasie oder Optikusdysplasie mit Amaurose
oder Visusverlust. Die dritte fir das De Morsier Syndrom bedeutsame Fehlbildung betrifft die
Hypophyse. So haben Patienten mit einem De Morsier Syndrom oft eine hypoplastische
Adenohypophyse und/oder eine ektope Neurohypophyse (Acers, 1981; Polizzi et al., 2006).
Die einzelnen Fehlbildungen kommen in unterschiedlichen Kombinationen vor. Dies bedingt
die hohe Variabilitdt des Phanotyps. Bei der Auswertung verschiedener Untersuchungen von
Patienten mit bilateraler Optikushypoplasie war bei 60% der Patienten zusatzlich eine
Agenesie des Septum pellucidum und bei 62% der Patienten ein zuséatzlicher Hypopitui-
tarismus nachweisbar. Eine komplette Manifestation aller drei Komponenten des Syndroms
lag bei ungefahr 30% der Patienten mit bilateraler Optikushypoplasie vor (Morishima und
Aranoff, 1986).
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Hormonelle Dysrequlationen:

Mit den Fehlbildungen der Hypophyse sind meistens ein Hypopituitarismus sowie Funktions-
stérungen des hypothalamo-hypophysaren Systems assoziiert (Polizzi et al., 2006). Die
verschiedenen betroffenen hormonellen Regelkreislaufe bedingen variierende hormonelle
Dysfunktionen.

Dazu gehort sehr haufig ein Mangel an STH (somatotropes Hormon, Wachstumshormon),
der zu Minderwuchs fuhrt. Damit kombiniert sein kann ein Mangel an TSH (thyreoidea-
stimulierendes Hormon), so dass es zum Mangel an den Schilddrisenhormonen T3
(Trijodthyronin) und T4 (Tetrajodthyronin) und den sich daraus ergebenden Symptomen einer
Hypothyreose kommt. Ebenso kann ein Mangel an ACTH (adrenocorticotropes Hormon)
auftreten, der einen Mangel an Cortisol zur Folge hat. Dieser wird bei betroffenen Patienten
besonders in Stresssituationen (z.B. bei Infekten) auffallig. Durch das fehlende Cortisol und
STH ereignen sich oft schon einige Stunden nach der Geburt rezidivierende Hypoglykamien.
Auch ein Mangel an LH (luteinisierendes Hormon) und FSH (follikelstimulierendes Hormon)
tritt bei einigen Fallen in Erscheinung (Arslanian et al., 1984). Eher selten kommt es durch
Mangel an ADH (antidiuretisches Hormon) zu einem hypophyséaren Diabetes insipidus
(Donahue et al., 2005). Seltener ist auch ein Anstieg des Prolaktins im Serum (Willnow et al.,
1996). Teilweise entstehen durch Fehlbildungen im Bereich des Hypothalamus Stérungen

der Temperaturregulation (Sobrier et al., 2006).

Weitere assoziierte Dysmorphien, Fehlbildungen und Symptome:

Manchmal sind bei dem De Morsier Syndrom weitere zerebrale Fehlbildungen (z.B. Schiz-
enzephalien) nachweisbar (Barkovich et al., 1989). Aufgrund der zerebralen Fehlbildungen
kénnen Entwicklungsverzdgerungen sowie eine mehr oder weniger starke mentale Retar-
dierung und motorische Defizite beobachtet werden (Miller et al., 2000). AuRerdem kann es
zum Auftreten entsprechender fokaler Symptome sowie epileptischer Anfalle kommen.
Zudem wird ein verlangerter Neugeborenenikterus beschrieben, der pathogenetisch unge-
klart ist (Stangel et al., 1998). Im weiteren Verlauf kann man oft muskulare Hypotonien
beobachten. Gelegentlich kommt es zu einem Strabismus, einem Astigmatismus oder
Hornhauttribungen sowie Nystagmen, die sich in unterschiedlicher Form manifestieren
kénnen. Ebenfalls sind Mikrophthalmie und Kolobome der Iris, Choroidea und Retina in
manchen Fallen mit dem Syndrom assoziiert. Betroffene Jungen haben haufig einen
Mikropenis und/oder Kryptorchismus (Acers, 1981). Es gibt auch Beschreibungen tber das
Auftreten des De Morsier Syndroms in Kombination mit Fehlbildungen der Finger (Harrison
et al., 2004; Orrico et al.,, 2002). Weitere Dysmorphiezeichen kénnen sowohl im Gesicht
(z.B. Hypertelorismus, Synophrys, tiefliegende Nasenwurzel, langes Philtrum) als auch in

anderen Korperregionen auffallen (Polizzi et al., 2006).
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1.1.2 Diagnostik des De Morsier Syndroms

Die Diagnose eines De Morsier Syndroms wird aufgrund der Vielféltigkeit der Befunde, die
nicht immer eindeutig sind, oft erst spéat gestellt (De Smedt et al.,, 2000). Bei vielen
Betroffenen fallen zun&chst Sehstérungen und spéter sehr héufig ein vermindertes Langen-
wachstum auf (Arslanian et al., 1984).

Die Diagnostik kann Gber den Nachweis der Optikushypoplasie durch Ophthalmoskopie
erfolgen, bei der typischerweise im Bereich der Sehnervenpapille ein Sehnerv mit einem
inneren hypoplastischen Ring und einem auf3eren leuchtenden Rand zu sehen ist (Brook et
al., 1972). Wegen dieser Veranderungen kann die Ophthalmoskopie fur die Diagnosefindung
wegweisend sein (De Smedt et al., 2000).

Auch das MRT (Magnetresonanztomographie) hat inzwischen groRe Bedeutung bei der
Diagnostik der einzelnen zerebralen Fehlbildungen erlangt (Brodsky et al., 1993). Das CT
(Computertomographie) kann ebenfalls zur Diagnostik genutzt werden. Der Nachweis der
Agenesie von Septum pellucidum und/oder Corpus callosum tber MRT und/oder CT gehoért
zur Diagnostik des De Morsier Syndroms, wobei gerade der Nachweis einer Agenesie des
Septum pellucidum ein wichtiger Hinweis auf weitere zerebrale Fehlbildungen ist (Barkovich
et al.,, 1989). Gelegentlich ist im MRT/CT auch eine hypoplastische Adeno- und/oder eine
ektope Neurohypophyse sowie eine leer erscheinende Sella turcica (empty sella) zu er-
kennen, die schon Georges de Morsier anhand von anatomischen Praparaten im Jahre 1956
beschrieb (de Morsier, 1956; Mitchell et al., 2002; Melo et al., 2007). Aul3erdem gehdren
endokrinologische Stimulationstests zum Nachweis der hormonellen Dysfunktionen zur

Basisdiagnostik.

§
i

Abbildung 1: MRT-Bilder der verschiedenen zerebralen Fehlbildungen des De Morsier Syndroms. A: Koronares
T1-gewichtetes Bild: Agenesie des Septum pellucidum und damit einhergehende fehlende Trennung der beiden
Seitenventrikel. B: Sagittales T1-gewichtetes Bild: Hypoplasie des Corpus callosum (grauer Pfeil) sowie
Hypoplasie des N. opticus (unterer weiRer Pfeil) und des Chiasma opticum (oberer weiBer Pfeil) (A u. B.: aus
Polizzi et al., 2006). C: Sagittales T1-gewichtetes Bild: Hypoplastische Adenohypophyse in der Sella turcica
(schwarzer Pfeil), schmales Infundibulum (unterer weil3er Pfeil) und ektope Neurohypophyse (oberer weil3er Pfeil)
(C: aus Mitchell et al., 2002)
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1.1.3  Atiologie des De Morsier Syndroms

1.1.3.1 Risikofaktoren fur das Auftreten des De M orsier Syndroms

Die Atiologie des De Morsier Syndroms ist nicht vollstandig geklart. Die meisten Félle treten
scheinbar idiopathisch bzw. sporadisch auf. Dabei werden verschiedene Ursachen und
Risikofaktoren diskutiert:

Das maternale Alter bei Geburt ist als ein beeinflussender Faktor fur das De Morsier
Syndrom beschrieben worden. So werden Patienten mit einem De Morsier Syndrom nach
einer normal verlaufenden Schwangerschaft gehauft von Muttern geboren, die signifikant
junger als der Durchschnitt sind (Murray et al., 2005; Rainbow et al., 2005). In Regionen mit
hohen Schwangerschaftsraten bei Jugendlichen treten zudem sowohl die isolierte Optikus-
hypoplasie als auch das De Morsier Syndrom vermehrt auf (Patel et al., 2006; Mc Nay et al.,
2007). In einigen Studien wird auch ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des De
Morsier Syndroms und schlechten sozialen Verhaltnissen beschrieben. Das De Morsier
Syndrom kommt zudem haufiger in Regionen mit hoher Arbeitslosigkeit vor. Auch Nikotin-
und Alkoholabusus wéhrend der Schwangerschaft sind als Risikofaktoren fiir die Entstehung
eines De Morsier Syndroms beschrieben worden (Patel et al., 2006; Mc Nay et al., 2007).
Die Einnahme von Drogen wie Kokain, Heroin, Amphetaminen und diversen anderen
Praparaten soll ebenfalls ein Risikofaktor sein (Orrico et al., 2002). Aufl3erdem werden
Frihgeburtlichkeit, ein geringes Geburtsgewicht, die erste Graviditat, Infektionen und die
Einnahme von Antidepressiva sowie Ovulationshemmern wahrend der Schwangerschaft als
wahrscheinliche Risikofaktoren sowohl fir das De Morsier Syndrom als auch fir die isolierte
Optikushypoplasie beschrieben (Tornqvist et al., 2002; Roessmann et al., 1987).

Im Jahr 1997 wurde zusatzlich die Hypothese geauliert, dass das De Morsier Syndrom
madglicherweise eine vaskulare Schwéche als Ursache hat, die den proximalen Abschnitt der
A. cerebralis anterior betrifft. Das konnte das Spektrum der Fehlbildungen erklaren, die von
unterschiedlichen Geweben zu verschiedenen Zeitpunkten der Organogenese ausgehen
(Lubinsky, 1997). Ahnliche Hinweise geben ein Patient mit De Morsier Syndrom und durch
amniotische Abschnirungen entstandene Lippendefekte sowie Betroffene mit neurolo-
gischen Auffalligkeiten, die an Symptome nach zerebralen GefaRverschlissen erinnern
(Stevens und Dobyns, 2004).
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1.1.3.2  Genetische Ursachen des De Morsier Syndroms
1.1.3.2.1 Mutationen im HESX1-Gen

In seltenen Fallen wurden bei Patienten mit einem De Morsier Syndrom Mutationen im
HESX1-Gen (homeobox gene expressed in embryonic stem cells) nachgewiesen. Hierbei
handelt es sich um ein Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 (3p21.2-p21.1), das zu
der Familie der Homoobox-Gene gehdrt (Thomas et al., 1995). Es ist auch als Rpx (Rathke's
pouch homeobox) bekannt (Hermesz et al., 1996).

Die Homoobox-Gene kodieren fir die groRe Gruppe der Homoboproteine. Diese sind
Transkriptionsfaktoren, welche die Embryonalentwicklung von Organismen steuern.
Entstehen durch Mutationen in diesen Genen fehlerhafte Proteine, kann das durch
Fehlfunktionen zu Fehlentwicklungen fihren.

Das HESX1-Gen besitzt eine konservierte Sequenz, die zwei Kilobasen umspannt, aus vier
kodierenden Exons besteht und fir den Transkriptionsfaktor HESX1 kodiert (Dattani et al.,
1998). Dieser wird wahrend der Embryonalentwicklung bereits sehr friih im Mesendoderm im
Bereich der Mittellinie und im vorderen Bereich des Embryos exprimiert und ist verantwortlich
fur die korrekte Anordnung des Neuroektoderms zu Beginn der ZNS-Bildung (Thomas und
Beddington, 1996).

Hesx1 ist bei Mauseembryonen zu Beginn der Gastrulation im vorderen Bereich des
viszeralen Endoderms nachweisbar. Bei fortschreitender Embryonalentwicklung kommt es
zur Expression im angrenzenden Ektoderm, woraus sich das ventrale Prosenzephalon
entwickelt. AuBerdem findet man Hesx1 im vorderen Bereich des Embryos, wo sich spater
das Dienzephalon entwickelt, aus welchem sich im Verlauf die Augenblaschen aussttilpen,
sowie im oralen Ektoderm. Aus diesem bildet sich unter anderem die Rathke-Tasche als
Vorlaufer des Hypophysenvorder- und des intermediaren Hypophysenlappens. So kommt es
bei homozygoten Knockout-Mausen fir das Hesx1l-Gen zu einer Fehlentwicklung der
Vorderhirnstrukturen, der Augen, der vorderen und hippokampalen Kommissur, der
Hypophyse, hypothalamischer Strukturen und des olfaktorischen Systems (Dattani et al.,
1998; Thomas und Beddington, 1996).

HESX1 fungiert als Promotor-spezifischer Repressor (Brickmann et al., 2001). Er wird mit
einigen anderen Transkriptionsfaktoren koexprimiert, die fur die Entwicklung verschiedener
Hirnbereiche und auch der Hypophyse von Bedeutung sind (Chou et al., 2006). Mutationen
kénnen sein Bindungsvermdgen an die DNA (Desoxyribonukleinsaure) und auch seine
Funktion als Repressor verandern (Brickmann et al., 2001). Seine Expression wahrend der
Organogenese ist dynamisch und wird von verschiedenen Regulationselementen sowohl
positiv als auch negativ gesteuert (Hermesz et al., 2003). Wichtig ist seine Funktion als

Repressor von PROP1 (Prophet of Pit-1 (Pituitary-specific homeodomain factor 1)) wahrend
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der Organogenese der Hypophyse und seine Funktion im Zusammenhang mit weiteren
Corepressoren. PROPL1 ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der als Aktivator den Beginn
der Entwicklung und Differenzierung der hypophyséaren Zellen initiiert und aul3erdem wichtig
ist fur die Bildung von Pit-1(= POU1F1). Das ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der wieder-
um fur die terminale Differenzierung der hormonbildenden Zellen des Hypophysenvorder-
lappens von grof3er Bedeutung ist (Dattani, 2001). Erscheint PROP1 wahrend der Embryo-
nalentwicklung zu frih, entwickelt sich die Hypophyse nicht, was die Bedeutung der Funktion
von HESX1 als Repressor von PROPL1 fir die korrekte Entwicklung der Hypophyse zeigt
(Dasen et al., 2001).

Im Jahr 1998 konnte erstmals eine Mutation innerhalb des HESX1-Gens bei zwei
Geschwistern mit einem De Morsier Syndrom nachgewiesen werden (Dattani et al., 1998).
Danach wurden weitere Mutationen im HESX1-Gen im Zusammenhang mit dem Auftreten
eines De Morsier Syndroms beschrieben. Diese Mutationen und die mit ihnen assoziierten
Phanotypen sowie das jeweilige familiare Auftreten sind in Abbildung 2 und Tabelle 1
dargestellt. Allerdings wurden alle beschriebenen Mutationen immer nur bei einem einzigen
Betroffenen mit dem De Morsier Syndrom oder innerhalb einer Familie nachgewiesen.
Insgesamt wurden bei weniger als 1% aller untersuchten Patienten mit einem De Morsier
Syndrom Mutationen im HESX1-Gen gefunden (Mc Nay et al., 2007).

| LT T

1126T ¢306/307ins AG Alu-Insertion R160C

¢.357+2Th>C c.449_450delAC

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Mutationen innerhalb der vier kodierenden Exons des HESX1-Gens,
die bei Patienten mit einem De Morsier Syndrom oder einer Fehlbildung der Hypophyse und einem damit
verbundenen Mangel an hypophysaren Hormonen identifiziert wurden. Mutationen, bei denen ein autosomal
dominanter Erbgang vermutet wird, sind grau und Mutationen, bei denen ein autosomal rezessiver Erbgang
vermutet wird, sind schwarz gekennzeichnet. (Adaptiert nach: Kelberman und Dattani, 2007a; Coya et al., 2007)
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Tabelle 1: In der Literatur beschriebene Mutationen im HESX1-Gen und die korrelierenden Phanotypen

Mutation Betroffene und Phanotyp Familiares Auftreten Referenz
homozygote = zwei Geschwister, beide von der Eltern (miteinander verwandt): Dattani et al.,
R160C (C478T) Mutation betroffen: Nachweis derselben Mutation (hetero- 1998
Transition « Hypoplasie des N. opticus beidseits | zygot), ebenso weitere Familienmit-
- Agenesie des Septum pellucidum u. | glieder von derselben Mutation hetero-
Corpus callosum zygot betroffen .
- hypoplastische Adenohypophyse alle: Phanotypls_ch unauffallig
« ektope Neurohypophyse - Vermut.ung eines autosomal
« Mangel an hypophyséren rezessiven Erbgangs
Hormonen
heterozygote = zwei betroffene Briider: Mutter: Thomas et al.,
S170L (C509T) |« Hypoplasie des N. opticus beidseits | Nachweis derselben Mutation (hetero- 2001
Transition (nur bei einem Bruder) zygot), phanotypisch unauffallig
« ektope Neurohypophyse - Vermutung eines autosomal
« Wachstumshormonmangel dominanten Erbganges mit unvoll-
stéandiger Penetranz
heterozygote = ein betroffener Patient : ein Elternteil und ein Geschwisterkind: | Thomas et al.,
T181A (A514G) |« hypoplastische Adenchypophyse ebenfalls heterozygot fir dieselbe 2001
Transition « Wachstumshormonmangel Mutation, phanotypisch unauffallig
 TSH-Mangel - Vermutung eines autosomal
dominanten Erbganges mit unvoll-
sténdiger Penetranz
heterozygote = ein betroffener Patient: ein_Elternteil: Thomas et al.,
Q6H (G18C) |« hypoplastische Adenohypophyse ebenfalls heterozygot fir dieselbe 2001
Transition - ektope Neurohypophyse Mutation, phanotypisch unauffallig
« multipler Mangel an hypophysaren | — Vermutung eines autosomal
Hormonen dominanten Erbganges mit unvoll-
stéandiger Penetranz
heterozygote = ein betroffener Patient: kein familidrer Nachweis: Tajima et al.,
2-Basenpaar- |« Hypoplasie des N. opticus links - Vermutung einer de novo Mutation 2003
Insertion « hypoplastische Adenohypophyse
306/307insAG |+ ektope Neurohypophyse
« multipler Mangel an hypophyséaren
Hormonen
homozygote = eine betroffene Patientin: Eltern (miteinander verwandt): Carvalho et
126T (T77C) |« hypoplastische Adenohypophyse keine Angaben zu Mutationen al., 2003
Transition . ektope Neurohypophyse eine Schwester:
« diinner Hypophysenstiel Nachweis derselben Mutation, aller-
« Mangel an hypophysaren Hormonen | dings heterozygot, phanotypisch un-
auffallig
- Vermutung eines autosomal
rezessiven Erbganges
heterozygote = ein betroffener Patient: kein Auftreten in der Familie bekannt: | Cohen et al.,
Deletion in « Hypoplasie des N. opticus beidseits | keine Geschwister 2003
Position 1684 | . Agenesie des Corpus callosum
(9.1684delG) | . pypoplastische Adenohypophyse
« ektope Neurohypophyse
* Wachstumshormonmangel
homozygote = eine betroffene Patientin: Eltern (miteinander verwandt) und Sobrier et al.,
Alu-Element- « Aplasie der Adenohypophyse zwei weitere Geschwisterkinder: 2005
Insertion in - Mangel an hypophysaren Hormonen | @lle phanotypisch unauffallig
Exon 3 drittes Geschwisterkind:

« hypoplastische Sella turcica

« Amaurose rechts wegen eines
Koloboms am N. opticus rechts

¢ Schlaganfall nach andauernder
Hypoglykamie und folgendem
Status epilepticus im Alter von
vier Jahren

« Aplasie der Adenohypophyse

« Mangel an hypophysaren Hormonen

* hypoplastische Sella turcica

« Zwerchfellhernie links

« Aortencoarctation

* Tod mit 18 Monaten nach intensiv-
medizinischer Therapie
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Fortsetzung Tabelle 1

homozygote = eine betroffene Patientin: beide Eltern und eine Schwester: Sobrier et al.,
Frameshift- « diinnes Corpus callosum heterozygote Trager der Mutation, 2006
Mutation . Ap|asie der Adenohypophyse phanotyplsch unaufféllig
(2-Basenpaar- | . Mangel an hypophyséren - Vermutung eines autosomal
Deletion) Hormonen rezessiven Erbgangs
c.449 _450delAC ein Bruder, totgeboren:
« Aplasie der Adenohypophyse
eine Schwester:
« Tod 26 Tage nach der Geburt wegen
Komplikationen bei rezidivierenden
schweren Hypoglykdmien und einer
Sepsis
Mutter: ein Abort
homozygoter = eine betroffene Patientin: beide Eltern: Sobrier et al.,
Splicing-Defekt |« Aplasie der Adenohypophyse heterozygote Trager der Mutation, 2006
T357C « Mangel an hypophysaren Hormonen | Phanotypisch unauffallig
(c.357+2Th>C) eine Schwester:
(im Bereich des nicht Tragerin der Mutation, ph&no-
Intron 2) typisch unauffallig
Mutter: zwei Aborte bei vorherigen
Schwangerschaften
heterozygote = ein betroffener Patient : ein Sohn : Mc Nay et al.,
Mutation « Wachstumshormonmangel heterozygoter Trager der Mutation, 2007
E149K . ektope Neurohypophyse phanotyplsch unaufféllig
- Vermutung eines autosomal
dominanten Erbganges mit unvoll-
sténdiger Penetranz
heterozygote = ein betroffener Patient : Mutter und eine Schwester: Coyaetal.,
Mutation « ektope Neurohypophyse heterozygote Trager derselben Muta- 2007
K176T » Mangel an hypophysaren Hormonen tion, beide phanotypisch unauffallig
- Vermutung eines autosomal
dominanten Erbganges mit unvoll-
sténdiger Penetranz
heterozygote = ein betroffener Patient : beide Eltern: unauffélliger Phénotyp Coya et al.,
Mutation - hypoplastische Adenohypophyse Mutter: ebenfalls Tragerin der 2007
Q117P « ektope Neurohypophyse Mutation
- Mangel an hypophysaren Hormonen | — Vermutung eines autosomal
dominanten Erbganges mit unvoll-
standiger Penetranz

1.1.3.2.2 Mutationen in weiteren Genen

Neben den Genen HESX1, PROP1 und POULF1 spielen diverse andere Gene eine Rolle bei
der Entwicklung der hypothalamo-hypophyséren Strukturen. Mutationen dieser Gene verur-
sachen ebenfalls Fehlbildungen des hypothalamo-hypophyséaren Systems, aber kein De
Morsier Syndrom. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang die Gene LHX3 (LIM
Homeobox Gene 3), LHX4 (LIM Homeobox Gene 4) und TBX19 (T-Box 19) (Kelberman und
Dattani, 2007b) (s. Tabelle 2).

Auch Gene der SOX-Familie (SRY related HMG Box) [(SRY=Sex Determing Region of Y,
HMG= High Mobility Group Class)] sind an der Entwicklung der hypothalamo-hypophyséaren
Strukturen beteiligt. Es wurden Mutationen in den Genen SOX2 und SOX3 beschrieben, die

mit dem Auftreten von Symptomen oder Symptomkombinationen assoziiert sind, die fur das
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De Morsier Syndrom charakteristisch sind. Allerdings treten hier die Symptome oft nicht ganz
typisch oder in Kombination mit anderen Symptomen und Fehlbildungen wie z.B.
Anophthalmie oder Osophagusatresie auf (s. Tabelle 2) (Kelberman und Dattani, 2007b;
Kelberman et al., 2006; Woods et al., 2005).

Des Weiteren wurde in einer Einzelfallbeschreibung eines Patienten mit einer Kombination
aus dem De Morsier Syndrom, Retinitis pigmentosa, hypertropher Kardiomyopathie und
Rhabdomyolyse eine Mutation des mitochondrialen Cytochrom b nachgewiesen. Allerdings
kann nur vermutet werden, dass diese Mutation zu den mit dem De Morsier Syndrom

assoziierten Fehlbildungen gefuhrt hat (Schuelke et al., 2002).

Tabelle 2: Humane Gene, die bei Mutationen eine Fehlentwicklung und/oder Funktionsstérungen der
hypothalmo-hypophyséaren Strukturen verursachen kénnen (Adaptiert nach: Kelberman und Dattani, 2007b)

Gen | Phanotyp | Vererbung

Kombinierter Mangel an hypophysaren Hormonen:

POU1F1 meist ausgepragter STH-, TSH- und Prolaktinmangel, rezessiv,
kleine oder normale Adenohypophyse dominant

PROP1 | STH-, TSH-, LH-, FSH- und Prolaktinmangel, sich entwickelnder ACTH- rezessiv

Mangel, kleine, normale oder vergréRerte Adenohypophyse

Spezifische Syndrome:

HESX1 isolierter STH-Mangel oder kombinierter Mangel an hypophyséren rezessiv,

Hormonen, SOD, hypoplastische Adenohypophyse, ektope dominant
Neurohypophyse, fehlendes Infundibulum, Corpus callosum Agenesie

LHX3 kombinierter Mangel an hypophysaren Hormonen, kurzer Hals mit rezessiv

verminderter Rotationsfahigkeit, kleine, normale oder vergréRerte
Adenohypophyse, kurze Halswirbelséule

LHX4 kombinierter Mangel an hypophyséren Hormonen, kleine dominant
Adenohypophyse, ektope Neurohypophyse, Kleinhirnfehlbildungen
SOX3 isolierter STH-Mangel, mentale Retardierung, Panhypopituitarismus, X-
hypoplastische Adenohypophyse, hypoplastisches Infundibulum, ektope | chromosomal-
Neurohypophyse rezessiv
SOX2 hypogonadotropher Hypogonadismus, hypoplastische Adenohypophyse, de novo

bilaterale An-/Mikrophthalmie, fehlgebildetes Corpus callosum,
Lernschwierigkeiten, Osophagusatresie, Horverlust

TBX19 neonataler ACTH-Mangel rezessiv

Insgesamt ist die genaue Atiologie des De Morsier Syndroms bis zum jetzigen Zeitpunkt
unklar. Es wird vermutet, dass dem De Morsier Syndrom eine multifaktorielle Genese
zugrunde liegt, die sowohl von genetischen Faktoren als auch von verschiedenen

Umweltfaktoren beeinflusst wird (Kelberman und Dattani, 2007b).
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1.2 Ziele dieser Arbeit

Die Atiologie des De Morsier Syndroms ist in den meisten Fallen unbekannt. Die Suche nach
Kandidatengenen, in denen eine Mutation ein De Morsier Syndrom hervorrufen konnte, hat
bislang nicht zum Ziel gefuhrt. Eine Strategie zur ldentifizierung neuer Krankheitsgene ist die
Charakterisierung von de novo aufgetretenen strukturellen Chromosomenaberrationen bei
Patienten mit definierten Phanotypen. Hier setzt die vorliegende Arbeit an:

Im Institut fir Humangenetik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel,
wurde bei einem Patienten mit einem De Morsier Syndrom ohne Mutation im HESX1-Gen
eine de novo Translokation t(1;14) mit einem Bruchereignis in 1p und einem Bruchereignis in
14q identifiziert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte diese Translokation t(1;14) sowohl mit
zytogenetischen als auch mit molekularzytogenetischen und molekulargenetischen

Methoden mit folgenden Zielen untersucht werden:

1.) Genomweiter Ausschluss genomischer Imbalancen mittels Array-Comparative Genomic
Hybridization (Array-CGH)

2.) Kartierung des Bruchpunktes in 1p mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

3.) Kartierung des Bruchpunktes in 14q mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

4.) Genaue Lokalisation der Bruchpunkte in 1p und 14q mittels Long-Distance-Polymerase-

Kettenreaktion (LD-PCR) und anschlieRender Sequenzierung

5.) Identifizierung von Kandidatengenen in 1p und 14q, die an der Entstehung eines De

Morsier Syndroms beteiligt sein kénnten

6.) Hochauflésende Identifizierung submikroskopischer Imbalancen im Bruchpunktbereich

mittels einer GeneChip® Mapping-Array-Analyse

10
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2. Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden werden im Folgenden
beschrieben. Dabei werden im Labor allgemein iibliche Methoden, Reagenzien und Geréte

nicht separat beschrieben.

2.1 Untersuchungsmaterial

Die klinischen Untersuchungen des Patienten einschlieBlich MRT, endokrine
Stimulationstests, EEG (Elektroenzephalogramm), Réntgen, EKG (Elektrokardiogramm),
Echokardiographie und Sonographie der Schilddriise wurden im Alter von acht Jahren im
Rahmen einer umfassenden Diagnostik in der Klinik fir Allgemeine Padiatrie
(Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) durchgefuhrt. Die MRT-Bilder
wurden freundlicherweise von Herrn Dr. med. K. Alfke (Institut fir Neuroradiologie,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) fir diese Arbeit zur Verfigung
gestellt. Das MRT des Gehirns, das ausschlaggebend fir die Diagnosestellung war, wurde
im Alter von einem Jahr in der radiologischen Gemeinschaftspraxis Priiner Gang in Kiel
angefertigt.

Im Institut fur Humangenetik (Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) wurden
die Karyogramme des Patienten und seiner Eltern mittels der tblichen Standardmethoden
erstellt.

Zur Eingrenzung der Bruchpunkte der Translokation t(1;14) mittels FISH wurde eine
Zellsuspension aus dem peripheren Blut des Patienten in Carnoy's Fixativ
(Methanol:Eisessig; 3:1) verwendet, die im Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Kiel) nach Standardmethoden angefertigt wurde. Zu Kontroll-
zwecken dienten fixierte Zellen aus dem peripheren Blut freiwilliger gesunder Probanden, die
ebenfalls in Carnoy's Fixativ vorlagen.

Die DNA des Patienten zur Durchfihrung der Array-Untersuchungen und der LD-PCRs
wurde freundlicherweise von PD Dr. med. R. Santer (Klinik fur Allgemeine Pé&diatrie,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) zur Verfigung gestellt. Als Kontrollen
wurde die DNA von freiwilligen gesunden Probanden verwendet.

Die Einwilligung des Patienten und seiner Eltern zur Suche nach einer mdglichen Ursache
des Auftretens des De Morsier Syndroms bei dem Patienten lag bei Beginn der genetischen

Untersuchungen vor.
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2.2 Materialien
2.2.1 Chemikalien

Die Chemikalien, die allgemein gebrauchlich sind, sind nicht im Einzelnen aufgefihrt.

« Agarose (Eurogentec, Seraing, Belgien)

» Borséure (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» Bromphenolblau (Serva, Heidelberg, Deutschland)

« Carbenicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

e Chloramphenicol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

 Coli Rollers Plating Beads (Novagen, Darmstadt, Deutschland)

» Cot-1 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

« DABCO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

« DAPI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» Desoxynukleotide (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
» Dextransulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

¢ dNTP-Mix (2,5 mM) (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan)

« dUTP spectrum green (1 mM) (Vysis Abbott, Wiesbaden, Deutschland)
« dUTP spectrum orange (1 mM) (Vysis Abbott, Wiesbaden, Deutschland)
« EDTA (Merck, Darmstadt, Deutschland)

« Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland)

« Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

 Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

» Fixogum-Kleber (Rubber cement Fixogum) (Marabu, Tamm, Deutschland)
* Formamid, deionisiert (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

* Glycerin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

« Goldstar DNA Polymerase System (Eurogentec, Seraing, Belgien)

« Hyperladder I, DNA-Standard (Bioline, Lukenwalde, Deutschland)

* Igepal (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

 Kaliumchloridlésung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

« 10x LA PCR Buffer Il (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan)

« LB BROTH BASE (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

* Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» Magnesiumchloridldsung (25 mM) (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan)

* Natriumacetatlosung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

12



Material und Methoden

« NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

« NasCitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

* NaOH (5N) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

» Paraformaldehyd (Serva, Heidelberg, Deutschland)

« PCR Reaktionspuffer (10x) (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan)

« Pepsin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

» Salzsaurelésung (HCL, 2N) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» TaKaRa LA Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) (TaKaRa Bio Inc., Otsu Shiga, Japan)
* Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» X-Gal (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2.2.2 Geréate

Allgemein im Labor gebrauchliche Geréte, wie z.B. Pipetten, sind nicht gesondert aufgefihrt.

» Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland)

» Feinwaage: MC1 Laboratory LC620P (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

« Filtersatze fur das Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

» Fluoreszenzmikroskop: Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

» Geldokumentationssystem BioDoc Analyzer (Biometra, Gottingen, Deutschland)

* Gelkammer: 41-2026 (PEQLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)

« GenePix® 4000B Microarray Reader (Molecular Devices Corporation, Union City, USA)

* Inkubatorschttler fur Zellkulturen (Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland)

* Kapillar-Sequenzierer: Genetic Analyzer ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)

« Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

« Mikrowelle: M500 (Phillips, Hamburg, Deutschland)

« Minizentrifuge: PicoFuge (Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA)

« PCR-Gerat: Triothermoblock (Biometra, Gottingen, Deutschland)

» Spektrophotometer: NanoDrop ND-1000 (PEQLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)

* Vortexer REAXX2000 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

» Wasserbad (Labortechnik Kéttermann, Hanigsen, Deutschland)

* Zentrifugen:
- Biofuge 22 R (Heraeus, Hanau, Deutschland)

- Eppendorf Zentrifuge 545C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
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- Mikro 200 (Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland)
- Sorvall Super T 21 (GMI, Ramsey, USA)

2.2.3 Puffer und Lésungen

1% Agarosegel:

2 g Agarose wurden in 200 ml 1x TBE-Puffer durch Kochen in einer Mikrowelle gelést. Dann
wurde die Loésung durch kaltes Wasser von au3en heruntergekihlt. Nach dem Abkihlen
wurden 10 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzupipettiert. Die noch flissige Lésung wurde
zum Erstarren in einen Geltrager mit einem in einer daflir vorgesehenen Halterung
eingebrachten Kamm gegeben. Der Kamm wurde anschlieRend aus dem Gel wieder
entfernt. An der betreffenden Stelle bildeten sich wahrend des Erstarrens des Gels Taschen,
die spater bei der Durchfihrung der Agarosegelelektrophorese mit dem LD-PCR-Produkt

befullt werden konnten.
Antifade:
230 mg DABCO, 800 ml Aqua dest. und 200 pl Tris-HCI (1 M, pH 8,0) wurden in 9 ml

Glycerin geldst.

Auftragspuffer:

0,125 g Bromphenolblau und 28,7 g Glycerin wurden mit Aqua dest. auf ein Volumen von

100 ml aufgefillt.

Carnoy's Fixativ:

Methanol wurde mit Eisessig im Verhéaltnis 3:1 gemischt.

DAPI-L6sung:
6 ul DAPI Konzentrat (0,2 mg/ml DAPI in Aqua dest.) wurden in 60 ml 2x SSC gegeben und

dann bei 4 lichtgeschiitzt gelagert.

0,5 M EDTA-Puffer pH 8,0:
186,1 g Na2EDTAH20 wurden in 700 ml Aqua dest. gelost und der pH mit 10 M NaOH auf

8,0 eingestellt. Dann wurde mit Aqua dest. auf 1 | aufgefillt.
LB-Medium:
20 g LB BROTH BASE wurden in 1 | Aqua dest. gelést und anschlieRend autoklaviert.

Daraufhin wurde Chloramphenicol dazu pippetiert (Endkonzentration 20 pg/ml).

14



Material und Methoden

LB-Platten (zum Anzichten der E-coli bei der Klonierung):

10 g LB BROTH BASE und 15 g Agarose wurden in 500 ml Aqua dest. gel6st und
anschlie3end autoklaviert. Hinzugefugt wurden 1,25 ml X-Gal-Stammldsung (4%) und 500 pl
Carbenicillin (50 mg/l).

Mastermix-Losung fur FISH-Sonden:

2,5 ml deionisiertes Formamid, 1,25 ml erwdrmtes Dextransulfat (40%) und 0,5 ml 20x SSC
wurden mit 5N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und mit 1x SSC auf 4,5 ml aufgefillt.

10x dNTP-Mix zur Markierung mit spectrum green (sgr) oder spectrum orange (so):

2,5 yl dATP (10 mM), 2,5 pl dCTP (10 mM), 2,5 pl dGTP (10 mM), 1,25 pl dTTP (10 mM)
und

1,25 pl dUTP-SG oder 1,25 ul dUTP-SO wurden mit 3,75 yl Aqua dest. versetzt.

Paraformaldehydlésung 1%o:

1 g Paraformaldehyd und 1 ml MgCl2 wurden in 99 ml PBS geldst, leicht erwarmt und auf pH
7,5 eingestellt.

20x SSC:
175,3 g NaCl und 88,2 g NasCitrat wurden in 1 | Aqua dest. geldst und mit HCL auf pH 7,0

eingestellt.

SSC-L6sung | (Waschlésung ):

2 ml 20x SSC-LOosung und 300 pl lgepal Detergenz wurden mit Aqua dest. auf 100 ml

aufgefullt.

SSC-Ldsung Il (Waschlésung I):
10 ml 20x SSC-Lésung und 100 ul Igepal Detergenz wurden mit Aqua dest. auf 100 ml

aufgefullt.

10x TBE (Tris-Borat-EDTA)-Puffer:
108 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 55 g Borsaure und 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

wurden in 1 | Aqua dest. geldst.

Verdaulésung:
7,5 mg Pepsin (aus der -20C-Kihltruhe) wurden in 1 50 ml Aqua dest. gegeben und dann

durch Zugabe von 750 pl Salzsaureldsung aktiviert.
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2.2.4 Kits

 Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)

* Bioprime DNA-Labeling System (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

» 244K Array (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

« Microcon Saulen Ultracel YM-30 (Millipore Corporation, Schwalbach, Deutschland)

* NucleoSpin Extract || (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)

« Perfectprep Plasmid Maxi (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

* TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

2.2.5 Software und Online-Datenbanken

« CGH Analytics Software v3.4.27 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

« GeneScan Analysis Software (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

* ISIS 3.0 Software (MetaSystems, Altusheim, Deutschland)

» NanoDrop Software, Version 3.2.1 (pegLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)
» Sequencing Analysis 5.2 Software (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

« Sequence Scanner v1.0 Software (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

* Human Genome Browser Gateway:

- http://genome.ucsc.edu/

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

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

2.2.6 BAC- und Fosmid-Sonden

Fur die FISH-Untersuchungen wurden E. coli Bakterienklone ausgewdéhlt, die BAC-
(=Bacterial Artificial Chromosome) und Fosmid-DNA von entsprechenden Bereichen der
humanen Chromosomen 1 und 14 enthalten.

Da anhand des Karyogramms zunachst vermutet wurde, dass die Bruchpunkte im Bereich
von 1p31 und 14913 liegen, wurden zahlreiche BACs ausgewadhlt, die den Bereich des
jeweiligen Bruchpunktes weitraumig Udberspannen. BACs sind kinstliche Bakterien-
chromosomen, die groRe Fragmente von Fremd-DNA in Vektoren (bis zu 300 kb grof3)
enthalten. Sie wurden bei der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) bestellt. Die initialen

Untersuchungen mit den BAC-Sonden waren bereits zuvor von Herrn Dr. med. S. Gesk im
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Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein, Campus Kiel)
durchgefihrt worden.

Im Anschluss wurden anhand dieser Ergebnisse E. coli Bakterienklone beim Welcome Trust
Sanger Institute (Cambridge, England) bestellt, die Fosmide enthalten. Fosmide enthalten
ebenfalls Fragmente von Fremd-DNA. Sie sind allerdings mit einer Grof3e von ca. 40 kb
kleiner. Deshalb erlauben Fosmid-Sonden eine noch genauere Eingrenzung der Bruch-
punkte der Translokation t(1;14). Sowohl die BAC- als auch die Fosmid-DNA wurden mit

Hilfe der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/)

ausgewahlt. Zudem wurde diese Datenbank zur Erstellung von genomischen Karten genutzt.
Die fur die Kartierung der Bruchpunkte der Translokation t(1;14) ausgewahlten BAC- und

Fosmid-Sonden sind in den Tabellen 3, 4, 5 und 6 dargestellit.

Tabelle 3: Ausgewdahlte BAC-Klone auf Chromosom 1:

Klon: Lage: Sta rt (bp): Ende (bp): Lange (bp):
(telomerisch in 1p) (centromerisch in 1p)
RP11-282K16 1p34.2 43064056 43257822 193767
RP11-441P20 1p34.2 43164305 43351529 187225
RP11-638A18 1p34.1 45496158 45637622 141465
RP11-97B12 1p33 46587721 46762853 175133
RP4-732G19 1p33 46637268 46720339 83072
RP11-159M22 1p33 46743093 46901681 158589
RP11-705G19 1p33 46832821 46981979 149159
RP11-624P10 1p33 46908472 47080871 172400
RP11-742I1 1p33 46952180 47134220 182041
RP11-707K1 1p33 47284314 47458783 174470
RP11-359D19 1p33 47001485 47202220 200736
RP11-721P2 1p33 47179586 47334998 155413
RP11-260M10 1p33 47179618 47335003 155386
RP4-666022 1p33 47281830 47397657 115828
RP11-835I19 1p33 47378305 47578300 199996
RP11-45M2 1p33 47469019 47636545 167527
RP11-687J22 1p33 48312573 48494692 182120
RP11-1053C4 1p33 49705738 49879690 173953
RP11-469J2 1p32.3 51095882 51288331 192450
RP11-928B15 1p32.3 52907002 53094269 187268
RP11-1058E15 1p32.3 54726054 54930665 204612
RP11-451P17 1p32.2 55660452 55845574 185123
RP11-635N20 1p32.2 57090171 57298081 207911
RP11-153D17 1p32.1 59053008 59219089 166082
RP11-110A23 1p31.3 60742735 60914694 171960
RP11-5P4 1p31.3—32.3 62820155 62937994 117840
RP11-75N16 1p31.3 64648075 64827192 179118
RP11-262K24 1p31.1 75688879 75832667 143789

Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)
(Version: Juli 2003)
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Tabelle 4. Ausgewahlte BAC-Klone auf Chromosom 14:

Klon: Lage: Start (bp): Ende (bp ): Lange (bp):
(centromerisch in 14q) (telomerisch in 14q)
RP11-298I3 14q11.2 21355542 21547486 191945
RP11-124D2 14q11.2 21677322 21873510 196189
RP11-624L16 14911.2-14q912 23153249 23319585 166337
RP11-48108 14912 25107594 25303332 195739
RP11-109D12 14912 25115618 25265766 150149
RP11-598P6 14912 27112607 27275860 163254
RP11-916C12 14912 29158084 29327246 169163
RP11-54H22 14912 31055611 31204262 148652
CTD-2589F17 14913.1 31489412 31690833 201422
RP11-831F6 14913.2 33409626 33609700 200075
RP11-796F21 14913.3 35567525 35776910 209386
RP11-982C23 14921.1 37326535 37538410 211876
RP11-793G2 14921.2 39570122 39762454 192333
RP11-663B9 14921.2 42332291 42500252 167962
RP11-591J11 14921.2 44868184 45061040 192857
RP11-62614 14921.2 46976746 47168838 192093
RP11-55L16 14922.1 49347217 49529093 181877
CTD-2528J3 14922.2 51501035 51726657 225623
RP11-1107N7 14922.2 52995203 53202822 207620
RP11-956K16 14922.3 54967366 55165322 197957
RP11-571J17 14923.1 56365935 56584415 218481
CTD-2515K17 14923.1 56789825 57009337 219513
RP11-625K13 14923.1 57337177 57525202 188026
RP11-160G14 14923.1 58353440 58534444 181005
RP11-160J3 14923.1 59227181 59411025 183845
RP11-338P24 14923.2 60185474 60382523 197050
RP11-338H24 14923.2 61110130 61296514 186385
RP11-815A13 14923.2 62125554 62300138 174585
RP11-150D10 14923.3 63101944 63265557 163614
RP11-461C6 14923.3 64026091 64199331 173241
RP11-118I12 14923.3 64939598 65112742 173145
RP11-1058L7 14924.1 66046935 66245870 198936
RP11-179B8 14924.1 67145088 67326066 180979
RP11-1113M10 14924.1-14924.2 68153623 68333333 179711
RP11-300A24 14924.2 68310681 68501442 190762
RP11-50K16 14924.2 68361117 68534548 173432
RP11-58M1 14924.2 68406266 68586901 180636
RP11-195B2 14924.2 68412594 68583087 170494
RP11-910L1 14924.2 68491978 68695002 203025
RP11-448I1 14924.2 68679143 68851909 172767
RP11-696D21 14924.2 68836509 68992203 155695
RP11-732123 14924.2 68888599 69066615 178017
RP11-892B8 14924.2 69039972 69229781 189810
RP11-611E14 14q24.2 69975821 70150773 174953
RP11-289P13 14q24.2 71005732 71181857 176126
RP11-606A3 14924.3 72058598 72232765 174168
RP11-379H10 14924.3 72997135 73217306 220172
RP11-714F24 14924.3 73998268 74195691 197424
RP11-99E15 14924.3 75056026 75242226 186201
RP11-715K20 14924.3 75976593 76216297 239705

Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)

(Version: Juli 2003)
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Tabelle 5: Ausgewdhlte Fosmid-Klone auf Chromosom 1:

Klon: Sondenname: Start (bp): Ende (bp): Lange (bp):
(telomerisch in 1p) (centromerisch in 1p)
G248P89661D9 WI2-3914H17 47205109 47246395 41287
G248P82646B10 WI2-2353C20 47235241 47271382 36142
G248P87982F8 WI2-1697K16 47275417 47316023 40607
G248P88003C11 WI2-1691F22 47286979 47326573 39595
G248P80480H4 WI2-59207 47315865 47352225 36361
G248P89042C12 WI2-2655E24 47328510 47371561 43052
G248P8871D3 WI2-759H6 47338473 47377507 39035
G248P80025H2 WI2-680P3 47348830 47391497 42668
G248P86154H3 WI2-211006 47384942 47423755 38814

Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)
(Version: Mai 2004)

Tabelle 6: Ausgewahlte Fosmid-Klone auf Chromosom 14:

Klon: Sondenname: Start (bp): Ende (bp): Lange (bp):
(centromerisch in 14q) (telomerisch in 14q)
G248P85542G1 WI2-1862M2 69423286 69463674 40389
G248P82315H6 WI12-1672P12 69462373 69499929 37557
G248P81868A8 WI12-1035A15 69496511 69535160 38650
G248P88739F4 WI12-3231L8 69513355 69556547 43193
G248P88858E6 WI2-2774112 69529963 69570374 40412
G248P87046B10 WI12-2163C20 69558919 69602078 43160
G248P80950D8 WI2-746G16 69568982 69609245 40264
G248P82393D7 WI2-1019H13 69595923 69638728 42806
G248P87210D4 WI12-2214G8 69633872 69676623 42752

Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cqgi-bin/hgGateway)

(Version: Mai 2004)
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2.2.7 Primer

Die Primer fur die LD-PCRs wurden bei biomers.net (Ulm, Deutschland) bestellt. Die
Auswabhl erfolgte anhand der Eingrenzung der Bruchpunkte durch die FISH-Untersuchungen,
wobei die Primer jeweils ca. 2000 bp voneinander entfernt liegen. Die Primer wurden mit der
im Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) tiblichen
fortlaufenden Nummer versehen und mit Aqua dest. auf eine Konzentration von 200 pmol/pl
verdinnt. In Tabelle 7 sind die fur die LD-PCRs verwendeten Primer sowie die vektor-
spezifischen Primer 461 und 462 aufgelistet, die flr die Sequenzierung der klonierten LD-

PCR-Produkte verwendet wurden.

Tabelle 7: Ausgewahlte Primer auf Chromosom 1 und Chromosom 14:

Nummer: Name: Lokalisation: Primer-Sequenz:

4488 C14_26653r 14924.2 5’-gctctaggggcagaactcct-3°
4489 C14_22197r 14924.2 5’-actccagcttccttggcttt-3°
4490 C14 18235r 14q24.2 5’-cctctttccaaaggggaact-3°
4491 C14 14035r 14q24.2 5’-tcactgcagatgaggaatgg-3°
4492 C14 10165r 14q24.2 5°-ctttggtgaggggcttcata-3°
4493 Cl14 6143r 14924.2 5’-taatggtgggcctgaagaag-3°
4494 C14 2229r 14q924.2 5’-acaggaccaccgaccagtag-3°
4495 C1_15167r 1p33 5’-cacttctttcctgggctttg-3°
4496 C1_13115r 1p33 5’-gggcagtatggccattttta-3°
4497 C1_11160r 1p33 5’-tctctgccaggtttiggaat-3°
4498 C1_9064r 1p33 5’-tgtgtttttcagctccatca-3
4499 C1_7028r 1p33 5’-ggtcccatggaaattgtgat-3°
4500 C1 5111r 1p33 5’-cagccttgggtattcggtta-3°
4501 C1_3045r 1p33 5 -attgtttcccgatgcagttc-3°
4502 C1 1185 1p33 5’-tgtcattgggcaagacagaa-3°
4741 C14 24942r 14q924.2 5’-cctttgtctgacccacctgt-3°
4742 C14 20238r 14q924.2 5’-aacaagctgccaagagcaat-3°
4743 C14 16261r 14q924.2 5’-tcccaggtgagagtgagagg-3°
4744 C14 12331r 14q924.2 5’-accacgctcttgcttcctaa-3°
4745 C14_8107r 14924.2 5’-agggggtgattcaaaagaca-3
4746 C14_4273r 14924.2 5’-atgtgtggttgagggaaagg-3
461 M13 F vektorspezifisch 5’-gaattgtaatacgactcactatag-3°
462 M13 R vektorspezifisch 5’-ttcacacaggaaacagctatgacc-3°

C1= Chromosom 1; C14= Chromosom 14; r= Riickwartsprimer

2.3 Methoden

Es wurde eine Array-CGH durchgefiihrt, um eventuell vorhandene genomische Imbalancen
als Ursache fir das bestehende De Morsier Syndrom bei einem Patienten mit einer de novo
Translokation t(1;14) ausschlielen zu konnen. Zudem wurden zahlreiche FISH-
Untersuchungen durchgefiihrt, um die Bruchpunkte dieser Translokation t(1;14) zu kartieren.
Danach wurden LD-PCRs durchgefuhrt, die die eingegrenzten Bruchpunkte Uberspannen
sollten. Dann wurden anhand der Ergebnisse der FISH-Untersuchungen mogliche

Kandidatengene fiir die Entstehung eines De Morsier Syndroms identifiziert. Nach Abschluss

20




Material und Methoden

dieser Untersuchungen wurde im Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel) eine hochauflosende genomweite Microarray-Analyse mit dem
Genome-Wide Human SNP 6.0 Array (Affymetrix) durchgefiihrt, um submikroskopische

genomische Imbalancen im Bruchpunktbereich zu detektieren.

2.3.1 Array-Comparative Genomic Hybridization (Arra  y-CGH)

Um eventuell vorhandene submikroskopische Imbalancen auszuschliel3en, die konventionell-
zytogenetisch nicht nachweisbar sind, wurde eine hochauflosende vergleichende
genomische Analyse (Array-CGH) durchgefihrt.

Bei der Array-CGH handelt es sich um eine gesamtgenomische Hybridisierung von
unterschiedlich fluoreszenzmarkierter Patienten- und Referenz-DNA. Diese Technik er-
madglicht es, in einem einzigen Experiment eine vergleichende Analyse des kompletten
Patientengenoms in Bezug auf mdgliche vorliegende Imbalancen durchzufiihren. Balancierte
chromosomale Verédnderungen wie Inversionen und balancierte Translokationen kdnnen
dagegen nicht erkannt werden (T6nnies, 2002).

Verwendet werden Glasobjekttrager (Arrays), auf deren Oberflache definierte Oligonukleo-
tide gespottet vorliegen, die das gesamte euchromatische humane Genom in gleichmafigen
Abstanden reprasentieren. Die Patienten- und die Referenz-DNA werden vor der
Hybridisierung mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und auf die Oberflache
des Arrays unter Suppressionsbedingungen cohybridisiert. Die Hybridisierung an die Target-
Oligonukleotide erfolgt kompetitiv, d.h. die markierten DNA-Fragmente binden in Abhéngig-
keit von ihrem Vorhandensein im DNA-Pool an die vorhandenen Bindungsstellen. Im Falle
des Verlustes eines kleinen euchromatischen Bereichs in der Patienten-DNA (Deletion)
binden somit weniger Patienten-DNA-Fragmente an die Bindungsstellen als dies bei der
Referenz-DNA der Fall ist. Hierbei kommt es zu einer Verschiebung des Farbverhaltnisses
beider fluoreszenzmarkierter DNAs. Unter Verwendung einer geeigneten Computersoftware

wird diese Abweichung ermittelt und dokumentiert.

2.3.1.1 Durchfuhrung der Array-CGH

Die Array-CGH-Analyse wurde mit Unterstiitzung von Frau Dr. med. A. Caliebe und Herrn
Dr. rer. nat. H. Ténnies am Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel) durchgefihrt.

Es wurde ein 244K Array (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) verwendet. Dieser
enthalt 238.381 60-mer Oligonukleotide. Es wurden 1 pg extrahierte DNA des Patienten und
1 pg Referenz-DNA eingesetzt. Bei der Referenz-DNA handelt es sich um gepoolte DNA von
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zehn mannlichen Probanden mit normalem Karyotyp. Die Markierung der Patienten- und der
Referenz-DNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Entsprechend der Protokolle wurden
Patienten und Referenz-DNA auf dem Array fir zwei Tage cohybridisiert.

Anschlielend wurden die Hybridisierungssignale mit dem GenePix® 4000B Microarray Rea-
der (Molecular Devices Corporation, Union City, USA) bei einer Aufldsung von 5 pym/Pixel

eingescannt.

2.3.1.2 Auswertung der Array-CGH

Im Anschluss wurden die Signalintensitaten der erhaltenen Bilder mit Hilfe einer speziellen
Software gemessen und ausgewertet (CGH Analytics v3.4.27, Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Regionen, die von der Software als statistisch signifikant erfasst wurden, lagen
auRRerhalb einer festgelegten Log2 Ratio von |0,5|. Enthielten diese Regionen mehr als 10
veranderte Marker (Oligonukleotide), wurden sie als aberrant gewertet. Dies entspricht einer
Auflésung von etwa 100 kb. Bei der Auswertung wurden die pathologischen Regionen von
sogenannten CNVs (Copy Number Variations) abgegrenzt. Dabei handelt es sich um
polymorphe Kopienzahlvarianten ohne bekannte klinische Bedeutung, die bei phanotypisch
gesunden Menschen in unterschiedlicher Anzahl vorhanden sind. Die Unterscheidung von
CNVs und pathologischen aberranten Regionen erfolgte mittels einer in der Software
integrierten Datenbank. Als signifikant aberrant bewertete Regionen wurden mit Hilfe des

Human Genome Browsers (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, Version: Marz 2006)

mit der entsprechenden Sequenz des humanen Genoms verglichen und Uberprdft.

2.3.2 Eingrenzung der Bruchpunkte mittels Fluoresze  nz in situ Hybridisierung (FISH)

Um die Bruchpunkte der Translokation t(1;14) einzugrenzen, wurden Meta- und Interphase-
zellen aus dem peripheren Blut des Patienten mittels FISH untersucht.

Bei dieser Technik verwendet man fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden. Diese binden nach
dem Prinzip der komplementdren Basenpaarung an die DNA von Inter- oder
Metaphasezellen, die vorher auf einen Objekttrager aufgetropft und dann einem Verdau
unterzogen werden. Zunachst werden die Sonden und die Ziel-DNA, an die sich die Sonden
spater anlagern sollen, durch Denaturierung in Einzelstrange aufgespalten. Gibt es in der
Ziel-DNA eine komplementare Sequenz zu einer Sonde, dann kann diese sich wahrend der
nun folgenden Renaturierung dort anlagern und erzeugt ein Hybridisierungssignal, das sich
unter einem Fluoreszenzmikroskop auswerten lasst. Durch Waschen lassen sich

unspezifische Anlagerungen und tberfliissige Sonden vor der Auswertung entfernen.
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2.3.2.1 Praparation von BAC- und Fosmid-DNA

Die ausgewahlten BAC- und Fosmid-DNA enthaltenden E. coli Bakterienklone wurden als
Glycerinstock (500 pl Glycerin auf 500 pl Bakterienkultur) bei -80C aufbewahrt. Zur
Kultivierung wurden 100 ul Glycerinstock in 250 ml LB-Na&hrmedium mit Chloramphenicol
Uber Nacht bei 37T in einem Inkubatorschuttler fir Zellkulturen kultiviert und geschuttelt.
Am nachsten Tag erfolgte die Isolierung der DNA mit dem Perfectprep Plasmid Maxi Kit
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers. Durch vorsichtiges
Pipettieren und Schiitteln wurde die isolierte und aufgereinigte DNA in 250 ul Aqua dest.
gelost.

Um die Konzentration der isolierten DNA zu messen, wurde ein Spectrophotometer
eingesetzt (NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer, PEQLab). Mit diesem Gerat ist eine
Analyse des gesamten Spektrums von UV- bis zum sichtbaren Licht méglich. Neben der
Messung der Absorption von DNA ist es auch mdglich die Absorption von RNA, Proteinen,
Farbungen und die optische Dichte von Kulturansatzen zu messen. Das Gerat besteht aus
einer unteren Messapparatur und einem beweglichen oberen Geratearm. Vor der Messung
wurde ein Nullabgleich mit 1 pl Aqua dest. durchgefiihrt. Bei der Messung der DNA-
Konzentration wurde 1 yl der DNA-LAsung auf den unteren Teil der Messapparatur pipettiert.
Der bewegliche Geratearm wurde darauf abgelegt. Mit Hilfe der NanoDrop Software (Version
3.2.1) wurde die Messung gestartet. Die Werte konnten im Anschluss mit Hilfe der Software
direkt abgelesen werden. Die optische Dichte der DNA-LOsungen wurde bei einer
Wellenlange von 260 nm gemessen. Zusatzlich ermittelt die Software die Absorptionswerte
bei 280 nm und errechnet das Verhéaltnis dieser beiden Absorptionswerte, da dieses
Aufschluss Uber die Reinheit der Probe gibt. Dabei sollte das Verhaltnis einen Wert von etwa
1,8 haben.

2.3.2.2 Markierung und Aufreinigung der DNA-Prob  en fir FISH

Um die isolierte DNA mit spectrum green oder spectrum orange zu markieren, wurde das Kit
Bioprime DNA-Labeling System der Firma Invitrogen verwendet.

Hierbei wurde 1 ug der isolierten DNA mit Aqua dest. auf ein Volumen von 24 pl verdinnt.
Dann wurden 20 pl 2,5x Random Primer hinzugegeben und der Ansatz wurde fur 5 min im
kochenden Wasserbad denaturiert und im Anschluss sofort auf Eis heruntergekihilt.
Daraufhin wurden 5 pl dNTP-Losung mit spectrum green oder spectrum orange
dazugegeben. Nach diesem Schritt sollte das Gemisch mdglichst im Dunkeln aufbewahrt
werden, um ein Ausleuchten der Sonden zu verhindern. Alles wurde mit der Pipette

vorsichtig durchgemischt. Dann wurde 1 pl Klenow Fragment eingespiilt, das zuvor auf Eis
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aufbewahrt wurde. Nach kurzem Anzentrifugieren wurde das Gemisch bei 37<C uber Nacht
im Brutschrank inkubiert. Am néachsten Tag wurden 5 pl Stop-Puffer dazugegeben.

Der folgende Schritt diente zur Entfernung aller Verunreinigungen. Dazu wurden Microcon
Centrifugal Filter Devices genutzt. Zunachst wurde die Saule, die in einem Auffangréhrchen
mit Deckel platziert worden war, mit der Sonde und 300 ul Aqua dest. befillt. Der Deckel des
Auffangrohrchens verschloss nun die Saule und es wurde 10 min bei 14.000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Vorgang noch einmal so wiederholt.
Dann wurde die Saule mit 50 pl Aqua dest. beflllt und umgedreht in einem frischen
Auffangréhrchen ohne Deckel 5 min bei 5000 U/min zentrifugiert. Die so markierten Sonden

konnten nun im Kihlschrank bei 4C aufbewahrt werde n.

2.3.2.3 Praparation der markierten Sonden

Zur Eingrenzung der Kandidatengene auf Chromosom 1 und Chromosom 14 wurden jeweils
Gemische aus zwei Sonden hergestellt, von denen eine mit spectrum green (sgr) und die
andere mit spectrum orange (so) markiert wurde. Bei der Eingrenzung mit den BAC-Sonden
wurden zunachst jeweils zwei Sonden, die entweder auf Chromosom 1 oder 14 lokalisiert
sind, miteinander kombiniert. Ebenso konnte auch je eine Sonde von Chromosom 1 mit einer
Sonde von Chromosom 14 kombiniert werden. Nach der Eingrenzung der Bruchpunkte der
Translokation t(1;14) durch die BAC-Sonden wurde mit den Fosmid-Sonden gleichermal3en
verfahren.

Zur Herstellung der Sondengemische wurden je 10 pl der Sonden mit 5 pl Cot-1-DNA
versetzt. Hinzugefugt wurden daraufhin 1/10 des Volumens an 3 M NaAc. Im néchsten
Schritt wurde das 2,5fache des Volumens an Ethanol (absolut) dazugegeben. Nach dem
Mischen wurde 30 min bei 17.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Pipette
entfernt und verworfen und das Pellet im Dunkeln getrocknet. Nach dem Trocknen wurde

das Sondengemisch in 10 pl Mastermix-Ldsung (50%) geldst.

2.3.2.4 Herstellung von Auftropfpraparaten aus Z  ellsuspensionen fur FISH

Bei der Herstellung von Auftropfpraparaten wurden zwei bis drei Tropfen der
Zellsuspensionen aus dem peripheren Blut des Patienten oder der Kontrollpersonen mit
einer Pipette auf Objekttrager aufgetropft. Damit spater mdglichst viele gut sichtbare
Metaphasechromosomen ausgewertet werden konnten, wurde aus mdglichst gro3er Héhe
aufgetropft. Die Auftropfpréaparate wurden getrocknet. Unter dem Lichtmikroskop wurden
Bereiche mit besonders vielen Zellen und Metaphasen aufgesucht und auf der Riickseite des

Objekttragers mit einem Glasschreiber markiert.
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Danach wurden die Zellen einem Verdau unterzogen, der das Zytoplasma entfernt. Die
Praparate wurden in eine Kivette gelegt, in die dann die Verdauldsung gefullt wurde. Alles
wurde bei 37T im Brutschrank fir 5 min inkubiert. Danach wurden die Préparate in einer
Klvette mit Aqua dest. gespult und anschlieRend fir 2 min in Paraformaldehyd (1%) zur
Fixierung der Zellen inkubiert. Es folgte erneutes Spilen in Aqua dest.. Um die Préparate zu
dehydrieren, wurden sie jeweils fur 2 min in eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 85% und

absolut) gestellt, woraufhin sie an der Luft oder vor dem Ventilator getrocknet wurden.

2.3.2.5 Hybridisierung

Nach Herstellung der Auftropfpréparate wurden diese mit den Sonden hybridisiert. Dazu
wurden 1,3 pl des Sondengemisches auf die markierten Bereiche gegeben. Dann wurde ein
kleines rundes Deckglas auf diesen Bereichen platziert und alles mit Fixogum-Kleber
verschlossen. Die Praparate wurden mit einem feuchten Tuch in einen Metallkasten gelegt,
bei 75C im Wasserbad 7 min lang inkubiert und ansc hlieRend Uber Nacht bei 37T im

Brutschrank gelagert.

2.3.2.6 Waschen und Farben der Praparate

Am folgenden Tag wurden die Uberflissigen oder unspezifisch gebundenen Sonden durch
einen Waschvorgang entfernt. Dazu wurden die Waschlésungen | und 11 (s. 2.2.3) hergestellt
und in Kuvetten geflillt. Die Waschlésung | wurde auf 71C im Wasserbad erhitzt und die
Waschlésung Il bei Raumtemperatur aufbewahrt. Daraufhin wurden der Fixogum-Kleber und
die Deckglaser von den Praparaten bei moglichst wenig Licht entfernt. Das Waschen der
Praparate erfolgte fir 2 min in Lésung | und far 1 min in Lésung 1l. Danach wurde kurz in 2x
SSC gespllt. Um die DNA zu farben, wurden die Praparate 5 min in DAPI-LAsung gestellt.
Es folgte wiederum ein kurzes Waschen in 2x SSC. Zuletzt wurden die Objekttrager in

Antifade eingedeckt und lichtgeschutzt aufbewabhrt.

2.3.2.7 Auswertung und Dokumentation der FISH-Un  tersuchungen

Zur Auswertung wurde ein Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss mit verschiedenen Filtern
fur die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe und Breitbandfiltern flr die Kombinationen griin/rot
und grun/rot/blau verwendet. Zur Dokumentation diente die ISIS 3.0-Software der Firma
MetaSystems.

Zunachst wurde jede Sondenkombination an fixierten Zellen von gesunden Probanden, die

in Carnoy's Fixativ vorlagen, getestet. Im Rahmen der Auswertung wurden sowohl die Meta-
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als auch die Interphasechromosomen bewertet. Fur jede Sondenkombination wurden sowohl
bei den Kontrollen als auch bei der Auswertung des t(1;14)-Falles jeweils 100 Interphasen
und so viele Metaphasen wie mdglich (d.h. alle vorhandenen) ausgewertet.

Bei den Kontrollen sollten die Signale beider Sonden jeweils colokalisiert auf dem ent-
sprechenden Chromosom liegen. Bei den Metaphasen von Zellen aus dem peripheren Blut
des Patienten wurde darauf geachtet, auf welchem Chromosom die Sonden lagen oder ob
innerhalb einer Sonde ein Bruch zu erkennen war, sie also teilweise auf dem derivativen
Chromosom 1 und teilweise auf dem derivativen Chromosom 14 lag. Dies bedeutet, dass sie
den jeweiligen Bruchpunkt Gberspannt und diesen so eingrenzt. Hybridisierte dagegen z.B.
eine Sonde, die eigentlich auf Chromosom 1 lokalisiert sein sollte, komplett auf dem
derivativen Chromosom 14, dann hybridisierte sie schon aufRerhalb des Bruchpunktes. Bei
der Auswertung der Interphasen wurde in jeder Zelle neben einer Colokalisation der Signale,
die man aufgrund des unveranderten Chromosoms erwartet, auf Signale, die nicht mehr
colokalisiert waren, oder auf zusatzliche Signale geachtet. Auch die Gréf3e von zuséatzlichen
Signalen im Verhdltnis zu den Signalen auf dem unverénderten Chromosom ging in die

Auswertung ein.

2.3.3 Long-Distance-Polymerasekettenreaktion (LD-PC  R)

Um die Bruchpunkte der Translokation t(1;14) genau lokalisieren zu kénnen, wurden Long-
Distance-PCR-Untersuchungen durchgefihrt. Eine PCR (Polymerase Chain Reaction) wird
zur Amplifizierung von DNA-Abschnitten mit einer spezifischen Sequenz genutzt und besteht
aus einem Zyklus mit drei Schritten. Der erste Schritt, bei dem der DNA-Doppelstrang auf ca.
93-95°C erhitzt wird, ist die Denaturierung. Nachdem der DNA-Doppelstrang durch diese in
zwei Einzelstrange aufgespalten wurde, kommt es im zweiten Schritt zum Annealing, dem
Anlagern der Primer an die komplementare Sequenz des DNA-Stranges. Primer sind kurze
Oligonukleotide, welche die zu amplifizierende DNA-Sequenz flankieren. Die Annealing-
Temperatur ist von den jeweiligen Primern abhéngig. Der letzte Schritt ist die DNA-Synthese.
Die vorher angelagerten Primer dienen als Starter fir eine hitzestabile DNA-Polymerase, die
aus vorher zugegebenen Desoxynukleotiden bei einer Temperatur von 68-75°C den
komplementaren DNA-Strang synthetisiert. Durch mehrere Zyklen kann die Ausgangs-DNA
auf diese Weise exponentiell vervielfaltigt werden.

Da die Bruchpunkte der Translokation t(1;14) nicht bekannt waren, wurde die LD-PCR
verwendet, denn durch sie kénnen im Gegensatz zu einer normalen PCR mit einer
speziellen Polymerase (hier: TaKaRa LA Tag DNA-Polymerase, TaKaRa Bio Inc., Otsu,
Shiga, Japan) besonders lange DNA-Fragmente amplifiziert werden. In diesem Fall wurden

aufgrund der Translokation Primer auf Chromosom 1 und Chromosom 14 kombiniert.
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2.3.3.1 Durchfuhrung der LD-PCR bei modifizierte n Reaktionsbedingungen

Bei der Durchfuhrung der LD-PCRs wurden alle Primer, die an eine Sequenz auf
Chromosom 1 hybridisieren, mit allen Primern, die an eine Sequenz auf Chromosom 14
hybridisieren, jeweils einzeln kombiniert und teilweise unter verschiedenen Reaktions-
bedingungen getestet. Pipettiert wurde auf Eis. Es wurden pro Primerpaar immer eine
Kontrolle mit DNA von gesunden Probanden und eine Negativkontrolle mit Aqua dest.
durchgefuihrt. Waren die DNA-Banden der PCR-Produkte zu schwach, um sie direkt zu
sequenzieren, wurde 1 ul einer 1:100 Verdinnung dieses PCR-Produkts mit Aqua dest. in
eine zweite PCR eingesetzt. Um die Menge der amplifizierten DNA zu erhéhen, wurde bei

dieser PCR daraufhin ebenso verfahren wie bei der Ausgangs-PCR.

Pipettierschema fir eine Reaktion:

1 pl DNA des Patienten (100 ng/ul) bzw. 1 pl Kontroll-DNA (100 ng/ul) bzw. 1 pl Aqua dest.
2,5 ul 10x LA PCR Buffer Il (TaKaRa Bio Inc.)

2,5 yl Magnesiumchloridlésung (25 mM) (TaKaRa Bio Inc.)

5 ul dNTP-Mix (2,5 mM) (TaKaRa Bio Inc.)

je 1 pl Primer (20 pmol/pl)

0,3 pl TaKaRa La Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) (TaKaRa Bio Inc.)

12,7 pl Aqua dest.

2.3.3.2 Kombination der Primer und PCR-Programme

Bei der Durchfuhrung der PCRs wurden die verschiedenen Primerkombinationen bei
modifizierten Reaktionsbedingungen (PCR-Programme) getestet. Die verschiedenen PCR-
Programme sind in Tabelle 8 und die verwendeten Primerkombinationen in Tabelle 9

aufgelistet.
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Tabelle 8: Darstellung der verschiedenen PCR-Programme

Programm 1:

Schritt 1: 94°C 2 min
Schritt 2: 94°C 30s
Schritt 3: 68°C (-0,5°C) 30s
Schritt 4: 72°C 5 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 16x
Schritt 5: 94°C 30s
Schritt 6: 60°C 30s
Schritt 7: 72°C 5min+15s
Schritt 5 bis Schritt 7: 16x
Schritt 8: 72°C 10 min
Schritt 9: 4°C Ende
Programm 2:

Schritt 1: 94°C 2 min
Schritt 2: 94°C 30s
Schritt 3: 64°C (-0,25°C) 30s
Schritt 4: 72°C 5 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 16x
Schritt 5: 94°C 30s
Schritt 6: 60°C 30s
Schritt 7: 72°C 5min+15s
Schritt 5 bis Schritt 7: 16x
Schritt 8: 72°C 10 min
Schritt 9: 4°C Ende
Programm 3:

Schritt 1: 94°C 10 min
Schritt 2: 94°C 30s
Schritt 3: 68°C (-0,5°C) 30s
Schritt 4: 72°C 5 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 16x
Schritt 5: 94°C 30s
Schritt 6: 60°C 30s
Schritt 7: 72°C 5min+15s
Schritt 5 bis Schritt 7: 16x
Schritt 8: 72°C 10 min
Schritt 9: 4°C Ende
Programm 4:

Schritt 1: 95°C 10 min
Schritt 2: 95°C 30s
Schritt 3: 68°C (-0,5°C) 30s
Schritt 4: 72°C 5 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 16x
Schritt 5: 94°C 30s
Schritt 6: 60°C 30s
Schritt 7: 72°C 5min+15s
Schritt 5 bis Schritt 7: 16x
Schritt 8: 72°C 10 min
Schritt 9: 4°C Ende
Programm 5:

Schritt 1: 94°C 10 min
Schritt 2: 94°C 30s
Schritt 3: 65°C (-0,5°C) 30s
Schritt 4: 72°C 5 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 10x
Schritt 5: 94°C 30s
Schritt 6: 60°C 30s
Schritt 7: 72°C 5min+15s
Schritt 5 bis Schritt 7: 10x
Schritt 8: 72°C 10 min
Schritt 9: 4°C Ende
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Tabelle 9: Ubersicht der verschiedenen Primerkombinationen und Reaktionsbedingungen

Chr.14 4488 4741 4489 4742 4490 4743 4491 4744 4492 4745 4493 4746 4494
Chr.1 C14 26653r | C14_24942r | C14 22197r | C14 20238r | C14 18253r | C14 16261r | C14 14035r | C14 12331r | C14_10165r | C14_8107r | C14 6143r | C14 4273r | C14 2229r
4495 Prg.1 Prg.3 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1

C1 15167r Prg.2 Prg.2 Prg.2 Prg.2 Prg.2 Prg.2 Prg.2

- 2x Prg.3 2x Prg.3

Prg.5 Prg.5
4496 Prg.1 Prg.1 Prg.1 3x Prg.1, Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1
C1 131151 Prg.3 nvP >2x PCR
- >2x PCR aus PCR
aus PCR (Prg.1),
(Prg.1) nvP
4497 3x Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1
C1 11160r Prg.2 Prg.3 2x Prg.3 Prg.3 2x PCR >PCR aus
- 5x Prg.3, >PCR aus aus PCR, PCR
nvP PCR (Prg.3) (Prg.1), (Prg.1)
Prg.4 Prg.5 nvP
4498 Prg.1 Prg.3 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 2x Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1
"C1_9064r Prg.3
>PCR aus
PCR (Prg.3)
4499 Prg.1 Prg.3 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 3x Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1
C1 7028r Prg.2 > PCR aus
- Prg.3 PCR
(Prg.1)
4500 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1
C1 5111r Prg.3 >2x PCR
- aus PCR
(Prg.1),
4501 Prg.1 Prg.3 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 2x Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1
C1 3045r
4502 Prg.1 Prg.3 Prg.1 Prg.1 Prg.1 Prg.1 3x Prg.1 Prg.1 3x Prg.1 Prg.1 Prg.1 2x Prg.1 3x Prg.1
C1 1185r Prg.2 Prg.2 >2x PCR Prg.2
- 8x Prg.3, 7x Prg.3, aus PCR, 5x Prg.3,
nvP nvP nvP nvP
>PCR aus Prg.4 Prg.4
PCR (Prg.3) Prg.5
Prg.5

C1= Chromosom 1 (Chr.1); C14= Chromosom 14 (Chr.14); r= Riickwartsprimer; Prg.=Programm (die verschiedenen PCR-Programme sind in Tab. 8 dargestellt); nvP= neu ver-
dinnte Primer (bei einigen Reaktionen wurde versucht, eine Verbesserung durch ein neues Ansetzen der Primer-Verdiinnung zu erzielen); PCR aus PCR= PCR aus dem je-
weils letzten PCR-Produkt, 1:100 verdiinnt

29



Material und Methoden

2.3.3.3 Analyse der LD-PCR-Produkte mittels Agar osegelelektrophorese

Zur Auftrennung der LD-PCR-Produkte wurde zunéachst ein 1%iges Agarosegel hergestellt
(s. 2.2.3). Dieses wurde in eine Kammer mit 1x TBE-Puffer gestellt. Jeweils 10 pl des PCR-
Produktes und 3,5 pl Auftragspuffer wurden vermischt und auf das Gel aufgetragen. Auch
ein DNA-Standard (Hyperladder |, Bioline), der spater dazu diente, die Grofie der PCR-
Produkte zu bestimmen, wurde aufgetragen. Dann erfolgte die Auftrennung der PCR-
Produkte mittels Elektrophorese bei ca. 10 V pro 1 cm Gellange fur ungeféahr 1 h. Im An-
schluss wurden die dabei entstandenen Banden mittels UV-Licht sichtbar gemacht, foto-

grafiert und dokumentiert (Geldokumentationssystem BioDoc Analyzer, Biometra).

2.3.3.4 Ausschneiden und Aufreinigung der LD-PCR  -Produkte aus Agarosegelen

Einige PCR-Produkte bestanden aus mehreren DNA-Banden. In diesem Fall mussten die
Banden einzeln ausgeschnitten und aufgereinigt werden, um die DNA sequenzieren zu
kénnen. Dazu wurden die DNA-Banden zunachst unter UV-Licht vorsichtig und maglichst
genau mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mit dem
NucleoSpin Extract Il Kit der Firma Macherey-Nagel nach Anleitung des Herstellers. Die auf-

gereinigte DNA wurde anschliel3end in 30 pl Aqua dest. geldst.

2.3.3.5 Isolierung und Klonierung der LD-PCR-Pro  dukte

LieRRen sich die ausgeschnittenen DNA-Banden aufgrund von Verunreinigungen mit anderen
DNA-Fragmenten nicht sequenzieren, wurde das entsprechende DNA-Fragment vor der
Sequenzierung mit Hilfe einer Klonierung isoliert. Hierbei wurden einzelne DNA-Fragmente
in E. coli transformiert.

Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die nun im Vektor vorliegenden
DNA-Fragmente konnten mittels PCR amplifiziert und anschlieRend sequenziert werden. Die
PCR erfolgte mit dem Goldstar DNA Polymerase System (Eurogentec, Seraing, Belgien).
Pipettierschema fir eine Reaktion:

2,5 ul PCR Reaktionspuffer (10x)

1 pl dNTP Mix (5 nmol/ul)

0,5 pl Tag-Polymerase Gold Star (4 U/ul)

4 ul Magnesiumchloridlésung (25 mM)

je 1pl der vektorspezifischen Primer 461 und 462 (20 pmol/pl)
14 pl Aqua dest.

30



Material und Methoden

PCR-Programm :

Schritt 1 : 95<C 5 min
Schritt 2 : 95<C 30s
Schritt 3: 60T 30s
Schritt 4: 72<C 1 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 35x
Schritt 5: 72T 5 min
Schritt 6: 4<C Ende

Nach Durchfiihrung der PCR erfolgte die Auftrennung und Analyse der PCR-Produkte auf
einem 1%igen Agarosegel (s. 2.3.3.3).

2.3.3.6 Sequenz-PCR

Sowohl die PCR-Produkte aus der LD-PCR als auch die PCR-Produkte aus der Klonierung
wurden nun sequenziert. Hierzu wurde das Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

Zunachst wurde eine Sequenz-PCR angesetzt:

Pipettierschema fiir eine Reaktion:

1 pl Big Dye Terminator

2 ul Big Dye 10x Puffer

2 ul eines Primers, der bei der entsprechenden LD-PCR eingesetzt wurde, bei
Sequenzierung aus der Klonierung einer der vektorspezifischen Primer (verwendete Primer
s. Tabelle 7)

3 ul PCR-Produkt (bei Ansatz aus ausgeschnittener Bande) oder 1 ul PCR-Produkt bei
Ansatz direkt aus dem PCR-Produkt oder aus der Klonierung

mit Aqua dest. auf 20 ul auffullen

Sequenz-PCR-Programm:

Schritt 1: 96C 2 min
Schritt 2: 96<C 10s
Schritt 3: 50C 5s
Schritt 4: 60T 4 min
Schritt 2 bis Schritt 4: 25x
Schritt 5: 4C Ende
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2.3.3.7 Aufreinigung der Sequenz-PCR-Produkte

Die Aufreinigung der Sequenz-PCR-Produkte erfolgte mit Microcon Centrifugal Filter Devices

wie in 2.3.2.2 beschrieben. Am Ende wurde die aufgereinigte DNA in 25 yl Aqua dest. gelost.

2.3.3.8 Sequenzierung

Die aufgereinigten Sequenz-PCR-Produkte wurden vollstandig (25 pl) in Plastikbehélter, die
speziell fur die Sequenzierung hergestellt worden sind, pipettiert und mit dem Kapillar-
Sequenzierer (Genetic Analyzer ABI PRISM 310, Applied Biosystems) analysiert. Die
Laufzeit betrug 30 min und die Injektionszeit betrug zunachst 10 s und wurde gegebenenfalls

bei zusatzlichen Durchlaufen variiert (15, 30, 45 s).

2.3.3.9 Auswertung und Dokumentation der Sequenzen

Die Analyse der Sequenzen wurde mit Hilfe der Software Sequencing Analysis 5.2 (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) und Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Sequenzen wurden ausgedruckt und die genaue
Lokalisation der Sequenzen wurde mit der Blat-Funktion der Datenbank des Human Genome

Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cqgi-bin/hgBlat) analysiert. Dafir wurden die

erhaltenen Sequenzen eingegeben. Daraufhin suchte die elektronische Datenbank nach
Ubereinstimmungen mit dieser Sequenz im gesamten humanen Genom und zeigte die
Ubereinstimmungen, ihre Abweichungen von der eingegebenen Sequenz und die Lage
dieser Ubereinstimmungen an. Mittels dieser Angaben konnten die Original-Sequenzen der

LD-PCRs im humanen Genom lokalisiert werden.

2.3.4 Durchfihrung einer hochauflésenden genomweiten Microarray-Analys e mit
dem Genome-Wide Human SNP 6.0 Array

Nach Abschluss der Untersuchungen der Translokation t(1;14) mittels Array-CGH, FISH-
Analysen und LD-PCRs wurde die DNA des Jungen mit der Translokation t(1;14) von Frau
Dr. rer. nat. Inga Vater am Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel) mit Hilfe eines Affymetrix GeneChip® Mapping-Arrays analysiert. Mit
dieser hochauflosenden Technik sollten submikroskopische genomische Imbalancen im
Bruchpunktbereich detektiert werden, deren Existenz eine wesentliche Erklarungsmaoglichkeit

fur die Ergebnisse der Arbeit waren. Dabei ist die theoretische Auflésung, die mit dieser
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Microarray-Plattform erreicht werden kann, mit etwa 17 kb deutlich héher als bei der bereits
zu Beginn der Untersuchungen durchgefiihrten Array-CGH mit etwa 100 kb.

Es wurde der Genome-Wide Human SNP (=Single Nucleotide Polymorphism) 6.0 Array
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) verwendet. Dieser besteht aus 25mer Oligonukleotiden,
die speziell zur Untersuchung von bestimmten SNPs entwickelt wurden. Der verwendete
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 enthélt mehr als 900.000 Oligonukleotide zur
Detektion von SNPs sowie mehr als 900.000 Oligonukleotide zur Detektion von CNVs. Die
Probenvorbereitung sowie die Hybridisierung und das Waschen des Arrays wurden nach
dem Genome-Wide Human SNP 6.0-Protokoll des Herstellers durchgefihrt.

Die bioinformatische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Genotyping Console 3.0
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

Die Ergebnisse dieser GeneChip-Analyse wurden freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat.

Inga Vater fir die Auswertung in der vorliegenden Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte eine de novo Translokation t(1;14) bei einem Patienten mit
einem De Morsier Syndrom sowohl mit zytogenetischen als auch mit molekulargenetischen
Methoden charakterisiert werden.

Um submikroskopische genomische Imbalancen auszuschlieRen, wurde eine Array-CGH
durchgefuihrt. Umfangreiche FISH-Analysen an Zellen aus dem peripheren Blut des
Patienten mit BAC- und Fosmid-Sonden verfolgten das Ziel, die Bruchpunkte auf beiden
Chromosomen zu kartieren. Um diese noch genauer zu lokalisieren, wurden LD-PCR-
Untersuchungen durchgefiihrt, die die Bruchpunkte der Translokation t(1;14) Uberspannen
sollten. Danach wurden Kandidatengene identifiziert, die an der Entstehung eines De
Morsier Syndroms beteiligt sein konnten. Im Anschluss an diese Untersuchungen wurde eine
hochauflésende Microarray-Analyse mit dem Genome-Wide Human SNP 6.0 Array
durchgefuihrt. Diese verfolgte das Ziel, submikroskopische genomische Imbalancen im
Bereich der Bruchpunkte zu detektieren, die unterhalb des Auflésungsvermégens der in der

vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Array-CGH liegen.

3.1 Phéanotyp des Patienten mit der Translokation t(  1;14) und Ergebnisse der

klinischen Diagnostik

Bei dem Patienten handelt es sich um den Sohn einer 18-jahrigen Erstgebarenden und eines
25-jahrigen Vaters, der vier Tage vor dem errechneten Geburtstermin nach vorzeitigem
Blasensprung spontan geboren wurde. Das Geburtsgewicht betrug 3450 g, die Grof3e 54 cm
und der Kopfumfang 35,5 cm. Der APGAR war 6/8/10.

Bereits im Kreil3saal fiel der Neugeborene durch deutliche Unreife auf. Unmittelbar nach der
Geburt ereigneten sich rezidivierende schwere Hypoglykdmien, die mit Glucose-Infusionen
behandelt werden mussten. Des Weiteren bestand ein verlangerter cholestatischer
Neugeborenenikterus, der mit einer Phototherapie behoben werden konnte. Schon wenige
Tage nach der Geburt erkrankte der Neugeborene an einem schweren Harnwegsinfekt mit
eitriger Pyelonephritis, was eine stationare Behandlung nach sich zog.

Im Alter von sechs Monaten wurde eine schwere Sehbehinderung mit Verdacht auf
Amaurose festgestellt. Im Alter von einem Jahr wurde ein MRT des Gehirns angefertigt.
Dieses fuhrte schliel3lich zu der Diagnose eines De Morsier Syndroms.

In den ersten Lebensjahren ereigneten sich mehrere Infektionen wie eine Gastroenteritis mit
Erbrechen und eine Tonsillitis, die aufgrund eines schweren Verlaufs mit Hypoglykdmien zu
mehreren stationaren Aufenthalten fuhrten. Im Alter von vier Jahren kam es erstmals zum

Auftreten eines hypoglykamischen Komas.
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Ebenfalls im Alter von einem Jahr wurde eine Chromosomenanalyse am peripheren Blut des
Jungen im Institut fir Humangenetik (Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel)
durchgefiihrt. Diese ergab einen balanciert erscheinenden Karyotyp mit einer Translokation
t(1;14). Eine Wiederholung der Chromosomenanalyse im Alter von acht Jahren konnte
diesen Befund bestatigen (s. Abbildung 5).

Die daraufhin am peripheren Blut beider Eltern durchgefihrten Chromosomenanalysen
ergaben jeweils einen regelrechten Chromosomensatz ohne Hinweis auf strukturelle
Chromosomenaberrationen. Somit handelt es sich bei der bei dem Patienten identifizierten
Translokation t(1;14) um eine de novo Veranderung. Eine molekulargenetische
Untersuchung der vier Exons und der Exon-Intron-Grenzen des HESX1-Gens mittels
Amplifizierung und Sequenzierung konnte eine Mutation in diesem Gen als Ursache fiir das
De Morsier Syndrom ausschlieBen (PD Dr. R. Santer, Klinik fur Allgemeine Padiatrie des
Universitatklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel).

Im Alter von 8 1/12 Jahren wurde bei dem Jungen in der Klinik far Allgemeine Padiatrie
(Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) im Rahmen eines stationdren

Aufenthaltes eine umfassende Diagnostik durchgefihrt:

Stationare Aufnahme:

Es zeigte sich ein blinder, kooperativer Junge in gutem Allgemeinzustand. Die psycho-
motorische Entwicklung war altersgerecht, die Spontanmotorik seitengleich und die
Sensibilitat regelrecht. Auffallig waren eine Schéadelasymmetrie, ein etwas gedrungener
Habitus, relativ kurze Fingerglieder, ein hypoplastisches ménnliches Genitale, Genua valga
und ein leichter Knickful3 beidseits. Die Pupillen waren beidseits weit und zeigten keine

Reaktion auf Licht.

Endokrinologische Diagnostik:

Eine zuvor bereits festgestellte primare Hypothyreose mit sonographisch verkleinerter
Schilddrise wurde bestatigt. Dazu passend ergaben die Laboruntersuchungen ein erhdhtes
TSH bei erniedrigten fT3- und fT4a-Werten. Beim TRH-Test zur Stimulation von TSH kam es
zu einem normalen TSH-Anstieg. Die Therapie durch Substitution von L-Thyrox® war nach
Erstdiagnose bereits eingeleitet worden.

Mittels weiterer endokrinologischer Tests konnte ein schwerer, substitutionsbedurftiger
hypophysarer STH-Mangel nachgewiesen werden. So kam es weder im Rahmen des
Arginin-Belastungstests noch im Rahmen des Glucagon-Propanolol-Tests zu einem Anstieg
des STH. Auch die Entwicklung des Jungen im Hinblick auf Ld&ngenwachstum und Gewicht
wiesen auf den STH-Mangel hin. Wahrend das Kdrpergewicht des Jungen zundchst um die

50. Perzentile nach Brandt pendelte und dann auf die 10. Perzentile abfiel, ereignete sich
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beim Langenwachstum ein Abfall von der 50. auf die 3. Perzentile (s. Abbildung 3) (Brandt,
1980). AulRerdem zeigte ein Rontgenbild der linken Hand ein kurzgliedriges, aber normal
mineralisiertes Handskelett mit einem retardierten Skelettalter von 4 6/12 Jahren. Es wurde
eine Therapie mit einer taglichen subkutanen STH-Substitution eingeleitet.

Weitere Tests fuhrten zur Diagnose einer tertiaren Nebenniereninsuffizienz. Dabei bewegte
sich der basale ACTH-Wert im unteren Normbereich und das Cortisol-Tagesprofil zeigte ein
erniedrigtes Niveau mit wenig Rhythmus. Es wurde eine Substitution mit Hydrocortison
begonnen.

Die Basalwerte fur LH und FSH waren altersgemaR niedrig prapubertar. Das LH war im
Stimulationstest normal stimulierbar, wahrend beim FSH eine leicht verminderte

Stimulierbarkeit festgestellt werden konnte.
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Abbildung 3: Perzentilenkurven nach Brandt fur Lange (A) und Gewicht (B) des Patienten mit der Translokation
t(1;14): A: Zu sehen ist ein Abfall des Ldngenwachstums von der 50. Perzentile zum Zeitpunkt der Geburt auf die
3. Perzentile im Alter von 8 1/12 Jahren, was den schweren hypophysaren STH-Mangel dokumentiert. B: Auch
das Gewicht ist von der 50. Perzentile innerhalb der ersten Lebensjahre auf die 10. Perzentile im Alter von 8 1/12
Jahren gefallen.
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Bildgebende Diagnostik:

Die im Alter von 8 Jahren angefertigten MRT-Bilder zeigten eine Hypoplasie beider Nn.
opitici, des Chiasma opticum und des Tractus opticus beidseits sowie eine Agenesie des
Septum pellucidum. Auf3erdem war zu erkennen, dass das Knie und der ventrale Anteil des
Truncus des Corpus callosum nicht angelegt sind, wahrend die vordere Kommissur
regelrecht vorhanden ist. Des Weiteren waren eine hypoplastische Adenohypophyse, ein
hypoplastischer Hypophysenstiel sowie eine auf dem Boden des dritten Ventrikels liegende

ektope Neurohypophyse zu sehen.

Abbildung 4: MRT-Bilder des Patienten mit einem De Morsier Syndrom und einer Translokation t(1;14):

A: Sagittales T1-gewichtetes Bild: Der ventrale Anteil und das Knie des Corpus callosum (weiRer Pfeil) fehlen. B:
VergroéRerung eines Ausschnitts aus A: Zu erkennen sind die hypophysaren Fehlbildungen: Die Adenohypophyse
in der Sella turcica (schwarzer Pfeil) und der Hypophysenstiel (weil3er Pfeil) sind hypoplastisch, die Neurohypo-
physe liegt auf dem Boden des dritten Ventrikels (grauer Pfeil). C: Koronares T2-gewichtetes Bild: Durch die
Agenesie des Septum pellucidum ist eine fehlende Trennung der beiden Seitenventrikel erkennbar. D: Koronares
T2-gewichtetes Bild mit Fettunterdrickung, auf dem die Hypoplasie der beiden Sehnerven (weile Pfeile) zu
sehen ist.
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EKG und Echokardiographie:

Ein EKG zeigte keine Auffélligkeiten und eine Echokardiographie stellte einen hamodyna-

misch unbedeutsamen Ductus arteriosus dar.

EEG:
Ebenfalls im Alter von acht Jahren wurde die Erstdiagnose einer Absence-Epilepsie gestellt
und eine Therapie mit Valproat begonnen. Die im Rahmen der stationdren Diagnostik

angefertigten EEGs ergaben keine Auffalligkeiten.

Insgesamt zeigt der Phanotyp des Patienten mit der Translokation t(1;14) die typische
Symptomtrias eines De Morsier Syndroms mit Hypoplasie beider Sehnerven, einer hypo-
physéren Fehlbildung und damit assoziierten endokrinen Funktionsstérungen sowie Fehl-

bildungen im Mittellinienbereich des Gehirns.

3.2 Ergebnisse der genetischen Untersuchungen
3.2.1 Nachweis der Translokation t(1;14) mittels ko  nventioneller Chromosomen-

analyse

In Abbildung 5A ist ein im Alter von acht Jahren nach Standardmethoden angefertigtes
Karyogramm des Patienten dargestellt (Institut fir Humangenetik, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Kiel).

Die Darstellung der Chromosomen erfolgte nach Trypsin-Giemsa-Farbung (G-Banderung).
Das Karyogramm zeigt einen numerisch unaufféalligen mannlichen Chromosomensatz. Bei
der strukturellen Beurteilung ist eine Translokation zwischen dem kurzen Arm eines
Chromosoms 1 und dem langen Arm eines Chromosoms 14 zu erkennen. Diese
Translokation t(1;14) stellte sich in allen ausgewerteten Metaphasen dar. Sie schien nach
Auswertung von 20 Karyogrammen zytogenetisch balanciert zu sein. Zytogenetisch wurden
die Bruchpunkte in 1p31 und 14913 lokalisiert. Der zytogenetische Karyotyp lautete: 46, XY,
t(1;14)(p31;913).
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Abbildung 5: A: Karyogramm des Patienten: 46 XY, t(1;14)(p31;913); Die derivativen Chromosomen 1 (= der (1))
und 14 (=der (14)) sind im Bereich der Bruchpunkte mit Pfeilen gekennzeichnet. B: Partielles Karyogramm der
Translokation t(1;14). Abgebildet sind jeweils die schematische Darstellung des unveranderten bzw. derivativen
Chromosoms 1 und 14 sowie eine VergroRerung des entsprechenden Chromosoms aus dem in Abbildung A
gezeigten Karyogramm. Die Bereiche der Bruchpunkte sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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3.2.2 Ausschluss submikroskopischer Imbalancen mitt els Array-CGH

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass Imbalancen (z.B. Deletionen oder Duplikationen) im
Genom des Patienten mit der Translokation t(1;14) vorliegen, die das phanotypische
Erscheinungsbild des Patienten erklaren kdnnten, wurde eine Array-CGH mit einem 244K
Array durchgefuhrt.

Die Array-CGH ergab bei einer Auflosung von etwa 0,1 Mb im Rahmen der diagnostischen
Kriterien (zehn abweichende Oligonukleotide) keine Hinweise auf Klinisch relevante

Deletionen oder Duplikationen im Patientengenom (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Ubersicht der Ergebnisse der Array-CGH: Dargestellt ist das gesamte Patientengenom, das im
Rahmen der diagnostischen Kriterien keine Hinweise auf relevante Deletionen oder Duplikationen zeigt.
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3.2.3 Eingrenzung der Bruchpunkte der Translokation t(1;14) mittels FISH

Um die Bruchpunkte der Translokation t(1;14) eingrenzen und Kandidatengene identifizieren
zu konnen, wurden FISH-Untersuchungen mit BAC- und Fosmid-Sonden durchgefihrt.
Dabei wurden zunéachst die BAC-Sonden hybridisiert. Basierend auf den Ergebnissen mit

den BAC-Sonden wurden anschlie3end Fosmide fir weitere Hybridisierungen ausgewahlt.
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Mittels der Fosmid-Sonden konnten die Bruchpunkte und damit die moglichen Kandidaten-
gene noch weiter eingegrenzt werden.
Insgesamt gelang es sowohl mit den BAC- als auch mit den Fosmid-Sonden, die

Bruchpunkte genauer einzugrenzen.

3.2.3.1 Kontrolluntersuchungen

Nach Herstellung der Sondengemische wurde jede Sondenkombination an fixierten Zellen
von gesunden Probanden, die in Carnoy's Fixativ vorlagen, getestet. Da die Untersuchungen
mit den BAC-Sonden bei Beginn dieser Arbeit bereits begonnen worden waren, sind hier
exemplarisch nur die Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen mit den Fosmid-Sonden
detailliert beschrieben.

Alle hergestellten Sonden hybridisierten mit Ausnahme von WI2-2655E24 regelmalig auf
den Chromosomen 1 und 14. Es waren jeweils zwei fluoreszierende Sondenpaare (rot/griin)
in einer Inter- oder einer Metaphase der Kontrollpersonen zu sehen (Abbildungen 7A, 7B, 8B

und 10B). Die Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen sind in Tabelle 10 dargestellt:

Tabelle 10: Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen mit den Fosmid-Sonden

Kontroll- | Sondenkombination Signale nach Hybridisierung Anmerkungen
Nummer und Markierung Interphasen / Metaphasen
1 WI12-2774112 so 2x Co R/IG 2x Co R/IG keine
WI12-2163C20 sgr auf Chr.14
2 WI12-2774112 so 2x Co R/IG 2x Co R/IG keine
WI2-746G16 sgr auf Chr.14 (Abb. 10B)
3 WI12-3231L8 so 2x Co R/IG 2x Co R/IG keine
WI12-1019H13 sgr auf Chr.14
4 WI2-1035A15 so 2x Co R/G 2x Co R/G keine
WI12-2163C20 sgr auf Chr.14 (Abb. 7A)
5 WI12-59207 so 2x Co R/G 2x Co R/G keine
WI12-211006 sgr auf Chr.1 (Abb. 7B)
6 W12-2353C20 so 2x Co R/G 2x Co R/G WI2-2655E24 chimér: 4
WI12-2655E24 sgr 2x G auf Chr.1 griine Signale pro Zelle -
2x G in folgenden FISH-Analy-
sen wurden nur Metapha-
sen ausgewertet (Abb. 7C)
7 WI12-1691F22 so 2x Co R/IG 2x Co R/IG keine
WI12-680P3 sgr auf Chr.1
8 WI12-1697K16 so 2x Co R/IG 2x Co R/IG keine
WI12-759H6 sgr auf Chr.1
9 WI12-59207 so 2X RI2x G 2x R auf Chr.1 keine
WI12-746G16 sgr 2x G auf Chr.14 (Abb. 8B)

S0= spectrum orange; sgr= spectrum green; R= rotes Signal; G= griines Signal; Co= Colokalisation (beide
Sonden liegen direkt nebeneinander, so dass ein rot/griines Signal (R/G) zu erkennen ist); Kontroll-Nummern 1-
9= Kontroll-Nummern im Rahmen der vorliegenden Arbeit; Chr.1= Chromosom 1; Chr.14= Chromosom 14
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=0=spectrum orange {rof); sgr= spectrum green {grn)

Abbildung 7: Kontrolluntersuchungen der FISH-Analyse mit Fosmid-Sonden: A: Metaphase der Kontrolle Nr. 4:
Beide Sonden hybridisieren colokalisiert auf Chromosom 14 (weif3e Pfeile). B: Interphase der Kontrolle Nr. 5: Es
sind zwei rot/griine Colokalisationen zu erkennen (weif3e Pfeile). C: Die Interphase der Kontrolle Nr. 6 zeigt neben
der erwarteten Colokalisation zwei weitere einzelne griine Signale (weilRe Pfeile). Das heildt, dass die Sonde
2655E24 chimér ist. Aus diesem Grund wurden bei den weiteren FISH-Untersuchungen mit 2655E24 nur noch
Metaphasen ausgewertet. Auf die Bezeichnung ,WI2-“ vor den Fosmid-Sonden wurde verzichtet, um eine
bessere Ubersichtlichkeit zu erreichen.

3.2.3.2 Kartierung des Bruchpunktes in 1p mittel s BAC- und Fosmid-Sonden

Zur Kartierung des Bruchpunktes in 1p wurden zehn BAC- und acht Fosmid-Sonden einge-
setzt.

Bei den BAC-Sonden konnte mit der Sonde RP11-624P10, die bei unveranderten
Chromosomen in 1p33 hybridisierte, ein eindeutiger Bruch nachgewiesen werden, was die
nach Auswertung des Karyogramms vermutete Lage des Bruchpunktes korrigieren konnte.
Die von RP11-624P10 weiter centromerwarts liegende Sonde RP11-74211 wies nach
Hybridisierung mit dem t(1;14)-Fall ebenfalls einen Bruch auf. Allerdings zeigte sich ein
kleineres Restsignal auf dem derivativen Chromosom 14. Das groRRere Restsignal befand
sich auf dem derivativen Chromosom 1, was den Bruchpunkt weiter eingrenzte. Alle von
RP11-74211 aus weiter centromerwarts gelegenen Sonden lagen ohne Bruch auf dem
derivativen Chromosom 1. Weiter telomerwarts von RP11-624P10 liegende Sonden konnten
nach Hybridisierung nur auf dem derivativen Chromosom 14 nachgewiesen werden (s.
Tabelle 11 sowie Abbildung 12).
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Mit den Fosmid-Sonden lief3 sich in der von der Sonde W12-59207 Uberspannten Region ein
Bruch nachweisen (Abbildung 8A). Alle weiter centromerwarts von WI2-59207 liegenden
Sonden hybridisierten nur auf dem derivativen Chromosom 1. Alle weiter telomerwérts von
WI12-59207 gelegenen Sonden konnten auf dem derivativen Chromosom 14 dargestellt
werden, wobei die Signale von WI2-1691F22 und WI12-1697K16 (Abbildung 9A und 9B) dort
kleiner erschienen als auf dem nicht von der Translokation betroffenen Chromosom 1. Die
Sondenkombinationen und Ergebnisse nach der Hybridisierung mit den Fosmid-Sonden sind
in Tabelle 15 (s. Anhang, 7.2) detailliert dargestellt.

Tabelle 11: Lage der bei der Kartierung des Bruchpunktes in 1p genutzten BAC- und Fosmid-Sonden nach
Hybridisierung mit Patientenmetaphasen:

BACs auf Chromosom 1:

Klon: normale Lage: Lage nach Hybridisierung auf Patientenmetaphas  en:
RP11-441P20 1p34.2 der (14)

RP11-638A18 1p34.1 der (14)

RP11-705G19 1p33 der (14)

RP11-624P10 1p33 Split, der (1) und der (14)
RP11-74211 1p33 Split, kleines Restsigna | auf der (14)
RP11-707K1 1p33 der (1)

RP11-359D19 1p33 der (1)

RP11-260M10 1p33 der (1)

RP11-75N16 1p31.3 der (1)

RP11-262K24 1p31.1 der (1)

Fosmide auf Chromosom 1:

Klon: normale Lage: Lage nach Hybridisie  rung auf Patientenmetaphasen:
WI2-2353C20 1p33 der (14)

WI2-1697K16 1p33 der (14)

WI2-1691F22 1p33 der (14)

WI2-59207 1p33 Split, der (1) und der (1 4)
WI2-2655E24 1p33 der (1)

WI2-759H6 1p33 der (1)

WI2-680P3 1p33 der (1)

WI12-211006 1p33 der (1)

der (1)= derivatives Chromosom 1; der (14)= derivatives Chromosom 14; Split= Bruch in der Sonde nach der
Hybridisierung
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Abbildung 8: FISH mit Fosmid-Sonden: A: Metaphase des Patienten mit der Translokation t(1;14): Sowohl die
rot markierte Sonde 59207 (Chr.1) als auch die griin markierte Sonde 746G16 (Chr.14) weisen einen Split auf.
Die beiden derivativen Chromosomen zeigen eine Colokalisation (rot/griin, weie Pfeile), wahrend auf den
unveranderten Chromosomen 1 (roter Pfeil) und 14 (gruner Pfeil) je ein Signal zu erkennen ist (Chr.1= rot;
Chr.14= grun). B: Zum Vergleich eine Metaphase der Kontrolle Nr. 9: Die rot markierte Sonde 59207 hybridisiert
auf Chr.1 (rote Pfeile) und die griin markierte Sonde 746G16 auf Chr.14 (griine Pfeile). Auf die Bezeichnung
WI2-“ vor den Fosmid-Sonden wurde verzichtet, um eine bessere Ubersichtlichkeit zu erreichen.

1697K1

0= spectrum orange {rof); sgr= spectrum green (arind

Abbildung 9: FISH mit Fosmid-Sonden: A: Metaphase des Patienten mit der Translokation t(1;14): Die rot
markierte Sonde 1697K16 (Chr.1) liegt nach Hybridisierung auf dem derivativen Chromosom 14 (roter Pfeil), die
griin markierte Sonde 759H6 (Chr.1) liegt auf dem derivativen Chromosom 1 (griiner Pfeil). Zudem ist eine
Colokalisation (rot/griin) auf dem unveranderten Chromosom 1 zu erkennen (wei3er Pfeil). B: Zum Vergleich eine
Interphase mit der gleichen Sondenkombination: Es sind eine Colokalisation (rot/griin, weiBer Pfeil) und jeweils
ein einzelnes rotes (roter Pfeil) und ein einzelnes griines Signal (griner Pfeil) zu erkennen. Dabei wirkt das
einzelne rote Signal der Sonde 1697K16 auf dem derivativen Chromosom 14 kleiner als das Signal vom
unveranderten Chromosom 1. Um die Abbildung ubersichtlicher zu machen, wurde auf die Bezeichnung ,WI2-*
vor den Fosmid-Sonden verzichtet.
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3.2.3.3 Kartierung des Bruchpunktes in 14g mitte  Is BAC- und Fosmid-Sonden

Um den Bruchpunkt in 14q kartieren zu kénnen, wurden flinfzehn BAC- und sechs Fosmid-
Sonden eingesetzt. So konnte auch der Bruchpunkt in 14q weiter eingegrenzt werden. Die
Lage aller verwendeten Sonden nach der Hybridisierung ist in Tabelle 12 und Abbildung 12
dargestellt.

Bei den BAC-Sonden zeigte sich in der Sonde RP11-58ML1 ein eindeutiger Bruch. Ebenso
konnte bei der davon weiter centromerwarts liegenden Sonde RP11-50K16 ein Bruch
festgestellt werden, wobei der gréRte Teil dieser Sonde auf dem derivativen Chromosom 14
und ein kleinerer Rest auf dem derivativen Chromosom 1 nachgewiesen wurde. Da diese
Sonden in 14q24.2 liegen, konnte auch hier die zytogenetische Lokalisation dieses
Bruchpunktes korrigiert werden. Alle von RP11-58M1 weiter centromerwarts liegenden
Sonden wurden nach Hybridisierung nur auf dem derivativen Chromosom 14 nachgewiesen.
Dagegen hybridisierten alle weiter telomerwarts von RP11-58M1 liegenden Sonden auf dem
derivativen Chromosom 1.

Die Fosmid-Sonden konnten den Bruchpunkt in 14¢g24.2 noch weiter eingrenzen. Die
einzelnen Sondenkombinationen und Ergebnisse nach der Hybridisierung mit den Fosmid-
Sonden sind in Tabelle 15 detailliert dargestellt (s. Anhang, 7.2). Mit der Sonde WI12-746G16
lie sich ein eindeutiger Bruch nachweisen (Abbildung 10A). Die etwas weiter centromer-
warts liegende Sonde WI2-2163C20 liel3 in Kombination mit W12-2774112 einen Bruch mit
einem sehr kleinen Restsignal auf dem derivativen Chromosom 14 auch nach mehreren
Wiederholungen nur vermuten (Abbildung 11B). Deswegen wurde WI12-2163C20 mit WI2-
1035A15 kombiniert. In dieser Konstellation konnte die Vermutung des Bruches bestéatigt und
das sehr kleine Restsignal auf dem derivativen Chromosom 14 deutlicher dargestellt werden
(Abbildung 11A). Alle weiter centromerwarts liegenden Sonden wurden auf dem derivativen
Chromosom 14 nachgewiesen. WI2-1019H13 als weiter telomerwarts von WI2-746G16
liegende Sonde lag nach Hybridisierung nur auf dem derivativen Chromosom 1, was
bedeutet, dass der Bruchpunkt im Bereich von WI12-746G16 liegt.
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Tabelle 12: Lage der bei der Kartierung des Bruchpunktes in 14q genutzten BAC- und Fosmid-Sonden nach
Hybridisierung mit Patientenmetaphasen:

BACs auf Chromosom 14:

Klon: normale Lage: Lage nach Hybridisier  ung mit Patientenmetaphasen:
RP11-124D2 14911.2 der (14)

RP11-109D12 14qg12 der (14)

RP11-54H22 14qg12 der (14)

RP11-1113M10 14924.1-14924.2  der (14)

RP11-300A24 14924.2 der (14)

RP11-50K16 14q24.2 Split, aber nur sehr k leines Restsignal auf der (1)
RP11-58M1 14924.2 Split, der (1) und der (14)

RP11-910L1 14924.2 der (1)

RP11-448I11 14924.2 der (1)

RP11-696D21 14924.2 der (1)

RP11-892B8 14924.2 der (1)

RP11-611E14 14924.2 der (1)

RP11-289P13 14924.2 der (1)

RP11-714F24 14924.3 der (1)

RP11-715K20 14924.3 der (1)

Fosmide auf Chromosom 14:

Klon: normale Lage: Lage nach Hybridisier  ung mit Patientenmetaphasen:
WI2-1035A15 14924.2 der (14)

WI2-3231L8 14924.2 der (14)

WI2-2774112 14924.2 der (14)

WI2-2163C20 14q24.2 Split, kleineres Rests ignal auf der (14)
WI2-746G16 14q24.2 Split, der (1) und der (14)

WI12-1019H13 14924.2 der (1)

der (1)= derivatives Chromosom 1; der (14)= derivatives Chromosom 14; Split= Bruch in der Sonde nach der
Hybridisierung
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2774z

s=spectrum orange {rot); sar= spectrum green {grin

Abbildung 10: FISH mit Fosmid-Sonden: A: Metaphase des Patienten mit der Translokation t(1;14): Die griin
markierte Sonde 746G16 (Chr.14) zeigt einen Bruch und liegt auf den derivativen Chromosomen 1 und 14 sowie
als Colokalisation mit der rot markierten Sonde 2774112 auf Chromosom 14 (weiRer Pfeil). B: Zum Vergleich eine
Metaphase der Kontrolle Nr. 2: Beide Sonden erzeugen ein colokalisiertes Signal (rot/griin) auf beiden
Chromosomen 14 (weil3e Pfeile). Auf die Bezeichnung ,WI2-" vor den Fosmid-Sonden wurde aus Griinden der
Ubersichtlichkeit in dieser Abbildung verzichtet.

so=spectrurm orange {rof); sgr= spectrum green {grin)

Abbildung 11: FISH mit Fosmid-Sonden: A: Metaphase des Patienten mit der Translokation t(1;14): Es ist eine
Colokalisation (rot/griin) auf dem unveradnderten Chromosom 14 zu erkennen (weil3er Pfeil). Bei der
Hybridisierung auf den derivativen Chromosomen zeigt die griin markierte Sonde einen Bruch an, denn es zeigt
sich ein griines Signal auf dem derivativen Chromosom 1 (griiner Pfeil) und ein kleineres griines Restsignal auf
dem derivativen Chromosom 14 (roter Pfeil), wo auch die rot markierte Sonde 1035A15 hybridisiert. Diese Sonde
liegt also nicht innerhalb der Bruchpunkte. B: Die rot markierte Sonde 2774112 (Chr.14) liegt auf dem derivativen
Chromosom 14. In der griin markierten Sonde 2163C20 hingegen lasst sich ein Bruch nur erahnen, aber nicht
eindeutig nachweisen. Ein groRerer Teil der grin markierten Sonde liegt auf dem derivativen Chromosom 1
(griner Pfeil), der Rest scheint auf dem derivativen Chromosom 14 zu liegen. Deswegen wurde 2163C20
(Chr.14) mit 1035A15 (Chr.14) kombiniert, wo sich der Bruch besser darstellen lasst. Auf dem unveranderten
Chromosom 14 ist eine Colokalisation (rot/griin) zu erkennen (wei3er Pfeil). Auf die Bezeichnung ,WI12-" vor den
Fosmid-Sonden wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit in dieser Abbildung verzichtet.
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3.2.3.4 Zusammenfassung: FISH mit BAC- und Fosmi

d-Sonden

Insgesamt konnte durch die FISH-Analysen mit 25 BAC- und 14 Fosmid-Sonden die

beschriebene Translokation als t(1;14)(p33;924.2) charakterisiert werden. Die Abbildung 12

zeigt die Lage aller verwendeten BAC- und Fosmid-Sonden auf den unveranderten Chromo-

somen sowie die Lage auf den derivativen Chromosomen nach der Hybridisierung.

~

L~
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BAC-Sonden Fosmid-Sonden

441P20 2353C20
638A18 1697K16
705G19 1691F22
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14¢24.2
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2163C20
746G16

1019H13

der (1)

BAC-Sonden
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Split
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746G16
2163C20
59207
2655E24
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1697K16
2353C20

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Chromosomen 1 und 14 (Chr.1 u. Chr.14) sowie der derivativen
Chromosomen 1 und 14 (der (1) u. der (14)) und die Lokalisation der jeweiligen BAC- und Fosmid-Sonden. Rote
Markierung: Sonde, die auf Chromosom 1 hybridisiert; grine Markierung: Sonde, die auf Chromosom 14
hybridisiert; unterstrichene Sonde: Sonde, in der auf den derivativen Chromosomen ein Split (Bruch)
nachgewiesen werden konnte; die blauen Pfeile markieren den Bereich der Bruchpunkte. Auf die Bezeichnung
,RP11-" vor den BAC-Sonden und ,WI2-" vor den Fosmid-Sonden wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit in
diesem Schema verzichtet.
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3.2.4 Ergebnisse der Long-Distance-PCRs und Auswert  ung der Sequenzen

Im Anschluss an die FISH-Analysen sollte versucht werden, die Bruchpunkte der
Translokation t(1;14) noch genauer zu lokalisieren. Daflr wurden zahlreiche LD-PCRs
durchgefihrt, die die Bruchpunkte in 1p33 und 14q24.2 tuberspannen sollten.

Insgesamt wurden acht Rickwartsprimer, die an eine Sequenz auf Chromosom 1
hybridisieren, mit dreizehn Ruckwartsprimern, die an eine Sequenz auf Chromosom 14
hybridisieren, in Uber 180 LD-PCR-Reaktionen unter verschiedenen Reaktionsbedingungen
miteinander kombiniert. Die Ergebnisse der LD-PCRs mit allen durchgefihrten
Primerkombinationen sind in Tabelle 16 (s. Anhang, 7.3) zusammengefasst.

Die Kontrollen mit Aqua dest. waren in allen Fallen negativ. Auch die Kontrollen mit der DNA
gesunder Probanden erzeugten keine spezifischen DNA-Fragmente.

In den meisten Reaktionen mit der DNA des Patienten lieRen sich nach Durchfiihrung der
Agarosegelelektrophorese keine DNA-Fragmente von LD-PCR-Produkten nachweisen. In
wenigen Fallen gelang es, DNA-Fragmente zu amplifizieren und diese auch zu
sequenzieren.

Die insgesamt sechs erhaltenen Sequenzen wurden mit der Blat-Funktion der Datenbank
des Human Genome Browser Gateway ausgewertet. Eine Sequenz, die die Bruchpunkte der
Translokation t(1;14) tberspannt und diese somit ganz genau lokalisieren kdnnte, wurde
dabei nicht gefunden, auch wenn einige der Sequenzen Fragmente der untersuchten
Chromosomenregionen enthielten.

Die Auswertungen der einzelnen Sequenzen sind im Anhang in Tabelle 17 und den
Abbildungen 19, 20 und 21 (s. Anhang, 7.4) dargestellt.
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3.2.5 Identifizierung der Kandidatengene in 1p und 14q

Durch die molekularzytogenetische Eingrenzung der Bruchpunkte konnten drei Kandidaten-
gene ermittelt werden. Diese liegen im Bereich der Sonden, die in der FISH-Analyse einen
Bruch anzeigten. Die Kandidatengene und ihre Lage im Hinblick auf die Lage der BAC-und
Fosmid-Sonden sind in den Abbildungen 13 und 14 dargestellt.

Bei dem Kandidatengen in 1p33 handelt es sich um das CYP4A22-Gen, ein Gen aus der
Cytochrom P 450 Familie (Family 4, Subfamily A, Polypeptide 22). In 14924.2 sind es die
Gene SMOC1, (SPARC-Related-Modular-Calcium-Bindingl (SPARC= Secreted Protein,
Acidic, Cysteine-Rich)) sowie SLC8A3 (Solute Carrier Family 8, Member 3).
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Abbildung 13: Karte der Bruchpunktregion in 1p33: BAC- und Fosmid-Sonden, die nach Hybridisierung auf dem
derivativen Chromosom 1 (=der (1)) lagen, sind mit griinen Pfeilen, die auf dem derivativen Chromosom 14 (=der
(14)) mit roten Pfeilen und die, die einen Bruch aufwiesen (=Split), mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Der
Bereich, in dem nach den Ergebnissen der FISH-Untersuchungen der Bruchpunkt ungeféhr liegt, ist mit
schwarzen Strichen markiert. Das Kandidatengen ist orange gekennzeichnet. Auf die Bezeichnungen ,RP11-“
und ,WI2-* vor den BAC- bzw. Fosmid-Sonden wurde verzichtet, um eine bessere Ubersicht zu erreichen.
(Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway, Version: Marz 2006)
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Abbildung 14: Karte der Bruchpunktregion in 14q24.2: BAC- und Fosmid-Sonden, die nach Hybridisierung auf
dem derivativen Chromosom 1 (=der (1)) lagen, sind mit griinen Pfeilen, die auf dem derivativen Chromosom 14
(=der (14)) mit roten Pfeilen und die, die einen Bruch aufwiesen (=Split), mit blauen Pfeilen gekennzeichnet.
Kandidatengene sind orange gekennzeichnet. Der Bereich, in dem nach den Ergebnissen der FISH-Unter-
suchungen der Bruchpunkt ungeféhr liegt, ist mit schwarzen Strichen markiert. Auf die Bezeichnungen ,RP11-“
und ,WI2- vor den BAC- bzw. Fosmid-Sonden wurde verzichtet, um eine bessere Ubersicht zu erreichen.
(Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway, Version: Marz 2006)
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3.2.6 Auswertung der Array-CGH im Hinblick auf geno  mische Imbalancen im Bereich

der eingegrenzten Kandidatengene

Nach der Identifizierung der Gene CYP4A22 in 1p33 sowie SMOC1 und SLC8AS in 14924.2
als mogliche Kandidatengene fur das De Morsier Syndrom mittels der FISH-Analysen
wurden die Ergebnisse der durchgefiihrten Array-CGH (s. 3.2.2) im Hinblick auf genomische
Imbalancen im Bereich der identifizierten Kandidatengene erneut ausgewertet. Dabei wurde
besonders auf Imbalancen im Bereich der eingegrenzten Bruchpunkte geachtet, die
unterhalb der institutsinternen diagnostischen Kriterien lagen, um Anhalt fir submikrosko-
pische Imbalancen zu bekommen, die so klein sind, dass sie von der Array-CGH nicht
erfasst wurden.

Dabei fiel auf, dass im Bereich und der naheren Umgebung der mittels FISH-Analysen
identifizierten Kandidatengene sowohl auf Chromosom 1 als auch auf Chromosom 14
einzelne Oligonukleotide auRerhalb einer festgelegten Log2 Ratio von |0,5| lagen und somit
von der Software als statistisch signifikant bewertet wurden. Im Bereich der eingegrenzten
Kandidatengene auf Chromosom 1 handelte es sich dabei um drei Oligonukleotide, zwischen
denen ein von der Software als nicht signifikant erfasstes Oligonukleotid lag (s. Abbildung
15; Tabelle 13 (Anhang, 7.1)). Auf Chromosom 14 wichen im Bereich und der naheren
Umgebung des identifizierten Kandidatengens SLC8A3 zwei Oligonukleotide signifikant ab
(s. Abbildung 16 ; Tabelle 14 (Anhang, 7.1)).

Da allerdings Signale einzelner Oligonukleotide eine hohe Variabilitat zeigen kdnnen, werden
nach den institutsinternen diagnostischen Kriterien Regionen erst als aberrant bewertet,
wenn mehr als zehn signifikant verédnderte Oligonukleotide in diesen liegen. Aufgrund der
Ergebnisse der FISH-Analysen lie3 sich allerdings nicht ausschlieBen, dass diese
abweichenden Oligonukleotide im Bereich der identifizierten Kandidatengene auf eine
Deletion hinweisen, die unterhalb der Auflésung der durchgefihrten Array-CGH-Analyse
liegt. Eine solche Deletion innerhalb eines Kandidatengens kdnnte dann fir die Entstehung

des De Morsier Syndroms bei dem Patienten mit der Translokation t(1;14) ursachlich sein.
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Abbildung 15: Ausschnitt der Ergebnisse der Array-CGH fiir das Chromosom 1: Gezeigt ist die Region im
Bereich des durch die FISH-Analysen eingrenzten Bruchpunktes in 1p sowie die Lage des identifizierten
Kandidatengens CYP4A22 (blauer Pfeil). Die griinen Punkte zeigen die Oligonukleotide an, die von der Software
als signifikante Verluste bewertet werden. Die roten Punkte werden als signifikante Zugewinne gewertet; die
schwarzen liegen im Normbereich. Die als signifikant bewerteten Oligonukleotide im Bereich des eingegrenzten
Kandidatengens CYP4A22 sind mit Buchstaben gekennzeichnet und werden in Tabelle 13 (s. Anhang, 7.1) ndher
erlautert. In der Region des eingegrenzten Kandidatengens sind im Rahmen der diagnostischen Kriterien keine
genomischen Imbalancen zu erkennen. Deletionen unterhalb des Aufloésungsvermdégens der hier durchgefiihrten
Array-CGH lassen sich allerdings nicht ausschliel3en.
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Abbildung 16: Ausschnitt der Ergebnisse der Array-CGH fir das Chromosom 14: Gezeigt ist die Region im
Bereich des durch die FISH-Analysen eingrenzten Bruchpunktes in 14q sowie die Lage der identifizierten
Kandidatengene SMOC1 (blauer Pfeil) und SLC8A3 (roter Pfeil). Die griinen Punkte zeigen die Marker an, die
von der Software als signifikante Verluste bewertet werden. Die roten Punkte werden als signifikante Zugewinne
gewertet; die schwarzen liegen im Normbereich. Die als signifikant bewerteten Oligonukleotide im Bereich des
eingegrenzten Kandidatengens SLC8A3 sind mit Buchstaben gekennzeichnet und werden in Tabelle 14 (s.
Anhang, 7.1) naher erlautert. In der Region der spater eingegrenzten Kandidatengene sind im Rahmen der
diagnostischen Kriterien keine genomischen Imbalancen zu erkennen. Deletionen unterhalb des Auflésungs-
vermdgens der hier durchgefiihrten Array-CGH lassen sich allerdings nicht ausschlieRen.

53




Ergebnisse

3.2.7 ldentifizierung von SLC8A3 als Kandidatengen fir das De Morsier Syndrom
mittels eines Affymetrix GeneChip ® Mapping Arrays

Da die Ergebnisse der Array-CGH Anlass zu der Vermutung gaben, dass eventuell
genetische Imbalancen im Bereich der eingegrenzten Kandidatengene vorliegen (s. 3.2.6),
wurde eine hochaufldsende genomweite Microarray-Analyse mit dem Genome Wide Human
SNP 6.0 der Firma Affymetrix durchgefiihrt. Ziel dieser Untersuchung war es, submikros-
kopische genetische Imbalancen im Bruchpunktbereich der Translokation t(1;14) zu
detektieren, die mit der in dieser Arbeit verwendeten Array-CGH-Plattform aufgrund des
geringeren Auflésungsvermdgens im Rahmen der diagnostischen Kriterien nicht nachge-
wiesen werden konnten.

Die hochauflésende Array-Analyse mit dem SNP-Array zeigte eindeutig eine 10-15 kb grof3e
Deletion im Bereich des Bruchpunktes in 14g24.2, in die ausschlie3lich das eingegrenzte
Kandidatengen SLC8A3 involviert war (s. Abbildung 17). In der Bruchpunktregion auf
Chromosom 1 zeigte sich keine Imbalance. Somit konnte SLC8A3 in 14g24.2 in dieser Arbeit

als neues Kandidatengen fiir das De Morsier Syndrom identifiziert werden.
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Abbildung 17: Darstellung der Copy Number Analyse des Genome-Wide Human SNP Arrays 6.0 (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA) des Falles des Patienten mit der Translokation t(1;14)(p33;924.2) mit Hilfe der Software
Genotyping Console 3.0: Zu sehen ist eine 10-15 kb grof3e Deletion (rote Markierung) im Bereich des bereits
zuvor identifizierten Kandidatengens SLC8A3 in 14qg24.2.
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4. Diskussion

Die Atiologie des De Morsier Syndroms ist bis heute nicht umfassend geklart. Es wird eine
multifaktorielle Genese diskutiert: Einerseits werden &uf3ere Einfliisse als mégliche Ursache
beschrieben (Rainbow et al., 2005; Patel et al., 2006; Mc Nay et al., 2007). Andererseits
konnten in sehr seltenen Fallen Mutationen nachgewiesen werden (meist: Mutationen im
HESX1-Gen) (Kelberman und Dattani, 2007a).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine de novo aufgetretene Translokation t(1;14) bei einem
Jungen mit einem De Morsier Syndrom mit molekularzyto- und molekulargenetischen
Methoden untersucht werden. Ziel war es, die Translokation genau zu charakterisieren und
neue Kandidatengene flr das De Morsier Syndrom zu identifizieren. Mittels einer Array-CGH
ergab sich kein Anhalt flr groRere genomische Imbalancen im Genom des Jungen. Mit Hilfe
zahlreicher FISH-Untersuchungen mit BAC- und Fosmid-Sonden konnte die Translokation
als 1(1;14)(p33;g24.2) charakterisiert werden. Durch LD-PCRs, die das Ziel hatten, den
Bruchpunkt zu Uberspannen, konnten die Bruchpunkte zwar nicht kloniert werden, aber
aufgrund der Ergebnisse der FISH-Untersuchungen konnten die Gene CYP4A22 auf
Chromosom 1 sowie SMOC1 und SLC8A3 auf Chromosom 14 als mdogliche neue
Kandidatengene fir das De Morsier Syndrom identifiziert werden. Letztendlich wurde mittels
einer abschlielenden hochauflésenden Microarray-Analyse mit dem Genome-Wide Human
SNP 6.0 Array der Firma Affymetrix unter besonderer Berlicksichtigung des Bruchpunkt-
bereiches eine Deletion im Bereich des SLC8A3-Gens in 14g24.2 detektiert. So konnte das
SLC8A3-Gen von den drei aufgrund der FISH-Analysen eingegrenzten moglichen
Kandidatengenen als neues wahrscheinliches Krankheitsgen fir das De Morsier Syndrom

identifiziert werden.

4.1 Einsatz des Genome-Wide Human SNP 6.0 Arrays zu r Detektion submikros-

kopischer Imbalancen im Bruchpunktbereich

Nach der Identifizierung der drei Gene CYP4A22, SMOC1 und SLC8A3 als mégliche neue
Kandidatengene fur das De Morsier Syndrom wurde mit Hilfe eines Affymetrix GeneChip®
Mapping-Arrays (Genome-Wide Human SNP 6.0 Array) eine ca. 10-15 kb grofRe Deletion im
Bereich des SLC8A3-Gens des Jungen mit der Translokation t(1;14) identifiziert. Durch das
Vorliegen dieser Deletion lasst sich die Auswertung der Ergebnisse der anderen
durchgefiihrten Untersuchungen genauer erkléren:

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte Array-CGH ermdéglichte den Ausschluss
submikroskopischer Deletionen und Duplikationen sowohl im Bereich der Bruchpunkte als

auch in den restlichen Bereichen des Genoms des Patienten mit der Translokation t(1;14) in
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einer GrolRenordnung von etwa 100 kb. Allerdings lief3 sich nicht ausschliel3en, dass andere
strukturelle Chromosomenveranderungen (z.B. Deletionen) unterhalb der angewandten
Auflésung der Array-CGH vorhanden sind. Einen Hinweis auf derartige Verédnderungen
gaben zwei Oligonukleotide im Bereich des Bruchpunktes in 14q24.2, die als signifikant
bewertet wurden (s. 3.2.6). Diese liegen im Bereich der mit dem Genome-Wide Human SNP
6.0 Array nachgewiesenen Deletion in 14g24.2, wurden aber im Rahmen der durchgefihrten
Array-CGH nicht als aberrant bewertet. Nach den institutsinternen diagnostischen Kriterien
werden Regionen erst als signifikant aberrant bewertet, wenn mehr als zehn signifikant
veranderte Oligonukleotide vorliegen. Da das Auflosungsvermdgen des durchgefihrten
Affymetrix GeneChip® Mapping-Arrays mit ca. 17 kb deutlich héher ist als das Auflésungs-
vermégen der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Array-CGH mit ca. 100 kb, war es
mdglich, eine Deletion im Bruchpunktbereich in 14g24.2 nachzuweisen, auf die die
Ergebnisse der Array-CGH hinweisen.

Auch die auf den ersten Blick widersprichlichen Ergebnisse mit einigen FISH-Sonden
kénnen durch den Nachweis der Deletion in 14924.2 erklart werden: So konnte mit der
Fosmid-Sonde WI12-746G16 eindeutig ein Bruch identifiziert werden. Auch mit der Fosmid-
Sonde WI2-2163C20 konnte ein Bruch nachgewiesen werden. Dabei wurde in der Sonde
WI2-2163C20 ein grofRes Restsignal auf dem derivativen Chromosom 1 nachgewiesen,
wahrend das Restsignal auf dem derivativen Chromosom 14 sehr viel kleiner war (s.
Abbildungen 10 und 11). Aufgrund der Ergebnisse mit den anderen benachbarten BAC- und
Fosmid-Sonden (RP11-300A24, RP11-50K16, RP11-910L1, WI2-2774112 und WI2-
1019H13, s. Abbildung 14) und der im Vergleich zu WI12-746G16 weiter centromerischen
Lage auf Chromosom 14, wirde man eigentlich einen grof3eren Rest der Sonde WI2-
2163C20 auf Chromosom 14 erwarten. Da die nachgewiesene Deletion in 14g24.2 genau in
einem Teil der Fosmid-Sonde WI2-2163C20 liegt, lasst sich das kleinere Signal auf
Chromosom 14 sowie die Notwendigkeit mehrerer Sondenkombinationen mit W12-2163C20
zur Darstellung des Bruches erklaren (s. Abbildungen 11A und 11B). Bei der Sonde WI2-
746G16 (14924.2) fiel die Deletion bei der mikroskopischen Auswertung der FISH-
Untersuchungen allerdings aufgrund der etwas weiter telomerischen Lage dieser Sonde
nicht auf, obwohl auch sie aufgrund ihrer Lage von der Deletion betroffen ist. Die schlie3lich
identifizierte submikroskopische Deletion in 14q24.2 war wahrscheinlich auch der Grund fur
die intensitatsreduzierten Signale der Fosmid-Sonden WI2-1691F22 und WI2-1697K16 (s.
3.2.3.2).

Des Weiteren stellt die nachgewiesene Deletion im SLC8A3-Gen in 14g24.2 wahrscheinlich
auch die Erklarung daftir dar, dass mit Hilfe der LD-PCRs keine Bruchpunkt tiberspannenden
Sequenzen amplifiziert werden konnten, da ein Teil der Primerbindungsstellen innerhalb der

deletierten Region lag.
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4.2 Einsatz der Long-Distance-PCR zur Klonierung de  r Bruchpunkte der Trans-
lokation t(1;14)

Eine Amplifikation der Bruchpunkte mittels einer LD-PCR gelang nicht. Auch dafir waren,
wie oben beschrieben, wahrscheinlich die strukturellen Verédnderungen im Bereich der
Bruchpunkte schuld (s. 4.1).

Ein anderer Grund fur die wenigen unspezifischen Ergebnisse der LD-PCRs kdnnte sein,
dass die Reaktionsbedingungen bei den durchgefuhrten LD-PCRs trotz der modifizierten
PCR-Programme fur die einzelnen Primer letztendlich nicht optimal waren.

Auf einen weiteren Faktor dafiir, dass die LD-PCRs nicht das gewtiinschte Ergebnis lieferten,
weisen zwei der ausgewerteten Sequenzen hin, die ein Long Interspersed Nucleotide
Element (LINE) zeigten (Abbildung 20, Anhang 7.4). LINE-Sequenzen sind transponierbare
Elemente, die auf allen Chromosomen vorkommen (Ostertag et Kazazian, 2001). Einige
LINEs haben die Fahigkeit, sich durch autonome Retrotransposition an verschiedene Stellen
des Genoms zu verlagern (Sassaman et. al., 1997). Die Detektion von einigen LINEs beim
Versuch der Bruchpunkt Gberspannenden LD-PCRs konnte einerseits dadurch bedingt sein,
dass LINE-Elemente sich oft innerhalb von Bereichen einlagern, an denen DNA-
Doppelstrangbriiche auftreten (Morrish et al., 2002; Eickbush, 2002). Genau das ist bei der
Entstehung von Translokationen der Fall. Zudem liegen im Bereich des zytogenetisch
eingegrenzten Bruchpunktes in 1p33 LINE-Elemente (s. Abbildung 18). So kdnnte anderer-
seits auch ein LINE-Element die Entstehung der Translokation t(1;14) Uberhaupt erst

induziert haben.
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Abbildung 18: Darstellung der Lage der Sonde WI2-59207 in 1p33 (orange markiert), die nach der Hybridi-
sierung einen Split zeigte, und der LINE-Elemente (blau markiert) innerhalb des Bereichs, den diese Sonde in
1p33 uberspannt. (Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway, Version Mai 2004)
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4.3 Identifizierte Kandidatengene und ihre Funktion im Hinblick auf die Entstehung

eines De Morsier Syndroms

Wenn auch die Deletion im Bereich des SLC8A3-Gens dieses zum herausragenden
Kandidatengen fir das De Morsier Syndrom macht, so kdnnten doch auch die beiden
anderen durch die FISH-Analysen im Bereich der Bruchpunkte identifizierten Gene z.B. im
Sinne eines Positionseffektes eine Rolle bei der Entstehung des De Morsier Syndroms
spielen. Somit stellt sich die Frage, ob diese Gene und die entsprechenden Proteine
Funktionen aufweisen, die bei Anderung, Abschwachung oder Verlust mit der Ausbildung

eines De Morsier Syndroms in Zusammenhang gebracht werden kénnen.

4.3.1 Das CYP4A22-Gen

Das CYP4A22-Gen liegt in 1p33, besteht aus 12 Exons und ist ein Gen aus der Cytochrom P
450 Familie (Family 4, Subfamily A, Polypeptide 22). Diese besteht aus tGber 100 Genen im
humanen Genom, die in verschiedene Familien, Subfamilien und Polypeptide gegliedert
werden. Die Gene der Cytochrom P 450 Familie kodieren fiir membranassoziierte
Monooxygenasen. Das sind Enzyme, die eine Rolle bei der Biosynthese von Steroiden und
Gallensauren, beim Aminosaureabbau, bei der Metabolisierung von Arzneimitteln und
anderen Fremdstoffen sowie beim Metabolismus der Fettsduren und Eicosanoide spielen
(Palmer et al., 1993).

Innerhalb der CYP4A-Subfamilie konnte man bei den Genen einiger Polypeptidgruppen
starke Homologien feststellen (Capdevila et al., 2000). So ist bekannt, dass die Sequenzen
der Gene CYP4A11 und CYP4A22 zu 95% identisch sind (Palmer et al., 1993; Kawashima
et al, 1994; Bellamine et al., 2003).

Die Gene der CYP4A-Subfamilie werden vor allem in der Leber und der Niere exprimiert. In
ihrer Funktion als w/w-1-Hydroxylase verstoffwechseln die Mitglieder der CYP4A-Subfamilie
die Arachidonsaure zu 20-HETE (20-hydroxyeicosatetraenoic acid). Ein ganz wichtiges
Enzym fur diesen Prozess ist CYP4All. 20-HETE ist als Eicosanoid bekannt, das als
potenter renaler Vasokonstriktor und Inhibitor von vaskuldren Kalzium-aktivierten Kalium-
kandlen wirkt und an der Regulation des Blutdrucks beteiligt ist (Capdevila et al., 1981;
Capdevila et al., 2000; Bellamine et al., 2003). Betrachtet man CYP4A22 im Hinblick auf eine
mdgliche Funktion bei der Entstehung eines De Morsier Syndroms, kann man aufgrund
dessen, was bis jetzt Uber CYP4A22 bekannt ist, keine Verbindung zu dem Phanotyp des
Jungen mit der Translokation t(1;14) herstellen. Im Hinblick auf assoziierte Erkrankungen

wurden bei der japanischen Bevolkerung Polymorphismen im CYP4A22-Gen gefunden. Es
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wird vermutet, dass diese wie auch einige Polymorphismen des CYP4A11-Gens Einfluss auf
die Regulation des Blutdrucks haben kdnnten (Hiratsuka et al., 2006; Gainer et al., 2005).

Uber genetische Syndrome oder einzelne Fehlbildungen, die mit CYP4A22 assoziiert sind,
existieren keinerlei Berichte. Da aber auch nichts tber Funktionen von CYP4A22 im Hinblick
auf die Embryonalentwicklung bekannt ist, ist es heute kaum mdglich Mutationen von

CYP4A22 mit der Entstehung eines De Morsier Syndroms in Verbindung zu bringen.

4.3.2 Das SMOC1-Gen

Das SMOC1-Gen (SMOC1 = SPARC-Related-Modular-Calcium-Bindingl (SPARC=
Secreted Protein, Acidic, Cysteine-Rich)) konnte in 14q24.2 lokalisiert werden und umspannt
150 kb. Die kodierende Region umfasst zwolf Exons. Das SMOC1-Protein ist ein
Glykoprotein, das vor allem in Membranen verschiedenster Gewebe (Ovar, Gehirn, Thymus,
Herz, Leber, Lunge, Skelettmuskulatur, innere Meningen, Zona pellucida der Oozyte und
tubulare und glomerulare Strukturen der Niere) nachgewiesen werden konnte (Vannahme et
al., 2002).

Das SMOC1-Protein besteht aus funf Doménen: Einer FS Doméne (Follistatin-like), zwei TY
Doméanen (Thyroglobulin-like), einer EC Domane (EF-hand calcium binding) und einer fir
SMOC1 charakteristischen Domane. Aufgrund dieser Struktur lasst sich SMOC1 der BM-40
Familie zuordnen (Vannahme et al., 2002). BM-40 ist ein mit der Extrazellularmatrix
assoziiertes Protein, das auch als SPARC (Secreted Protein, Acidic, Cysteine-Rich) oder
Osteonectin bekannt ist (Lane und Sage, 1994).

Ein Zusammenhang von genetischen Syndromen und SMOC1-Aberrationen ist bis heute
nicht bekannt. Im Hinblick auf mégliche Zusammenhénge zwischen SMOC1 und Erkrank-
ungen existiert nur eine Publikation, die zeigt, dass eine erhéhte Expression von SMOC1 mit
astrozytaren Tumoren (Grad Il und Ill) assoziiert sein kann (Boon et al., 2004).

Einen Hinweis auf eine mdgliche Beteiligung des SMOC1-Gens an der Entstehung eines De
Morsier Syndroms gibt der Nachweis einer Expression von SMOC1 wahrend der Embryonal-
entwicklung von Mausen im ZNS und der Nachweis von SMOC1-mRNA in Membranen des
Neuroektoderms, des Plexus choroideus und der Rathke-Tasche (Gersdorff et al., 2006). So
ware es denkbar, dass es bei Verdnderungen des SMOC1-Gens zu Fehlbildungen in
Strukturen kommen koénnte, die das De Morsier Syndrom betreffen. Allerdings wurde
SMOC1 wahrend der Embryonalentwicklung von Mausen auch in Membranen diverser
anderer Gewebe und Organe (z.B.: Kapillaren, Skelettmuskulatur und Epidermis) nach-
gewiesen (Gersdorff et al., 2006). Deshalb ware es ebenfalls vorstellbar, dass im Falle einer

Mutation im SMOC1-Gen noch andere Fehlbildungen auftreten kdnnten.
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Insgesamt gibt es bis heute nur sehr wenige Daten tber SMOCL1 und seine Funktion, so
dass im Grunde genommen nicht vorhergesagt werden kann, welche ph&notypischen

Verédnderungen eine Mutation in diesem Gen beim Menschen ausltsen konnte.

4.3.3 Das SLC8A3-Gen als neues Kandidatengen fiir das De Morsier Syn  drom

Durch den Nachweis einer Deletion im SLC8A3-Gen (SLC8A3 = Solute Carrier Family 8,
Member 3, Synonym: NCX3) mittels einer hochauflésenden Microarray-Analyse konnte das
SLCBA3-Gen eindeutig als neues Kandidatengen fur das De Morsier Syndrom identifiziert
werden.

Es liegt in 14924.2, besteht aus neun Exons und umspannt eine Region von ca. 150 kb
(Gabellini et al., 2002). Innerhalb der SLC8-Genfamilie unterscheidet man die drei Gene
SLC8A1, SLC8A2 und SLC8AS3. Sie kodieren fur die drei Isoformen der wéhrend der
Evolution gut konservierten Natrium-/Kalziumionen-Austauscher NCX1, NCX2 und NCX3
(Sodium-Calcium-Exchanger 1, 2 und 3). Diese sind in der Plasmamembran lokalisiert und
regulieren die Homo6ostase des Kalziums, indem sie bei physiologischen Bedingungen in
einem Natrium-abhéngigen Transport ein Kalziumion aus der Zelle aus- und im Gegenzug
drei Natriumionen in die Zelle einschleusen. Bei einer Umkehr des elektrochemischen
Gradienten fur Natrium bei pathophysiologischen Bedingungen kann dieser Transport auch
in der entgegengesetzten Richtung stattfinden (Jeffs et al., 2007).

SLCBA1, SLC8A2 und SLC8A3 werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert. NCX1
wurde unter anderem vor allem im Herzmuskelgewebe, aber auch im Gehirn und in vielen
anderen Geweben nachgewiesen. Die Expression von NCX2 und NCX3 findet vor allem in
Hirn- und Muskelgewebe statt (Komuro et al., 1992; Nicoll et al., 1996; Quednau et al.,
1997). Im Gehirn von Ratten wurde NCX3 hauptsachlich im Hippokampus, im Thalamus, in
der Amygdala und im Kleinhirn nachgewiesen (Papa et al., 2003). Bei Untersuchungen der
zellularen Lokalisation von NCX1-3 im Kortex und Hippokampus von Ratten wurden NCX1-3
in Somata und Dendriten von Neuronen sowie in Astrozyten und endothelialen Zellen
nachgewiesen. NCX2 und NCX3 wurden haufig im Bereich von Blutgefal3en identifiziert
(Minelli et al., 2007). Der Nachweis von NCX3 im Gehirn, vor allem im Thalamus, kdnnte ein
Hinweis auf eine Beteiligung an der Entstehung des De Morsier Syndroms sein, da
Betroffene mit einem De Morsier Syndrom vor allem Fehlbildungen im Mittellinienbereich des
Gehirns aufweisen.

Allerdings wurden derartige Fehlbildungen, insbesondere Fehlbildungen im Bereich der
Mittellinienstrukturen des Gehirns, oder andere phanotypische Merkmale, die man mit einem
De Morsier Syndrom in Verbindung bringen kénnte, im Zusammenhang mit NCX3 bisher

nicht beschrieben. Bei homozygoten Knockout-Mausen fir Ncx3 wurden Nekrosen in
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Skelettmuskelfasern sowie eine fehlerhafte neuromuskulare Ubertragung nachgewiesen. Im
Vergleich zu nicht manipulierten M&usen hatten die Knockout-Mause insgesamt eine
reduzierte muskulare Aktivitat. Sie waren zudem lebensfahig, fertil, normal grof3 und normal
schwer (Sokolow et al., 2004). Hinweise auf eine Beteiligung an der Entstehung eines De
Morsier Syndroms liefert diese Beschreibung der Knockout-Mause eher nicht. Denn die
normale Grof3e der Knockout-M&use spricht zum Beispiel gegen das Vorliegen einer
hypophysaren Wachstumsstorung, die bei einem De Morsier Syndroms in den meisten
Fallen zu finden ist.

Wie in der Einleitung beschrieben existieren Hypothesen Uber eine vaskulare Ursache fir
das De Morsier Syndrom (Lubinsky, 1997; Stevens und Dobyns, 2004). In diesem
Zusammenhang ist bekannt, dass NCX3 nach zerebralen Ischamien in seiner Funktion als
lonentransportprotein eine wichtige Rolle spielt. Es wird berichtet, dass die Aktivitat von
NCX-Proteinen einen positiven protektiven Effekt auf Neurone nach zerebralen Ischamien
hat. Das Herunterregeln der Aktivitat von NCX-Proteinen dagegen fuhrt zu einer erhthten
fokal neurologisch ischamischen Anfélligkeit (Pignataro et al., 2004a/b). So weisen
homozygote Knockout-Mause fir Ncx3 nach globalen zerebralen Ischamien hdhere
neuronale Verluste im Bereich des Hippokampus auf als nicht manipulierte Mause (Jeffs et
al., 2008). Also spielt NCX3 eine positive Rolle beim Aufrechterhalten der intrazellularen
Homoostase des Kalziums nach zerebralen Ischamien und hat einen protektiven Effekt auf
die Neurone (Jeffs et al., 2008; Jeffs et al., 2007).

Im Hinblick auf das De Morsier Syndrom ware es deswegen denkbar, dass Mutationen im
SLC8A3-Gen und Funktionsstorungen von NCX3 eine vaskulare Genese wahrend der
Embryonalentwicklung beginstigen konnten. Allerdings ist nicht bekannt, ob NCX3 eine
Rolle bei der Embryonalentwicklung spielt. So lasst sich letztendlich nur vermuten, dass die
Deletion des SLC8A3-Gens und ein eventuell damit verbundener Funktionsverlust von NCX3
fur die Entstehung eines De Morsier Syndroms bei dem Jungen mit der Translokation t(1;14)
ursachlich ist. Aufgrund der bis zum heutigen Zeitpunkt fehlenden Daten lassen sich so nur
Vermutungen Uber eine Beteiligung des SLC8A3-Gens an der Genese des De Morsier

Syndroms aufstellen.

4.4 Patient mit der Translokation t(1;14) und ander e Risikofaktoren

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Patienten mit der Translokation t(1;14) muss man
neben eventuell genetischen Ursachen fiir das De Morsier Syndrom auch andere, nicht
genetisch bedingte Risikofaktoren in Betracht ziehen:

Ein beschriebener Risikofaktor fir das Auftreten eines De Morsier Syndroms ist das

maternale Alter, denn es werden mehr Kinder mit einem De Morsier Syndrom von Muttern
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geboren, die signifikant jinger sind als der Durchschnitt (Murray et al., 2004). Das trifft auch
fur den Patienten mit der Translokation t(1;14) zu, da dessen Mutter bei der Geburt erst
achtzehn Jahre alt war. Zudem handelte es sich um die erste Schwangerschaft der Mutter,
was als Risikofaktor fur Hypoplasien des N. opticus beschrieben wird (Tornqvist et al., 2002).
Weitere mogliche Risikofaktoren bei dem Patienten mit der Translokation t(1;14) sind nicht
bekannt.

Insgesamt kann hier nur vermutet werden, ob auch einer dieser beiden Risikofaktoren oder
ihre Kombination und nicht die Translokation t(1;14) die Ursache fir das De Morsier

Syndrom sein kdnnte.

4.5 Fazit

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit:

1.) Die Bruchpunkte einer Translokation t(1;14) eines Patienten mit einem De Morsier
Syndrom mittels FISH eingegrenzt und die Translokation als t(1;14)(p33;924.2)
kartiert.

2.) Die Gene CYP4A22, SMOC1 und SLC8A3 durch die FISH-Analysen als neue

mdgliche Kandidatengene fir das De Morsier Syndrom identifiziert.

3.) Eine Deletion im Bereich des SLC8A3-Gens in 14g24.2 mittels einer hochauf-
[6senden Microarray-Analyse mit einem Affymetrix GeneChip® Mapping-Array
nachgewiesen, die SLC8A3 eindeutig als neues Kandidatengen fur das De Morsier

Syndrom identifiziert.

4.6 Ausblick

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen geben Anlass zur
Annahme einer Beteiligung des SLC8A3-Gens an der Entstehung eines De Morsier
Syndroms.

In weiterfihrenden Arbeiten kdnnte das SLC8A3-Gen bei anderen Patienten mit einem De
Morsier Syndrom auf Mutationen untersucht werden. Dafur kénnten Sequenzierungen bzw.
MLPA-Untersuchungen (MLPA = Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) zum
Nachweis groRerer Deletionen oder Duplikationen vorgenommen werden. So kénnte
herausgefunden werden, ob Veranderungen des SLC8A3-Gens auch bei anderen Patienten

fur das Auftreten eines De Morsier Syndroms ursachlich sein kénnen.
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AulB3erdem waren weiterfuhrende Untersuchungen im Hinblick auf die Funktion des SLC8A3-
Gens und des entsprechenden Proteins wéhrend der Embryonalentwicklung von Interesse.
Ebenfalls konnte z.B. bei weiteren Untersuchungen von Knockout-Mausen fur das SLC8A3-
Gen besonders auf Strukturen geachtet werden, die bei dem De Morsier Syndrom verandert
sind. So waren bei solchen Untersuchungen die Mittellinienstrukturen des Gehirns, die Nn.
optici und die Hypophyse von besonderem Interesse. Verdnderungen dieser Strukturen bei
Knockout-Mausen wirden weitere Hinweise auf eine Beteiligung des SLC8A3-Gens an der
Entstehung des De Morsier Syndroms geben.

Es konnten zudem weitere LD-PCRs mit anderen Primern durchgefiihrt werden. Diese
Primer kénnen mit der Kenntnis der Deletion in 14q24.2 gezielter ausgewahlt werden. Auf
diese Weise konnte versucht werden, die Bruchpunkte der Translokation t(1;14) des Patien-
ten mit dem De Morsier Syndrom eventuell ganz genau zu lokalisieren, um auch CYP4A22
und SMOC1 als Kandidatengene weitgehend ausschlieRen zu kénnen, obwohl Positions-
effekte auch hier eine Rolle spielen kénnten.

Zurzeit sind die Optikushypolasie und die Fehlbildungen der Mittellinienstrukturen des
Gehirns nicht therapierbar. Die Therapie des hypophyséaren Hormonmangels erfolgt durch
Hormonsubstitution. Es ist beschrieben, dass besonders haufig Patienten mit Auffalligkeiten
an Septum pellucidum und/oder hypothalamo-hypophysarer Achse endokrine Problematiken
entwickeln (Birkebaek et al., 2003). Zudem wird Uber Patienten mit einem De Morsier
Syndrom berichtet, die im Rahmen eines viralen Infektes an einer adrenalen Krise
verstarben (Brodsky et al., 1997). So ist eine friilhe Diagnosestellung und eine rechtzeitige
Hormonsubstitution essentiell fir eine gute Prognose. Die Kenntnis tber weitere beteiligte
Gene wirde die diagnostischen Mdglichkeiten verbessern. Ebenso kdnnte eine rechtzeitige
pra- oder postnatale Diagnostik spateren Komplikationen durch den Mangel an hypophy-
saren Hormonen vorbeugen, denn die hormonelle Diagnostik kdnnte gezielter erfolgen. Des
Weiteren kénnte die Kenntnis weiterer Kandidatengene zu einem besseren Verstandnis der
Pathogenese des De Morsier Syndroms fiihren. Das wiederum koénnte zukinftig vielleicht

helfen, einen besseren Therapieansatz zu finden.
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5. Zusammenfassung

Das De Morsier Syndrom ist ein kongenitales Fehlbildungssyndrom, dessen Phanotyp sich
durch eine hohe Variabilitat auszeichnet. Typisch fir das De Morsier Syndrom sind Fehl-
bildungen im Mittellinienbereich des Gehirns, eine Hypoplasie oder Dysplasie der Sehnerven
und Fehlbildungen der Hypophyse sowie ein Mangel an hypophysaren Hormonen.

Die Atiologie des De Morsier Syndroms ist bis heute nicht vollstandig geklart. So wird eine
multifaktorielle Genese angenommen, die sowohl von Umweltfaktoren als auch von gene-
tischen Faktoren beeinflusst wird. Wahrend das De Morsier Syndrom in den meisten Fallen
scheinbar sporadisch auftritt, sind seltene Falle mit familiarem Auftreten bekannt. Bei einigen
dieser Falle konnten Mutationen in wenigen Genen nachgewiesen werden (meist:
Homoobox-Gen HESX1). Da allerdings nur in seltenen Fallen solche Mutationen
nachgewiesen werden konnten, ist anzunehmen, dass es noch weitere Gene gibt, die an der
Entstehung eines De Morsier Syndroms beteiligt sind. Fir die Identifizierung solcher Krank-
heitsgene eignen sich Patienten mit de novo aufgetretenen strukturellen Chromosomen-
aberrationen.

In dieser Arbeit wurde eine de novo Translokation t(1;14) bei einem Jungen mit einem De
Morsier Syndrom sowohl mit molekularzytogenetischen als auch mit molekulargenetischen
Methoden charakterisiert. Bei dem Jungen liegen die fir das De Morsier Syndrom typischen
Fehlbildungen aber keine Mutation des HESX1-Gens vor: eine Optikushypoplasie, eine
Hypoplasie des Corpus callosum sowie eine Agenesie des Septum pellucidum und
Fehlbildungen der Hypophyse mit begleitendem Mangel an hypophysaren Hormonen. Ziele
dieser Arbeit waren das AusschlieRen mdglicher submikroskopischer Deletionen und
Duplikationen im Patientengenom als Ursache fur das De Morsier Syndrom, eine Kartierung
der Bruchpunkte der Translokation t(1;14) sowie die Identifizierung neuer Kandidatengene
fur das De Morsier Syndrom.

Mit Hilfe einer Array-CGH konnte das Vorliegen von Deletionen oder Duplikationen im
Genom des Patienten mit der Translokation t(1;14) bei einer Auflésung von 0,1 Mb ausge-
schlossen werden. Die Translokation t(1;14) konnte durch umfangreiche FISH-
Untersuchungen mit 25 BAC- und 14 Fosmid-Sonden als t(1;14)(p33;924.2) charakterisiert
werden. Durch Uber 180 LD-PCRs mit insgesamt 21 Primern konnten die Bruchpunkte
allerdings nicht kloniert werden, was durch die Ergebnisse einer spater durchgefihrten
GeneChip-Analyse erklart werden kann. Anhand der Ergebnisse der FISH-Untersuchungen
gelang es, drei neue mogliche Kandidatengene fiir das De Morsier Syndrom zu identifizieren:
CYP4A22 in 1p33 sowie SMOC1 und SLC8A3 in 14g24.2. Mittels einer hochauflésenden
GeneChip-Analyse konnte eine ca. 10-15 kb grol3e Deletion im Bereich des SLC8A3-Gens

im Bruchpunktbereich der Translokation in 14q24.2 nachgewiesen werden. Diese identifiziert
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Zusammenfassung

SLC8A3 eindeutig als neues Kandidatengen fur das De Morsier Syndrom. Anhand der
heutigen Kenntnisse Uber die Funktion von SLC8AS ist es allerdings zu diesem Zeitpunkt
weder mdoglich, einen Zusammenhang mit dem De Morsier Syndrom herzustellen noch
auszuschlieBen. Die ldentifizierung von SLC8A3 als neues Kandidatengen fir das De
Morsier Syndrom wirde am ehesten die Hypothese einer vaskularen Genese des De
Morsier Syndroms wéhrend der Embryonalentwicklung stiitzen. Allerdings wéaren weitere
Untersuchungen des SLC8A3-Gens bei anderen Betroffenen mit einem De Morsier Syndrom

und weitere Analysen im Hinblick auf die Funktionen von SLC8A3 ndtig.
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Anhang

7. Anhang
7.1

Ubersicht der Lage einzelner Oligonukleotide be

i der Array-CGH

Tabelle 13: Darstellung der auf3erhalb der festgelegten Log2 Ratio von |0,5| liegenden Oligonukleotide im
Bereich des spéter eingegrenzten Bruchpunktes auf Chromosom 1

Bezeichnung in der Name des Lage in Bezug auf das Start Stop
Abbildung 15/Bemerkung Markers spater eingegrenzte (telomerisch | (centromerisch
(Oligonukleotid) Kandidatengen g L by
a A 16 _P15108816 CYP4A22 47318138 | 47318197
(Lage in 1p:
47315127- 47326546)
b A_16_P00059224 47307427 | 47307486
¢ / nicht als signifikant A_16 P35115589 47302895 | 47302954
gewertet, schwarzer Punkt,
Lage zwischen b und d
d A 16 _P00059216 CYP4z1 (kein 47290689 | 47290748
Kandidatengen)

Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway

Version: Mai 2004)

Tabelle 14: Darstellung der aul3erhalb der festgelegten Log2 Ratio von |0,5| liegenden Oligonukleotide im
Bereich des spéter eingegrenzten Bruchpunktes auf Chromosom 14

Bezeichnung in Name des Lage in Bezug auf die spater Start Stop
der Markers eingegrenzten (centromerisch | (telomerisch

Abbildung 16/ (Oligonukleotid) Kandidatengene 0 125 0 125

Bemerkung
a A_16_P20086754 SLC8A3 69581247 | 69581306
(Lage in 14q:
69580687- 69725540)

b A _16_P40230996 69575323 | 69575382

Erstellt mit der Datenbank des Human Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway

Version: Mai 2004)
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Anhang

7.2

Signalkonstellationen der Fosmid-Sonden

Tabelle 15: Signale und Lage der Fosmid-Sonden nach Hybridisierung mit den Metaphasen des Patienten mit

der Translokation t(1;14)

Sondenkombination
und Markierung

Signale nach Hybridisierung

Lage der Fosmide
beim t(1;14)-Fall

Anmerkungen

1019H13 sgr

1x R auf der (14)

1019H13 — der (1)

2774112 so 1x Co R/G auf Chr.14 2774112 — der (14) Split in 2163C20
2163C20 sgr 1x R auf der (14) 2163C20 — Split, kleines kaum erkennbar,
1x Split: Restsignal auf der (14), daher: Hybridi-
starkes, griines Signal auf gréReres Signal auf sierung mit
der (1), fragliches, schwaches, der (1) 1035A15 so
grunes Restsignal auf der (14) (Abb. 11B)
1035A15 so 1x Co R/G auf Chr.14 1035A15 — der (14) Split in 2163C20
2163C20 sgr 1x R auf der (14) 2163C20 — Split, kleines | bei dieser Sonden-
1x Split: Restsignal auf der (14), kombination deut-
sehr kleines, griines gréReres Signal auf licher zu erkennen
Restsignal auf der (14) der (1) (Abb. 11A)
2774112 so 1x Co R/G auf Chr.14 2774112 — der (14) keine
746G16 sgr 1x R auf der (14) 746G16 — Split, Signale (Abb. 10A)
1x Split: auf der (1) und der (14)
griine Signale auf der (1) und
der (14)
3231L8 so 1x Co R/G auf Chr.14 3231L8 —der (14) griines Signal nur

schwach erkenn-

1x G auf der (1)

1x G auf der (1) bar
59207 so 1x Co R/G auf Chr. 1 211006 — der (1) Split in 59207
211006 sgr 1x G auf der (1) 59207 — Split fraglich, in nicht eindeutig
1x Split: dieser Hybridisierung und | erkennbar, daher:
eventuell kleines, in den Wiederholungen Hybridisierung mit
rotes Restsignal auf der (14), auch nicht eindeutig zu 746G16 (eindeuti-
gréReres, rotes Signal auf erkennen ger Split, siehe
der (1) unten)
59207 so 1x R auf Chr.1 59207 — Split, kleineres Split in 59207 bei
746G16 sgr 1x G auf Chr.14 Restsignal auf der (14) dieser Sonden-
2x Split: 746G16 — Split, Signale kombination ein-
Split im roten und im auf der (1) und der (14) deutig zu erkennen
griinen Signal: 1x Co R/G auf (Abb. 8A)
der 1, 1x Co R/G auf der (14),
kleines rotes Restsignal auf
der (14)
1697K16 so 1x Co R/G auf Chr.1 1697K16 — der (14) Signale von
759H6 sgr 1x R auf der (14) 759H6 — der (1) 1697K16 auf
1x G auf der (1) der (14) eventuell
kleiner als auf un-
verandertem Chr.1
(Abb. 9A u. 9B)
2353C20 so 1x Co R/G auf Chr.1 2353C20 — der (14) Es wurden insge-
2655E24 sgr 1x R auf der (14) 2655E24 — der (1) samt nur 7 Meta-
1x G auf der (1) und keine Inter-
2x G phasen ausge-
wertet, weil die
Sonde 2655E24
chimér ist.
1691F22 so 1x Co R/G auf Chr.1 1691F22 — der (14) Signale von
680P3 sgr 1x R auf der (14) 680P3 — der (1) 1691F22 auf

der (14) eventuell
kleiner als auf un-
verandertem Chr.1

SO= spectrum orange; sgr= spectrum green; R= rotes Signal; G= griines Signal; Co= Colokalisation (beide
Sonden liegen direkt nebeneinander, so dass ein rot/griines Signal (R/G) zu erkennen ist); Split= Bruch in einem
Signal; Chr.1= Chromosom 1; Chr.14= Chromosom 14; der (1)= derivatives Chromosom 1; der (14)= derivatives
Chromosom 14; Insgesamt wurden immer 100 Interphasen und mdglichst viele Metaphasen ausgewertet
(Ausnahme: Die Sondenkombination 2353C20 und 2655E24). Auf die Bezeichnung ,WI2-" vor den Fosmid-
Sonden wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit in dieser Tabelle verzichtet.
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7.3 Ergebnisse der LD-PCRs mit den verschiedenen Pr  imerkombinationen
Chr.14 4488 4741 4489 4742 4490 4743 4491 4744 4492 4745 4493 4746 4494
Chr.1 C14_26653r | C14 24942r | C14 22197r | C14 20238r | C14 18253r | C14 16261r | C14 14035r | C14 12331r | C14 10165r | C14 8107r | C14 6143r | C14 4273r | C14 2229r
4495 schwache X schwache X X X X X X X X X X
m Bar_lden, Bar_lden,
nicht nicht
wiederholbar wiederholbar
4496 X X X Bande, ca. X X X X X X X bei PCR X
C1 13115r 400 bp, nicht aus PCR:
- wiederholbar, versch.
Sequenz Banden
nicht lesbar (400-1000
bp), Se-
quenzen
nicht
lesbar
4497 schwache X Sequenz 1 X X X X X X bei PCR X Sequenz 2 viele un-
C1 11160r Banden, aus PCR: spezifische
- nicht schwache Banden
wiederholbar Banden,
Sequenzen
nicht
lesbar
4498 X X X X X X X X X X X X Sequenz 3
C1_9064r
4499 X X X X X X X X Sequenz 4 X X Banden X
m (zw. 200-
1000 bp),
Sequenzen
nicht
lesbar
4500 X X X X X X X X X X X bei PCR X
m aus PCR:
viele, un-
spezifische
Banden
4501 X X X X X X X X X X X X X
C1_3045r
4502 viele X viele X viele X Sequenz 5 X Bande (ca. X X nach PCR X
"C1 1185r | Schwache schwache schwache 1000 bp), bei aus PCR:
- Banden Banden Banden versch. Klonierung:
Bedingungen Sequenz 6
nicht wieder-
holbar

Tabelle 16: C1= Chromosom 1 (Chr.1); C14= Chromosom 14 (Chr.14); r= Riickwartsprimer; bp= Basenpaare (die ungefahren Ladngenangaben der PCR-Produkte wurden anhand des verwendeten

Standards abgeschétzt); versch. = verschieden; Sequenz 1-6: siehe Auswertung der Sequenzen (7.4).
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7.4 Darstellung der Auswertung der Sequenzen

Tabelle 17: Sequenzen 1-6 aus den Produkten der LD-PCRs und Ergebnisse nach Auswertung mit der Daten-
bank des Human Genome Browser Gatewa

Nummer | Primerpaar | Sequenzierung
mit Primer:

lesbare Sequenz Auswertung

tccttggcettt ACTCCAGCTTCCTTGECT
TTact ccagcttccttggctttactccac
cgcttccttggctttactccagecttcctt
ggctttactccagcttccttggetttact
ccagcttccttggetttactccagettcce
ttggctttactccagecttccttggettta
ctccagcttccttgectttacttccagett
accttggct gt act aaagct acct ggctt

1 4497/4489 4489 (Chr.14),
direkt aus dem
PCR-Produkt
sequenziert,

Sequenz nur mit
einem Primer

lesbar

Diese Sequenz liegt in 14924.2
und entspricht genau dem
Primer der PCR (siehe
schwarze Markierung in der
Sequenz), Sequenz des Pimers:

5"ACTCCAGCTTCCTTGGCTTT3’

Die Amplifikation ist
unspezifisch und der Primer
liegt inmitten von T-Repeats.

2 A497/4746 tttagaat agt t t cagaggaacggt acca

gctectctttgtacctct gttagaattca
act gt gaat ccat ct ggt cct gggetttt
tttggttgataggctattaattactgect
caatttcagaacttgttatcaatctattc
aggggattcaacttcttcctggtttcgtc
tttggagggt gt at at gt ccaggaattta
tccattttttctagatttttctagttgat
ttgcatagaggtgttctagtattctctga
t ggaagtttgatttctgggggac

Hierbei handelt es sich um ein
LINE (Long Interspersed
Nucleotide Element),
das es auf allen Chromosomen
gibt . (Abbildung 20)

4497 (Chr.1),
direkt aus dem
PCR-Produkt
sequenziert,
Sequenz nur mit
einem Primer
lesbar

3 4498/4494 ttcttagcttccttgecattgggttagaac

atgctcctttagcttggaggagtttgtta
ttacccaccttct gaagcct acttct gt C
aatt cgt caaact cattctccat ccaggt
ttgttcccttgetggcaaggagcet gt gat
cctttggaggacaacaggcattctggett
ttggaattttcagcctttttgecget ggtt Element) auf den
tctccccatctttgtggat gt gtctacct | verschiedensten Chromosomen
tctgtatttgatgttggtgaccttccgat an

ggggt cttt gagt ggat gt gccattcctt
tatgttagtagttttccctctaacagaac
aagcccct ct gct gcaagt ct gct ggagt
tt gcaagaggt ccact ccagaccct gt g
cct gggat caccagcggaagct gcacaac
agcaaaact gctgcctgttttcctctgga
agcttcgt ccaga

4498 (Chr.1),
Sequenz aus
ausgeschnittener
Bande,
Sequenz nur mit
einem Primer
lesbar

Bei dieser Sequenz zeigt die
Blat-Funktion der Datenbank
des Human Genome Browser
Gateway erneut ein LINE
(Long Interspersed Nucleotide

4 4499/4492 t ct caaaggcacaagggt aaagcat gaca
cggcacagt cat ggaat ggcagcagt aag
cat ggct aggat agaggt caagaggaagg
ct aagggt aagt ggat cct acct gt ggcc
ccact gt gccct ct gct gaggt t t agaag
gt gt ct gcagt agggt cct gggct t aaac
tt at ggccaaaat t ggggcet gat aaagca
gcat caggaacacaat ct cct accat gga
ggct aagaacaagat gt caat ggaat ttt
gt gagt gaaacaggat t agcacaaaagca
ggcagggaaaat ggt t ggact aaaagcct
cattcag

4492 (Chr.14),
Sequenz aus
ausgeschnittener
DNA-Bande

Beide Sequenzen liegen in
14924.2, was daran liegt, dass
ein Teil der Sequenz in 14q24.2
in 5”-Richtung vom Rickwarts-
strang entfernt eine Homologie
mit dem Primer 4499 aufweist.
(Abbildung 19). Das kénnte be-

deuten, dass in diesem Fall
ungewollt ein RUckwartsprimer

und ein zweiter RUckwarts-
primer, der wie ein Vorwarts-
primer wirken kann, fiir diese

Reaktion eingesetzt wurden.

Das erklart auch, dass die
Sequenz sowohl mit dem einen

als auch mit dem anderen

Primer von Chromosom 14

stammt. Allerdings war die

Kontrolle mit der DNA eines

gesunden Probanden aus

ungeklarten Griinden negativ.

gacat gct ccaagagaat ggat t gt t agt
gggggcat ct aact agt acccagggcttc
agaat t cct gggat gaat t cct caat t ct
cctcctatggttcattccagettctgttt
t gacaaagcct aacacct ggat aacccag
aaaggact cagaaaat gggagcgat gat g
gacacaaatggattttgtgattttgtgat
tttgcatctaccatttaatctgct aaaag
gtttttt

4499 (Chr.1),
Sequenz aus
ausgeschnittener
DNA-Bande

5 4502/4491 ct cgcect aggaccccaagagccaact tt

agcatgttgtttttacctcccgggagtct
gcactt ct agagt gaccagacaggggacg

Hierbei handelt es sich um eine
unspezifische Amplifikation auf

4491 (Chr.14),
Sequenz aus

ausgeschnittener
DNA-Bande,
Sequenz nur mit
einem Primer
lesbar

ggggaccagttatttcttgcatttatctg
t gact gggagcaat t cat cact t at act g
cctt gt gagacat t ct ccaagct cccagce
aaaagcacaggt cat gagcaggacagcat
t gcacct gct ggaaacaaaagaat gt cag

Chromosom 20.

XV




Anhang

Fortsetzuna Tabelle 17

agct agaaggagcct t gaaacat ct ggat
ccaggggccat t cgggggct agacaggcet
agacagacat t at agat gcaat ggggaaa
acccct ccce

6 4502/4746

4502 (Chr.1),
Sequenz nach
Klonierung, lesbar
mit dem
vektorspezifischen
Primer 461

Die Sequenz mit
dem Primer 4746
ist nicht im
einzelnen aufge-

t gt gt ggt t agggaaaggt at agt gaaat
at acct gacaaggcagt gaaat gaggt ag
agat agagt gat gggat gcacat gccat t
gcaaaaagcat t at gat gcgggcet gt at g
at ggagt t gt aact t ct ggaggaaagct a
aaaat ggaggaacagat t aat at cagcag
caaaat cacat ggt ct ggcaggaaagt ca
gggccagt ggacagagaacct act acagg
agt cttcagcctggttttgctat gaacta
gct gt gt gacct t gagccat t gget t cac
ctctctgggectecttggtgtttttgeac
caggagttctcacct gtatgtcaacattt
gct aagcct gtt at ct cat gaat aatt gc
aacaact ct at at ggt gt t gcagaaat ct
cctgcctaccecat ct ggagecattcettce
ccccttcttcacct gct gagt gect ct gec

Hierbei handelt es sich um eine
unspezifische Amplifikation in
14924.2, wobei man eine
gewisse Ahnlichkeit mit dem
Primer und dem Beginn der
Sequenz (rote Markierung)
erkennen kann. (Abbildung 21A)
Sequenz des Primers:

5’-tgtcattgggcaagacagaa-3
AuRerdem ergab die
Auswertung ein SINE
(Short Interspersed Nucleotide
Element) in 1p36.11 als
weiteres unspezifisches

t gggggact act t t t at gcat gcat caat

fuhrt, da auch sie Ergebnis (Abbildung 21B). Die

ein unspezifisches | 992 Auswertung der Sequenz mit
Ergebnis zeigt. dem anderen Primer (4746)
ergab ebenfalls eine
unspezifische Amplifikation in
14924.2.
14924.2
chr14: 6a575504| sas7oaaa| 9579508
Chromozome Bands Localized by FIEH Mapping Clones
14024, 2
Tour Sedquence frrom BElat Search
ourEed
TaurZed

UCEC Gene Fredi ions Bszed on RefZed, UniFrot, GenBank, and Comparative Genomics

UCEC Gene=s
[Eepeating Elemsents by REepeatplasker
SIME
LIME
LTE
OHA
Eimple [ ]
Low Comp1ex ity
Satellirte
DtENH Homologie Primer 4492
2 f :
L ki mit Primer
4499

Simple Tandem FEepeats bd TRF

Sequenz des Riickwartsprimers 4499:

5'-ggtcccatgfaaatgigats]

Sequenz, die in 14924.2 in 5’-Richtung vom Riickwarts
Primer 4499 zeigt:

strang entfernt liegt und eine Homologie mit dem

TAGAAGT AATTGACTTCAGAGGTCATTTATGAAAACCTCACTTTATAGT T CCAGGGAGACAAT GCATCCAAAGAGAAGAT
GGATTGTI TAGT GGGGECATCTAAACTAGT ACCCAGGGCT TCAGAT TCCTGGGATGAATTCCTCAATTCTCCTCCTATGGT TCATTCCAGCTTCT
GITTTGACAAAGCCTAACACCT GGATAACCCAGAAAGGACT CAGAAAAT GGGAGCGATGATGGACACAAATGGAT TTTGTGATTTTGTGATTT
GCATCTACCATTTAATCTGCTAAAAGGT TTTTTTTTTTTTCATTTTTAATTTAGT GGCTGGCAAAAAACT GAATGAGGCTTTTAGT CCAACCAT
TTTTCCCTGCCTGCTTTTTGTGCTAATCTGI TTCACTCACAAATTCCATTGACATCTTGT TCTTAGCCTCCATGGTAGGAATTGTGTTCCTGAT
GCTGCTTTATCAGCCCCAATTTTGGCCATAAGT TTAAGCCCAGGACCCTACT GCAGACACCT TCTAAACCT CAGCAGAGGGCACAGT GGGGECCA
CAGGTAGGATCCACTTACCCTTAGCCTTCCTCTTGACCTCTATCCTAGCCATGCT TACTGCTGCCATTCCATGACTGTGCCGTGTCATGCTTTA
CCCTTGTGCCTTTGAATGTGCTGT TCACTTTTTGT CCATCCT TCAATATGAAGCCCCTCACCAAAGTAAATCATGATTTCATCTTCCTTCAAGA
TCCTACTTACCTGI TACATTCTCTGTGAAGTCTTTCCCAATTCTTCCAGECTGAGT TAATGT TTCCTTCCATTGTGI TCCCATGCCATTCTGI T
TAGGTCACTCTTAGAGT GT TCAGGGCA

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Auswertung der mit der Primerkombination 4492/4499 erzeugten
Sequenz 4. Zu sehen ist sowohl die Lage der Sequenz 4 (sequenziert mit beiden Primern) als auch die Lage der
Primer 4492 (14924.2) und 4499 (1p33), welcher in diesem speziellen Fall nicht nur in 1p33 sondern aufgrund
einer Homologie in 14g24.2 auch dort hybridisieren kann. Die rot markierte Sequenz zeigt die Homologie des
Ruckwartsprimers 4499 mit einem Abschnitt einer Sequenz in 14g24.2, durch welche die erzeugte Sequenz 4 in
14924.2 entstehen konnte. (Erstellt mit der Blat-Funktion der Datenbank des Human Genome Browser Gateway)
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chiril: Ezaveann| E2a7esaa| E2977a08
Chiomosome Eands Localized by FIEH Mapping Clones
iigiz. 3
Your Sequence frrom Elat Search
Toursedq
LUCEC Gene Fredictions Based on REefZed, UniFrot, GenBank, and Comparative Genomics
UCSC Genes
Eepeatina Elements by EepeatMasker
SIME
.y |
LTR |
LIHA
Timple
Low Complexity
Satellite
RHA
other
Un Enown

imple Tahdem Repeats by TEF

Abbildung 20: Auswertung der mit der Primerkombination 4497/4746 erzeugten Sequenz 2 (Lage der Sequenz
ist orange markiert). Die Sequenz zeigt Teile der Sequenz eines LINE (Long Interspersed Nucleotide Element)
(blaue Markierung), das auf allen Chromosomen vorkommt. Dieses LINE in 11q12.3 dient als Beispiel zur graphi-
schen Darstellung des Ergebnisses. Ahnliches gilt fiir die Auswertung der Sequenz 3, die auch ein LINE ergab.
(Erstellt mit der Blat-Funktion der Datenbank des Human Genome Browser Gateway)

A
14q24.2 chiri4: E957156a| EOE72008| go57o500| sas7sana|
) Chiromosome EBEands Localize by FIZH Mappiha Clones
14024 .2 424, 2
Tour Sedquence firom Elat Search
Toursedq
LUCEC Gene Fredictions Bssed on REefZed, UniFrot, GenBank, and Comparative Genomics
UCSC Genes
Eepeating Elements by REepeatMasker
SIME
LIMNE
LTE [ ]
DA
Timple
Low Complexity
Satellite
RHA
other
Un Enown
Zimp e Tandem REepeats by TEF
chrl 252061 68| 2s20a15e| zeoaazan| 2E2ae25a|
B Chromosome Bands Localized by FIZH Mapping Clones
ips6, 11 ipss. 11
1p36.11 Tour Sequence from B1at Search
roursed INNIEGNG—E
LUCEC Gene Fredictions Bassd o RefIsd; GenBank, and Comparative Genomics
UC2C Genes
Eepeating Elements by EepeatMasker
ZIME
LIMNE
LTE
DA
Timple
Low Complexity
Satel1lite
RMA
other
LN Known

Zimple Tandem Repeats by TEF

Abbildung 21: Auswertung der mit der Primerkombination 4502/4746 erzeugten Sequenz 6. A: Die Sequenz liegt
vollstédndig in 14q24.2 (Lage der Sequenz 6 ist orange markiert). Auch die mit dem anderen Ruckwartsprimer
4746 lesbare Sequenz liegt in 14g24.2. B: Als weiteres Ergebnis bei der Auswertung zeigte die Blat-Funktion der
Datenbank des Human Genome Browser Gateway ein SINE (Short Interspersed Nucleotide Element) in 1p36.11,
das aber zu weit von der eigentlichen Lokalisation des Primers in 1p33 entfernt liegt, um spezifisch zu sein (Lage
der Sequenz 6 ist orange und die Lage der SINE-Sequenz blau markiert). (Erstellt mit der Blat-Funktion der
Datenbank des Human Genome Browser Gateway)
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