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Zusammenfassung 

 

Kopplungsanalysen im menschlichen Genom wurden in den letzten 15 Jahren mit 

Mikrosatellitenmarkern durchgeführt. In den Jahren 2003/2004 standen die ersten kommerziellen 

SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays zur Verfügung, deren Entwicklung im Rahmen des Internationalen 

HapMap-Projektes vorangetrieben wurde. Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob und wie gut 

sich diese Arrays für Kopplungsuntersuchungen eignen. Im zweiten Teil der Arbeit wurde getestet, 

inwieweit und mit welcher Auflösung sich Veränderungen in der Kopienzahl genomischer DNA mit 

SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays feststellen lassen. 

 

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Methode der 10K-Arrays von Affymetrix im Labor etabliert. Mit 

diesen 10K-Arrays, war es möglich, ca. 10000 Genotypen pro Patienten in wenigen Tagen zu 

erhalten. In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der Kopplungsanalysen von 3 

verschiedenen Erkrankungen vorgestellt. Bei 2 Erkrankungen, der hypophosphatämischen Rachitis 

mit Hyperkalziurie (HHRH) und der autosomal-rezessiven Form der Hypophosphatämie (ARHP) 

konnten Mutationen in einem Gen identifiziert werden, die als Ursache der Erkrankung angesehen 

werden. Bei dem spondylo-ocularem Syndrom (SOS) konnte eine Kandidatenregion identifiziert 

werden. 

SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays haben sich inzwischen gegenüber den Mikrosatelliten für 

Kopplungsanalysen durchgesetzt. Die Vorteile der Mikroarrays sind der geringe zeitliche Aufwand, die 

geringe Ausgangsmenge an DNA und die Möglichkeit der industriellen Herstellung der Arrays. Es gilt 

inzwischen als gesichert, dass SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays mit mehr als 10.000 Markern einen 

größeren Informationsgehalt besitzen als 300 bis 400 Mikrosatellitenmarker, die früher für 

Kopplungsuntersuchungen verwendet wurden. In der Arbeit wurde gezeigt, dass der 

Informationsgehalt einzelner Arraytypen nicht für jede Untersuchung ausreichend ist. Bei der 

Untersuchung der Familien mit HHRH konnte mit einem Arraytyp (Linkage IV Panel von Illumina) eine 

signifikante Kopplung nachgewiesen werden, während sie mit einen anderen Arraytyp (10K-Array von 

Affymetrix) nicht detektierbar war. Dieser Array enthielt in der kritischen Region nur einen SNP. 

Weiterhin zeigte sich, dass Mikrosatellitenmarker benutzt werden können, um die Kandiatenregion 

weiter einzuengen. In den Familien mit SOS konnte die Region von 10 Mb auf 5 Mb eingegrenzt 

werden. 
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Die SNP-Oligonukletid-Mikroarrays wurden inzwischen verbessert: zum einen wurde die Auswahl der 

SNPs für die dedizierten Linkage-Arrays optimiert, zum anderen können für 

Kopplungsuntersuchungen auch Arrays höherer Dichte verwendet werden und aus diesen selbst eine 

optimale Auswahl von SNPs vorgenommen werden. 

 

Mit der herkömmlichen zytogenetischen Diagnostik, der GTG-Bänderung, können Aberrationen im 

Genom ab einer Größe von 5-10 Mb detektiert werden. Im Laufe der Arbeit zeigte sich, dass sich 

SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays auch zur Identifizierung von Veränderungen in der Kopienzahl 

genomischer DNA eignen. In dieser Arbeit wurden 67 Kinder mit ungeklärter mentaler Retardierung 

mit 100K-Arrays von Affymetrix untersucht. In die Studie wurden nur Kinder mit unauffälligen 

Karyogrammen nach GTG-Bänderung aufgenommen. Es wurden 11 pathogene CNVs identifiziert, die 

entweder de novo entstanden sind und/oder mit bereits bekannten Deletions- bzw. 

Duplikationssyndromen übereinstimmen. Die 11 CNVs (8 Deletionen und 3 Duplikationen) variieren in 

der Größe zwischen 0.2 Mb und 7.5 Mb. 5 der CNV sind von low-copy repeats flankiert. Zwei davon, 

auf Chromosom 15q25.2 und Xp22.31 wurden bisher in der Literatur nicht beschrieben und könnten 

neue Deletions- bzw. Duplikationssyndrome darstellen. In zwei Patienten konnten Deletionen 

identifiziert werden, die nur ein einzelnes Gen betreffen. Zusätzlich zu den 67 Patienten mit 

unauffälligen Karyogrammen wurden noch 5 Patienten mit scheinbar balancierten de novo 

Translokationen untersucht. In 4 Fällen wurden Deletionen mit 1.1 Mb bis 14.3 Mb in den 

Bruchpunktregionen identifiziert. 

 

Das Auflösungsvermögen von SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays, übertrifft das von herkömmlichen 

Diagnostikmethoden der Zytogenetik. Es zeigte sich das das Signal-Rausch-Verhältnis stark von den 

experimentellen Bedingung abhängt. Mit der Entwicklung von neuen Arrays und Protokollen, die 

experimentelle Fehler reduzieren und ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis erreichen, wird sich die 

Auflösung weiter verbessern. Es ist zu erwarten, dass diese Technik schon bald Eingang in die 

Routinediagnostik finden wird. 
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A Einleitung 

 

 

1. Mikroarrays und ihre Anwendung in der Wissenscha ft 

 

Im Rahmen des Human Genome Projects und des International HapMap Projects wurde die 

Entwicklung neuer Technologien vorangetrieben, die es ermöglichen eine große Anzahl von Genen 

gleichzeitig zu untersuchen. 

 

Eine dieser Techniken sind Mikroarrays. Sie bieten verschiedene Optionen zur Untersuchung des 

Genoms von Menschen und Tieren. Die häufigsten Anwendungen sind Untersuchungen der mRNA-

Expression und Bestimmung der Genotypen und Kopienzahlvariationen (Copy Number Variations, 

CNVs) von genomischer DNA. 

 

Für diese 3 Anwendungsgebiete ist die Technik gleich. Auf der Matrix des Arrays, einer 

Glasoberfläche, werden einzelsträngige Oligonukleotide an festgelegten Orten fixiert. Die zu 

untersuchende Probe wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, als Einzelstrang auf den Array 

hybridisiert und bildet mit den komplementären, immobilisierten Oligonukleotiden einen DNA-

Doppelstrang. Über Bildanalyseprogramme wird anschließend die zu untersuchende Probe auf dem 

Array lokalisiert und anhand der Fluoreszenz quantifiziert. 

 

1.1 Expressionsarrays 

 

Eine mögliche Anwendung von Mikroarrays ist die Untersuchung von Genexpressionsmustern. Um 

Gene auf ihre Expression hin untersuchen zu können, werden Arrays mit cDNA-Klonen oder 

genspezifischen Oligonukleotiden verwendet, die den zu untersuchenden Genen entsprechen. Aus 

dem zu untersuchenden Gewebe wird RNA gewonnen, mit der reversen Transkriptase in cDNA 

umgeschrieben, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und auf den Array hybridisiert. Die 

Fluoreszenzintensitäten geben Aufschluss darüber, in welcher Menge die markierte cDNA vorhanden 

ist und wie hoch bzw. niedrig dieses Gen exprimiert ist. 
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1.2 Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH) 

 

Die Techniken zur Identifizierung von Kopienzahlvariationen der DNA entwickelten sich aus der 

Karyotypisierung, über die Bandenfärbung von Metaphasepräparaten, der Fluoreszenz in situ 

Hybridization (FISH) zu der vergleichenden genomischen Hybridisierung (Comparative Genomic 

Hybridization, CGH). 

 

Die vergleichende genomische Hybridisierung bedient sich einer kompetitiven Hybridisierung von 

verschiedenfarbig markierten Fragmenten einer zu untersuchenden DNA und einer Referenz-DNA auf 

denselben Array, um Unterschiede in der Kopienzahl festzustellen. Als Zielsequenzen zur Bindung der 

DNA-Fragmente werden genomische Klone (BACs) verwendet. Das Auflösungsvermögen der CGH ist 

abhängig von dem Abstand zwischen den Klonen und der Größe der verwendeten Klone. In der Regel 

variiert die Auflösung zwischen 50 kb und mehreren Mb (Vissers et al. 2003, Veltman et al. 2002, 

Feuk et al. 2006). 

 

1.3 Oligonukleotid-Arrays 

 

Die array-CGH war die erste Methode mit Mikroarrays, die entwickelt wurde, um genomweite 

Untersuchungen auf Kopienzahlvariationen durchzuführen. 

 

Die array-CGH ist eine Weiterentwicklung der konventionellen CGH, bei der die Technik der CGH mit 

der Technik der Expressionsarrays kombiniert wurde. Als Hybridisierungstargets werden nicht mehr 

BAC-Klone verwendet, sondern definierte DNA-Fragmente, die auf dem Array immobilisiert werden. 

Für die Analyse werden Test- und Referenz-DNA mit verschiedenen Farbstoffen markiert und auf 

einem Array kohybridisiert. Numerische Veränderungen in der Test-DNA können durch 

Farbunterschiede identifiziert werden. Der erste Array in diesem Format wurde von Lucito et al. als 

Representational Oligonucleotide Microarray Analysis (ROMA) vorgestellt. Diese Methode reduziert 

die Komplexität des Genoms vor der Hybridisierung durch den Verdau der Test-DNA und der 

Referenz-DNA mit einem Restriktionsenzym und anschließender Amplifikation (Lucito et al. 2003). 
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Zu Beginn der Arbeit kamen die ersten kommerziellen Oligonukleotidarrays auf den Markt, die mit 

SNPs arbeiteten. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sind polymorphe Variationen in der DNA 

auf dem Niveau von einzelnen Nukleotiden. Man erhoffte sich durch die Entwicklung von SNP-

Oligonukleotid-Mikroarrays, dass sie, im Vergleich zu der array-CGH, eine industrielle Herstellung 

ermöglichen, schneller in der Anwendung und universeller im Einsatz sein würden. Ein großer Vorteil 

der SNP-Mikroarrays ist, dass man bei der Analyse sowohl die Genotypen der SNPs erhält, als auch 

Kopienzahlvariationen identifizieren kann. 

 

Ursprünglich wurden die SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays für Assoziationsstudien oder für 

Kopplungsuntersuchungen entwickelt (Zhao et al. 2004, Slater et al. 2005, Huang et al. 2004, Bignell 

et al. 2004). Erst in den letzten 3 Jahren wurden SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays auch zur 

Identifizierung von Variationen in der Kopienzahl genomischer DNA verwendet. Es wurden Studien 

zur Untersuchung von submikroskopischen Kopienzahlvariationen mit array-CGH und SNP-

Oligonukleotid-Mikroarrays durchgeführt. Dabei wurden Deletionen und Duplikationen von einigen 

Kilobasen (kb) bis hin zu mehreren Megabasen (Mb) detektiert (Iafrate et al. 2004; Sebat et al. 2004; 

Sharp et al. 2005; Tuzun et al. 2005; Conrad et al. 2006; Hinds et al. 2006; McCarroll et al. 2006; 

Locke et al. 2006, Redon et al. 2006). 

 

Tabelle 1  Vergleich verschiedener Methoden zur Identifizierung von CNVs. 
 
Methode Translokationen Inversionen große CNVs CNVs kleine Sequenz- 
   (>50 kb) (1-50 kb) varianten (<1 kb) 
Karyotypisierung ja (>3 Mb) ja (>3 Mb) ja (>3 Mb) nein nein 
BAC-Array nein nein ja (>50 kb) nein nein 
ROMA nein nein ja (>35 kb) ja (>35 kb) nein 
SNP-Array nein nein ja ja ja (SNPs) 
Genotypisierung mit nein nein ja (Deletionen) ja (Deletionen) ja 
Mikrosatelliten 

(Tabelle modifiziert nach Feuk et al. 2006) 
 

Die oben beschriebenen oder erwähnten Methoden analysieren die DNA entweder genomweit oder 

fokussieren sich auf definierte Bereiche des Genoms. Die Auflösung, die dabei erreicht werden kann 

ist sehr variabel. Auch die Art der detektierbaren CNVs ist bei den einzelnen Methoden 

unterschiedlich. So ist z. B. die Karyotypisierung wegen ihrer geringen Auflösung nur zur 

Identifizierung sehr großer Deletionen oder Duplikationen geeignet, hat aber den Vorteil, dass 

Inversionen und balancierte Translokationen gesehen werden können. Im Gegensatz dazu haben 

SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays eine wesentlich bessere Auflösung und können auch sehr kleine 
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Variationen aufdecken, sind aber nicht zur Identifizierung von Inversionen oder balancierten 

Translokationen geeignet (Tabelle 1). 

 

Alle hier beschriebenen Methoden vergleichen eine Test-DNA mit einer Referenz-DNA, um 

Unterschiede in der Kopienzahl festzustellen. Bei der array-CGH werden Test- und Referenz-DNA mit 

verschiedenen Farbstoffen markiert, um neue Variationen identifizieren zu können. Im Gegensatz 

dazu wird bei den SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays eine Einfarbentechnik verwendet. Um 

Unterschiede in der Kopienzahl zu erkennen, werden die Signalintensitäten auf dem Array der Test-

DNA mit Signalintensitäten von Arrays mit Kontroll-DNA verglichen. Die neu identifizierten Variationen 

werden im Anschluss mit der Human Genome Reference Assembly (NCBI) verglichen. 

 

In der physikalischen Karte des Genoms existieren immer noch über 300 Lücken. Untersuchungen mit 

array-CGH zeigten eine signifikante Häufung von solchen Lücken in der Umgebung von CNVs 

(Cheung et al. 2003, Eichler et al. 2004, Iafrate et al 2004, Sharp et al. 2005, Redon et al. 2006). 

 

Ein Vergleich zwischen dem NCBI Referenz Genom und dem Referenzgenom von Celera zeigte, 

dass einige Sequenzen nur im Celera-Genom vorkommen und einige nur im NCBI-Genom (Feuk et al. 

2006). Diese Unterschiede lassen sich dadurch erklären, dass einige Sequenzen nicht klonierbar sind, 

Fehler beim Assemblieren der Sequenzen entstehen oder Unterschiede in der Struktur der 

verwendeten DNA-Quellen vorkommen können (Feuk et al. 2006). 

 

 

2. Untersuchungen mit SNP-Oligonukleotid-Arrays 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Anwendung von SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays für 

Kopplungsanalysen und Bestimmungen der Kopienzahlvariationen getestet werden. Zu Beginn der 

Arbeit wurden Kopplungsanalysen noch mit Mikrosatelliten durchgeführt. Eine Aufgabe der 

vorliegenden Arbeit bestand darin, die Anwendung der 10K-SNP-Mikroarrays von Affymetrix für 

Kopplungsanalysen zu testen und die Technik dafür im Labor zu etablieren. Dafür wurden in einigen 

Familien Kopplungsanalysen durchgeführt. Die Prinzipien einer Kopplungsanalyse und die 

Krankheiten der untersuchten Familien werden in den kommenden Abschnitten erläutert. Auf die 
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Bestimmung der Kopienzahlvariationen wird im Abschnitt 2.2 Kopienzahlvariationen (s.S. 19) näher 

eingegangen. 

 

2.1 Kopplungsanalysen mit SNP-Oligonukleotid-Mikroa rrays 

 

2.1.1 Grundbegriffe der Kopplungsanalysen 

 

Die Loci von mendelisch vererbten Krankheiten lassen sich mit parametrischer Kopplung 

identifizieren. Die Grundlage der Kopplungsanalyse beruht auf der Tatsache, dass zwei benachbarte 

Loci mit einer umso höheren Wahrscheinlichkeit (Rekombinationsfrequenz θ) gemeinsam vererbt 

werden, je näher sie auf einem Chromosom zusammen liegen (Strachan et al. 2004). Je weiter die 

Loci auseinander liegen, umso häufiger werden sie während der Meiose durch Crossing over 

voneinander getrennt. Dabei trennen sich Loci auf verschiedenen Chromosomen nach der dritten 

mendelschen Regel (Unabhängigkeitsregel) mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% (θ = 0.5) (Strachan 

et al. 2004). Erfolgt die Trennung zweier Loci auf einem Chromosom seltener, liegt eine Kopplung vor 

(θ < 0.5). Allele verschiedener gekoppelter Loci, die gemeinsam vererbt werden, werden als 

Haplotypen bezeichnet. Die genetische Distanz zwischen zwei Loci ergibt sich aus der 

Rekombinationsfrequenz und wird in der Einheit „Morgan“ (M) gemessen. Werden zwei Gene in einer 

von 100 Meiosen getrennt, so entspricht das dem Abstand von 1 centi-Morgan (cM). Im menschlichen 

Genom entspricht 1 cM ungefähr einem Abstand von 1 Mb. Im Mausgenom ist der Abstand größer 

und 1 cM entspricht ungefähr 2 Mb. 

 

Für Kopplungsanalysen sind Meiosen informativ, wenn bestimmt werden kann, ob ein Gamet 

rekombinant ist, oder nicht. Um das in einem Stammbaum nachvollziehen zu können, wird die 

genetische Kartierung von Genen mit Hilfe von Markern durchgeführt. Als Marker wurden anfangs 

Blutgruppen und Polymorphismen in Serumproteinen verwendet. Mehr Informationen liefern die jetzt 

verwendeten DNA-Mikrosatelliten und SNPs. 

 

Die Aufgabe der Kopplungsanalyse ist es θ zu schätzen und zu testen, ob θ < 0.5 und damit statistisch 

signifikant ist (Terwillinger et al.1994). Mit bestimmten Züchtungsschemata ist es bei Labortieren 

möglich, Träger rekombinanter und nicht rekombinanter Chromosomen zu zählen und mit Hilfe des 
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Chi-Quadrat-Tests zu testen. Beim Menschen sind die Rekombinanten nicht einfach zu zählen und 

man muss sich auf vorhandene Familiendaten stützen. Die Familien müssen eine ausreichende 

Anzahl von betroffenen und nicht betroffenen Familienmitgliedern haben, um mit entsprechenden 

Programmen eine Kopplungsanalyse durchführen zu können. Es besteht auch die Möglichkeit 

mehrere kleinere Familien einzeln zu analysieren und anschließend die Ergebnisse zu addieren, unter 

der Vorraussetzung, dass keine genetische Heterogenität vorliegt und die Erkrankung durch 

Mutationen am gleichen Locus verursacht wird (Ott 1991). Die Ergebnisse der Berechnung werden 

dabei umso aussagekräftiger, je mehr Meiosen stattgefunden haben. 

 

Die Effizienz und Validität der parametrischen Kopplungsanalyse ist dabei abhängig von den 

gewählten Parametern: dem Erbang, d. h. den geschätzten Penetranzen, der Allelfrequenzen der 

Marker und des Krankheitsallels.  

Mit Analyseprogrammen, wie dem Programm LINKAGE, ist es möglich, mit unterschiedlichen 

Annahmen der Rekombinantionsfrequenz zwischen 2 Loci die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung 

(L(θ)) für einen vorgegebenen Stammbaum zu schätzen. In Kopplungsanalysen wird das Verhältnis 

der Wahrscheinlichkeiten durch L(θ) / L(θ =  0.5) ausgedrückt (Terwillinger et al. 1994). Für 

Kopplungsanalysen wird die folgende Formel für die Berechnung des LOD Scores z verwendet: 

 

z(θ) = log10 [L(θ) / L( 0.5)] 

 

Ein LOD Score z(θ) > 3 wird in einem Genomscan als signifikant für eine Kopplung betrachtet und 

entspricht einem p-Wert von kleiner 0.5. Ein LOD Score von z(θ) < -2 schließt eine Kopplung aus (Ott 

1991). 

 

Es wird zwischen der Twopoint- und der Multipoint-Analyse unterschieden. Bei der Twopoint-Analyse 

werden zwei Loci, der Locus des Markers und der des Krankheitsallels, zur gleichen Zeit betrachtet, 

während bei der Multipoint-Analyse mehrere Loci in der Analyse berücksichtigt werden. 

 

Für parametrische Analysen wurden Computerprogramme entwickelt. Die parametrische Twopoint-

Analyse wird mit dem Programmpaket LINKAGE 5.2 berechnet (Lathrop et al. 1984). Kruglyak et al. 

entwickelten das Programm GENEHUNTER, womit eine parametrische Multipointanalyse mit dem 
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Lander Green Algorithmus durchgeführt werden kann (Kruglyak et al 1996). Weitere Programme, mit 

denen Multipointanalysen durchgeführt werden sind ALLEGRO und MERLIN (Gudbjartsson et al. 

2000, Abecasis et al. 2002). Bei den Programmen für Multipointanalysen steigt die Laufzeit linear mit 

der Anzahl der Marker und exponentiell mit der Größe des Stammbaums, während bei den 

Programmen für die Twopointanalysen die Laufzeit exponentiell mit der Anzahl der Marker und linear 

mit der Größe des Stammbaums ansteigt. 

 

Nichtparametrische Kopplungsanalysen werden verwendet, wenn es nicht möglich ist, ein bestimmtes 

genetisches Modell in der betreffenden Familie zu erkennen. Mit dieser Methode der 

Kopplungsanalysen werden nicht betroffene Personen aus der Berechnung herausgelassen und es 

wird nach Allelen oder Chromosomenabschnitten gesucht, die von den betroffenen Personen geteilt 

werden (Strachan et al. 2004). Sind Allele in einem oder mehreren Individuen identisch, weil sie von 

dem gleichen Vorfahren stammen, nennt man diese Übereinstimmung Identity by Descent (IBD). Im 

Gegensatz dazu gibt es die Identity by State (IBS), bei der Allele in mehreren Individuen 

übereinstimmen, man aber keine Aussage über die Herkunft des Allels treffen kann. 

 

2.1.2 Vergleich von Mikrosatelliten versus SNPs in Kopplungsanalysen 

 

Die genomweiten Kopplungsanalysen wurden bis vor ein paar Jahren mit Mikrosatelliten durchgeführt. 

Mikrosatelliten sind kleine, meist weniger als 0.1 kb lange Tandemrepeats einer einfachen DNA-

Sequenz aus 1-4 bp, z. B. (CA)n (Strachan et al. 2004). Die meisten Untersuchungen verwendeten ein 

Panel von 300 bis 400 Mikrosatelliten, die das Genom mit einem durchschnittlichen Intervall von ca. 

10 cM abdeckten (Evans et al. 2004, John et al. 2004, Middleton et al. 2004, Schaid et al. 2004). Viele 

mendelisch vererbte Erkrankungen wurden erfolgreich mit Mikrosatelliten kartiert. 

 

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die ersten Versuche unternommen, Kopplungsanalysen mit SNP-

Oligonukleotid-Mikroarrays durchzuführen. Ein Aufgabenteil der vorliegenden Arbeit bestand darin, die 

Verwendung von SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays für Kopplungsanalysen mit Arrays zu testen, die 

über 10000 SNPs enthielten. SNPs (Single Nucleotid Polymorphisms) sind polymorphe Variationen 

auf dem Niveau von einzelnen Nukleotiden (Strachan et al. 2004). 
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2.1.3 Krankheitsgeschichten der untersuchten Famili en 

 

2.1.3.1 Der Phosphatstoffwechsel im Zusammenhang mi t bisher bekannten Formen der 

Hypophosphatämien 

 

Phosphat ist ein wesentlicher Bestandteil der Knochensubstanz, der Nukleinsäuren und, als 

Phospholipide, der Zellmembranen. Der Phosphatspiegel liegt unter physiologischen Bedingungen 

zwischen 2.5 und 4.5 mg/dl (Greenberg et al. 1960). Sinkt die Phosphatkonzentration im Serum unter 

2.5 mg/dl, wird dies als Hypophosphatämie bezeichnet. Liegt ein chronischer Phosphatmangel vor, 

kommt es zu Defekten bei der Mineralisation und zu einer Anhäufung von unmineralisiertem Osteoid. 

Dieses Krankheitsbild wird bei Menschen im Wachstum als Rachitis und nach dem Wachstum als 

Osteomalazie bezeichnet. 

 

Die Regulierung der Phosphatkonzentration erfolgt vor allem durch renale Reabsorption, Freisetzung 

und Speicherung im Knochengewebe und im geringeren Maße durch die intestinale Absorption. Bis 

vor wenigen Jahren war lediglich bekannt, dass die Hormone Vitamin D (1,25(OH2)D3) und das 

Parathormon (PTH), welche primär die Kalziumhomöostase regulieren, auch in die Regulation der 

Phosphathomöostase eingreifen (Murer et al. 2001). 

 

Kalzium ist essentiell an der Muskelkontraktion und der Neurotransmitterabgabe beteiligt und übt eine 

wichtige Stützfunktion in Knochen und Zähnen aus. Es ist wichtig, dass die Konzentration an 

extrazellulärem, ionisiertem Kalzium für diese Prozesse zur Verfügung steht und konstant gehalten 

wird. Sinkt die Serumkonzentration von Kalzium unter den Normwert, wird die Bildung und Sekretion 

von PTH in den Nebenschilddrüsenzellen aktiviert. PTH stimuliert die 1α-Hydroxylase in der Niere und 

damit die Bildung der aktiven Form von Vitamin D, dem 1,25-Dihydroxyvitamin D3. PTH und Vitamin D 

wirken synergistisch in Knochen, Dünndarm und den Nieren zur Steigerung der Kalziumkonzentration 

im Serum. Im Knochen sorgt PTH über eine Stimulation von Osteoklasten für einen Abbau von 

Hydroxylapatit (Ca5(PO4)3(OH)) aus dem Knochengewebe und damit zur Freisetzung von Kalzium und 

Phosphat in den Extrazellulärraum. Im Dünndarm steigern PTH und Vitamin D die aktive Aufnahme 

von Kalzium und Phosphat in der Bürstensaummembran. In der Niere wird durch PTH die tubuläre 

Rückresorption von Kalzium stimuliert. Sekundär kommt es dabei zu einer Hemmung der tubulären 
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Phosphatreabsorption durch PTH und es folgt eine vermehrte Ausscheidung von Phosphat. Dies hat 

zur Folge, dass eine Ausfällung von Kalziumphosphat, bedingt durch die erhöhte 

Phosphatkonzentration, verhindert wird. Die Hormone PTH und Vitamin D regulieren sich dabei 

gegenseitig. PTH stimuliert die Bildung von Vitamin D und erhöhte Konzentrationen von Vitamin D 

hemmen die Bildung von PTH, so dass es zu einer Normalisierung der Kalziumkonzentration kommt. 

Als Resultat der Wirkungen von PTH und Vitamin D kommt es zu einer Zunahme der Kalzium- und 

Phosphatkonzentration im Serum, zu einer erhöhten Reabsorption von Kalzium in der Niere und 

gleichzeitig zu einer vermehrten renalen Ausscheidung von Phosphat.  

 

Untersuchungen von genetisch bedingten Erkrankungen, die Hypophosphatämie verursachen, führten 

zur Identifizierung von Faktoren, die primär an der normalen Regulation des Phosphathaushaltes 

beteiligt sind. Die häufigste Ursache der Hypophosphatämien sind X-chromosomale 

Hypophosphatämien (X-linked Hypophosphatemia, XLH; OMIM 307800), die durch inaktivierende 

Mutationen in einer putativen Endopeptidase (PHEX) entstehen (The HYP Consortium 1995). Seltener 

kommt die autosomal-dominante Form der hypophophatämischen Rachitis (Autosomal-dominant 

Hypophosphatemic Rickets, ADHR; OMIM 193100) vor, die durch Mutationen im Fibroblasten-

Wachstumsfaktor FGF23 entstehen (The ADHR Consortium 2000, White et al. 2001, Benet-Pages et 

al. 2004). Die Wildtyp-Form von FGF23 wird in bestimmten mesenchymalen Tumoren vermehrt 

exprimiert und verursacht einen erhöhten FGF23-Spiegel im Serum. Durch den vermehrten FGF23-

Spiegel kommt es zu einem renalen Phosphatverlust und zur Osteomalazie. Diese Form wird als 

tumorinduzierte Osteomalazie (tumor-induced Osteomalacia, TIO) bezeichnet (White et al. 2001, 

Shimada et al. 2001, Yamazaki et al. 2002, Jonsson et al. 2003). 

 

Im Folgenden werden 2 weitere Formen der Hypophosphatämie beschrieben. In der vorliegenden 

Arbeit sollte versucht werden diese Loci zu identifizieren. 

 

2.1.3.2 Erbliche hypophosphatämische Rachitis mit H yperkalziurie (HHRH) 

 

Es wurden 5 Familien untersucht, deren betroffene Familienmitglieder an der erblichen 

hypophosphatämischen Rachitis mit Hyperkalziurie (Hereditary Hypophosphatemic Rickets with 
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Hypercalciuria, HHRH, OMIM 241530) erkrankt sind. HHRH wird durch einen autosomal-rezessiven 

Erbgang vererbt. 

 

Im Gegensatz zu den anderen Formen der Hypophosphatämie kommt es in den Patienten mit HHRH 

zu einer Stimulation der renalen 25-Hydroxyvitamin D 1α-Hydroxylase, die einen erhöhten 

Serumspiegel des biologisch aktiven Vitamin D-Metaboliten 1,25-Dihydroxyvitamin D (1,25(OH)2D) 

verursacht. Daraus resultiert eine gesteigerte intestinale Absorbtion von Kalzium und daraus folgend 

eine Hyperkalziurie (Tieder et al. 1985). Der erhöhte Vitamin D-Spiegel ist ein wichtiges Kriterium um 

die HHRH von den bisher beschriebenen Hypophosphatämien zu unterscheiden, in denen die Vitamin 

D-Konzentration trotz niedrigem Phosphatspiegel im Normbereich liegt. Bei der HHRH wird das 

Auftreten der Hypophosphatämie sekundär durch einen renalen Phophatverlust verursacht (Tieder et 

al. 1985, Tieder et al. 1987, Gazit et al. 1991, Lorenz-Depierreux et al. 2006, Bergwitz et al. 2006).  

 

2.1.3.3 Autosomal-rezessive Hypophosphatämie (ARHP)  

 

Weiterhin wurden 3 Familien untersucht, deren betroffene Familienmitglieder klinische, biochemische 

und histomorphometrische Parameter aufweisen, die denen von Patienten mit XLH und ADHR 

gleichen. Die bekannten Formen XLH und ADHR wurden aufgrund einer Stammbaumanalyse und 

einer Mutationsanalyse ausgeschlossen. Die Hypophosphatämie wurde in den untersuchten Familien 

autosomal-rezessiven vererbt (Autosomal-recessive Hypophosphatemic Rickets, ARHP). Bei den 

Betroffenen wurden Mutationen in den Genen PHEX und FGF23 ausgeschlossen, die für die 

Entstehung von XLH und ADHR verantwortlich sind (Lorenz-Depiereux et al. 2006). 

 

2.1.3.4 Spondylo-oculares Syndrom (SOS) 

 

Neben den Familien mit Hypophosphatämien, wurde eine Familie mit konsanguinen Eltern untersucht, 

in der bei 6 von 7 Kindern ein spondylo-oculare Syndrom (SOS) diagnostiziert wurde. Das Syndrom ist 

charakterisiert durch Katarakte, die Ablösung der Retina und den daraus resultierenden Verlust der 

Sehkraft, faziale Dysmorphien, faziale Hypotonie, eine normale Körpergröße mit einem unproportional 

kurzen Oberkörper, Platyspondylie, generalisierte Osteoporose, eine unbewegliche Wirbelsäule mit 

thorakaler Kyphosis und eingeschränkter lumbaler Lordosis (Schmidt et al. 2001, Rudolph et al. 2003). 
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Der Stammbaum und die Konsanguinität der Eltern, deuten auf eine Erkrankung mit einer autosomal-

rezessiven Vererbung hin. 

Die klinischen Aspekte der Erkrankung beziehen sich vor allem auf die Augen und das Skelett, ohne 

dass andere Organe beeinträchtigt sind. Es gibt mehrere Syndrome, die einen ähnlichen Phänotyp 

aufweisen, z. B. Stoffwechselerkrankungen, wie Mukopolysaccharidose und Homocystinurie, das 

Osteoporose-Pseudoglioma-Syndrom (OMIM 259770), und Kollagenopathien, wie das Kniest-

Syndrom (OMIM 156550) oder das Stickler-Syndrom (OMIM 108300) (Sewell et al. 1991, Somer et al. 

1988, Stickler et al. 1965, Spranger et al. 1997). Um die bekannten Syndrome ausschließen zu 

können, wurden bei den Betroffenen Stoffwechseluntersuchungen durchgeführt, die normale 

metabolische Parameter zeigten (Schmidt et al. 2001, Rudolph et al. 2003). 

 

Mutationen in Genen, wie COLIIA1, COLIIA2 und COL2A1, die das Stickler- oder Kniest-Syndrom 

verursachen, sowie Mutationen des Gens low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5), 

welches das Osteoporose-Pseudoglioma-Syndrom verursacht, wurden ausgeschlossen. Auch das 

Gen PAX6 wurde untersucht, da es aktiv an der Entwicklung der Linse und des anterioren Auges 

beteiligt ist und Mutationen in PAX6 zu Entwicklungsstörungen der Linse oder zur primären Aphakie 

führen. In keinem der Betroffenen wurden Mutationen in diesem Gen gefunden (Rudolph et al. 2003). 

 

Durch eine Kopplungsanalyse sollte in dieser Familie der Krankheitslocus bestimmt werden. 

 

 

2.2 Kopienzahlvariationen (CNVs) 

 

Im Laufe der Arbeit entwickelten sich neue SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays, die 100K Arrays von 

Affymetrix, mit denen über 100000 SNPs pro Genom untersucht werden konnten. Variationen in der 

Kopienzahl im Genom, die sowohl pathogen als auch polymorph sind, wurden in vielen Studien 

untersucht. Die meisten Studien zu diesem Thema wurden mit array-CGH durchgeführt und nur 

wenige mit SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays. In dieser Arbeit sollte die Eignung der 100K-Arrays von 

Affymetrix zur Untersuchung von CNVs getestet werden. 
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Die genetische Variabilität im menschlichen Genom ist vielfältig und reicht von sehr großen, 

mikroskopisch sichtbaren Abweichungen der Chromosomen bis hin zu Veränderungen auf dem 

Niveau von einzelnen Nukleotiden. CNVs wurden nicht nur bei Patienten mit speziellen Krankheiten 

gefunden, sondern auch in der Normalbevölkerung. Eine CNV ist ein DNA-Segment, das mit einer 

variablen Kopienzahl im Vergleich zu einem Referenzgenom vorkommt. CNVs können in Insertionen, 

Deletionen und Duplikationen eingeteilt werden (Feuk et al. 2006). 

 

Mit wachsendem Interesse an CNVs wurde 2004 eine Datenbank, die Database of Genomic Variants 

(DGV), eingerichtet, in der zurzeit bereits über 6000 Variationen erfasst sind. CNVs, die in mehr als 

1% der Normalbevölkerung vorkommen und keinen pathologischen Phänotyp verursachen, werden 

als Polymorphismen bezeichnet. 

Es besteht ein großes Interesse an der Sammlung von CNVs aus verschiedenen Studien, weil 

dadurch Polymorphismen bestätigt werden können und es eine Möglichkeit gibt, pathologische CNVs 

von Polymorphismen zu unterscheiden. Die CNVs sind ungleichmäßig über das gesamte Genom 

verteilt und es gibt keine längeren Abschnitte, in denen keine CNV vorkommt. Der Verteilung der 

CNVs auf die einzelnen Chromosomen schwankt zwischen 6% und 19% (Redon et al. 2006). Der 

Gesamtanteil an CNVs im Genom liegt bei etwa 12% oder ungefähr 360 Mb (Redon et al. 2006). 

 

In der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Identifizierung von CNVs mit starken Effekten 

bei Kindern mit mentaler Retardierung. Im Folgenden werden zum einen die Mechanismen erläutert, 

die zur Entstehung von CNVs führen können, zum anderen wird auf Pathologien durch CNVs, 

insbesondere auf mentale Retardierung eingegangen. 

 

2.2.1 Mechanismen zur Entstehung von CNVs 

 

Molekulare Untersuchungen zeigten, dass Umlagerungen im Genom durch nicht-allelische homologe 

Rekombination (NAHR) und durch nicht-homologe Endverknüpfung (non-homologous end joining, 

NHEJ) entstehen können. 

Die Voraussetzung für Umlagerungen, die durch die nicht-allelische homologe Rekombination 

entstehen, sind homologe Sequenzen an den Bruchpunkten. Die nicht-homologe Endverknüpfung 
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findet als Reparaturmechanismus nach Doppelstrangbrüchen statt und benötigt im Gegensatz zur 

NAHR keine homologen Sequenzen. 

 

2.2.1.1 Nicht-allelische homologe Rekombination (NA HR) 

 

Umlagerungen durch NAHR entstehen bevorzugt in Regionen, die von großen, homologen Repeats, 

so genannten Low Copy Repeats (LCRs), flankiert sind. Low Copy Repeats (LCRs) wurden definiert 

als gepaarte, intra- und interchromosomale Duplikationen mit über 95% Sequenzidentität, die 10 kb 

oder größer sind und durch Sequenzen von 50 kb bis 10 Mb getrennt sind (Stankiewicz et al. 2002). 

Ungefähr 5% des menschlichen Genoms bestehen aus LCRs (Sharp et al. 2006). Das Misalignment, 

das es nicht-allelischen LCRs ermöglicht sich in der homologen Rekombination zu paaren, scheint 

von einigen genomischen Strukturen abhängig zu sein. So korreliert die Größe der chromosomalen 

Umstrukturierung mit dem Intervall zwischen den Repeats, d. h. je länger der Repeat ist, umso größer 

ist das neu angeordnete genomische Fragment (Lupski 1998, Stankiewicz et al. 2002). Damit der 

Rekombinationsmechanismus ablaufen kann, werden als Minimum 300-500 bp homologer Sequenz 

benötigt (Reiter et al. 1998). LCRs haben in der Regel größere homologe Bereiche. 

 

Verschiedene Syndrome, wie das DiGeorge/Velocardiofacial-Syndrom, das Williams-Beuren Syndrom 

oder das Smith-Magenis-Syndrom entstehen durch NAHR, die durch flankierende LCRs vermittelt 

wird. 

 

NAHR zwischen direkt orientierten LCRs in homologen Chromosomen oder Schwesterchromatiden 

führt zu Deletionen und Duplikationen und innerhalb eines Chromatids zu einer Deletion und zur 

Bildung eines azentrischen Fragments (Abb 1 a-c). Liegen die LCRs in invertierter Orientierung auf 

homologen Chromosomen vor, kommt es zur Inversion (Abb 1 d-f). Manche LCRs haben auch 

komplexe Strukturen, die aus direkt orientierten und invertierten LCRs aufgebaut sind. Komplexe 

LCRs können sowohl zu Inversionen oder Deletionen / Duplikationen führen, als auch zu 

Rearrangierungen der Repeatsequenzen, abhängig davon, welcher Teil des LCR als 

Rekombinationssubstrat verwendet wird (Abb 1 g-i) (Stankiewicz et al 2002). 

 



Einleitung 

22 

 

 
Abb. 1 Mechanismen der NAHR und ihre Auswirkungen auf die genomische Struktur. 

Die Chromosomen sind in schwarz dargestellt, die Zentromere in grau und LCRS als 
gelbe Pfeile. Direkt orientierte LCRs führen zwischen zwei homologen Chromosomen 
zu Deletionen / Duplikationen a), innerhalb eines Chromosoms zwischen den zwei 
Chromatiden zu Deletionen / Duplikationen b) oder innerhalb eines Chromatids zur 
Bildung einer Deletion und eines azentrischen Fragments c). Invertierte LCRs 
dagegen führen zu Inversionen d-f). Komplex arrangierte LCRs können zu Inversionen 
oder Deletionen und Duplikationen führen g- i).  
(Abbildung modifiziert nach Stankiewicz et al. 2002) 

 

 

2.2.1.2 Nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ) 

 

Ein Mechanismus, der zur Bildung von Rearrangierungen ohne homologe Repeats führen kann, ist die 

nicht-homologe Endverknüpfung (Non-Homolohous End Joining, NHEJ). 

 

Eine Untersuchung der Bruchpunkte des Dystrophin-Gens zeigte, dass 30% der Bruchpunkte in 

Regionen mit Alu- oder LTR-Sequenzen lagen, während die restlichen 70% der Bruchpunkte in 

Regionen ohne Repeats vorkamen (Nobile et al. 2002, Shaw et al. 2004). 

a) b) c) 

d) e) f) 

g) h) i) 
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Kenntnisse über die die Reparatur von Doppelstrangbrüchen stammen aus Untersuchungen an 

Patienten mit Gendefekten, wie dem Njimegen Breakage Syndrom, SCID oder Xeroderma 

pigmentosum, die zur Identifizierung beteiligter Gene geführt haben. 

 

Der Mechanismus der NHEJ läuft folgendermaßen ab. Initialisiert wird die NHEJ durch die Bindung 

der Proteine Ku70 und Ku80 an die Bruchstellen der DNA (Abb 2 b). Anschließend wird die 

katalytische Untereinheit der DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PKcs) rekrutiert, die zusammen 

mit den Ku-Proteinen die DNA-abhängige Kinase (DNA-PK) bildet. Zusätzlich werden noch der 

Proteinkomplex MRE11-RAD50-NBS1 und ein weiteres Protein angelagert, Artemis, das von der 

DNA-PK phosphoryliert wird. Artemis ist eine 5’→3’ DNA-Einzelstrangexonuklease, die als DNA-

PKcs/Artemis-Komplex zu einer Endonuklease für 5’- und 3’-Überhänge wird. Durch Protein-Protein-

Interaktionen zwischen den an die DNA gebundenen DNA-PKcs-Molekülen werden die DNA-Enden 

überbrückt (Abb 2 c und d). Durch die Verbindung der DNA-PKcs-Moleküle wird die DNA-Ligase IV 

mit ihrem assoziierten Faktor XRCC4 und die Polynukleotidkinase (PNK) angelagert (Abb 2 e). 

Zusammen mit Mitgliedern der Familie der Pol X-Polymerasen, Pol µ und Pol λ, ist der gesamte 

Proteinkomplex an der Auffüllung der restlichen Lücken und der Ligierung der Bruchstücke beteiligt 

und der DSB wird geschlossen (Abb 2 f und g) (Hefferin et al. 2005, Sonoda et al. 2006) 
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Abb. 2  Modell der Reparatur von DSBs durch NHEJ. 

In Säugetierzellen führt die Bildung von DSBs a) zur Rekrutierung des Ku-
Heterodimers und dessen Bindung an die freien DNA-Enden b). Anschließend folgen 
die Bindung der katalytischen Untereinheit der DNA Proteinkinase (DNA-PKcs), des 
MRE11-RAD50-NBS1-Komplexes und des Proteins Artemis, und die 
Phosphorylierung von Artemis durch die DNA-PK c). Die Protein-Protein-Interaktion 
zwischen den DNA-PKcs-Molekülen verbindet die DNA-Enden d) und resultiert in der 
Anlagerung des DNA-Ligase IV / XRCC4-Komplexes e). Die Polynukleotidkinase 
(PNK) interagiert mit XRCC4 und wird ebenfalls an den Bruchstellen gebunden e). 
Durch die Prozessierung durch Artemis und anderen Faktoren, zusammen mit dem 
Auffüllen von Lücken durch DNA-Polymerasen der X Familie f), kann die Ligase IV 
den DSB reparieren g). 
(Abb modifiziert nach Hefferin et al. 2005) 
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2.2.2 Pathologien durch CNVs 

 

Eine mögliche Folge von Variationen der Kopienzahl sind Krankheiten, die durch eine Veränderung 

der Gendosis entstehen. CNVs können zum einen starke Effekte haben, wenn z.B. die CNV de novo 

entstanden ist. Eine Folge sind dann Deletions- oder Duplikationssyndrome, wie das Charcot-Marie-

Tooth Syndrom Typ 1a oder das Smith-Magenis Syndrom (Inoue et al. 2002; Lupski et al. 2005; 

Shaw-Smith et al. 2004). Zum anderen kann der Einfluss einer CNV auch schwach sein, wenn z.B. 

das betroffenen Gen oder die betroffenen Gene eine Rolle bei komplexen Erkrankungen spielen 

(McCarroll et al. 2006, Buckland et al. 2003; Nguyen et al. 2006; Repping et al. 2006). 

 

Im Folgenden werden 4 verschiedene Mechanismen beschrieben, wie sich CNVs auf die Gendosis 

auswirken können (Inoue et al. 2002, Feuk et al. 2006, Freeman et al. 2006, Lupski et al. 2005, Feuk 

et al. 2006). 

a) Dosis-sensitive Gene, die in einer CNV liegen, können durch eine Duplikation oder Deletion 

pathogen werden. Eine Krankheit kann auch ausgelöst werden, wenn durch eine Deletion auf 

dem einen Allel, eine rezessive Mutation auf dem zweiten Allel aufgedeckt wird (Abb 3 a). 

b) Gene, die in Bruchpunktregionen von CNVs liegen, werden durch Inversion, Translokation 

oder Deletion auseinander gerissen und es kommt zu einer reduzierten Expression der dosis-

sensitiven Gene. Bruchpunkte von CNVs, die in Genen liegen, können auch zur Bildung von 

neuen Transkripten führen, die durch Genfusion oder exon-shuffling entstehen (Abb 3 b). 

c) Durch Positionseffekte können CNVs auch dosis-sensitive Gene beeinflussen, die nicht in 

unmittelbarer Nähe zu der Variation liegen. Dieser Effekt kann entstehen, wenn durch die 

CNV regulatorische Elemente verändert werden, entweder direkt durch Deletion, 

Translokation oder Inversion oder, wenn ein Allel deletiert ist und dadurch im zweiten Allel ein 

funktioneller Polymorphismus in einem Effektor wirksam wird, der die Genfunktion beeinflusst 

(Abb 3 c). 

d) CNVs können auch einen Einfluss auf komplexen Krankheiten haben (Abb 3 d). 
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Abb. 3  Der Einfluss von CNVs auf den Phänotyp. 

Dosis-sensitive Gene, die in einer CNV liegen, werden pathogen durch eine Deletion 
(obere Zeile) oder durch das Aufdecken einer rezessiven Mutation auf dem 
homologen Chromosom (untere Zeile) a). Gene, die mit Bruchpunkten einer CNV 
überlappen, werden durch eine Inversion (obere Zeile) oder eine Deletion oder 
Translokation (untere Zeile) getrennt und haben dadurch eine niedrigere Expression 
b). Gene, die von CNVs flankiert werden, können durch Positionseffekte beeinflusst 
werden. Eine Deletion von wichtigen regulatorischen Elementen kann die 
Genexpression verändern (obere Zeile). Wird durch eine Deletion ein funktioneller 
Polymorphismus in einem regulatorischen Element aufgedeckt, kann das ebenfalls 
Auswirkungen auf die Genexpression haben c). CNVs können als 
Suszeptibilitätsallele agieren, wenn eine Kombination verschiedener genetischer 
Faktoren nötig ist, um einen Phänotyp zu produzieren. So haben z. B. zwei CNVs 
einzeln betrachtet keinen Einfluss auf den Phänotyp, aber in Kombination können sie 
zu einer komplexen Erkrankung beitragen d). 
(Abbildung modifiziert nach Feuk et al. 2006) 
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(IQ) 71-85), gefolgt von der leichten MR (IQ von 51-70), der mäßigen MR (IQ 36-50), der schweren 

MR (IQ 21-35) und der schwersten MR (IQ <20). Die MR ist häufig noch mit weiteren Symptomen 

verbunden, z. B. mit Autismus, Fehlbildungen des Gehirns und motorische und/oder sprachliche 

Beeinträchtigungen. Viele Syndrome mit MR sind mit schwerwiegenden Beeinträchtigungen der 

Organe assoziiert und wirken sich negativ auf die Lebenserwartung aus. 

 

Die Ursachen der MR sind zum einen endogene Faktoren, wie Chromosomenaberrationen, 

monogene und polygene Defekte oder molekulargenetisch definierte Syndrome. Aber auch exogene 

Faktoren, die cerebrale Schäden verursachen, wie Unfälle, Sauerstoffmangel bei der Geburt, 

Hirnhautentzündungen, Alkoholkonsum der Mutter während der Schwangerschaft oder Strahlung, 

verursachen MR. 

 

MR kommt mit einer Prävalenz von 2-3% in der Population vor (Roeleveld et al. 1997). Die Häufigkeit 

der mäßigen bis schweren MR mit einem IQ von <50, wird von den meisten Autoren mit 0.3-0.4% 

angegeben, während die Häufigkeit der leichten Form der MR zwischen den einzelnen Studien stark 

variiert (Roeleveld et al. 1997, Yeargin-Allsopp et al. 1997, Leonard et al. 2002). 

 

Genetische Untersuchungen ermöglichen eine Diagnose einer Vielzahl von Erkrankungen, die mit 

einer MR einhergehen. Damit kann auch eine Aussage zu einem eventuellen Wiederholungsrisiko in 

den betroffenen Familien getroffen werden und gegebenenfalls eine gezielte Frühförderung der 

erkrankten Kinder einsetzen.  

 

Die Ätiologie von MR kann mit klinischen Untersuchungen (z.B. dysmorphologische, metabolische und 

neurologische Untersuchungen), zytogenetischen Untersuchungen (z.B. Karyotypisierung und 

Untersuchungen der Subtelomerbereiche) oder Untersuchungen auf spezifische Mutationen (z.B. 

Fragiles X-Syndrom) erfolgen (van Karnebeek et al. 2005). Aber trotz der vielfältigen 

Untersuchungsmöglichkeiten bleibt in vielen Fälle die Ursache der MR unklar. Neben der Trisomie 21, 

die in ungefähr 5-15% die Ursache der genetisch verursachten MR ist, werden 

Chromosomenanomalien in nicht mehr als 5% der Fälle entdeckt, die zytogenetisch untersucht 

werden (Leonard et al. 2002, de Vries et al. 1997, van Karnebeek et al. 2005). Das 

Auflösungsvermögen der mikroskopischen Techniken zur Entdeckung von anormalen Karyotypen liegt 
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zwischen 5-10 Mb. Kleinere Rearrangierungen im Subtelomerbereich können in ungefähr 5% der 

betroffenen Kinder mit Flourescence in situ Hybridization (FISH) oder Multiplex ligation-dependend 

Probe Amplification (MLPA) nachgewiesen werden (Flint et al. 1995, Knight et al. 1999, de Vries et al. 

2003, Koolen et al. 2004). 

 

Erst in den letzten Jahren konnte die Auflösung mit Hilfe von array-CGH bis auf einige 100 kb erhöht 

werden und Chromosomenaberrationen in weiteren 10-20% der Patienten gefunden werden (de Vries 

et al. 2005, Shaw-Smith et al. 2004, Vissers et al. 2003, Menten et al. 2006, Tyson et al. 2005). Neben 

der array-CGH wurden SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays entwickelt, um das Genom auf Aberrationen 

zu untersuchen. Nur wenige Arbeiten zu diesem Thema wurden mit SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays 

durchgeführt (Slater et al. 2005, Friedman et al. 2006, Tyson et al. 2005). In dieser Arbeit sollte die 

Eignung von SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays bei der Identifizierung von CNVs untersucht werden. 

 

3. Aufgabenstellung 

 

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Technik der SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays von Affymetrix 

etabliert werden und die Eignung von SNP-Oligonukleotid-Mikroarrays für Kopplungsanalysen 

untersucht werden. Die ersten Untersuchungen wurden mit den 10K-Arrays durchgeführt und sollten 

in Familien mit unterschiedlichen Krankheiten zur Identifizierung einer Kandidatenregion führen. Die 

Kopplungsanalysen sollten an 5 Familien mit HHRH, 3 Familien mit ARHP und einer Familie mit SOS 

durchgeführt werden. Aus den gefundenen Kandidatenregionen sollte im Anschluss eine Auswahl an 

Kandidatengenen getroffen werden und diese auf Mutationen überprüft werden. 

 

Im zweiten Teil der Arbeit sollte versucht werden, mit den 100K-Arrays Deletionen und Duplikationen 

im submikroskopischen Bereich zu identifizieren. Zur Untersuchung standen dafür DNAs von Kindern 

mit mentaler Retardierung zur Verfügung, die in vorausgegangenen zytogenetischen Untersuchungen 

unauffällige Karyogramme hatten. Es sollte untersucht werden, ob und bis zu welcher 

Auflösungsgrenze CNVs detektiert werden können. Zusätzlich wurden noch 5 Patienten mit scheinbar 

balancierten Translokationen auf CNVs in den Bruchpunktregionen mit den 100K-Arrays analysiert. 
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B Material und Methoden 

 

 

1 Patientenmaterial 

 

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Patientenmaterial wurde im Rahmen genetischer 

Diagnostik und Beratung an das Institut für Humangenetik gesandt. Die beteiligten Institute und 

Praxen sind im Folgenden aufgeführt: 

Material für HHRH: 

Dr. Ze’ev Hochberg, Meyer Children’s Hospital and Technion-Israel Institute of Technology, Haifa, 

Israel 

Dr. Norbert Albers, Kinderkrankenhaus, Osnabrück 

Dr. Dirk Schnabel, Department for Pediatric Endocrinology, Charité, Berlin 

 

Material für DMP1: 

Dr. Ursula Müller-Barth, Medizinische Genetik, Hanau 

Dr. Feliciano Ramos, Department of Pediatrics, University Hospital, Faculty of Medicin, University of 

Zaragoza, Zaragoza, Spanien 

Dr. Harald Jüppner, Endocrine Unit and Pediatric Nephrology Unit, Massachusetts General Hospital 

and Harvard Medical School, Boston, USA 

 

Material für SOS: 

Dr. Heinrich Schmidt, Kinderkrankenhaus, Ludwig-Maximilians-Universität, München 

Dr. Gunther Rudolph, Augenklinik, Ludwig-Maximilians-Universität, München 

 

Material für die Untersuchung der Kopienzahlvariationen: 

Dr. Stephanie Spranger und Dr. Bernd Kazmierczak, Praxis für Humangenetik, Bremen 

Dr. Michaela Nathrath, Abteilung für Pädiatrie, Technische Universität München 

Dr. Dagmar Wahl, Praxis für humangenetische Beratung, Augsburg 

Dr. Babett Heye, Institut für Humangenetik, München 
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2 Verwendete Materialien und Geräte 

 

2.1 Chemikalien 

Die organischen und anorganischen Chemikalien entsprechen, wenn möglich dem Reinheitsgrad „pro 

analysis“.  

 

Produkt Firma 
Ampicillin Roth 
anti-Streptavidin Antikörper (biotinyliert, aus Ziege) Vector Laboratories 
ß-Mercaptoethanol Stratagene 
Denhardt’s Lösung Sigma 
DMSO Sigma 
dNTP-Mix (2,5 mM each) Takara 
EDTA Sigma 
Ethanol Merck 
Glycerin Merck 
H2Oreinst (HPLC-Wasser) Merck 
H2OAffymetrix (Ultra Pure Water) Invitrogen 
HSDNA Promega 
IPTG (dioxanfrei) Roth 
Isopropanol Merck 
Menschliche Cot-1 Invitrogen Corporation 
MES Hydrat Sigma 
MES Salz Sigma 
Mineralöl Sigma 
NaCl Merck 
R-Phycoerythrin Streptavidin SAPE Molecular Probes 
SSPE 20x BioWhittaker Molecular Applications/ 

Cambrex 
TMACl 5M Sigma 
Tween-20 (10 %) Pierce 
X-Gal Sigma 
 

2.2 Enzyme 

 

Enzym Firma 
fast digest-NotI New England Biolabs 
fast digest-PstI New England Biolabs 
HhaI ( 20U) New England Biolabs 
HindIII (20000 U/ml) New England Biolabs 
HpaII (20U) New England Biolabs 
Proteinase K Merck 
T4 DNA Ligase New England Biolabs 
XbaI (20000 U/ml) New England Biolabs 
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2.3 Kits 

 

Kit Firma 
Advantage cDNA PCR Kit Clonetech 
AmpliTaq Gold PCR Kit (AmpliTaq Gold Polymerase (5 U/µl),  Applied Biosystems 
 10x PCR Puffer II, MgCl2 (25 mM) 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v.3.1 Kit Applied Biosystems 
E.coli XL10-Gold Ultracompetent Cells Stratagene 
iPLEX Gold Assay Sequenom 
iPLEX Termination Mix Sequenom 
LCGreen-Lightscanner-PCR Applied Biosystems 
Marathon Ready cDNA Clonetech 
Millipore MultiScreen PCR µ 96 Millipore 
NucleoFast 96 PCR clean up Kit Macherey-Nagel 
Platinum Pfx DNA Polymerase Kit (Pfx Polymerase (2,5 U/µl),  Invitrogen Corporation 
 10x Pfx Amplification Puffer, 10x PCR Enhancer, 50 mM 
Power SYBR Green Master Mix Applied Biosystems 
Promega PCR Mastermix Promega 
QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit Qiagen 
Rapid-Ligation Kit (pGEM-T-Vektorsystem II) Promega 
SAP Behandlung Sequenom 
Thermo-Start DNA Polymerase Qiagen 
Affymetrix 10K Assay 
Adaptor Xba (5 µM) Affymetrix 
PCR-Primer (10 µM) Affymetrix 
Fragmentation Reagent (DNase I) (3 U/µl) Affymetrix 
10x Fragmentation Puffer Affymetrix 
GeneChip DNA Labeling Reagenz (7,5 mM) Affymetrix 
Terminale Desoxynukleotid Transferase (30 U/µl) Affymetrix 
5x Terminale Desoxynukleotid Transferase Puffer Affymetrix 
Oligokontroll-Reagenz Affymetrix 
Affymetrix 50K Assay 
Adaptor Xba (5 µM) Affymetrix 
Adaptor Hind (5 µM) Affymetrix 
PCR-Primer (10 µM) Affymetrix 
Fragmentation Reagent (DNase I) (3 U/µl) Affymetrix 
10x Fragmentation Puffer Affymetrix 
GeneChip DNA Labeling Reagenz (7,5 mM) Affymetrix 
Terminale Desoxynukleotid Transferase (30 U/µl) Affymetrix 
5x Terminale Desoxynukleotid Transferase Puffer Affymetrix 
Oligokontroll-Reagenz 0100 Affymetrix 
 

2.4 Technische Geräte 

 

Gerät Hersteller 
7900HT real-time PCR System Applied Bioystems 
ABI Prism 3730 DNA Sequenzer Applied Bioystems 
DNA Engine Tetrad PTC-225 MJ Research 
Fluidics Wash Station 450 Affymetrix 
GeneAmp PCR System 9700 Applied Bioystems 
GeneChip Hybridization Ofen 640 Affymetrix 
GeneChip Scanner 300 7G Affymetrix 
LightScanner HR I 384 Instrument der Firma Idaho Idaho Technologies 
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2.5 Datenbanken und Computerprogramme 

 

Bezeichnung Webseite/Firma 
Allegro http://www.decode.com/software/ 
Alohomora http://gmc.mdc-berlin.de/alohomora/ 
Auswerteskripts für die Analyse http://ihg.gsf.de/cnv-scripts 
 der CNV-Daten 
BLAT http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start&org=
     Human&db=hg18&hgsid=98847378 
Call-IT Software Idaho Technology 
Database of Genomic Variants (DGV) http://projects.tcag.ca/variation/ 
DECIPHER Database http://projects.tcag.ca/variation/ 
Exon Primer http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html 
GeneBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 
GeneChip Operating Software (GCOS) Affymetrix 
GeneMapper Software Applied Biosystems 
GTYPE 4.0 Software Affymetrix 
Hi-Res Melting Software Idaho Technology 
Merlin http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin/ 
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
OMIM http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=OMIM 
PedCheck 1.1 http://watson.hgen.pitt.edu/register/docs/pedcheck.html 
Pub Med http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez 
Staden MCR Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK 
UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu/ 
 

3 DNA-Isolierung 

 

Die DNA-Extraktion erfolgt aus 5-10 ml EDTA-Vollblut nach einem modifizierten Protokoll von Miller et 

al. aus peripheren Blutleukozyten (Miller et al. 1988). 

Durch Zugabe von 30 ml RBC-Lysis-Puffer werden die Erythrozyten lysiert und in einem 

anschließenden Zentrifugationsschritt (2500 rpm, 10 min, 4°C) von den Leukozyten getrennt. Das 

Pellet mit den kernhaltigen Zellen wird in 5 ml SE-Puffer resuspendiert und mit 25 µl Proteinase K (10 

mg/ml) und 250 µl SDS (20%) bei RT über Nacht inkubiert. Nach der Proteolyse werden zur 

Proteinfällung 5 ml SE-Puffer zugegeben und für 5 min bei 55°C inkubiert. Danach werden 3 ml 6 M 

NaCl hinzugefügt, gut gemischt und bei 3500 rpm für 15 min bei RT zentrifugiert. Nach der 

Proteinpräzipitation wird der Überstand, der die DNA enthält, in ein sauberes Röhrchen überführt und 

die DNA durch die Zugabe von einem Volumenanteil Isopropanol gefällt. Nach einem 

Zentrifugationsschritt (4500 rpm, 5 min, RT) wird der Überstand abgekippt und die zu einem Knäuel 

aggregierte DNA bei RT für 30 min getrocknet. Anschließend wird der DNA-Faden in 100 - 1000 µl 

TE-Puffer aufgenommen und gelöst. Die Konzentration der DNA wird mit einem NanoDrop 
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Spectrophotometer (ND-1000 V.3.1.2) gemessen und mit H2Oreinst auf die gewünschte Konzentration 

eingestellt. 

 

4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

4.1 Standard-PCR 

 

Die DNA-Amplifikation mit Hilfe der PCR wird nach der Standard-Methode von Saiki (Saiki et al., 

1988) durchgeführt. Abhängig von der verwendeten Ausgangs-DNA (genomische DNA oder cDNA) 

variieren die Reaktionsansätze und PCR-Bedingungen. Spezifische Oligonukleotidprimer für die PCR 

werden mit dem Programm Exonprimer konstruiert und die Spezifität anschließend über elektronische 

PCR (NCBI) und BLAT-Suche (NCBI) überprüft. Die Synthese der Primer wird von der Firma Metabion 

durchgeführt. Detaillierte Beschreibungen der Primersequenzen, Anlagerungstemperaturen und 

amplifizierten Produktgrößen finden sich im Anhang. Es wird immer eine Negativkontrolle und, wenn 

erforderlich, eine Positivkontrolle mitgeführt. Als Ausgangsmenge für die Amplifikation werden 50 - 

100 ng genomische DNA in einem Reaktionsvolumen von 25 µl verwendet.  

Als Standard-PCR-Ansatz wurde das Protokoll des Promega-Mastermixes verwendet: 

 

Ansatz Promega-PCR:  Volumen in µl 
Mastermix   12,5 µl 
Primer F (20 pmol/µl)   1,0 µl 
Primer R (20 pmol/µl)   1,0 µl 
Genomische DNA (50-100 ng/µl)   1,0 µl 
H2Oreinst   ad 25,0 µl 
 

Der Promega-MasterMix enthält 50 U/ml Taq DNA Polymerase, Puffer, je 400 µM dATP, dTTP, dGTP, 

dCTP und 3mM MgCl2. 

 

Die PCR-Reaktion erfolgte, wenn nicht anders erwähnt, in programmierbaren Thermocyclern (DNA 

Engine Tetrad PTC-225, MJ Research und GeneAmp PCR System 9700, Applied Bioystems) in 0,5 

ml Reaktionsgefäßen bzw. 96-well-Microtiterplatten (ABgene) unter folgenden Bedingungen: 
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1. 95 °C 5 min Initiale Denaturierung 
2. 95 °C 30 sec Denaturierung 
3. (*) °C 30 sec Primeranlagerung 
4. 72 °C (**) sec Synthese 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 29-34 Zyklen 
6. 72 °C 5 min Finale Elongation 
 

Dabei sind die Temperatur der Primeranlagerung (*) und die DNA-Synthesezeit (**) variabel und von 

der Basenzusammensetzung des jeweiligen Primers bzw. der Größe des zu amplifizierenden PCR-

Produkts abhängig. 

 

4.2 PCR für das Affymetrix 10K- und 100K-Protokoll 

 

Die Amplifikation für die Affymetrix-Arrays erfolgt nach dem Restriktionsenzymverdau (siehe Material 

und Methoden 10.1.1) und der Ligierung des Adaptors (siehe Material und Methoden 10.1.2) mit 

einem universellen Primer (PCR Primer Xba bzw. PCR Primer Hind; Affymetrix), der eine Sequenz auf 

dem jeweiligen Adaptor (Xba- oder Hind-Adaptor, Affymetrix) erkennt und daran bindet. Dabei werden 

alle Fragmente mit gebundenem Adaptor amplifiziert und die Größe der Produkte wird nur durch die 

PCR-Bedingungen festgelegt. Für die Amplifikation der Affymetrix-PCR wird ausschließlich der 

Thermocycler GeneAmp PCR Systems 9700 der Firma Applied Biosystems benutzt. 

 

Ansatz Affymetrix 10K PCR:  Volumen in µl 
AmpliTaq Gold PCR-Puffer II (10x)  40 µl 
dNTP-Mix (2,5 mM, Takara)  40 µl 
MgCl2 (25 mM)  40 µl 
PCR Primer Xba (10 µM)  30 µl 
AmpliTaq Gold Polymerase (5 U/µl)  8 µl 
Ansatz Affymetrix-Ligation 10K  40 µl 
H2Oreinst  ad 400 µl 
 

Bedingungen Affymetrix 10K-PCR: 
1. 95 °C 3 min 
2. 95 °C 30 sec 
3. 59 °C 30 sec 
4. 72 °C 30 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 34 Zyklen 
6. 72 °C 7 min 
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Ansatz Affymetrix 100K PCR:  Volumen in µl 
Pfx Amplification Puffer (10x)  30 µl 
dNTP-Mix (2,5 mM, Takara)  36 µl 
PCR Enhancer (10x)  30 µl 
MgSO4 (50 mM)  40 µl 
PCR Primer (10 µM)  30 µl 
Pfx Polymerase (2.5 U/µl)  6 µl 
Ansatz Affymetrix-Ligation 100K  30 µl 
H2Oreinst  ad 300 µl 
 

Bedingungen Affymetrix 100K-PCR: 
1. 94 °C 3 min 
2. 94 °C 30 sec 
3. 60 °C 45 sec 
4. 68 °C 60 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 29 Zyklen 
6. 68 °C 7 min 
 

4.3 RT-PCR und nested -PCR 

 

Die nested-PCR bietet die Möglichkeit auch geringe Ausgangsmengen eines PCR-Templates oder ein 

zu untersuchendes Gen, das im jeweiligen Gewebe nur sehr niedrig exprimiert ist, nachzuweisen. Bei 

der nested-PCR werden zwei Amplifikationsschritte durchgeführt. Nach der ersten PCR wird das 

entstandene Produkt als Template für eine zweite PCR genutzt. Für die zweite Runde liegen entweder 

beide Primer (nested-PCR) oder nur einer (seminested-PCR) innerhalb des PCR-Produkts der ersten 

Runde. Für die RT-PCR und die nested-PCR wird der Advantage cDNA PCR Kit (Clonetech) 

verwendet. 

 

Ansatz RT-PCR und nested-PCR:  Volumen in µl 
Advantage Puffer (10x)  2,5 µl 
Advantage dNTP-Mix (50x)  0,5 µl 
Primer F (10 µM)  0,5 µl 
Primer R (10 µM)  0,5 µl 
Advantage Polymerase (2.5 U/µl)  0,5 µl 
cDNA bzw. PCR-Produkt  1,0 µl 
H2Oreinst  ad 25,0 µl 
 

PCR-Bedingungen RT-PCR und nested-PCR: 
1. 94 °C 1 min 
2. 94 °C 30 sec 
3. 60 °C 30 sec 
4. 68 °C 90 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 29 Zyklen 
6. 68 °C 3 min 
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4.4 RACE-PCR 

 

Die RACE-PCR („Rapid Amplification of cDNA Ends“) dient zur Vervollständigung des 5’- bzw. des 3’-

Endes von cDNA. Als Ausgangsmaterial wird cDNA mit synthetischen Sequenz-Adaptoren verwendet 

(Marathon Ready cDNA, human brain, human fetal brain, human testis; Clontech). Im ersten 

Amplifikationsschritt wird mit Hilfe eines genspezifischen Primers, der komplementär revers in der 

codierenden Sequenz liegt und einem Adaptor-Primer (AP1) ein spezifisches PCR-Produkt generiert. 

Es folgt eine nested- oder seminested-PCR, bei der das PCR-Produkt der ersten Amplifikation als 

Template dient. Für die Amplifikation der RACE-Produkte wird der Promega PCR MasterMix 

(Promega) verwendet. 

 

Ansatz RACE-PCR 1.Runde  Volumen in µl 
Promega MasterMix (10x)  12,5 µl 
Primer AP1  1,0 µl 
5racePrimer R (10 µM)  1,0 µl 
cDNA  1,0 µl 
H2Oreinst  ad 25,0 µl 
 

Ansatz RACE-PCR 2.Runde  Volumen in µl 
Promega MasterMix (10x)  12,5 µl 
Primer AP2  1,0 µl 
5racePrimer R (10 µM)  1,0 µl 
PCR-Produkt aus 1. Runde  1,0 µl 
H2Oreinst  ad 25,0 µl 
 

Bedingungen RACE-PCR: 
1. 95 °C 5 min 
2. 95 °C 30 sec 
3. 62 °C 30 sec 
4. 72 °C 90 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 29 Zyklen 
6. 72 °C 5 min 
 

4.5 PCR für das Idaho-Protokoll 

 

Ansatz LCGreen-Lightscanner-PCR:  Volumen in µl 
Thermo-Start High Performance Puffer (10x) 0,50 µl 
dNTP-Mix (2 mM)  0,50 µl 
MgCl2 (25 mM)  0,50 µl 
Primer F (0,4 µM)  0,20 µl 
Primer R (0,4 µM)  0,20 µl 
LCGreen PLUS (1x)  0,25 µl 
Thermo-Start DNA Polymerase (0,25 U)  0,05 µl 
H2Oreinst  ad 5,00 µl 
 



Material und Methoden 

37 

Bedingungen LCGreen-Lightscanner-PCR: 
Die PCR wurde mit 8 µl Mineralöl (Sigma) überschichtet. 
1. 95 °C 15 min 
2. 94 °C 30 sec 
3. 61 °C 30 sec 
4. 72 °C 30 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 39 Zyklen 
6. 94 °C 30 sec 
7. 20 °C 30 sec 
 

4.6 PCR für iPLEX Gold Assay 

 

Ansatz iPLEX Gold Assay PCR:  Volumen in µl 
PCR Puffer mit MgCl2 (10x)  0,625 µl 
dNTP-Mix (25 mM)  0,100 µl 
MgCl2 (25 mM)  0,325 µl 
Primermix (50 µM)  1,000 µl 
Hotstar Taq (5 U/µl)  0,010 µl 
Genomische DNA (5-10 ng/µl)  1,000 µl 
H2Oreinst  ad 5,00 µl 
 

Bedingungen iPLEX Gold Assay PCR: 
1. 94 °C 15 min 
2. 94 °C 20 sec 
3. 56 °C 30 sec 
4. 72 °C 60 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 44 Zyklen 
6. 72 °C 3 min 
 

4.7 Quantitative PCR 

 

Die quantitative PCR (qPCR) ist ein Verfahren, bei dem die Menge des entstandenen PCR-Produktes 

während der PCR-Reaktion in Echtzeit gemessen wird. Diese Methode wird in der vorliegenden Arbeit 

verwendet, um die DNA-Kopienanzahl zu quantifizieren und um Bruchpunkte von Deletionen näher 

einzugrenzen. Dazu wird dem PCR-Ansatz SYBR-Green zugesetzt, ein fluoreszierender Farbstoff, der 

sich unspezifisch in die große Grube der doppelsträngigen DNA einlagert. Die qPCR wird mit dem 

7900HT real-time PCR System (Applied Biosystems) und dem Power SYBR Green Master Mix 

(Applied Biosystems) durchgeführt. Bei jedem Assay werden eine Negativkontrolle (no-template 

control, NTC) und vier Kontroll-DNAs (2 männliche und 2 weibliche DNA-Proben) und ein 

Referenzgen mitgeführt. Alle Proben, mit Ausnahme der NTC werden als Duplikate angesetzt. 
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Ansatz Power SYBR Green-PCR:  Volumen in µl 
Power SYBR Green Master Mix (2x)  10,0 µl 
Primer F (0.2 µM)  0,4 µl 
Primer R (0.2 µM)  0,4 µl 
DNA (10ng/µl)  5,0 µl 
H2Oreinst  ad 20 µl 
 

Bedingungen Power SYBR Green-PCR: 
1. 50 °C 2 min 
2. 95 °C 10 min 
3. 95 °C 15 sec 
4. 58 °C 60 sec 
5. Wiederholung der Schritte 3-4 in 39 Zyklen 
6. 95 °C 15 sec 
7. 60 °C 15 sec 
8. 95 °C 15 sec 
 

Die Schritte 6-8 sind die Bedingungen für eine Dissoziationskurve, die dem Ausschluss unspezifischer 

Produkte dient. 

 

4.8 PCR für Mikrosatellitenanalyse 

Ansatz PCR:  Volumen in µl 
10x PCR-Puffer (Qiagen, incl. MgCl2)  1,0 µl 
Qiagen-Taq Polymerase (5U/µl)  0,1 µl 
dNTP-Mix (je 2 mM)  1,0 µl 
Primer F (10 pmol/µl)  0,1 µl 
Primer R (10 pmol/µl)  0,1 µl 
DNA (1ng/µl)  5,0 µl 
H2Oreinst  ad 10,0 µl 
 

Bedingungen für den Qiagen-PCR-Ansatz: 
1. 95 °C 15 min 
2. 95 °C 20 sec 
3. 55 °C 30 sec 
4. 72 °C 45 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 35 Zyklen 
6. 72 °C 15 min 
 

5 Reinigung von PCR-Produkten 

 

5.1 Reinigung durch Ultrafiltration 

 

Die in den jeweiligen PCR-Ansätzen erhaltenen Produkte müssen für die weitere Verwendung 

(Sequenzierung, Klonierung, Fragmentierung) aufgereinigt werden, um Puffer, Nukleotide und 

ungebundene Primer zu entfernen. Für die Reinigung wurden der NucleoFast 96 PCR clean up Kit 

(Macherey-Nagel) oder die MultiScreen PCRµ96 Filter Plates (Millipore) verwendet. Beide Kits 
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unterliegen dem gleichen Ultrafiltrations-Prinzip. Das PCR-Produkt wird mit Wasser auf ein Volumen 

von mindestens 100 µl eingestellt, auf eine Ultrafiltrationsmembran geladen und unter Vakuum (600 

mbar) für 15 bis 45 min gesetzt. Die Porengröße der Filtermembran ist so gewählt, dass Fragmente, 

die größer sind als 150 bp auf der Membran haften bleiben, während kleinere Fragmente (Primer), 

Salze und Nukleotide durch die Membran gesaugt werden. Optional wird ein Waschschritt mit 100 µl 

Wasser (H2Oreinst) durchgeführt. Um das gereinigte PCR-Produkt zu erhalten, werden mindestens 25 

µl Wasser (H2Oreinst) oder EB-Puffer zugefügt und durch Mischen auf einem Schüttler (200 rpm, 15 

min) von der Membran gelöst. Anschließend kann das PCR-Produkt in ein sauberes Röhrchen 

überführt und für weitere Schritte verwendet werden. 

 

5.2 Reinigung durch Gelextraktion 

 

Für die Gelextraktion wurde der Qiaquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen verwendet. Das 

entsprechende PCR-Produkt wurde so exakt wie möglich aus einem präparativen Agarosegel 

ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers extrahiert. Das gereinigte PCR-Produkt wurde in 

30 µl H2Oreinst eluiert. 

 

6 DNA-Sequenzierung 

 

6.1 Sequenzreaktion 

 

Die Sequenzreaktion basiert auf der Kettenabbruchsequenzierung von Sanger (Sanger et al., 1977) 

und der linearen Amplifikation von Craxton (Craxton, M., 1991). Dabei wird die DNA mit 

Fluoreszenzfarbstoffen an Didesoxynukleotiden markiert, die von dem Kapillarsequenziergerät ABI 

Prism 3730 DNA Sequenzer (Applied Biosystems) während der Elektrophorese mittels Laser angeregt 

und gemessen werden. Die vier Didesoxynukleotide (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) sind mit vier 

verschiedenen Farbstoffen markiert und ermöglichen so die Unterscheidung der Nuklreotide. Die 

Sequenzreaktion wird mit dem BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v.3.1 Kit der 

Firma Applied Biosystems angesetzt. 
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Ansatz Sequenzreaktion:  Volumen in µl 
Big Dye Terminator Puffer  1,0 µl 
Primer F bzw. R (0.2 µM)  1,0 µl 
Big Dye Terminator  0,5 µl 
PCR (50-100 ng/µl)  1,0-2,5 l 
H2Oreinst  ad 5,0 µl 
 

Bedingungen Sequenzreaktion: 
1. 96 °C 10 sec 
2. 50 °C 5 sec 
3. 60 °C 4 min 
5. Wiederholung der Schritte 1-3 in 25 Zyklen 
 

6.2 Fällung der Sequenzreaktion 

 

Um nicht gebundene Didesoxynukleotide aus dem Sequenzansatz zu entfernen, wird eine 

Ethanolfällung durchgeführt. Zum Reaktionsansatz in der Mikrotiterplatte werden 25 µl Ethanol (100%) 

zugegeben, 15 min bei RT inkubiert und danach für 30 min bei 3000 x g zentrifugiert. Anschließend 

wird das Pellet mit 50 µl Ethanol (70%) gewaschen und zentrifugiert (15 min, 2000 x g). Um das Pellet 

zu trocknen, wird die Mikrotiterplatte mit der Öffnung nach unten 1 min bei 600 x g zentrifugiert, 5 min 

bei RT getrocknet und schließlich in 25-50 µl Wasser gelöst. 

 

6.3 Sequenzanalyse 

 

Die Sequenzanalyse erfolgt auf dem automatisierten Sequenziergerät ABI Prism 3730 DNA 

Sequenzer (Applied Biosystems) nach den vom Hersteller angegebenen Bedingungen. Es werden je 

25 µl der gereinigten Sequenzreaktion auf eine Sequenzierplatte aufgetragen. Die erhaltenen Daten 

werden durch das Staden Package als Elektropherogramme dargestellt und ausgewertet. Dabei 

werden den 4 Basen die Farben rot für T, grün für A, schwarz für G und blau für C zugeordnet. 

 

7 Klonierung von PCR-Produkten 

 

Die Klonierung von PCR-Produkten dient in der vorliegenden Arbeit zur Vereinzelung von DNA-

Molekülen. 
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7.1 Ligation 

 

Die Ligierung erfolgt nach dem TA-Klonierungsprinzip, bei dem das PCR-Produkt einen A-Überhang 

am 3’-Ende besitzt und in einen Vektor mit einem T-Überhang kloniert wird („sticky end“-Ligation). Bei 

der Amplifikation mit Taq-Polymerasen wird den synthetisierten 3’-Strangenden eine zusätzliche Base, 

meistens ein dATP angehängt. Wenn bei der PCR Polymerasen verwendet werden, die keinen A-

Überhang synthetisieren, muss vor der Ligation ein zusätzlicher Schritt, das sogenannte A-Tailing 

durchgeführt werden. Das gereinigte PCR-Produkt wird dabei mit Taq-Polymerase und dATPs für 30 

min inkubiert, um so einen A-Überhang zu generieren. Die Ligation wird mit dem pGEM-T-

Vektorsystem II von Promega (Rapid-Ligation Kit) durchgeführt. Für die Ligation wird ein molares 

Verhältnis von etwa 1:1 zwischen Insert und Vektor angestrebt. 50 ng gereinigtes PCR-Produkt 

werden in dem Ligationsansatz mit 50 ng pGEM-T-Vektor, 1x Rapid-Puffer und 3 U T4-Ligase in 

einem Reaktionsvolumen von 10 µl bei 4 °C ÜN inkubi ert. 

 

Ansatz A-Tailing:  Volumen in µl 
Puffer (10x)  1,0 µl 
MgCl2 (25 mM)  0,6 µl 
dATP (2 mM)  1,0 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl)  1,0 µl 
Gereinigtes PCR-Produkt  2,4 µl 
H2Oreinst  ad 10,0 µl 
 

Inkubation: 30 min bei 70 °C 

 

Ansatz Ligation:  Volumen in µl 
Rapid Puffer (2x)  5 µl 
pGEM-T-Vektor  1 µl 
T4-Ligase  1 µl 
A-Tailing-Ansatz  3 µl 
 

Inkubation: ÜN bei 4°C 

 

7.2 Transformation 

 

Die Ligation wird in den kompetenten Bakterienstamm E.coli XL10-Gold Ultracompetent Cells 

(Stratagene) transformiert. Ein Aliquot von 100µl kompetenter Bakterien wird auf Eis aufgetaut und mit 

4 µl ß-Mercaptoethanol (Stratagene) vermischt. Anschließend wird der Ligationsansatz dazugegeben 
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und für 30 min auf Eis inkubiert. Es folgt eine Hitzeschockbehandlung von 30 sec bei 42 °C und eine 

Abkühlung auf Eis (2 min). Nach der Zugabe von 900 µl Medium NZY+broth werden die 

transformierten Bakterien für 1 h im Inkubationsschüttler bei 37 °C und 250 U/min kultiviert. Die 

Bakterien werden bei 1000 U/min für 10 min zentrifugiert und 900 µl Überstand abpipettiert. Das Pellet 

wird resuspendiert. Die Bakteriensuspension wird auf einer LB/Amp-Agarplatte mit 1,25 µl 1 M IPTG 

und 25 µl 10% X-Gal ausgestrichen und ÜN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Durch die Blau-Weiß 

Selektion können positive Klone (weiße Kolonien) mit dem richtigen Insert identifiziert werden. Positive 

Einzelkolonien werden in 5 ml NZY+broth-Medium mit 50 µg/µl Ampicillin aufgenommen und ÜN im 

Schüttler bei 37 °C und 250 U/min kultiviert. 

 

7.3 Präparation von Plasmid-DNA 

 

Aus der ÜN-Kultur werden 500 µl entnommen, mit 500 µl Glycerin vermischt und als Glycerinstock bei 

-70 °C konserviert. 

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt mit dem QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) nach den 

Angaben des Herstellers. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgt mit 50 µl H2Oreinst. 

 

7.4 Restriktionsspaltung 

 

Zur Überprüfung der isolierten Plasmide wird ein Restriktionsenzymverdau mit den fast digest-

Enzymen PstI oder NotI (New England Biolabs) durchgeführt. Die Restriktionsspaltung wird 

anschließend auf ein Agarosegel aufgetragen und Produkte mit der richtigen Größe sequenziert. 

 

Ansatz Restriktionsspaltung:  Volumen in µl 
Puffer fast digest  2,0 µl 
PstI / NotI fast digest enzyme  1,0 µl 
Gereinigte Plasmid-DNA  0,3-1,0 µl 
H2Oreinst  ad 20,0 µl 
 

Inkubation: 8 min bei 37°C 
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8 Mutationsscreening mit DNA-Schmelzkurvenanalyse ( Idaho) 

 

Um einzelne Nukleotidvariationen in Genen in einem Patientenpanel zu untersuchen, wird eine 

Technik verwendet, bei der Sequenzvariationen in einem Fragment amplifizierter DNA durch die 

Analyse der Schmelzkurven detektiert werden können. In einem diploiden Genom werden paternale 

und maternale Chromosomen zu gleichen Teilen amplifiziert. Die DNA-Fragmente werden analysiert 

und in Homoduplicae (Fragmente, die vollständig zusammen passen) und Heteroduplicae 

(Fragmente, die einen Mismatch enthalten) aufgeteilt. Die Mutationen werden durch Änderungen in 

der Gestalt der Schmelzkurve im Vergleich zu Referenzkurven identifiziert. 

 

Zu dem PCR-Mastermix wird ein Farbstoff, LCGreen, beigemischt. LCGreen bindet an dsDNA und hat 

ein Fluoreszenzoptimum bei 470-520 nm. Die Fluoreszenz wird im LightScanner (Idaho) gemessen 

und Bilder von der Schmelzkurve mittels einer CCD-Kamera aufgenommen. Durch den Vergleich 

zwischen den einzelnen Proben werden die Schmelzkurven ausgewertet. 

 

Für den Amplifikationsschritt werden Primer konstruiert, die die codierenden Exons flankieren und 

Produkte von maximal 300 bp amplifizieren. Der Zusatz des Farbstoffes erhöht die 

Schmelztemperatur der DNA um 1-3 °C. Die Anlagerung stemperatur muss deshalb angepasst 

werden. Genomische DNA (je 10 ng pro Well) wird auf einer 384-Mikrotiterplatte verteilt und 

eingetrocknet. 

Die Durchführung der PCR ist weiter oben beschrieben (siehe Material und Methoden 4.5). 

 

Anschließend folgt die Schmelzkurvenanalyse auf einem LightScanner HR I 384 Instrument der Firma 

Idaho (Idaho Technologies) und die Auswertung mit der Hi-Res Melting Software und der Call-IT 

Software (Idaho Technologies). 

 

9 Inaktivierung von X-Chromosomen 

 

Zur Untersuchung der X-chromosomalen Inaktivierung wird der hoch polymorphe Trinukleotidrepeat 

im ersten Exon des Gens für den humanen Androgenrezeptor (HUMARA) verwendet (Allen et al, 

1992).  
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2 µg genomische DNA werden mit den methylierungs-sensitiven Restriktionsenzymen HhaI oder HpaII 

(jeweils 20U) (New England Biolabs) ÜN verdaut. Ein Aliquot von 2 µl wird durch eine PCR-Reaktion 

mit einem FAM-markierten F-Primer und einem unmarkiertem R-Primer amplifiziert. Die PCR-

Produkte werden auf einem ABI Prism 3730 DNA Sequenzer (Applied Biosystems) aufgetrennt und 

mit der GeneMapper Software (Applied Biosystems) analysiert. 

 

Ansatz HhaI-Verdau  Volumen in µl 
Puffer NEB4 (10x)  4,0 µl 
BSA (10x)  0,4 µl 
HhaI  2,0 µl 
H2Oreinst  ad 40,0 µl 
 

Ansatz HpaII-Verdau  Volumen in µl 
Puffer NEB1 (10x)  4,0 µl 
BSA (10x)  0,4 µl 
HpaII  2,0 µl 
H2Oreinst  ad 40,0 µl 
 

Ansatz AmpliTaq Gold-PCR:  Volumen in µl 
AmpliTaq Gold Puffer (10x)  1,5 µl 
dNTP-Mix (2,5 mM)  1,0 µl 
Primer F (5 pmol)  0,5 µl 
Primer R (5 pmol)  0,5 µl 
AmpliTaq Gold Polymerase (1U)  0,2 µl 
Ansatz Enzymverdau HhaI / HpaII  2,0 µl 
H2Oreinst  ad 15,0 µl 
 

PCR-Bedingungen für AmpliTaq Gold-PCR: 
1. 95 °C 12 min 
2. 94 °C 20 sec 
3. 58 °C 20 sec 
4. 72 °C 30 sec 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 in 34 Zyklen 
6. 72 °C 10 min 
 

10 Affymetrix GeneChip Mapping Assay 

 

10.1 GeneChip Mapping 10K 2.0 Assay 

 

Der Affymetrix GeneChip Mapping 10K 2.0 Assay (Affymetrix 10K) wurde für Kopplungsanalysen von 

monogenen und komplexen Krankheiten entwickelt. Diese Technik verwendet ein einfaches 

Verfahren, um die Komplexität des menschlichen Genoms zu reduzieren. Die genomische DNA (250 

ng) wird mit dem Restriktionsenzym XbaI (New England Biolabs) verdaut. Dabei entsteht ein 4 bp-

Überhang, an den ein von Affymetrix bereitgestellter Adaptor ligiert wird. Dieser Adaptor besitzt eine 
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Primerbindestelle, mit Hilfe derer ein Amplifikationsschritt mit einem generischen Primer durchgeführt 

wird. Die entstandenen PCR-Produkte werden anschließend in einem DNaseI-Verdau fragmentiert 

und durch die terminale Transferase mit Biotin endmarkiert. Die Proben werden mit einem 

Hybridisierungscocktail gemischt, denaturiert und auf den Chip hybridisiert. Anschließend folgen die 

Stringenzwaschung und der Nachweis der Markierung mit Immunofluoreszenz. 

 

10.1.1 XbaI-Restriktionsenzymverdau 

 

XbaI gehört zur Familie der Typ II Restriktionsenzyme und besitzt eine palindromische 

Erkennungssequenz 5’-...T^CTAGA...-3’ (bzw. 3’-...AGATC^T...-5’). Beim Schneiden der DNA entsteht 

ein spezifischer 4 bp-Überhang. 

 

Ansatz XbaI-Verdau:  Volumen in µl 
NE Puffer (10x)  2,0 µl 
BSA (10x 1 mg/ml)  2,0 µl 
XbaI (20 U/µl)  0,5 µl 
Genomische DNA (50 ng/µl)  5,0 µl 
H2Oreinst  ad 20,0 µl 
 

Bedingungen XbaI-Verdau: 
1. 37 °C 120 min 
2. 70 °C 20 min 
3. 4 °C 10 min 
 

10.1.2 Ligation 

 

Ansatz Ligation:  Volumen in µl 
T4 DNA Ligase Puffer (10x)  2,50 µl 
Adaptor Xba (5 µM)  1,25 µl 
T4 DNA Ligase (400 U/µl))  1,25 µl 
Ansatz XbaI-Verdau  20,00 µl 
 

Bedingungen Ligation: 
1. 16 °C 120 min 
2. 70 °C 20 min 
3. 4 °C 10 min 
 

Der Ligationsansatz wird anschließend mit 75 µl H2Oreinst auf ein Volumen von 100 µl erhöht. 
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10.1.3 PCR 

 

Für jede Probe werden jeweils 4 PCR-Reaktionen mit 100 µl angesetzt. 

Die Durchführung der PCR ist weiter oben beschrieben (siehe Material und Methoden 4.2). 

Zur Kontrolle wird nach der PCR-Reaktion ein Aliquot von 3 µl auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen 

(Laufzeit 45-60 min bei 120 V). Die Länge der PCR-Produkte muss zwischen 250 bp und 1000 bp 

liegen. 

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt nach dem Ultrafiltrationsprinzip (siehe Material und 

Methoden 5.1). 

 

Um das PCR-Produkt anschließend auf die richtige Größe fragmentieren zu können, muss eine 

Quantifizierung durchgeführt werden. Dazu wird 1 µl der PCR mit dem NanoDrop Spectrophotometer 

(ND-1000 V.3.1.2) gemessen und der PCR-Ansatz auf die gewünschte Konzentration von 20 µg PCR-

Produkt in 45 µl EB-Puffer eingestellt. 

 

10.1.4 Fragmentierung 

 

Um die Länge der PCR-Produkte auf <180 bp zu verkürzen, wird die gereinigte PCR mit dem 

Fragmentierungsreagenz (DNase I, 3 U/µl, Affymetrix) verdaut. Das Fragmentierungsreagenz wird auf 

eine Konzentration von 0,048 U/µl verdünnt und mit dem PCR-Produkt vermischt. 

 

Ansatz Fragmentierung:  Volumen in µl 
Fragmentierungspuffer (10x)  5,0 µl 
verdünntes Fragmentierungsreagenz (0,048 U/µl) 5,0 µl 
PCR-Produkt (20 µg)  45,0µl 
 

Bedingungen Fragmentierung: 
1. 37 °C 30 min 
2. 95 °C 15 min 
3. 4 °C 10 min 
 

Zur Kontrolle der Fragmentierung werden 4 µl auf ein 4%iges TBE-Gel aufgetragen und bei 120 V 

aufgetrennt. Die Größe der Fragmente soll unter 180 bp liegen. 
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10.1.5 Biotin-Endmarkierung der Fragmente 

 

Ansatz Markierung:  Volumen in µl 
Terminaler Desoxynukleatid Transferase Puffer (5x) 14,0 µl 
GeneChip DNA Labeling Reagenz (5 mM)  2,0 µl 
Terminale Desoxynukleotid Transferase (30 U/µl) 3,4 µl 
Fragmentierungsansatz  50,6 µl 
 

Bedingungen für Markierung: 
1. 37 °C 120 min 
2. 95 °C 15 min 
3. 4 °C 10 min 
 

10.1.6 Hybridisierung 

 

Ansatz Hybridisierung:  Volumen in µl 
MES Stock 12 µl 
DMSO (100%) 13 µl 
Denhardt’s Lösung (50x) 13 µl 
EDTA (0,5 M) 3 µl 
HSDNA (10 mg/ml) 3 µl 
Oligonukleotid-Kontroll-Reagenz 2 µl 
Menschliche Cot-1 (1mg/ml) 3 µl 
Tween-20 3%ig 1 µl 
TMACl (5M)  140 µl 
Labelingansatz 70 µl 
 

 

Ansatz MES-Stock-Lösung:  Volumen in µl 
MES Hydrat  70,4 g 
MES Salz  193,3 g 
H2Oreinst  ad 1000 ml 
Die Lösung wird auf einen pH-Wert von 6,5-6,7 eingestellt und durch einen Filter mit einer Porengöße 

von 0,2 µM filtriert. 

 

Bedingungen Markierung: 
1. 95 °C 10min 
2. auf Eis 10 sec 
3. 48 °C 2 min 
 

Aus dem denaturierten Hybridisierungs-Mastermix werden 80 µl in einen Affymetrix 10K-Array injiziert. 

Die Hybridisierung erfolgt in einem Hybridisierungsofen der Firma Affymetrix (Affymetrix GeneChip 

Hybridization Ofen 640) bei 48 °C und 60 rpm für 16 -18 Stunden. 
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10.1.7 Waschen, Färben und Scannen 

 

Die Stringenzwaschschritte und das Färben werden automatisiert in der Affymetrix Fluidics Wash 

Station 450 mit dem Programm „Mini_Mapping10Kv1_450“ durchgeführt. Um eine maximale 

Signalintensität zu erhalten, werden die mit Biotin markierten, hybridisierten DNA-Fragmente durch die 

„Sandwichmethode“ nachgewiesen. Dabei bindet zuerst ein Antikörper (R-Phycoerythrin Streptavidin, 

SAPE) an das Biotin der endmarkierten Nukleotide, an den wiederum ein biotinylierter Antikörper 

(anti-Streptavidin Antikörper) bindet. Zum Schluss wird noch einmal mit dem Antikörper (SAPE) 

gefärbt. Die Signale werden mit dem Affymetrix GeneChip Scanner 300 7G abgelesen. Die Steuerung 

der Fluidics Stationen und des Scanners erfolgt über die Affymetrix GeneChip Operating Software 

(GCOS), die auch für die Verwaltung der Experimentinformationen und der Rohdaten verantwortlich 

ist. 

 

Programm „Mini_Mapping10Kv1_450“: 
1. Post Hyb Waschen #1 6 Zyklen mit 5x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer A bei 25 °C 
2. Post Hyb Waschen #2 6 Zyklen mit 5x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer B bei 45 °C 
3. 1. Färbeschritt Färben des Arrays mit SAPE für 10 min bei 25 °C 
4. Post Färben Waschen 6 Zyklen mit 5x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer A bei 25 °C 
5. 2. Färbeschritt Färben des Arrays mit Antikörperlösung für 10 min bei 25 °C 
6. 3. Färbeschritt Färben des Arrays mit SAPE für 10 min bei 25 °C 
7. Finaler Waschschritt 10 Zyklen mit 6x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer A bei 30 °C 
8. Befüllen des Arrays Befüllen des Arrays mit Array Holding Buffer (25 °C) 
 

Ansatz Waschpuffer A:  Volumen in µl 
20x SSPE  300 ml 
10 % Tween-20  1 ml 
H2Oreinst  ad 1000 ml 
 

Der Waschpuffer A (nicht-stringent) wird durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,2 µM filtriert 

und bei RT gelagert. 

 

Ansatz Waschpuffer B:  Volumen in µl 
20x SSPE  30 ml 
10 % Tween-20  1 ml 
H2Oreinst  ad 1000 ml 
 

Der Waschpuffer B (stringent) wird durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,2 µM filtriert und bei 

RT gelagert. 
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Ansatz Array Holding Buffer (1x):  Volumen in µl 
12x MES Stock Puffer  8,3 ml 
5 M NACl  18,5 ml 
10% Tween-20  0,1 ml 
H2Oreinst  ad 100 ml 
 

Der Array Holding Buffer wird bei 4 °C unter Lichta bschluß aufbewahrt. 

 

10.2 GeneChip Mapping 100K Assay 

 

Mit dem GeneChip Mapping 100K Assay können über 100000 SNPs auf zwei Arrays (GeneChip 

Human Mapping 50K Array Xba 240 und GeneChip Human Mapping 50K Array Hind 240, Affymetrix) 

genotypisiert werden. Das Prinzip des Assays ist analog zu dem 10K Assay. Der Unterschied besteht 

vor allem darin, dass die Komplexität des Genoms durch den Verdau der genomischen DNA mit zwei 

Restriktionsenzymen, XbaI und HindIII reduziert wird. 

 

10.2.1 Restriktionsenzymverdau 

 

Ansatz XbaI / HindIII-Verdau:  Volumen in µl 
NE Puffer (10x)  2,0 µl 
BSA (10x 1 mg/ml)  2,0 µl 
XbaI / HindIII (20 U/µl)  0,5 µl 
Genomische DNA (50 ng/µl)  5,0 µl 
H2Oreinst  ad 20,0 µl 
 

 

Bedingungen XbaI-Verdau: 
1. 37 °C 120 min 
2. 70 °C 20 min 
3. 4 °C 10 min 
 

10.2.2 Ligation 

 

Ansatz Ligation:  Volumen in µl 
T4 DNA Ligase Puffer (10x)  2,500 µl 
Adaptor Xba / Hind (5 µM)  1,250 µl 
T4 DNA Ligase (400 U/µl))  0,625 µl 
Ansatz XbaI / HindIII-Verdau  20,000 µl 
H2Oreinst  ad 25,000 µl 
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Bedingungen Ligation: 
1. 16 °C 120 min 
2. 70 °C 20 min 
3. 4 °C 10 min 
 

Der Ligationsansatz wird anschließend mit 75 µl H2Oreinst auf ein Volumen von 100 µl erhöht. 

 

10.2.3 PCR 

 

Für jede Probe werden jeweils 3 PCR-Reaktionen mit 100 µl angesetzt. 

Die Durchführung der PCR ist weiter oben beschrieben (siehe Material und Methoden 4.2). 

Zur Kontrolle wird ein Aliquot von 3 µl auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen (Laufzeit 45-60 min bei 

120V). Die Länge der PCR-Produkte muss zwischen 250 bp und 2000 bp liegen. 

Vor der Aufreinigung der PCR-Produkte nach dem Ultrafiltrationsprinzip (siehe Material und Methoden 

5.1) werden 8 µl EDTA (100 mM, pH 8) je PCR-Ansatz zugesetzt. Um das PCR-Produkt anschließend 

auf die richtige Größe fragmentieren zu können, muss eine Quantifizierung durchgeführt werden. 

Dazu wird 1 µl der PCR mit dem NanoDrop Spectrophotometer (ND-1000 V.3.1.2) gemessen und der 

PCR-Ansatz auf die gewünschte Konzentration von 40 µg PCR-Produkt in 45 µl EB-Puffer eingestellt. 

 

10.2.4 Fragmentierung 

 

Um die Länge der PCR-Produkte auf <180 bp zu verkürzen, wird die gereinigte PCR mit dem 

Fragmentierungsreagenz (DNase I, 3U/µl, Affymetrix) verdaut. Das Fragmentierungsreagenz wird auf 

eine Konzentration von 0,04 U/µl verdünnt und mit dem PCR-Produkt vermischt. 

 

Ansatz Fragmentierung:  Volumen in µl 
Fragmentierungspuffer (10x)  5,0 µl 
verdünntes Fragmentierungsreagenz (0,04 U/µl) 5,0 µl 
PCR-Produkt (40 µg)  45,0µl 
 

Bedingungen für Fragmentierung: 
1. 37 °C 35 min 
2. 95 °C 15 min 
3. 4 °C 10 min 
 

Zur Kontrolle der Fragmenierung werden 4 µl auf ein 4%iges TBE-Gel aufgetragen und bei 120 V 

aufgetrennt. Die Größe der Fragmente soll unter 180 bp liegen. 
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10.2.5 Biotin-Endmarkierung der Fragmente 

 

Ansatz Biotin-Markierung:  Volumen in µl 
Terminaler Desoxynukleotid Transferase Puffer (5x) 14,0 µl 
GeneChip DNA Labeling Reagenz (5 mM)  2,0 µl 
Terminale Desoxynukleotid Transferase (30 U/µl) 3,4 µl 
Fragmentierungsansatz  50,6 µl 
 

Bedingungen für Markierung: 
1. 37 °C 120 min 
2. 95 °C 15 min 
3. 4 °C 10 min 
 
 

10.2.6 Hybridisierung 

 

Ansatz Hybridisierung:  Volumen in µl 
MES Stock 12 µl 
DMSO (100%) 13 µl 
Denhardt’s Lösung (50x) 13 µl 
EDTA (0,5 M) 3 µl 
HSDNA (10 mg/ml) 3 µl 
Oligonukleotid-Kontroll-Reagenz 2 µl 
Menschliche Cot-1 (1mg/ml) 3 µl 
Tween-20 3%ig 1 µl 
TMACl (5M)  140 µl 
Labelingansatz 70 µl 
 

Ansatz MES-Stock-Lösung:  Volumen in µl 
MES Hydrat  70,4 g 
MES Salz  193,3 g 
H2Oreinst  ad 1000 ml 
 
 
Die Lösung wird auf einen pH-Wert von 6,5-6,7 eingestellt und durch einen Filter mit einer Porengöße 

von 0,2 µM filtriert. 

 

Bedingungen Markierung: 
1. 95 °C 10min 
2. auf Eis 10 sec 
3. 48 °C 2 min 
 

Aus dem denaturierten Hybridisierungs-Mastermix werden 200 µl in einen Affymetrix Mapping 50K 

Array Hind 240 bzw. Affymetrix Mapping 50K Array Xba 240 injiziert. Die Hybridisierung erfolgte in 

einem Hybridisierungsofen der Firma Affymetrix (Affymetrix GeneChip Hybridization Ofen 640) bei 48 

°C und 60 rpm für 16-18 Stunden. 
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10.2.7 Waschen, Färben und Scannen 

 

Die Stringenzwaschschritte und das Färben werden automatisiert in der Affymetrix Fluidics Wash 

Station 450 mit dem Programm „Mapping100Kv1_450“ durchgeführt. Das Prinzip der 

Antikörperfärbung und des Scannens ist mit dem des Affymetrix 10K Arrays identisch. Die 

Zusammensetzung der Waschpuffer A und B, sowie des Array Holding Buffers unterscheidet sich 

nicht zwischen den einzelnen Arraytypen (10K und 100K) und ist unter 10.1.7 beschrieben 

 

Programm „Mapping100Kv1_450“: 
1. Post Hyb Waschen #1 6 Zyklen mit 5x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer A bei 25 °C 
2. Post Hyb Waschen #2 6 Zyklen mit 5x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer B bei 45 °C 
3. 1. Färbeschritt Färben des Arrays mit SAPE für 10 min bei 25 °C 
4. Post Färben Waschen 6 Zyklen mit 5x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer A bei 25 °C 
5. 2. Färbeschritt Färben des Arrays mit Antikörperlösung für 10 min bei 25 °C 
6. 3. Färbeschritt Färben des Arrays mit SAPE für 10 min bei 25 °C 
7. Finaler Waschschritt 10 Zyklen mit 6x Mischen/Zyklus mit Waschpuffer A bei 30 °C 
8. Befüllen des Arrays Befüllen des Arrays mit Array Holding Buffer (25 °C) 
 

11 iPLEX Gold Assay 

 

Diese Technik wurde im Institut für Humangenetik an der GSF in der Arbeitsgruppe von Peter Lichtner 

durchgeführt. 

 

Der iPLEX Gold Assay (Sequenom) ist eine Technik, mit deren Hilfe Sequenzunterschiede auf dem 

Niveau von einzelnen Nukleotiden festgestellt werden können. Der iPLEX Gold Assay arbeitet auf 

dem Prinzip des MassARRAY Systems, das die Chemie der Primerextensionreaktion mit der Methode 

der MALDI-TOF Massenspektrometrie verbindet. Dieser Arbeitsschritt wurde in der Arbeitsgruppe von 

Peter Lichtner im Institut für Humangenetik durchgeführt. 

 

11.1 iPLEX Gold PCR 

 

Die Durchführung der iPLEX Gold PCR ist weiter oben beschrieben (siehe Material und Methoden 

4.6). 
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11.2 SAP Behandlung 

 

Dieser Schritt ist notwendig, um dNTPs zu dephosphorylieren, die während der PCR-Reaktion nicht 

eingebaut wurden. Phosphorylierte dNTPs erschweren die Datenanalyse, da sie Kontaminationspeaks 

bilden können. 

 

Ansatz SAP Behandlung:  Volumen in µl 
SAP Puffer (10x)  0,17 µl 
SAP Enzym (1 U/µl)  0,30 µl 
iPLEX Gold PCR  5,00 µl 
H2Oreinst  ad 7,00 µl 
 

Bedingungen SAP Behandlung: 
1. 37 °C 40 min 
2. 85 °C 5 min 
3. 4 °C 10 min 
 

11.3 iPLEX Reaktion 

 

Ansatz iPLEX Reaktion:  Volumen in µl 
iPLEX Puffer (10x)  0,200 µl 
iPLEX Termination Mix  0,200 µl 
Primer Mix (7 µM:14 µM)  0,804 µl 
iPLEX Enzym  0,041 µl 
SAP-Ansatz  7,000 µl 
H2Oreinst  ad 9,000 µl 
 

Bedingungen iPLEX Reaktion: 
1. 94 °C 30 sec 
2. 94 °C 5 sec 
3. 52 °C 5 sec 
4. 80 °C 5 sec 
5. Wiederholung der Schritte 3-4 in 5 Zyklen 
6. Wiederholung der Schritte 2-4 in 39 Zyklen 
7. 72 °C 3 min 
8. 4°C 10 min 
 

11.4 Reinigung 

 

Zur Reinigung werden 6 mg Harz (Sequenom) dazugegeben, kurz abzentrifugiert und mit 16 µl 

H2Oreinst verdünnt. Der Ansatz wird 10-15 min auf dem Schüttler gemischt und anschließend für 10 min 

bei 3000 U/min zentrifugiert. 
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11.5 MALDI-TOF MS Analyse 

 

Der gereinigte iPLEX-Ansatz wird in den 384-Element SpectroCHIP Bioarray geladen und im MALDI-

TOF Massenspektrometer gemessen und analysiert. 

 

12. Feinkartierung mit Mikrosatelliten 

 

Zwei der Kandidatenregionen, die nach der Kopplungsanalyse der 10K-Arrays identifiziert wurden, 

wurden mit Mikrosatellitenmarkern bestätigt oder weiter eingegrenzt. Dafür wurden in der 

entsprechenden Region Mikrosatellitenmarker mit einem hohen Heterozygotenindex gesucht. Die 

verwendeten Primersequenzen für die ausgewählten Mikrosatellitenmarker stammen von der 

Internetseite des UCSC Genome Browsers (http://genome.ucsc.edu/) (siehe Anhang Tabelle 

Mikrosatelliten). Der Ansatz für die PCR ist weiter oben beschrieben (siehe Material und Methoden 

4.8). Anschließend wird 1 ml der PCR 1:100 verdünnt und mit 12 µl des Längenstandards Formamid-

GS500LIZ vermischt. Die so vorbereiteten PCR-Produkte werden für 5 min bei 95 °C denaturiert und 

auf Eis abgekühlt. Die Analyse der Fragmente erfolgt im Sequenziergerät ABI Prism 3730 DNA 

Sequenzer (Applied Biosystems) nach den vom Hersteller angegebenen Bedingungen. Die 

Auswertung der Daten wurde mit dem Programm GeneMapper v3.5 (Applied Biosystems) 

durchgeführt. 

 

13 Analyse der Daten 

 

13.1 Analyse der 10K-Affymetrix-Daten 

 

Nach dem Scannen werden die Rohdaten mit Hilfe der GCOS 1.4 Software (Affymetrix) verarbeitet 

und anschließend mit der GTYPE 4.0 Software (Affymetrix) die Genotypen berechnet. 

 

Die Affymetrix Arrays bestehen aus kleinen DNA-Fragmenten, so genannte Proben, die mit Hilfe der 

Photolithographie auf spezifischen Positionen einer Quartzoberfläche synthetisiert werden. Die 

Fläche, auf der eine Probe synthetisiert ist, wird als Feature bezeichnet. Diese Proben sind 

Oligonukleotide mit einer Länge von 25 Nukleotiden, die eine hohe Spezifität aufweisen und die 
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komplementäre Sequenz in der zu untersuchenden DNA erkennen können. Für jede Probe auf dem 

Array, die perfekt an die Zielsequenz bindet („Perfect-Match“ Probe, PM), gibt es auch eine 

„Mismatch“ Probe (MM). Diese „Mismatch“ Probe enthält ein Nukleotid in der Mitte der Sequenz, das 

nicht zur komplementären Sequenz passt. Die „Mismatch“ Proben dienen zur Quantifizierung von 

Hintergrundsignalen und als interne Kontrolle für den jeweiligen „Perfect-Match“ Partner, um 

unspezifische Bindungen zu quantifizieren und von dem eigentlichen Signal subtrahieren zu können. 

Zur Erhöhung der Reproduzierbarkeit sind auf den Arrays 40 Proben für jeden Genotypen vorhanden, 

die beide Allele des jeweiligen SNPs abdecken. 

 

Die Berechnung der Genotypen erfolgt mit der GTYPE 4.1 Software (Affymetrix). GTYPE verwendet 

den „Dynamic Model“ Algorithmus (DM), ein automatisierter, modell-basierter Algorithmus zur 

Berechnung der Genotypen. Dieser DM-Algorithmus setzt eine Normalisierung der Intensität der Pixel 

in einem bestimmten Feature voraus und berechnet die logarithmische Wahrscheinlichkeit für jedes 

Probenquartett (PM Allel A, MM Allel A, PM Allel B, MM Allel B) unabhängig voneinander mit 4 

verschiedenen Modellen für Null (keine eindeutige Zuordnung zu einem Genotyp möglich oder Ausfall 

des SNPs), homozygot A (AA), homozygot B (BB) und heterozygot (AB). Somit werden für jedes 

Probenquartett die Wahrscheinlichkeiten zu einem Ergebnis kombiniert. Anschließend werden die 

Ergebnisse verschiedener Probenquartette kombiniert. Mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test werden 

schließlich die P-Werte für die 4 Modelle (Null, AA, BB, AB) bestimmt. Der DM-Algorithmus 

entscheidet, welches der 4 Modelle am wahrscheinlichsten ist, ausgehend vom minimalsten P-Wert 

aller 10 Probenquartette für jeden SNP und jeden Array. Die Berechnung der Genotypen mit dem DM-

Algorithmus berücksichtigt alle Features eines Arrays und eines SNPs. 

 

Die Genotypdaten werden mit dem Programm Alohomora (Rueschendorf et al. 2005) auf die 

Kopplungsanalyse vorbereitet. In dem Programm Alohomora werden die Daten auf mendelsche 

Fehler und Genotypisierungsfehler mit dem Programm PedCheck1.1 überprüft (O’Connell et al. 1998). 

Unwahrscheinliche Genotypen werden mit Hilfe des Programmes Merlin ausgeschlossen (Abecasis et 

al. 2002). Die Kopplungsanalyse wird danach mit dem Programm Allegro (Version 1.1d) durchgeführt 

(Gudbjartsson et al. 2000). 
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13.2 Analyse der 100K-Affymetrix-Daten 

 

Die Auswertung der 100K-Arrays unterscheidet sich von der Auswertung der 10K-Arrays. Für Linkage-

Analysen werden die Genotypen benötigt, während bei der Berechnung der Variation der Kopienzahl 

die Stärke der Intensitäten der einzelnen Oligonukleotide ausschlaggebend ist. Um entscheiden zu 

können, in welcher Dosis eine bestimmte Region im Genom der Testperson vorliegt, muss ein 

Vergleich mit Referenzproben durchgeführt werden. Aufgrund von Qualitätsunterschieden der DNAs 

und experimentellen Schwankungen variieren die Signalintensitäten zwischen den Arrays. 

 

Die Kopienzahl wird bestimmt, indem zuerst Gruppen berechnet werden, in denen Arrays mit 

ähnlichen Intensitätsprofilen zu so genannten Clustern zusammengefasst werden. Mit der 

hierarchischen Clusteranalyse werden die untersuchten Arrays so gruppiert, dass die Unterschiede 

zwischen den Signalintensitäten von Arrays einer Gruppe möglichst gering und die Unterschiede 

zwischen den Clustern möglichst groß sind. Der binäre Logarithmus aus der Summe der median 

normalisierten Intensitätswerte beider Allele wird verwendet, um die euklidische Distanzmatrix zu 

berechnen, die wiederum die Grundlage des hierarchischen Clusterns bildet. Für jede Gruppe werden 

anschließend die Kopienzahlen wie folgt berechnet. Zuerst werden die Rohdaten der Intensitätswerte 

an jedem SNP-Locus bestimmt, indem der Mittelwert der „Perfect-Match Proben“ für das A- und das 

B-Allel separat berechnet werden. Die Rohdaten der Intensitätswerte werden median normalisiert. Die 

Kopienzahl oder das log2-Verhältnis der Intensitätswerte wird für die drei Genotypen (AA, AB, BB) und 

die „no-calls“ getrennt berechnet. Dafür werden die normalisierten Intensitätswerte des Testarrays 

durch die medianen Werte aller Arrays dividiert, die den gleichen Genotyp an dem jeweiligen SNP-

Locus besitzen. Diese Berechnung der Kopienzahl wird verwendet, da das Hintergrundrauschen der 

Arrays durch die Verwendung genotyp-spezifischer Intensitätswerte niedriger ist, als bei der 

Verwendung der Summe der Intensitäten beider Allele für alle Genotypen. Um die Intensitätswerte für 

X-Chromosomen von männlichen und weiblichen Proben vergleichen zu können, wird die 

durchschnittliche Dosis der männlichen SNPs auf dem X-Chromosom auf die durchschnittliche Dosis 

der autosomalen SNPs angeglichen. 
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In vielen Dosisplots kann beobachtet werden, dass das durchschnittliche Dosislevel abhängig ist, von 

der Länge der Restriktionsfragmente. Diese Abhängigkeit wird mit Hilfe der quadratischen Regression 

(Nannya et al. 2005) korrigiert. 

 

Die Qualität der Daten wird durch zwei Methoden bestimmt. Zum einen wird die Standardabweichung 

(SD) und die Median-Deviation (MAD) der log2 Intensitätswerte berechnet. Zum anderen wird das 

Signal-Rausch-Verhältnis (SNR) für die männlichen Proben berechnet, indem das mediane Verhältnis 

der log2 Intensitätswerte der X-chromosomalen SNPs von dem medianen Verhältnis der log2 

Intensitätswerte der autosomalen SNPs subtrahiert wird und diese Differenz durch die Hälfte der 

Summe der medianen Absolutabweichung der log2 Intensitätswerte der autosomalen und X-

chromosomalen SNPs dividiert wird. 

 

median(log2(autosomale SNPs))-median(log2(X-chromosomale SNPs) 

0,5 * (mad(log2(autosomale SNPs))+mad(log2(X-chromosomale SNPs) 

Der Nenner in dieser Formel misst den Unterschied zwischen den log2 Intensitätswerten der 

autosomalen und X-chromosomalen SNPs in männlichen Proben. Dieser Unterschied ist aufgrund 

technischer Nichtlinearitäten weniger als 1. In 95 Hind III-Arrays betrug die durchschnittliche Differenz 

0,63, in 98 Xba I-Arrays 0,70. Der Zähler der Formel schätzt die Größe der Variation ab, indem die 

autosomalen und X-chromosomalen SNPs gleichwertig behandelt werden. Alle Berechnungen werden 

robust durchgeführt, so dass sie gegen Abweichungen von dem Standard-Normalmodel und 

Ausreißern geschützt sind. 

 

Die Mindestanzahl an aufeinander folgenden SNPs, die schwach exprimiert sind und signifikant eine 

Deletion anzeigen, wird berechnet mit folgendem Ausdruck: 

 

Min {n: 67 * 105 * P (log2CN < -0.5 * sep1copy, 2copies)
n < 0.05} = min {n: φ (-0.5 * SNR)n <7.5 * 10-8} 

 

Es steht sep1copy, 2 copies für den medianen log2 Intensitätswert von SNPs mit 1 oder 2 Kopienanzahl, P 

steht für die Wahrscheinlichkeit einer gemessenen Kopienzahl (CN) eines SNPs mit einer realen 

Kopienzahl von 2 unter einem normalen Model, φ ist die Verteilungsfunktion einer normalen 

Standardverteilung und der Faktor 67 * 105 steht für die Bonferroni-Korrektur für multiples Testen. 

SNR = 
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Es wurden außerdem Methoden entwickelt, um Regionen auszuwählen, die eventuelle Deletionen, 

Duplikationen und den Verlust von parentalen Allelen aufweisen. Um Kopienzahlvariationen zu 

detektieren, wird die array-spezifische SD mit einkalkuliert. Je höher die SD ist, umso höher muss die 

Anzahl aufeinander folgender SNPs sein, um eine Kopienzahlvariation anzuzeigen. Als unteren 

Grenzwert wurde der Median von 5 aufeinander folgenden SNPs gewählt, um eine 

Kopienzahlvariation zu definieren. Verdächtige Regionen wurden mit bekannten 

Kopienzahlvariationen verglichen, die in Datenbanken, wie der Database of Genomic Variants 

(http://projects.tcag.ca/variation) und der DECIPHER Datenbank 

(http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/) verzeichnet sind. 
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C Ergebnisse 

 

 

1 Kopplungsanalysen mit SNP-Oligonukleotid-Mikroarr ays 

 

1.1 Kopplungsanalyse in 5 Familien mit HHRH 

 

1.1.1 Identifizierung einer Kandidatenregion in den  Familien mit HHRH 

 

Die erbliche hypophosphatämische Rachitis mit Hyperkalziurie (HHRH) ist eine autosomal-rezessive 

Form der Hypophosphatämie, die charakterisiert ist durch eine erniedrigte renale 

Phosphatreabsorption, Hypophosphatämie und Rachitis (Rowe 1994). 

 

 

 
Abb. 4  Familienstammbäume der untersuchten Familien mit HHRH. 

Die Familien 1 bis 3 sind arabischer Abstammung, die Familien 4 und 5 kommen aus 
Deutschland. Betroffene Individuen sind mit schwarzen Symbolen gekennzeichnet, 
nicht betroffene Individuen mit weißen. DNA für die Untersuchung war von allen 
nummerierten Individuen vorhanden. 
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In dieser Arbeit wurden 3 arabische und 2 deutsche Familien mit insgesamt 7 Betroffenen untersucht 

(Abb 4). Die Eltern der 3 arabischen Familien sind konsanguin (Cousin und Cousine 1. Grades). Zuvor 

wurden bereits Mutationen in den Genen PHEX und FGF23 ausgeschlossen. 

Um eine Kandidatenregion für HHRH zu identifizieren, wurde eine Kopplungsanalyse mit den 

Affymetrix 10K 2.0 Arrays von Affymetrix durchgeführt. Die Genotypdaten, die aus den 10K-Arrays 

gewonnen wurden, wurden mit dem Programm Alohomora auf die Kopplungsanalyse vorbereitet 

(Rueschendorf et al. 2005). Alohomora benützt das Programm PedCheck1.1, um mendelsche Fehler 

oder Genotypisierungsfehler aufzudecken (O`Connell et al. 1998). Unwahrscheinliche Genotypen 

wurden durch das Programm Merlin ausgeschlossen (Abecasis et al. 2002). Im Anschluss wurde eine 

Multipoint-Kopplungsanalyse mit dem Programm Allegro (Version 1.1d) durchgeführt (Gudbjartsson et 

al. 2000). Es wurde ein autosomal-rezessives Vererbungsmodell angenommen. Die Frequenz des 

Krankheitsallels wurde auf 0.001 gesetzt, die Penetranz auf 99%. Nach der Auswertung konnte keine 

Kandidatenregion identifiziert werden. 

 

Die Marker auf dem Array sind nicht gleichmäßig über das Genom verteilt, so dass bestimmte Teile in 

einer Kopplungsanalyse nicht analysiert werden. Im Institut stand eine zweite Plattform mit SNP-

Arrays zur Verfügung. Da sich die Verteilung der SNPs auf dem Linkage IV Panel von Illumina und 

den 10K-Arrays von Affymetrix unterscheidet, wurde die Kopplung mit den Familien 1 und 2 mit dem 

Linkage IV Panel wiederholt. Die Durchführung des Experiments wurde in der Arbeitsgruppe von 

Peter Lichtner durchgeführt. Das Linkage IV Panel enthält ungefähr 5800 SNPs.  

 

 

 
Abb. 5  Genomweite Kopplungsanalyse der Familien 1 und 2. 

Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Kopplungsanalyse der Familien 1 und 2 mit dem 
Linkage IV Panel von Illumina. Die Analyse der Daten wurde mit dem Programm 
Allegro durchgeführt (q = 0.001; f1 = 0.0; f2 = 0.0; f3 = 0.99). Der höchste LOD Score 
wurde auf Chromosom 9 mit einem Wert von 3.7 erreicht. 
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Die Auswertung der Daten wurde identisch zu den 10K-Arrays von Affymetrix durchgeführt. Die 

Analyse der Daten erbrachte eine Kandidatenregion am Ende des langen Armes von Chromosom 9 

(9q34.3) mit einem signifikanten LOD Score von 3.7 (Abb 5). 

 

 

 
Abb. 6  Multipoint-Kopplungsanalyse am langen Arm des Chromosoms 9. 

Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Kopplungsanalyse im Bereich von 15 cM des 
Telomers von Chromosom 9. Eine Analyse der SNP-Marker wurde in den Familien 
(Fam) 1 und 2 durchgeführt (schwarze Linie). Eine Analyse der Mikrosatellitenmarker 
wurde in allen 5 Familien zweimal durchgeführt. Einmal mit Annahme der 
Konsanguinität in der Familie 3 (untere graue Linie) und einmal ohne Annahme der 
Konsanguinität in Familie 3 (obere graue Linie). 
(Abbildung nach Lorenz-Depiereux et al. 2006) 

 

Der maximale Multipoint-LOD Score lag distal des Markers rs3132332 auf Chromosom 9q34.3 

(Abb.6). Zur Unterstützung der Kopplungsanalyse mit dem SNP-Array wurde in der Region eine 

zusätzliche Kopplungsanalyse in allen 5 Familien mit Mikrosatellitenmarkern durchgeführt (Tabelle 

Mikrosatellitenmarker, siehe Anhang S. IX). Die Kandidatenregion, die anhand der Analyse der 

Mikrosatelliten festgelegt wurde, lag mit einem maximalen Multipoint-LOD Score von 2.8 distal des 

Markers D9S158 (Abb 6). Den größten Beitrag zum LOD Score wurde von den Familien 1 und 2 

geleistet (Abb 6). Die Familien 4 und 5 waren zu klein, um zum LOD Score beitragen zu können. Sie 

zeigten aber keinen negativen LOD Score und damit keinen Ausschluss dieser Region. Die Familie 3 
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zeigte einen LOD Score von -1 in dieser Region. Wie sich im Laufe des Projektes zeigte, trugen die 

betroffenen Individuen der Familie 3 trotz der Konsanguinität der Eltern compound-heterozygote 

Mutationen. Die Analyse aller Familien ohne der Annahme einer Konsanguinität der Eltern in Familie 3 

brachte einen LOD Score von 4.4 distal des Markers D9S1826 (Abb 6). 

 

1.1.2 Mutationsanalyse in der Kandidatenregion 9q34 .3 in den Familien mit HHRH 

 

In der Kopplungsanalyse wurde eine Kandidatenregion von ungefähr 2.7 Mb auf dem Chromosom 9 

zwischen dem Marker D9S1826 und dem Ende des Chromosoms festgelegt. In der Region liegen 85 

Gene. Darunter war ein offensichtliches Kandidatengen, SLC34A3, das für den Natrium-Phosphat-

Kotransporter Typ IIc kodiert. SLC34A3 besteht aus 13 Exons, von denen die Exons 2 bis 13 

kodierend sind. Für die Mutationsanalyse wurden alle Exons von SLC34A3 und die flankierenden 

Regionen der Introns sequenziert. In den betroffenen Personen wurden 1 heterozygote, 2 compound-

heterozygote und 2 homozygote Mutationen gefunden (Abb 7). Die Überträger waren heterozygot für 

diese Mutationen. Drei der Mutationen resultieren voraussichtlich in Transkripte, die zu vorzeitig 

abgebrochenen Translationsprodukten führen. Der Indexpatient 23724 in Familie 1 hat eine 

homozygote 1 bp-Deletion in Exon 9 (c.905delC). Der Patient 5669 der Familie 4 hat eine Mutation an 

der Donor-Spleißstelle des Introns 4 (c.304+2T>C). Die dritte Mutation, die zu einem inkompletten 

Transkript führt, ist eine 1 bp-Deletion im Exon 7 (c.744delC) des Patienten 5919 der Familie 5. Die 

restlichen 2 Mutationen sind eine Missensee-Mutation im Exon 10 (c.1058G>T) des Patienten 23727 

der Familie 2 und eine stille Mutation an der letzten Position des Exons 8 (c.846G>A) im Patienten 

27018 der Familie 3, die zu einem irregulärem Spleißprodukt führen könnte. 
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Abb. 7  Mutationsanalyse in dem Gen SLC34A3 in den 5 Familien mit HHRH. 

In der Abbildung sind auf der linken Seite die Stammbäume der Familien und auf der 
rechten Seite die Elektropherogramme des jeweiligen betroffenen Individuums 
dargestellt. Homozygote Mutationen wurden in den Familien 1 und 2 gefunden, 
compound-heterozygote Mutationen in den Familien 3 und 4 und in der Familie 5 
wurde nur eine heterozygote Mutation entdeckt. Betroffene Individuen sind durch 
schwarze Symbole dargestellt, nicht betroffene Individuen mit heterozygoten 
Mutationen durch schwarz-weiße Symbole. 
(Abbildung nach Lorenz-Depiereux et al. 2006) 
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1.2 Kopplungsanalyse in 3 Familien mit ARHP 

 

1.2.1 Identifizierung einer Kandidatenregion in den  Familien mit ARHP 

 

In drei Familien, die aus der Türkei (Familie 1), Spanien (Familie 2) und aus dem Libanon (Familie 3) 

stammen, wurde eine Kopplungsuntersuchung durchgeführt. Die klinischen Symptome und die 

biochemischen und histomorphologischen Parameter der Betroffenen gleichen den Merkmalen, die in 

XLH oder ADHR vorkommen. Die Analyse der Stammbäume ließ einen autosomal-rezessiven 

Erbgang vermuten. Weiterhin waren Mutationsanalysen in den Genen PHEX, FGF23 und SLC34A3 

ohne Befund. Die betroffenen Mitglieder der Familie 3 stammen aus einer konsanguinen Beziehung 

(Cousin und Cousine 1. Grades), in den Familien 1 und 2 war keine Konsanguinität bekannt (Abb 8). 

 

 

 
Abb. 8  Familienstammbäume der untersuchten Familien mit ARHP. 

Die Familien stammen aus der Türkei (Familie 1), Spanien (Familie 2) und aus dem 
Libanon (Familie 3). Betroffene Individuen sind mit schwarzen Symbolen 
gekennzeichnet, nicht betroffene Individuen mit weißen. DNA für die Untersuchung 
war von allen nummerierten Individuen vorhanden. 

 

Es wurde eine genomweite Kopplungsanalyse mit den Affymetrix 10K-Arrays durchgeführt. Die 

Analyse der Daten erfolgte unter der Annahme, dass das betroffenen Allel identical by descent in allen 

drei Familien sein könnte. Die 4.6 Mb große Kandidatenregion auf Chromosom 4q21 wurde durch 

Homozygotie-Kartierung identifiziert. Die parametrische Berechnung des LOD Scores erfolgte unter 

der konservativen Annahme einer Beziehung zwischen Cousin und Cousine 2. Grades für die 

Familien 1 und 2. Für die Berechnungen wurde ein autosomal-rezessives Vererbungsmodell 

angenommen. Die Frequenz des betroffenen Allels wurde auf 0.001 gesetzt, die Penetranz auf 99%. 
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Die maximal erreichten LOD Score-Werte waren 3.1 für die Familie 1 und 2.4 für die Familie 2. Die 

Addition der beiden LOD Score-Werte der Familien 1 und 2 ergab einen gemeinsamen LOD Score 

von 5.5 (Abb 9a). Die Berechnung des LOD Scores in der Familie 3 erfolgte unter der 

Berücksichtigung der bekannten Konsanguinität und erreichte einen maximalen LOD Score von 4.2 

(Abb 9b). 

 

a) 

 

b) 

 

 
Abb. 9  Genomweite Kopplungsanalyse der Familien 1 bis 3. 

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Kopplungsanalyse der Familien 1 und 2 
zusammen mit einem LOD Score von 5.5 (Abbildung 9a) und der Familie 3 mit einem 
LOD Score von 4.2 (Abbildung 9b). Die Analyse der Daten wurde mit dem Programm 
Allegro durchgeführt (q = 0.001; f1 = 0.0; f2 = 0.0; f3 = 0.99). 

 

Der maximale LOD Score in den 3 Familien ergab eine 4.6 Mb große Kandidatenregion auf 

Chromosom 4q21 zwischen den SNP-Markern rs340204 und rs722937. 
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1.2.2 Mutationsanalyse in der Kandidatenregion 4q21  in den Familien mit ARHP 

 

Durch die Kopplungsanalyse wurde eine Kandidatenregion mit 4.6 Mb auf dem Chromosom 4q21 

identifiziert. In dieser Region liegen etwa 50 Gene, darunter eine Gengruppe, die für eine Klasse von 

nicht-kollagenen Dentin- und Knochenmatrix-Proteine kodiert, die auch als SIBLING-Proteine (Small 

Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins) bezeichnet werden. Zu dieser Genfamilie gehören die 

Gene dentin sialophosphoprotein (DSPP), dentin matrix protein (DMP1), integrin-binding sialoprotein 

(IBSP), matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE) und osteopontin (secreted phosphoprotein 1, 

SPP1). Es wird vermutet, dass diese polyanionischen Proteine eine Schlüsselrolle in der 

Mineralisierung von Kochen und Dentin innehaben (Qin et al. 2004, Fisher et al. 2001, Lorenz-

Depiereux et al. 2006). Aus diesem Grund wurden diese Gene als Kandidatengene für ARHP 

ausgewählt und auf Mutationen in den Exons und den flankierenden Intronsequenzen überprüft. 

 

Es wurden in allen Betroffenen der 3 Familien verschiedene homozygote Mutationen in DMP1 

gefunden, die vermutlich zu einem Funktionsverlust führen. Die Eltern der betroffenen Individuen sind 

heterozygot für die jeweilige Mutation (Abb 10). Die Geschwister mit ARHP in der Familie 1 haben alle 

eine 1 bp-Deletion im Exon 6 (c.362delC), die zu einem vorzeitigen Stoppkodon nach 120 

Aminosäuren führt. In der Familie 2 tragen die 2 betroffenen Brüder eine homozygote Mutation in der 

kanonischen Spleiß-Akzeptorsequenz des Introns 2 (c.55-1G>C). Die betroffenen Individuen in 

Familie 3 sind Träger einer Missense-Mutation im Exon 2, die das Startkodon von ATG nach GTG 

verändert (c.1A>G, p.M1V). 

 

Es wurden keine Auffälligkeiten in den Genen MEPE und SPP1 identifiziert und lediglich bekannte 

Sequenzvariationen in den Genen DSPP und IBSP. 
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Abb. 10  Mutationsanalyse in dem Gen DMP1 in den 3 Familien mit ARHP. 

In der Abbildung sind auf der linken Seite die Stammbäume der Familien und auf der 
rechten Seite die Elektropherogramme der betroffenen Individuen dargestellt. 
Homozygote loss-of-function-Mutationen wurden in allen betroffenen Individuen 
gefunden. Die Eltern der Betroffenen sind heterozygot für die jeweilige Mutation. 
Betroffene Individuen sind durch schwarze Symbole dargestellt, nicht betroffene 
Individuen mit heterozygoten Mutationen durch schwarz-weiße Symbole. 
(Abbildung nach Lorenz-Depiereux et al. 2006) 

 

 

1.3 Kopplungsanalyse in einer Familie mit SOS 

 

1.3.1 Identifizierung einer Kandidatenregion in der  Familie mit SOS 

 

In einer Familie aus dem Irak wurde anhand der klinischen Daten ein spondylo-oculares Syndrom 

diagnostiziert. In der Familie gibt es 7 Kinder, von denen 6 betroffen sind. Von der Tochter II:2, die laut 

Anamnese ebenfalls betroffen ist, stand kein genetisches Material zur Verfügung. (Abb 11). 
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Abb. 11  Familienstammbaum der untersuchten Familie mit SOS. 

Die Eltern sind Cousin und Cousine 1. Grades. Betroffene Individuen sind mit 
schwarzen Symbolen gekennzeichnet, nicht betroffene Individuen mit weißen. DNA 
für die Untersuchung war von allen Individuen, mit Ausnahme von Individuum II:2, 
vorhanden. 
 

 

Die Eltern sind Cousin und Cousine 1. Grades und phänotypisch unauffällig. Untersuchungen der 

Betroffenen in der Vergangenheit erbrachten normale Karyogramme und konnten Syndrome mit 

bekannten Gendefekten, z.B. das Osteoporose-Pseudoglioma-Syndrom, das Kniest- und das Stickler-

Syndrom ausschließen (Schmidt et al. 2001, Rudolph et al. 2003). 

 

Um die Ursache der Erkrankung identifizieren zu können, wurde mit der Familie eine 

Kopplungsanalyse mit den 10K-Arrays von Affymetrix durchgeführt. Die Genotypdaten, wurden mit 

dem Programm Alohomora auf die Kopplungsanalyse vorbereitet (Rueschendorf et al. 2005). Es 

wurde ein autosomal-rezessives Vererbungsmodell angenommen. Die Frequenz des geschädigten 

Allels wurde auf 0.001 gesetzt, die Penetranz auf 99%. Die Analyse der Daten erbrachte eine einzelne 

Kandidatenregion mit über 11 Mb auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (17q21.2-q22) mit einem 

maximalen LOD Score von 3.7 bei Marker rs1320283 (Abb 12). 

 

 

 
Abb. 12  Genomweite Kopplungsanalyse der Familie mit SOS. 

In der Abbildung ist das Ergebnis der Kopplungsanalyse dargestellt. Die Analyse der 
Daten wurde mit dem Programm Allegro durchgeführt (q = 0.001; f1 = 0.0; f2 = 0.0; f3 = 
0.99). Es wurden alle Individuen mit Ausnahme von II:2 untersucht. 
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Die Haplotypen der untersuchten Personen wurden mit dem Programm Allegro berechnet und es zeigt 

sich eine Rekombination zwischen den den SNP-Markern rs721411 und rs955712 (Abb 13). In der 

gesamten Region liegen nur 7 SNPs, mit einem Abstand von ungefähr 3 Mb zwischen den ersten 

beiden SNPs, rs721411 und rs2017257 und einem Abstand von ungefähr 2.5 Mb zwischen den 

letzten beiden SNPs rs1406012 und rs955712 (Abb 14). Da der Abstand zwischen den SNPs, in dem 

die Rekombination vermutet wird, sehr groß ist, wurde versucht, mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern 

die Region einzugrenzen. 

 

Abb. 13  Darstellung der Haplotypen nach der Analyse der SNP- und Mikrosatellitenmarker. 
In der Abbildung ist links der Stammbaum mit den Haplotypen nach Berechnung der 
SNP-Marker dargestellt, rechts der Stammbaum mit den Haplotypen mit den 
Mikrosatellitenmarkern. Die Marker, die die äußere Grenze der rekombinanten Region 
darstellen, sind rot umrandet. 

 

Zur Feinkartierung wurde mit 11 Mikrosatellitenmarkern genotypisiert (Tabelle Mikrosatellitenmarker, 

siehe Anhang S. IX). Dadurch konnte die Region auf ungefähr 5.3 Mb zwischen den Markern 

D17S931 und D17S788 auf Chromosom 17q21.32-q22 eingeengt werden. Der Marker D17S1868 
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ergab einen maximalen LOD Score von 3.27. Die Haplotypen der Familie nach der Analyse der 

Mikrosatellitenmarker ist in Abb 13 dargestellt. 

 

1.3.2 Mutationsanalyse in der Kandidatenregion 17 i n der Familie mit SOS 

 

Die in der Kopplungsanalyse mit den SNP-Markern identifizierte Kandidatenregion enthält über 150 

Gene. Für die Mutationsanalyse wurden 26 Gene aus der 11 Mb-Kandidatenregion ausgewählt, die in 

Knorpel, Knochen, Knochenmark, Niere, Linse oder Retina exprimiert sind, an der 

Embryonalentwicklung beteiligt sind oder entsprechende Mausmodelle haben (Abb 14). 

 

 

 
Abb. 14  Auswahl der Kandidatengene in der Region 17q21.32-q22. 

In der Abbildung ist oben das gesamte Chromosom 17 dargestellt. Die 
Kandidatenregion ist rot umrandet. Darunter ist ein vergrößerter Ausschnitt der 
Kandidatenregion zu sehen mit der ungefähren Lage der zur Sequenzierung 
ausgewählten Gene und der Lage der Mikrosatelliten (STS) und SNPs, die bei der 
Kopplung verwendet wurden. Rot umrandete Marker bilden jeweils die äußere Grenze 
der Kandidatenregion, gelb umrandete Marker bilden die innere Grenze der 
Kandidatenregion. 

 

In allen 26 untersuchten Genen wurden außer bekannten Sequenzvariationen keine Mutationen 

gefunden. 
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2 CNVs 

 

2.1 Datenanalyse der 100K-Arrays 

 

Es wurde genomische DNA von 67 Patienten mit Entwicklungsverzögerung untersucht, die in der 

Routinediagnostik keine Auffälligkeiten bei der Chromosomenuntersuchung mit GTG-Bänderung 

zeigten. Zusätzlich wurden noch 5 Patienten untersucht, bei denen zuvor eine balancierte de novo 

Translokation festgestellt wurde. Die DNA der Patienten wurde mit den 100K-Arrays von Affymetrix 

untersucht, die aus je einem HindIII-Array mit 57244 SNPs und einem XbaI-Array mit 58960 SNPs 

bestehen. Die 100K-Arrays bedienen sich einer Ein-Farben-Methode, bei der die Proben auf den 

Arrays alle mit dem gleichen Farbstoff gefärbt werden und die Auswertung der Daten über die 

Lokalisation der Proben und die Intensität der Färbung erfolgt. Die normalisierten Intensitätswerte 

einer zu untersuchenden Testperson müssen deshalb immer mit denen von Referenzarrays 

verglichen werden. Insgesamt wurden 169 100K-Arrays analysiert. Die Qualität der Daten wurde mit 

Hilfe der Standardabweichung (SD) und der mittleren absoluten Abweichung (MAD) der log2 

Dosiswerte aller autosomaler Proben berechnet. Die Werte sind in der Tabelle 2 zusammengefasst 

und stimmen mit Ergebnissen überein, die von anderen Arbeitsgruppen mit vergleichbaren Techniken 

erhalten wurden (Redon et al. 2006; Nannya et al 2005). 

 

Tabelle 2  Zusammenfassung der Standardabweichung und der mittleren absoluten Abweichung 
der log2 Intensitätswerte 

 
Array Standardabweichung Mittlere absolute Abweichung 
HindIII 0.19 0.16 
XbaI 0.18 0.16 

 

Bei der Analyse der ersten Arrays zeigte sich, dass der Vergleich mit externen Referenzwerten, die 

von Affymetrix zur Verfügung gestellt wurden, eine größere Standardabweichung zur Folge hatte. 

Unterschiede in der Qualität der DNA-Proben und experimentelle Schwankungen sind wahrscheinlich 

der Grund für die Unterschiede in den Intensitätswerten, da Arrays, die in einem Experiment 

hybridisiert wurden, ähnliche Intensitätsprofile aufweisen. Um eine optimale Standardabweichung zu 

erhalten, wurden die genotyp-spezifischen log2 Intensitätswerte hierarchisch geclustert und in 

Gruppen mit ähnlichen Intensitätsprofilen eingeteilt, die dann getrennt analysiert wurden. Die 
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Standardabweichung wurde dadurch deutlich verringert. Die HindIII-Arrays zeigten 4 verschiedene 

Gruppen, die XbaI-Arrays 3 Gruppen, mit deutlich unterschiedlichen Intensitätsprofilen (Abb 15). 

Die Abhängigkeit der log2 Intensitätswerte von der Fragmentlänge der amplifizierten Produkte wurde 

durch quadratische Regression korrigiert, um die Standardabweichung weiter zu verringern. 

 

 

 
Abb. 15  Heatmap der median normalisierten Intensitätswerte von 169 HindIII-Arrays. 

Die Abbildung zeigt die log2 Intensitätswerte von 1000 SNPs nach dem hierarchischen 
Clustern. Für die Berechnung wurde die Summe der Intensitätswerte der A- und B-
Allele verwendet. Die Spalten enthalten die verschiedenen HindIII-Arrays, die Zeilen 
die 1000 SNPs. Die Zeile über der Heatmap zeigt einen Farbcode für die 4 
unterschiedlichen Zeitpunkte, an denen die Arrays hybridisiert wurden. Obwohl sich 
die Profile der Kopienanzahl aller Arrays gleichen sollten, zeigen sie 4 klar trennbare 
Gruppen. 

 

Um verschiedene Arraytypen und Methoden vergleichen zu können, ist die Standardabweichung und 

die mediane Abweichung nicht ausreichend, da das Ausmaß der Zunahme bzw. Abnahme der log2 

Intensitätswerte durch die Duplikationen bzw. Deletionen unterschiedlich ist. Damit die Ergebnisse 

vergleichbar sind, wurde die Differenz der log2 Intensitätswerte der autosomalen SNPs von den X-
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chromosomalen SNPs der männlichen Proben verwendet, um das Signal-Rausch-Verhältnis 

abzuschätzen. Diese Werte sind in Tabelle 3 aufgeführt. 

 

Tabelle 3  Zusammenfassung des durchschnittlichen Signal-Rausch-Verhältnisses (SNR) 
 
Array SNR 
HindIII 4.6 
XbaI 5.14 

 

Aus den Werten geht hervor, dass die durchschnittliche Anzahl an SNPs, die aufeinander folgend 

deletiert sein müssen, um in dem Kollektiv von 67 Patienten eine signifikante Deletion oder 

Duplikation anzuzeigen, bei 5 SNPs für den HindIII-Array und bei 6 SNPs für den XbaI-Array liegt.  

In den vorliegenden Daten hatten die einzelnen Arrays unterschiedliche Standardabweichungen und 

die log2 Intensitätswerte entsprachen nicht einer Normalverteilung. Deshalb wurde die tatsächliche 

Anzahl an SNPs, die auf eine Kopienzahlvariation hinweisen, der jeweiligen Standardabweichung der 

einzelnen Arrays so angepasst, dass maximal 8 CNVs pro untersuchter DNA-Probe erhalten wurden. 

 

2.2 Kandidatenregionen 

 

Die Anwendung der oben genannten Kriterien zur Bestimmung von CNVs ergab 27 

Kandidatenregionen in 24 Patienten. 

Ausgeschlossen wurden zuvor schon alle Stellen, die signifikant mit CNVs überlappen und die bereits 

in der Normalbevölkerung beschrieben wurden (Database of Genomic Variants). 

 

Die 27 Kandidatenregionen wurden mit quantitativer PCR überprüft. In 14 Regionen, die mehr als 20 

SNPs enthalten, wurde die CNV bestätigt. In 13 Regionen, die 5 bis 20 SNPs enthielten, wurden 8 

Regionen bestätigt (Tabelle 4). Insgesamt wurden also 22 Kandidatenregionen (81,5 % der Regionen) 

als CNVs bestätigt. Die deletierten und duplizierten Stellen enthalten bis zu 49 Gene und variieren in 

ihrer Größe von 10 kb bis 7.5 Mb. 

 

Es wurde auch überprüft, ob die CNVs von einem phänotypisch unauffälligen Elternteil vererbt 

wurden. Dafür wurden bei allen verfügbaren Eltern quantitative PCRs an den Stellen durchgeführt, die 

bei dem jeweiligen Kind eine CNV anzeigen. 
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Für die weitere Auswertung wurden folgende 10 Regionen nicht berücksichtigt: 

a) Regionen, die von einem Elternteil auf den Patienten vererbt wurden. 

b) Regionen, in denen keine kodierende Sequenz enthalten ist. 

c) Regionen, bei denen nicht geprüft werden konnte, ob sie de novo entstanden sind, da keine 

parentale DNA zur Verfügung stand. Eine Ausnahme wurde bei dem Patienten 29945 gemacht. 

Obwohl die paternale DNA nicht vorhanden war, wurde die Region weiter untersucht, da nur ein 

Gen deletiert war. 

 

Tabelle 4 Zusammenfassung der Kandidatenregionen 
 
Table Kandidatenregionen 
ID Chromosom Deletion/ Start Ende Anzahl Länge qPCR Anzahl Primer 
   Duplikation rsSNP rsSNP der SNPs (Mb) Bestätigung der qPCRs  
27384 1q31.1-q31.3 Deletion 10494585 10494695 464 7.75 Ja 1 8920 
30437 2p25.3-p25.1 Deletion 2313466 1964092 193 3.79 Ja 1 8930, 9069, 9070 
29922 8p23.1 Deletion 2945251 2466115 177 3.9 Ja 3 8926, 9061, 9062 
30375 3p25.3-p25.2 Deletion 10510400 10510422 98 2.83 Ja 3 8928, 9065, 9066 
28735 12p13.33 Deletion 953385 2283285 62 2.01 Ja 3 8924, 9077, 9078 
30428 17q21.31 Deletion 436667 1918798 38 0.48 Ja 1 8929, 9067, 9068 
28283 7q21.13 Deletion 10487988 10488004 36 0.27 Ja 3 9651, 9652, 9653 
29836 Xp22.31 Duplikation 719632 10521669 31 1.42 Ja 4 9820, 9821, 9822, 9060 
27737 17p11.2 Duplikation 4073940 1373147 29 3.22 Ja 3 8921, 9054, 9055 
29837 Xp22.31 Duplikation 7889947 10521669 29 1.3 Ja 4 8925, 8933, 9060 
28430 15q25.2 Deletion 17158372 10520569 27 1.37 Ja 3 8923, 9058, 9059 
27581 9p23 Deletion 10511570 1900218 23 0.28 Ja 1 8934 
28701 13q12.11 Duplikation 9315234 4570685 23 0.53 Ja 3 8922, 9056, 9057 
29945 3p13 Deletion 10511008 10511014 22 0.44 Ja 5 8939, 9063, 9064 
27581 1q25.2 Duplikation 10494517 7555418 20 0.59 Nein 3 8932, 9073, 9074 
27831 3q24 Deletion 2140300 10513274 19 0.19 Ja 1 8935 
27526 Xp22.31 Duplikation 10521668 5934414 15 0.34 Nein 4 9820, 9821, 9822, 9060 
29608 4q28.3 Duplikation 1495265 10518595 14 0.22 Ja 1 8937 
27733 11q14.1 Duplikation 870066 10501436 13 0.11 Nein 1 8941 
29195 2q23.1 Deletion 2890919 10497034 13 0.2 Ja 2 8936, 8948 
27733 9p23 Deletion 372412 983282 11 0.14 Ja 1 8940 
29996 5p15.2 Deletion 31953 26152 10 0.03 Ja 1 8944 
30227 16p13.12 Deletion 190013 9452 8 0.05 Ja 1 8946 
29700 13q31.2 Deletion 221022 452708 7 0.03 Ja 4 8938, 9655, 9656, 9657 
29945 3p14.2 Deletion 9311853 10510892 7 0.05 Nein 1 8939 
28283 8q22.1 Deletion 6996243 1378125 6 0.66 Nein 3 9648, 9649, 9650 
29199 6q22.33 Deletion 3778130 265353 6 0.01 Ja 1 8942 
30221 1q23.3 Duplikation 9330294 10494355 6 0.06 Ja 2 8945, 9076 

 

Schließlich wurden 12 CNVs weiter untersucht, 9 Deletionen und 3 Duplikationen, die als Ursache der 

mentalen Retardierung angesehen wurden (Abb. 16 und Tabelle 5). 
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Abb. 16  Überblick über die log2 Intensitätsprofile der 12 ausgewählten CNVs. 

Die genomischen Profile zeigen die log2 Intensitätsverhältnisse der CNVs und der 
benachbarten Regionen in den Patienten mit Entwicklungsverzögerung. Auf der X-
Achse ist die Länge der CNVs aufgeführt, auf der Y-Achse die log2 
Intensitätsverhältnisse nach dem medianen Glättungsverfahren mit einer 
Fenstergröße von 9 SNPs. Die Dosiswerte von heterozygoten SNPs sind in grau 
dargestellt, die homozygoten SNPs in schwarz. Die Schwellenwerte, die eine Deletion 
bzw. Duplikation anzeigen, sind als graue, horizontale Linien bei log2(0.75) und 
log2(1.25) eingezeichnet. 

 

11 CNVs wurden ausgewählt, da sie folgenden Kriterien entsprachen: 

a) 8 CNVs sind de novo entstanden. 

b) 2 CNVs überlappen mit bekannten Deletions- und Duplikationssyndromen (8p23.1 und 17p11.2). 

c) 1 maternal vererbte 1.4 Mb große Duplikation auf Chromosom Xp22.31 in einem männlichen 

Patienten, da Deletionen in dieser Region mentale Retardierung verursachen und die Duplikation 

bei der Mutter auf dem nicht zufällig inaktiviertem X-Chromosom liegt 
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Zusätzlich wurde als 12. CNV die Deletion in dem Patienten 29945 genauer untersucht. In der 

deletierten Region liegt nur ein Gen. Da nur die maternale DNA zur Verfügung stand, konnte nicht 

bestimmt werden, ob die Deletion de novo entstanden ist. 

 

Tabelle 5 Deletionen und Duplikationen 
 

Table Deletionen und Duplikationen 

ID Deletion Chromosom Länge Anzahl Anzahl Segmentale LOH LOH Anzahl der Bestätigung 
 oder  (Mb) der der Duplikationen paternal maternal qPCRs durch eine 2. 

 Duplikation    SNPs Gene      Hybridisierung 
27384 Deletion 1q31.1-q31.3 7.75 464 17 Nein 48 0 1 Ja 
30437 Deletion 2p25.3-p25.1 3.79 193 4 Nein 0 18 1 Nein 
29195 Deletion 2q23.1 0.20 13 1 Nein 0 0 2 Ja 
30375 Deletion 3p25.3-p25.2 2.83 98 39 Nein 8 0 3 Nein 
29945 Deletion 3p13 0.44 22 1 Nein n.a. n.d. 3 Ja 
29922 Deletion 8p23.1 3.90 177 34 Ja n.a. 0 3 Nein 
28735 Deletion 12p13.33 2.01 62 18 Nein 4 0 3 Nein 
28430 Deletion 15q25.2 1.37 27 11 Ja 0 2 3 Ja 
30428 Deletion 17q21.31 0.48 38 7 Ja 26 0 1 Ja 
28701 Duplikation 13q12.11 0.53 23 5 Nein   3 Ja 
27737 Duplikation 17p11.2 3.22 29 50 Ja n.a.  3 Ja 
29836 Duplikation Xp22.31 1.42 31 4 Ja   3 Ja 

n.a.: nicht verfügbar, n.d.: nicht bestimmt 
 

2.3 CNVs, die von low-copy repeats flankiert sind 

 

Von den 12 Deletionen und Duplikationen sind 5 CNVs von low-copy repeats (LCRs) flankiert. Eine 

nicht allelische Rekombination wird oft begünstigt durch diese flankierenden duplizierten Regionen, 

die eine Größe von über 1kb bis zu mehreren 100000 kb haben und zu über 90% identische 

Sequenzen haben. 

 

Die erste CNV ist eine 3.9 Mb große Deletion auf Chromosom 8p23.1 in einem männlichen Patienten 

(ID 29922) mit einer milder Entwicklungsverzögerung. Die Deletion wird von 177 deletierten SNPs 

angezeigt. Die Untersuchung der maternalen DNA zeigte, dass die Mutter eine normale Kopienzahl in 

dieser Region hat. Die Analyse der Genotypdaten in der Deletion zeigte außerdem, dass der Patient 

ein maternales Allel besitzt und daher das paternale Allel deletiert ist. 

Die Lage und Größe der Deletion entspricht der des 8p23.1-Deletionssyndroms. Das 8p23.1-

Deletionssyndrom ist durch einen kongenitalen Herzfehler, meist atrioventrikuläre Septumdefekte, 

eine Mikrozephalie, eine intrauterine Wachstumsretardierung, eine milde mentale Retardierung und 

ein hyperaktives, impulsives Verhalten charakterisiert. (Devriendt et al. 1999, Faivre et al. 1998). Die 

Deletion enthält das Gen GATA4. Es wurde gezeigt, dass die Deletion dieses Gens für die Herzfehler 

bei Patienten mit dem 8p23.1-Syndrom verantwortlich ist. In einer Studie wurden neun Patienten mit 
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einer 8p-Deletion untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass alle Patienten mit einem Herzfehler eine 

Deletion hatten, die das Gen GATA4 betraf (Devriendt et al. 1999). Durch ein Knockout-Mausmodell 

für das Gen Gata4 wurde gezeigt, dass Gata4 an der Morphogenese des Mausherzens beteiligt ist 

(Devriendt et al. 1999). Bei dem Patienten 29922 konnte mit quantitativer PCR bestätigt werden, dass 

das Gen GATA4 in der deletierten Region liegt. Im Einzelnen ist der Patient von folgenden 

Symptomen betroffen, Mikrozephalus, Hypospadie und ein Vorhofseptum-Defekt, der auf die 

Haploinsuffizienz des Gens GATA4 zurückzuführen ist. Der Patient hat keine fazialen Dysmorphien, 

keine Epilepsie und keine Hernie des Diaphragmas. 

 

Die zweite CNV mit flankierenden LCRs ist die 3.2 Mb große Duplikation auf Chromosom 17p11.2. 

Der Patient (ID 27737) ist von einer milden Entwicklungsverzögerung betroffen. Die Anzahl an 

duplizierten SNPs in dieser Region betrug 29. Die Untersuchung der maternalen DNA zeigte, dass die 

Mutter 2 Kopien der Region besitzt, die DNA des Vaters konnte nicht untersucht werden. Die 

Duplikation stimmt mit dem 3.7 Mb großen, interstitiellen 17p11.2-Duplikationssyndrom überein. 

Dieses Syndrom ist charakterisiert durch Hypotonie, Gedeihstörung im Säuglingsalter und der frühen 

Kindheit, Entwicklungsretardierung, mentale Retardierung, faziale Dysmorphien, schwere Störung der 

kommunikativen Fähigkeiten, autistische Verhaltensmuster, kardiovaskuläre Auffälligkeiten, 

Schlafapnoe und in seltenen Fällen Kleinwuchs (Potocki et al. 2007). Die Lage und Größe der 

Duplikation beim 17p11.2-Duplikationssyndrom entspricht der Deletion, durch die das Smith-Magenis-

Syndrom (MIM 182290) verursacht wird. Die Region ist am proximalen und distalen Ende von den 

SMS-REPs flankiert. Es wird vermutet, dass durch diese Elemente bei beiden Syndromen eine nicht 

allelische homologe Rekombination begünstigt wird (Potocki et al. 2000; Potocki et al. 2007). 

Der Patient 27737 hatte normales Geburtsgewicht und eine normale Geburtslänge. Postnatal zeigte 

sich eine Gedeihstörung. Im Alter von 10 Monaten lag seine Körpergröße bei der 10. Perzentile und 

der Kopfumfang war unter der 3. Perzentile. Er hat eine Hypospadie Grad 1 und entwickelte eine 

Hypotonie. Erst im Alter von 27 Monaten begann der Junge einzelne Wörter zu sprechen. Die fazialen 

Dysmorphien des Patienten, wie ein Telekanthus, eine dreieckige Gesichtsform und eine breite Stirn 

entsprechen den Symptomen, die bei Kindern mit dem Potocki-Lupski-Syndrom beschrieben sind. 

 

Eine weitere CNV mit LCRs ist die 500 kb große Deletion auf Chromosom 17q21.3. Sie wird durch 38 

SNPs angezeigt. Die Patientin 30428 hat eine moderate Form der Entwicklungsverzögerung. 
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Zusätzlich sind die motorische und sprachliche Entwicklung verzögert, Das Mädchen ist sehr 

infektanfällig, hat eine Muskelschwäche, faziale Dysmorphien, wie tiefliegende Augen mit weitem 

Abstand und eine Sehschwäche mit alternierendem Schielen. 

Die Deletion überspannt das erst kürzlich entdeckte Mikrodeletionssyndrom 17q21.3 (Sharp et al. 

2006; Koolen et al. 2006, Shaw-Smith et al. 2006). Patienten mit dem 17q21.3-Deletionssyndrom 

zeigen eine moderate mentale Retardierung, schwere Hypotonie von Geburt an mit daraus 

resultierender motorischen Entwicklungsretardierung, eine sprachliche Retardierung, lange Finger und 

charakteristische faziale Dysmorphien, wie Ptosis, Blepharophimosis, große, niedrig angesetzte 

Ohren, breite Nase und Kinn. Das 17q21.3-Deletionssyndrom umfasst 6 Gene, den kortikotropin-

ausschüttender Hormonrezeptor 1 (CRHR1), das mikrotubulus-assoziierte Tauprotein (MAPT), die 

intramembrane Protease 5 (IMP5) und 3 hypothetische Proteine (STH, FLJ25168, LOC284058). 

Die Deletion umfasst einen bekannten, 900 kb großen Inversionspolymorphismus. Dieser 

Inversionspolymorphismus tritt bei ca. 20 % der Nordeuropäer auf. Die Region unterscheidet sich in 

zwei Haplotypen, den H1- und H2-Haplotypen. Der H2-Haplotyp hat, im Gegensatz zum H1-Haplotyp 

einen direkt orientierten LCR, der an den Bruchpunkten der 17q21.3-Deletionen liegt. Es wird daher 

vermutet, dass die Deletionen durch eine nicht-allelische homologe Rekombination verursacht 

werden, die durch die H2-spezifischen Haplotypen ausgelöst wird (Stefansson et al. 2005, Evans et al. 

2004). 

Die Analyse der Genotypdaten der 38 deletierten SNPs der Patientin und ihrer Eltern ergab, dass das 

der Vater homozygot für den H2 Haplotyp ist und die Mutter homozygot für den H1 Haplotyp. Bei dem 

Mädchen trat die Deletion in einem der paternalen H2 Haplotypen auf. 

 

Auf Chromosom 15q25.5 wurde eine vierte CNV mit LCRs detektiert. Die 1.4 Mb große Deletion 

umfasst 11 Gene und wurde bei einem Mädchen (ID 28430) mit einer milden 

Entwicklungsverzögerung gefunden. Das Mädchen wurde in der 38. Schwangerschaftswoche mit 

einem Gewicht von 1950 g und einer Größe von 42 cm geboren. Die Patientin hat neben der 

Entwicklungsverzögerung, eine Polysplenie und leichte faziale Dysmorphien. Die Patientin entwickelte 

im ersten Lebensjahr eine hypoproliferative makrozytische Anämie und benötigte Bluttransfusionen 

bis zum vierten Lebensjahr. Aufgrund der Anämie und des Kleinwuchses wurde die Diagnose 

Diamond-Blackfan-Anämie (MIM 105650) in Erwägung gezogen. Mit dem Alter von 11 Jahren musste 
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sie wegen Ösophagusvarizenblutungen behandelt werden. In der Ultraschallsonographie wurde eine 

schwere Leberfibrose festgestellt. 

 

Die fünfte CNV, die von LCRs flankiert wird, ist eine 1.4 Mb große Duplikation auf Chromosom 

Xp22.31 bei einem Jungen mit schwerer Entwicklungsverzögerung (ID 29836). Die Duplikation wurde 

von der phänotypisch gesunden Mutter auf den Sohn übertragen. Die Duplikation tritt in der Region 

auf dem Chromosom Xp22.31 auf, in der Deletionen die X-chromosomale Ichthyose auslösen können. 

X-chromosomale Ichthyose ist eine genetische Erkrankung, die durch eine Haploinsuffizienz der 

Steroid-Sulfatase (STS) ausgelöst wird. Bei 80-90 % der Patienten ist das komplette STS-Gen 

deletiert, aber die Größe der Deletion ist variabel. Die meisten Patienten haben als klinisches 

Symptom nur die Ichthyose, aber in einigen Fällen ist auch eine mentale Retardierung beschrieben. 

Es wird vermutet, dass die Deletion durch nicht-allelische homologe Rekombination zwischen zwei 9 

kb großen LCRs entsteht, die jeweils ein VCX-Gen (VCX3A und VCX2) enthalten (Van Esch et al., 

2005). In zwei Studien wurden Patienten mit und ohne mentaler Retardierung bei X-chromosomaler 

Ichthyose untersucht. Abhängig davon, ob die homologen Sequenzen proximal oder distal der VCX-

Sequenzen für die Rekombination verwendet wurden, ist entweder das VCX3A-Gen deletiert und das 

VCX2-Gen in normaler Dosis erhalten oder umgekehrt (Fukami et al., 2000, Van Esch et al., 2005). 

Die mentale Retardierung scheint nach diesen Studien in Zusammenhang mit der Deletion des Gens 

VCX3A zu stehen. Diese Annahme ist jedoch umstritten, da es Patienten mit einer Xp;Yq 

Translokation gibt, deren VCX3A-Gen deletiert ist und die trotzdem eine normale Intelligenz haben. 

Eine alternative Hypothese ist, dass das Gen VCX3A nicht allein für die mentale Retardierung 

verantwortlich ist, sondern dass es einen dosisabhängigen Mechanismus der VCX/Y-Genfamilie gibt, 

der eine normale kognitive Entwicklung gewährleistet. 

Da Deletionen in dieser Region zu mentaler Retardierung führen können, wurde der Patient 29836, 

bei dem diese Region dupliziert ist, weiter untersucht. Die Duplikation ist lokalisiert zwischen den 

Genen VCX3A und VCX2 und wurde von 18 duplizierten SNPs angezeigt. Mit Hilfe von quantitativer 

PCR wurde festgestellt, dass Amplikons, die 6 kb distal von VCX3A und 3 kb proximal von VCX2 

liegen in normaler einfacher Dosis vorliegen, während Amplikons 3 kb proximal von VCX3A und 5 kb 

distal von VCX2 dupliziert sind (Abbildung 17). Abhängig davon, wo die Rekombination stattgefunden 

hat, ist entweder VCX3A oder VCX2 dupliziert, oder es wurde ein Fusionprodukt aus beiden Genen 
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gebildet. Alle Gene, die innerhalb dieser beiden VCX-Gene liegen (HDHD1A, STS, VCX, PNPLA4), 

sind bei dem Patienten dupliziert. 

 

 

 
Abb. 17  Schematische Darstellung der betroffenen Region Xq22.31 des Patienten 29836 

Gene sind durch weiße Blöcke dargestellt, die Pfeile darunter geben die Richtung der 
Transkription an. Die roten und grünen Kästchen über den Genen zeigen die Lage der 
Primer für die quantitative PCR mit den zugehörigen Primernummern. Die Primer 
9060 und 9821 sind in einfacher Dosis vorhanden (rote Kästchen), während die 
Primer 9822 und 9820 in doppelter Dosis (gelbe Kästchen) vorliegen. Die nicht-
allelische homologe Rekombination muss zwischen den homologen Regionen der 
Primer 9060 und 9820 und der Primer 9822 und 9821 stattgefunden haben. 

 

Die genetische Untersuchung der phänotypisch gesunden Eltern zeigte, dass der Vater nur eine Kopie 

der Region auf seinem X-Chromosom trägt, während die Mutter drei Kopien besitzt und daher 

Überträgerin dieser Duplikation ist. Es wurden Untersuchungen zur X-Inaktivierung im peripheren Blut 

der Mutter durchgeführt. Die X-Inaktivierung wurde mit den polymorphen Trinukleotid-Repeats im 

Androgen-Rezeptor-Gen (HUMARA) untersucht. Dieser Marker ermöglicht es bei heterozygoten 

Frauen (Heterozygotenindex 0.9) beide Allele zu unterscheiden. 

In einer Region 80 bp stromaufwärts des Markers liegt eine CpG-Insel, die mehrere Schnittstellen des 

methylierungssensitiven Enzyms HpaII enthält. Diese Stellen sind auf dem inaktiven X-Chromosom 

methyliert und werden von HpaII nicht geschnitten. Die Primer sind so gelegt, dass nach dem Verdau 

nur das Allel auf dem inaktivem X-Chromosom amplifiziert werden kann. Liegt eine zufällige X-

Inaktivierung vor, sind beide X-Chromosomen der Mutter im ungefähr gleichen Verhältnis 

nachweisbar. Ist die X-Inaktivierung dagegen nicht zufällig, wird nach dem Verdau mit HpaII nur ein 

Allel amplifiziert. In diesem Fall kann nachgewiesen werden, ob das Allel auf dem inaktiven X-

Chromosom von der Mutter auf den Sohn vererbt wurde. 

In Abbildung 18 ist der Zustand der DNA von Mutter und Sohn vor und nach dem Restriktionsverdau 

zu sehen. Nach dem Verdau ist ersichtlich, dass bei der Mutter eine nicht zufällige Inaktivierung des 

HDHD1A STS PNPLAVCX VCX2 VCXC VCX3A 

9060 9820 9822 

9821 9822 9820 

9821 

9060 

VCX3A HDHD1A STS VCX PNPLA VCX2 VCXC 
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Allels 1 vorliegt. Die Längenangabe der Allele macht deutlich, dass das Allel 1, das die Duplikation 

trägt, von der Mutter auf den Sohn vererbt wurde.  

 

 

 
Abb. 18  Darstellung der X-Inaktivierung des Patienten 29836 und seiner Mutter 29837. 

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse vor und nach der Spaltung mit dem Enzym HpaII 
in dem Patienten und seiner Mutter. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Duplikation 
bei beiden auf dem Allel 1 auftritt und dass dieses Allel bei der Mutter inaktiviert ist. 

 

Es wurde vermutet, dass die Duplikation bei dem Jungen die Ursache für die mentale Retardierung 

ist, weil das Chromosom, das die Duplikation trägt, bei der Mutter nicht zufällig inaktiviert ist und weil 

Deletionen in dieser Region eine mentale Retardierung hervorrufen können. 

Auch die sprachliche Entwicklung ist bei dem Patienten verzögert. Im Alter von 9 Jahren konnte der 

Junge nur 2-Wort-Sätze anwenden. Er entwickelte postnatal eine Mikrozephalie, mit einem 

Kopfumfang von 50 cm (3. Perzentile) im Alter von 9 Jahren. Es wurden vor kurzem noch von 2 

weiteren Fällen mit einer Duplikation Xp22.31 bereichtet, die die Vermutung nahe legen, dass 

Duplikationen in dieser Region häufiger vorkommen (Horn et al. 2007). 

 

Allel1 Allel2 Allel1 

Allel1 
 

Allel1 Allel2 

Patient 29836 vor HpaII-Spaltung Mutter 29837 vor HpaII-Spaltung 

Mutter 29837 nach HpaII-Spaltung Patient 29836 nach HpaII-Spaltung 



Ergebnisse 

82 

2.4 CNVs, die nicht von low-copy repeats flankiert sind 

 

Bei 7 Patienten wurden de novo CNVs detektiert, die nicht von LCRs umgeben waren. Die Größe 

dieser CNVs variierte von 200 kb bis zu 7.5 Mb. 

 

1) Das Kind (ID 27384) mit der größten CNV, einer Deletion auf Chromosom 1q31.1-31.3, die 7.5 Mb 

umspannt, hat neben einer Entwicklungsverzögerung keine weiteren Symptome. In der deletierten 

Region, die durch 464 SNPs angezeigt wurde, liegen 17 Gene. Auch die DNA der Eltern wurde mit 

den 100K Arrays untersucht, um zu zeigen welches parentale Allel deletiert ist. 48 SNPs waren für 

diese Fragestellung informativ und zeigten, dass eines der väterlichen Allele deletiert ist. Um die 

Bruchpunkte der Deletion exakt bestimmen zu können, wurde versucht ein Junction Fragment zu 

isolieren. Dafür wurden die möglichen Bruchstellen mit quantitativer PCR näher eingegrenzt und 

der Versuch unternommen, ein PCR-Produkt über die Deletion zu amplifizieren. Mit Hilfe der 

quantitativen PCR konnten die Bereiche, in dem der Bruchpunkt liegt am proximalen Ende auf 

ungefähr 1 kb eingegrenzt werden und am distalen Ende auf ca. 1.5 kb. Trotzdem war es nicht 

möglich ein Junction Fragment zu amplifiziert, wahrscheinlich weil auf beiden Seiten repetitive 

Sequenzen in den Bruchpunktbereichen liegen. 

 

 

 
Abb. 19  Bestimmung der Bruchpunktregion bei Patient 27384 

In der Abbildung ist die Deletion auf Chromosom 1q31.1-q31.3 schematisch 
dargestellt. Oben in der Abbildung sind die genomische Position und die 
Primernummern der Produkte für die quantitative PCR dargestellt. Produkte, die in der 
quantitativen PCR eine zweifache Dosis zeigten, sind mit roten Kästchen markiert, 
Produkte, die eine einfache Dosis zeigten, mit grünen Kästchen. Am proximalen Ende 
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wurde der Bereich, in dem der Bruchpunkt liegt, auf 1kb zwischen den Produkten 
10549+10699 und 10550+10665 eingegrenzt. In diesem Bereich liegt ein 372 bp 
langer AT-Repeat und das Exon 3 des Gens TPR (blaues Kästchen). Das distale 
Ende der Deletion wurde innerhalb von 1.5 kb im Bereich der Produkte 10560 und 
10562 durch quantitativer PCR festgelegt. Diese Region enthält einen LTR- Repeat, 
MSTD (MaLR) und zwei LINE-Repeats (L1M3 und L1M1). 

 

 

2) Auf Chromosom 2p25.3-25.1 wurde bei dem Patienten 30437 eine Deletion mit 3.8 Mb identifiziert. 

In der Deletion liegen 193 SNPs und 4 Gene, darunter das SOX11-Gen. SOX11 wird während der 

Entwicklung des Embryos in vielen Geweben transient exprimiert. Im Mausmodell wurde gezeigt, 

Mäuse mit einer homozygoten Sox11-Deletion kurz nach der Geburt aufgrund von Herzfehlern 

sterben. (Sock et al, 2004). 

 Der Junge hat folgende Symptome: Mikrozephalus (3. Perzentile), Adipositas, Hypospadie I. 

Grades und Klinodaktylie D5 an beiden Händen und Füßen. Die Untersuchung der Genotypen der 

Eltern zeigte, dass bei 18 informativen SNPs das maternale Allel deletiert war. Die Bruchpunkte 

der Deletion wurden mit quantitativer PCR näher bestimmt werden. Am distalen Ende wurde der 

mögliche Bereich auf 7.3 kb reduziert, allerdings liegen in dieser Region zahlreiche repetitive 

Elemente. Das proximale Ende ist eine 300 bp große Region ohne Sequenzauffälligkeiten. Auch 

bei dieser Deletion war es nicht möglich ein Junction Fragment zu amplifizieren. 

 

 

 
Abb. 20  Bestimmung der Bruchpunktregion bei Patient 30437 

In der Abbildung ist die Deletion auf Chromosom 1q31.1-q31.3 schematisch 
dargestellt. Oben in der Abbildung sind die genomische Position und die 
Primernummern der Produkte für die quantitative PCR dargestellt. Produkte, die in der 
quantitativen PCR eine zweifache Dosis zeigten, sind mit roten Kästchen markiert, 
Produkte, die eine einfache Dosis zeigten, mit grünen Kästchen. Am distalen Ende 
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wurde der Bereich, in dem der Bruchpunkt liegt, auf 7.3 kb zwischen den Produkten 
10669 und 10670 eingegrenzt. In diesem Bereich liegt ein 6 kb großer L1PA3-LINE 
Repeat. Das proximale Ende der Deletion wurde 300 bp zwischen den Produkten 
10519 und 10647+10566 durch quantitativer PCR festgelegt. 

 

 

3)  Bei dem Patienten 30375 wurde eine 2.9 Mb große Deletion auf dem Chromosom 3p25.3-25.1 

detektiert. Die Deletion liegt im proximalen Teil des 3p-Syndroms. Das 3p-Syndrom ist 

charakterisiert durch ein geringes Geburtsgewicht, mentale Retardierung und bei 30 % der 

Patienten durch kongenitale Herzfehler, vor allem Defekte des atrioventrikularem Septums. Bei 

dem Patienten wurden neben einer Entwicklungsverzögerung, ein Minderwuchs (<3. Perzentile) 

und ein Mikrozephalus (<3. Perzentile) diagnostiziert. Ein Schlaf-EEG war pathologisch und es 

wurde ein Vorhofseptumdefekt Typ II festgestellt. In der Deletion liegen 98 SNPs und 39 Gene. 

Unter den deletierten Genen befindet sich das Gen CRELD1. Mutationen in diesem Gen können 

der Grund für den atrioventricularen Septumdefekt 2 (AVSD2) sein (Zatyka et al. 2005). Auch bei 

diesem Patienten wurde untersucht, welches der parentalen Allele die Deletion betrifft. 8 

informative SNPs zeigten einen Verlust des paternalen Allels in dieser Region. 

Die Bruchpunktregionen wurden mit quantitativer PCR auf 700 bp am distalen Ende (Primer 10672 

und 10650) und auf 400 bp am proximalen Ende (Primer 10660 und 10700) eingegrenzt. Mit dem 

Vorwärtsprimer 10672F und dem Rückwärtsprimer 10700R gelang es ein Junction Fragment zu 

amplifizieren. Um die genauen Bruchpunkte zu bestimmen, wurde das 750 bp große Junction 

Fragment sequenziert. Die Deletion des Patienten 30375 umspannt eine 2.9 Mb große Region. 

Beide Bruchpunkte liegen in Introns von Genen. Der distale Bruchpunkt im Intron 1 des Gens 

MTMR14, das bisher nicht weiter charakterisiert wurde, und der proximale Bruchpunkt im Intron 3 

des Gens MKRN2, das für ein Ring-Finger Protein kodiert. Keiner der Bruchpunkte liegt direkt in 

einem Repeat, aber auf beiden Seiten gibt es 0.5-1 kb entfernt Alu-Repeats aus der AluSx-Familie. 

Am distalen Ende liegen zwei AluSx-Repeats je 1 kb distal und proximal des Bruchpunktes, am 

proximalen Ende liegt ein AluSx-Repeat 0.5 kb distal des Bruchpunktes. 
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Abb. 21  Bestimmung der Bruchpunktregion bei Patient 30375 
In der Abbildung ist die Deletion auf Chromosom 1q31.1-q31.3 schematisch 
dargestellt. Oben in der Abbildung sind die genomische Position und die 
Primernummern der Produkte für die quantitative PCR dargestellt. Produkte, die in der 
quantitativen PCR eine zweifache Dosis zeigten, sind mit roten Kästchen markiert, 
Produkte, die eine einfache Dosis zeigten, mit grünen Kästchen. Am distalen Ende 
wurde der Bereich, in dem der Bruchpunkt liegt, auf 700 bp zwischen den Produkten 
10672 und 10650 eingegrenzt. Der exakte Bruchpunkt wurde durch die Amplifikation 
eines Junction Fragments bestimmt und liegt am distalen Ende auf Position 9666569 
(UCSC Genome Browser hg18). Je 1 kb von diesem Bruchpunkt liegt ein AluSx-
Repeat. Das proximale Ende der Deletion wurde innerhalb von 400 bp im Bereich der 
Produkte 10660 und 10700 durch quantitative PCR festgelegt. Der genaue 
Bruchpunkt liegt auf Position 12588557 (UCSC Genome Browser hg18) und ist im 
Abstand von je 500 bp von Repeats (L1ME3 und AluSx) flankiert. Beide Bruchpunkte 
liegen in Introns von Genen. Der distale Bruchpunkt liegt im Intron 1 des Gens 
MTMR14 und der proximale Bruchpunkt im Intron 3 des Gens MKRN2. Die Exons 
sind durch blaue Kästchen dargestellt, die Introns durch blaue Linien mit Pfeilen in 
Transkriptionsrichtung. 

 

 

4)  Auf Chromosom 12p13.33 wurde bei dem Patienten 28735 eine Deletion von 2,0 Mb durch 62 

SNPs angezeigt. Es sind 18 Gene deletiert. Die Genotypen der Eltern zeigen, dass das paternale 

Allel deletiert ist. Der Junge hat neben einer Entwicklungsverzögerung eine sprachliche 

Verzögerung. Bei der Bestätigung der Deletion und der Eingrenzung der Bruchpunkte mit 

quantitativer PCR zeigte sich, dass die Deletion das terminale Ende des Chromosoms 12p betrifft 

und somit über 2 Mb groß ist. Am distalen Ende, ca. 17 kb nach Chromosomenbeginn, wurde die 

terminalste Probe 10479 für die quantitative PCR gelegt. Die Probe 10479 war nach Auswertung 

der quantitativen PCR deletiert. Die Bruchpunktregion am proximalen Ende wurde auf 3.6 kb im 

Intron 3 des Gens CACNA1 (Primer 10483+10484) eingegrenzt. Ein Junction Fragment konnte 

nicht amplifiziert werden.  
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Abb. 22  Bestimmung der Bruchpunktregion bei Patient 28735 

In der Abbildung ist die Deletion auf Chromosom 1q31.1-q31.3 schematisch 
dargestellt. Oben in der Abbildung sind die genomische Position und die 
Primernummern der Produkte für die quantitative PCR dargestellt. Produkte, die in der 
quantitativen PCR eine zweifache Dosis zeigten, sind mit roten Kästchen markiert, 
Produkte, die eine einfache Dosis zeigten, mit grünen Kästchen. Das distale Ende 
scheint bis zum Chromosomenanfang deletiert zu sein. Die letzte Probe (Primer 
10479) die gelegt werden konnte, war in der quantitativen PCR deletiert. Vor der 
Probe 10479 liegt ein LINE-Repeat, an den sich die Telomerregion anschließt. Das 
proximale Ende der Deletion wurde im Intron 3 des Gens CACNA1 innerhalb von 3.6 
kb im Bereich zwischen den Produkten 10483 und 10484 durch quantitativer PCR 
festgelegt. In diesem Bereich liegt ein MER_1-Repeat (MER5B) und ein LINE-Repeat 
(L1MB3). 

 

 

5) Bei dem Patienten 28701 wurde eine 525 kb große Duplikation auf dem Chromosom 13q12.11 

festgestellt. Es sind insgesamt 6 Gene dupliziert. Neben einer Entwicklungsverzögerung hat der 

Patient einen Hydrocephalus, eine mediane Gaumenspalte, eine Trikuspidaldysplasie, Klumpfüße 

und dysplastische Ohren. In der duplizierten Region sind 3 Gap-junction Proteine enthalten, GJA3, 

GJB2 und GJB6. Alle 3 Gap-junction Proteine sind, wenn sie mutiert sind, mit einer Reihe von 

autosomal-dominanten und autosomal-rezessiven Erkrankungen assoziiert, die alle im 

Zusammenhang mit sensorineuronaler Taubheit stehen. Ein Befund über das Hörvermögen des 

Patienten lag nicht vor. 
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2.5 CNV mit einem deletierten Gen 

 

Bei dem Patienten 29195 wurde eine nur 200 kb große Deletion auf Chromosom 2q23.1 von 13 SNPs 

angezeigt. In dieser Deletion liegen die ersten 7 von 10 kodierenden Exons des Methyl-CpG-

Bindedomäneprotein 5 (MBD5). Das Gen MBD5 wurde ursprünglich durch Sequenzhomologien zu 

den Genen MBD1-MBD4 und MECP2 entdeckt. Mutationen im MECP2-Gen führen zum Rett-

Syndrom, einer neurologischen Erkrankung mit mentaler Retardierung, Sprachverlust, Autismus, 

Ataxie und stereotype Handbewegungen (Roloff et al, 2003).  

Das Gen MBD5 enthält eine PWWP-Domäne, eine Bindestelle für DNA, die häufig in Proteinen 

vorkommt, die in DNA-Methylierung, DNA Reparatur oder in die Regulation der Transkription involviert 

sind. Es wurden die Genotypen der Eltern bestimmt. Sie waren jedoch für die Fragestellung, welches 

parentale Allel deletiert ist, nicht informativ. Um auszuschließen, dass der Phänotyp autosomal-

rezessiv verursacht ist, wurde der kodierende Teil des MBD5-Gens auf dem nicht deletierten Allel 

sequenziert. Die Sequenz des Patienten zeigte keine Unterschiede zur Referenzsequenz 

(NM_018328). Um die Bruchpunkte genau zu definieren, wurden zuerst mit quantitativer PCR die 

Bruchpunkte eingegrenzt und danach ein Junction-Fragment amplifiziert (GenBank Accession No 

EF504248) (Abb 23). Die Deletion erstreckt sich auf dem Chromosom 2 über 211870 bp von der 

Position 148752797 bis 148964667 (UCSC Genome Browser hg18). Der proximale Bruchpunkt liegt in 

einem LTR/ERVL-Repeat (MLT2B5) und der distale Bruchpunkt im Intron des Exons 7 im Gen MBD5. 

Im UCSC Genome Browser weisen ESTs (Expressed Sequence Tags) darauf hin, dass der Eintrag in 

der GenBank für MBD5 im 5’-Bereich nicht vollständig ist. Mit 5’-RACE und RT-PCR wurde die RNA 

um 5 nicht-kodierende Exons erweitert (GenBank Accession No EF542797) (Abb 23). 

 

 

 
Abb. 23  Schematische Darstellung des Gens MBD5 

Kodierende Exons sind durch nummerierte graue Kästchen dargestellt, nicht-
kodierende Exons als schwarze Kästchen. Die Exons 1A bis 1E bezeichnen die nicht-
kodierenden Exons am 5’-Ende, die in dieser Arbeit etabliert wurden. Die Primer für 
die quantitative PCR sind über der genomischen Darstellung als nummerierte rote 
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(normale Dosis in der quantitativen PCR) und grüne (deletierte Proben) Balken 
abgebildet. Die deletierte Region ist unter dem Schema in grün markiert. 

 

Der Junge hat leichte faziale Dysmorphien und eine Sandalenfurche zwischen dem ersten und 

zweiten Zeh. Neben der schweren mentalen Retardierung ist auch die motorische und sprachliche 

Entwicklung leicht verzögert. Der Junge hatte im Alter von 8 Monaten Krampfanfälle mit Fieber. Die 

ersten Anfälle ohne Fieber begannen mit 16 Monaten und erwiesen sich als therapieresistent. Im 

Verhalten ist der Junge hypoaktiv. Die soziale Interaktion ist gering. 

 

Ein Hinweis, dass diese Deletion pathologisch sein könnte, zeigte sich in 2 Studien, in denen von 

Deletionen berichtet wurde, die mit der hier beschriebenen Deletion überlappen (Koolen et al. 2004, 

de Vries et al. 2005). In beiden Studien waren die Deletionen größer und es waren neben MBD5 noch 

zusätzlich benachbarte Gene deletiert. 

 

Für die weitere Bestätigung wurde untersucht, ob Mutationen in diesem Gen bei weiteren Kindern mit 

mentaler Retardierung vorhanden sind. Dazu wurden die DNAs von 415 Kindern untersucht. In 16 

DNAs wurden 4 stille Varianten gefunden und 7 Varianten, die zu einem Aminosäureaustausch 

führten (Tab. 6). Darunter sind 4 Missense-Varianten, die in 660 Kontrollen (KORA) nicht gefunden 

wurden. Es konnte leider nicht überprüft werden, ob diese Varianten de novo entstanden sind, da in 

den meisten Fällen die DNA der Eltern nicht zur Verfügung standen. 

 

Tabelle 6 Variationen im Gen MBD5 
 
Tabelle Variationen in MBD5 
Variationen und ID Exon/Intron Kontrollindividuen  
Sequenzänderungen   Genotyp 11 Genotyp 12 Genotyp 22 
Variationen mit Aminosäureaustausch      
c.431C>T p.T144I A12 4 CC: 660 CT: 0 TT: 0 
c.1382G>A p.R461H A47, B217 4 GG: 649 GA: 0 AA: 0 
c.1962C>A p.D654E C231 4 CC: 655 CA: 0 AA: 0 
c.1963G>A p.A655T 30224* 4 GG: 653 GA: 0 AA: 0 
c.2030G>A p.S677N B134, C264, C281 4 GG: 662 GA: 3 AA: 0 
c.2569G>A p.A857T 31833* 5 GG: 670 GA: 0 AA: 0 
c.3143C>T p.T1048I C260 7 CC: 640 CT: 0 TT: 0 
stille Variationen      
c.1368G>T p.S456S A6, B135 4 GG: 663 GT: 1 TT: 0 
c.1638C>T p.A546A A109, B139 4 CC: 658 CT: 3 TT: 0 
c.2286C>T p.H762H B225 4 CC: 338 CT: 0 TT: 0 
c.3279C>T p.V1094V A53 7 TT: 648 CT: 0 CC: 0 
* in einem Elternteil wurde die gleiche Mutation gefunden 
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2.6 Potentiell pathologische CNV mit einem deletier ten Gen 

 

Eine zweite Deletion, die nur ein Gen, FOXP1, betrifft, ist eine 440 kb große Deletion auf Chromosom 

3p13. Die Deletion wurde bei dem Patienten 29945 durch 22 SNPs angezeigt. Es stand nur die 

maternale DNA zur Verfügung, so dass nicht geklärt werden konnte, ob die Deletion de novo 

entstanden ist. In der DNA der Mutter wurden keine Veränderungen in dieser Region festgestellt. 

Der Junge hat eine schwere Entwicklungsverzögerung und ein freundliches, hyperaktives Verhalten. 

Die aktive und passive Sprachentwicklung ist deutlich verzögert. Mit dem Alter von 7 Jahren sprach 

der Junge in Sätzen mit einem bis drei Worten. Im HAWIK-Test war der Intelligenzquotient kleiner als 

50. 

Die Deletion betrifft alle kodierenden Exons des FOXP1-Gens. Eine Sequenzierung der kodierenden 

Region des verbliebenen Allels zeigte keine Sequenzvariationen im Vergleich zur Referenzsequenz 

(NM_032682). Die Bruchpunkte der Deletion wurden, wie oben beschrieben, mittels quantitativer PCR 

und Amplifikation eines Junction Fragments (GenBank Accession No EF504249) bestimmt. Die 

Deletion umfasst mit 498299 bp alle kodierenden Exons (7 bis 21) des Gens FOXP1 (Position 

Chr3:70807767-71306066; UCSC Genome Browser hg18). Der distale Bruchpunkt liegt in einem LINE 

Repeat (L1/L1PA5) vor FOXP1 und der proximale in einem Repeat vom MER1-Typ im Intron 6. An 

den Bruchpunkten gibt es weder palindromische Sequenzen noch andere Ähnlichkeiten zwischen den 

beiden Bruchpunktregionen (Abb 24). 

 

 

 
Abb. 24  Schematische Darstellung des Gens FOXP1 

Kodierende Exons sind durch nummerierte graue Kästchen dargestellt, nicht-
kodierende Exons als schwarze Kästchen. Die Primer für die quantitative PCR sind 
über der genomischen Darstellung als nummerierte rote (normale Dosis in der 
quantitativen PCR) und grüne (deletierte Proben) Balken abgebildet. Die deletierte 
Region ist unter dem Schema in grün markiert. 

 

FOXP1 gehört zur Unterfamilie P der „Forkhead box transcriptional repressor“-Familie, die im 

menschlichen Genom aus vier Mitgliedern besteht. Es wurde vermutet, dass FOXP1 als 

9362 9361 9357 

1 

Deletion 498 299 bp 

ATG TGA 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 8 16 17 18 19 20 21 

9356 



Ergebnisse 

90 

Tumorsuppressor fungiert, aber FOXP1 ist hochexprimiert in diffusen B-Zelllymphomen mit schlechter 

Prognose (Banham et al. 2001; Banham et al. 2005). Heterozygote Mutationen im Homolog FOXP2 

sind die Ursache einer verbalen Dyspraxie (Feuk et al. 2006; Lai et al. 2001). FOXP1 und FOXP2 sind 

in mehreren Hirnstrukturen gemeinsam exprimiert, was darauf hinweisen könnte, dass auch 

Mutationen in FOXP1 zu Störungen in der Sprachentwicklung führen könnten (Teramitsu et al. 2004). 

Im Mausmodell entwickeln Mäuse mit homozygot deletiertem Foxp1 schwere Herzfehler und sterben 

am Tag E14.5, während heterozygot deletierte Mäuse keinen pathologischen Phänotyp aufweisen 

(Wang et al. 2004). 

 

Da bei dem Patienten 29945 nur die maternale DNA zur Verfügung stand, konnte nicht geklärt werden 

konnte, ob die Deletion de novo entstanden ist. Es kann also nur vermutet werden, dass die Deletion 

bei dem Patienten zu den vorliegenden Symptomen geführt hat. 

 

Bei diesem Patienten wurde auch ein Mutationsscreening bei den oben genannten 415 Kindern mit 

mentaler Retardierung durchgeführt. Es wurden 1 nicht-kodierende Variante und 5 Varianten, die zu 

einem Austausch in der Aminosäuresequenz führten, in 6 DNAs gefunden (Tab. 7). Darunter sind 3 

Missense-Varianten, die in 660 Kontrollen nicht gefunden wurden. Es konnte nicht überprüft werden, 

ob diese Varianten de novo entstanden sind, da in den meisten Fällen die DNA der Eltern nicht zur 

Verfügung standen. 

 

Tabelle 7 Variationen im Gen FOXP1 
 
Tabelle Variationen in FOXP1 
Variationen und  ID Exon/Intron Kontrollindividuen 
Sequenzänderungen   Genotyp 11 Genotyp 12 Genotyp 22 
Variationen mit Aminosäureaustausch      
c.13T>C p.S5L 27734* 5 TT: 674 TC: 2 CC: 0 
c.643C>G p.P215R A115 10 CC: 668 CG: 2 GG: 0 
c.781T>C p.S261P 28634 11 TT: 676 TC: 0 CC: 0 
c.1709A>G p.N570S A50 19 AA: 666 AG: 0 GG: 0 
c.1790A>C p.N597T 29949 20 AA: 676 AG: 0 GG: 0 
stille Variationen      
c.664+6C>T  B146 Intron 10 CC: 666 CT: 0 TT: 0 
* in einem Elternteil wurde die gleiche Mutation gefunden 
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2.7 CNVs in Patienten mit Translokationen 

 

Neben den Patienten mit mentaler Retardierung, die in der Routinediagnostik keine Auffälligkeiten 

zeigten, wurden noch 5 Patienten mit de novo Translokationen untersucht. Die Translokationen 

schienen, bis auf eine Ausnahme bei dem Patienten 27524, nach der GTG-Bänderung balanciert zu 

sein. Da diese Patienten trotz der balancierten Translokation eine Entwicklungsverzögerung zeigten, 

bestand der Verdacht, dass CNVs an den Bruchstellen vorhanden sein könnten. In 4 von 5 Patienten 

zeigten sich in der Arrayuntersuchung de novo CNVs an den Bruchpunkten (Tabelle 8). Die Größe der 

Deletionen variierte von 1.1 Mb bis 14.3 Mb, mit 3 bis 63 deletierten Genen. Die Angabe der 

Chromosomenbanden als Position der Translokationen wurde in fast allen Patienten nach der 

Auswertung der 100K-Arrays korrigiert. 

 

Tabelle 8 Deletionen an Bruchpunkten in Patienten mit Translokationen 
 
Tabelle Translokationen 
ID GTG-Bänderung Chromosom Start Ende Länge Anzahl Anzahl 
 (500-550 Banden)  dbSNP dbSNP (Mb) der der 
   rs ID rs ID  SNPs Gene 
31922 46,XY,t(12;13) (q22;q32) 13(q33.2-q33.3) 2149144 9301245 1.8 146 4 
28526 46,XY,t(1;10) (p13.1;p13) 10(p14) 2259442 1243963 1.1 57 8 
27524 46,XY,t(10;18),del(10q21.2-q11.2) 10(q21.1-q21.3) 6481257 10509188 6.3 320 41 
  18(q11.2-q12.2) 7407701 3852848 5.2 269 8 
28181 46,XY,t(4;6) (q28.3q31.1;q23.1q22.2) 4(q28.3-q31.1) 10519357 6841039 3.9 186 5 
  6(q16.1-q21) 9320518 6568702 14.3 625 85 
29200 46,XY,t(1;7) (q22;p13) 

 

 

Im Folgenden werden die identifizierten CNVs im Einzelnen beschrieben. 

 

Patient 28181 hat eine de novo interstitielle Translokation zwischen den Chromosomen 4 und 6. Die 

Analyse der Daten zeigte Deletionen an zwei der vier Bruchpunkte der interstitiellen Translokation. Die 

Deletion auf Chromosom 4q28.3-q31.1 ist 3.9 Mb groß und beinhaltet fünf Gene. Die Deletion auf dem 

zweiten Chromosom, 6q16.1-q21, ist 14.3 Mb groß und beinhaltet 85 Gene. 

 

Der Patient 28526 hat eine Entwicklungsverzögerung und eine sprachliche Retardierung. Die de novo 

aufgetretene terminale Translokation zwischen den Chromosomen 1 und 10 zeigte in der 

hochauflösenden GBG-Bänderung keine Auffälligkeiten an den Bruchpunkten. Mit den 100K-Arrays 

konnte an der Bruchstelle auf dem Chromosom 10 eine Deletion von 1.1 Mb identifiziert werden, die 8 
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Gene enthielt. 3 der Gene sind Transkriptionsfaktoren (SFMBT2, TAF3, GATA3), 1 Gen (KIN) besitzt 

eine DNA-Bindestelle und 1 Gen (ATP5C1) ist an der ATP-Synthese beteiligt. 

 

Der Patient 31922 hat neben einer Entwicklungsverzögerung und einer sprachlichen Retardierung 

einen Atriumseptumdefekt Typ 2. Es wurde eine de novo balancierte reziproke Translokation 

zwischen den Chromosomen 12 und 13 bei einer Amniozentese festgestellt. Die Analyse der Daten 

zeigte in diesem Patienten eine Deletion von 1.8 Mb auf dem Chromosom 13, die 4 Genen enthielt. 

Von den vier Genen ist ein Gen, EFNB2, an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt. 

Beim Patienten 27524 wurde in der CT-Bänderung eine terminale de novo Translokation zwischen 

den Chromosomen 10 und 18 festgestellt. Dabei zeigte sich eine Deletion auf dem Chromosom 10 

zwischen den Banden 10q21.2 bis 10q11.2 (Karyotypformel: 46,XY,t(10;18) 

(10pter→10q11.2::18q11.2→18qter; 18pter→18p11.2::10q21.2→10qter)). Die Größe der bereits 

bekannten Deletion auf Chromosom 10 konnte genauer, auf 6.3 Mb und 41 Genen eingegrenzt 

werden. Und auf dem Chromosom 18 wurde eine zweite Deletion gefunden, in der 8 Gene liegen und 

die 5.2 Mb groß ist. 

 

Bei dem Patienten 29200 wurde zwischen den Chromosomen 1 und 7 eine de novo Translokation 

gefunden, die lichtmikroskopisch balanciert schien. Der Junge nicht symptomfrei und hat neben 

sprachlicher und psychomotorischer Entwicklungsverzögerung auch einen Herzfehler. Auch mit den 

100K-Arrays wurden keine CNVs entdeckt. 
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D Diskussion 

 

 

1 Kopplungsanalysen 

 

Die Kopplungsanalyse, die bei vielen monogenen Erbkrankheiten erfolgreich angewendet wurde, 

wurde in der Vergangenheit meist mit Mikrosatellitenmarkern durchgeführt. Mikrosatelliten sind relativ 

gleichmäßig über das Genom verteilt und machen im menschlichen Genom etwa 60 Mb (ca. 2% des 

Genoms) aus (Strachan et al. 2004). Mikrosatellitenmarker haben den großen Vorteil, dass sie hoch 

polymorph und daher sehr informativ sind. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Kopplungsanalysen mit SNP-Arrays durchgeführt. Diese Methode 

war zu Beginn der Arbeit neu und wurde im Labor etabliert. SNPs kommen häufiger vor als 

Mikrosatelliten, sind aber, da sie nur biallelisch sind, weniger informativ. Durch den Informationsgehalt 

wird die genetische Information geschätzt, die mit den verwendeten Markern erhalten werden kann, im 

Vergleich zu einem hypothetisch unendlich dichten Set von Markern. Dabei ist der Informationsgehalt 

abhängig von der Dichte der Marker, dem Heterozygotiewert, der Familienstruktur und der 

Verfügbarkeit der DNAs. In einer Simulation von Kruglyak wurde der Informationsgehalt von 

Mikrosatellitenmarkern und SNPs unter verschiedenen Bedingungen verglichen und festgestellt, dass 

die Dichte eines Markersets wichtiger für den Informationsgehalt ist, als die Allelfrequenz der Marker 

(Kruglyak 1997). Um den gleichen Informationsgehalt wie mit Mikrosatelliten zu erhalten, muss daher 

eine größere Anzahl an SNPs untersucht werden. Inzwischen haben sich SNP-Arrays gegenüber den 

Mikrosatellitenmarkern durchgesetzt. Bei den üblichen Sets von 300-400 Mikrosatellitenmarker liegt 

der durchschnittliche Abstand zwischen zwei Markern bei ungefähr 10 cM, während beim 10K-SNP-

Array der Abstand zwischen den Markern nur bei 0.34 cM liegt. Durch die höhere Dichte an Markern 

kann der niedrigere Informationsgehalt von SNPs kompensiert werden, wobei die Allelfrequenz nur 

einen geringen Effekt auf den Informationsgehalt hat (Kruglyak 1997). Ein weiterer Vorteil der SNP-

Arrays liegt darin, dass damit wesentlich schneller Genotypen generiert werden, als es mit 

Mikrosatelliten möglich ist. Dabei ist die Fehlerrate, die beim Genotypisieren entsteht wesentlich 

geringer als mit Mikrosatelliten. Bereits eine Fehlerrate von 1% kann den beobachteten LOD Score 

um 50% reduzieren (Abecasis et al. 2001). Mit den SNP-Arrays sind auch ungefähr 10-mal niedrigere 
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Ausgangsmengen an DNA nötig (John et al. 2004). Zusammenfassend ist die Verwendung von SNP-

Oligonukleotid-Mikroarrays mit einer Dichte von 6000 bis 10000 SNPs bei Kopplungsanalysen 

genauso effektiv, als ein Panel mit 300 bis 400 Mikrosatelliten (Evans et al. 2004, Kruglyak 1997, 

Matise et al. 2003, Middleton et al. 2004, John et al. 2004). 

 

Die Programme zur Berechnung von Kopplungsanalysen setzen ein Kopplungsgleichgewicht 

zwischen den Markern voraus. Für die meisten Mikrosatellitenmarkersets trifft das zu. Da aber die 

Abstände zwischen den Markern bei SNP-Arrays geringer sind, kann zwischen eng benachbarten 

SNPs ein Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD) vorliegen. 

 

Die Definition des Kopplungsungleichgewichts besagt, dass sich zwei gekoppelte Genloci dann im 

Kopplungsungleichgewicht befinden, wenn ein Teil ihrer Allele, die die Mitglieder einer bestimmten 

Population produzieren, überzufällig häufig gemeinsam auftreten. 

 

Marker, die in einem Kopplungsungleichgewicht liegen, können bei der Berechnung zu einer 

künstlichen Steigerung der LOD Score-Werte führen und die Ergebnisse verfälschen (Schaid et al. 

2004, John et al. 2004). In 2 Studien wurden deshalb alle SNPs einer Region, die in einem 

Kopplungsungleichgewicht liegen, bis auf den SNP mit dem höchsten Informationsgehalt, aus der 

Analyse entfernt (John et al. 2004, Schaid et al. 2004). Die Ergebnisse unterscheiden sich in der 

Form, dass in der Studie von John et al. der Ausschluss von SNPs, die im Kopplungsungleichgewicht 

liegen, zu einem Informationsverlust führt, während Schaid et al. berichteten, dass nach dem 

Verwerfen dieser SNPs beinahe kein Unterschied im Informationsgehalt festgestellt werden konnte 

(John et al. 2004, Schaid et al. 2004). 

 

Die in dieser Arbeit vorliegenden Kopplungsanalysen, wurden mit den 10K-Arrays von Affymetrix 

durchgeführt. Es sollte anhand von 3 verschiedenen Krankheitsbildern untersucht werden, inwieweit 

sich SNP-Arrays zur Kopplung von Krankheiten im Vergleich zu Mikrosatelliten eignen. 

 

Die erste Kopplungsanalyse wurde mit 5 Familien mit insgesamt 7 betroffenen Familienmitgliedern 

durchgeführt, bei denen eine erbliche hypophosphatämische Rachitis mit Hyperkalziurie (HHRH) 

festgestellt wurde. Nach der Analyse der Genotypen, die mit den 10K-Arrays gewonnen wurden, 
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konnte keine Kandidatenregion identifiziert werden. Da eine zweite Plattform zur Verfügung stand, 

wurde in zwei der 5 Familien die Kopplungsanalyse mit dem Linkage IV Panel von Illumina wiederholt. 

Das Ergebnis zeigte einen signifikanten LOD Score am Ende des langen Armes von Chromosom 9. 

Um einen Hinweis auf die Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse zu erhalten, wurden die zwei 

Array-Typen in dieser Region miteinander verglichen. Der Anfang der 2.7 Mb großen 

Kandidatenregion wurde durch die erreichten LOD-Score-Werte bei dem Marker rs3132332 auf dem 

Illumina-Array festgelegt. Der Vergleich mit dem Affymetrix-Array zeigte, dass auf diesem Array 

lediglich ein SNP (rs1105176) in der Kandidatenregion liegt und deshalb nicht genügend Information 

für eine Kopplung zur Verfügung stand. Zur Bestätigung der Kopplung wurden noch 5 

Mikrosatellitenmarker untersucht, die das Ergebnis verifizieren konnten. Die Sequenzierung des 

Kandidatengens SLC34A3 zeigte Mutationen in allen betroffenen Individuen. 

 

Die zweite Kopplungsanalyse wurde mit 3 Familien mit einer autosomal-rezessiven 

Hypophosphatämie (ARHP) durchgeführt, von denen 9 Familienmitglieder betroffen waren. Die 

Ergebnisse der 10K-Arrays konnten eine signifikante Kopplung am langen Arm des Chromosoms 4 

identifizieren. Aus der Region, die 4.6 Mb groß war, wurden 5 Kandidatengene ausgewählt und 

sequenziert. In allen betroffenen Personen konnten Mutationen im Gen DMP1 gefunden werden. 

 

Die Identifizierung der Krankheitsgene in den Familien mit HHRH und ARHP und die anschließenden 

proteinbiochemischen Untersuchungen, die von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe durchgeführt wurden 

ermöglichten weitere Einblicke in den Stoffwechselweg des Phosphats. Eine Schlüsselrolle in der 

Phosphathomöostase fällt dem Fibroblastenwachstumsfaktor FGF23 zu, ein sezerniertes Protein mit 

phosphaturischer Wirkung (Abb 25). Aktivierende Mutationen in FGF23 führen zur autosomal-

dominanten Hypophosphatämie (ADHR) (The ADHR Consortium 2000, White et al. 2001, Benet-

Pages et al. 2004). Die Familial Tumoral Calcinosis (FTC), bei der eine Hypophosphatämie vorliegt, 

wird durch inaktivierende Mutationen in FGF23 oder durch Mutationen in der UDP-N-acetyl-alpha-D-

galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3 (GALNT3) verursacht (White et al. 

2001, Shimada et al. 2001, Yamazaki et al. 2002, Jonsson et al. 2003). PHEX ist ein Membranprotein 

mit Endopeptidaseaktivität, das im Stoffwechselweg vor FGF23 liegt. Durch den Funktionsverlust von 

PHEX wird eine Inaktivierung von FGF23 verhindert (The HYP Consortium 1995). Bisher war es aber 

nicht möglich eine direkte Interaktion zwischen PHEX und FGF23 zu zeigen. Zirkulierendes FGF23 
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erniedrigt in den proximalen Tubuluszellen der Niere die Expression und Produktion von SLC34A1 

und SLC34A3, zwei Natrium/Phosphat-Kotransportern. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

Mutationen in SLC34A3 zu der erblichen hypophosphatämischen Rachitis mit Hyperkalziurie (HHRH) 

führen. Weiterhin konnte die Ursache für die autosomal-rezessive Hypophosphatämie (ARHP) 

aufgeklärt werden, bei der erhöhte FGF23-Spiegel vorliegen. ARHP entsteht durch Mutationen in 

DMP1, ein Protein, das in Knockout-Mausmodellen zu verkürzten Knochen und Wirbeln und in älteren 

Tieren zu sklerotischen Veränderungen der Langknochen führt (Ye et al. 2005).  

 

 

 

Abb. 25  Bisher bekannte Proteine im Phosphatstoffwechsel 
In der Abbildung sind die Proteine in Kästchen dargestellt, bereits bekannte Proteine 
in schwarz, die während der Arbeit neu identifizierten Proteine in rot. Die Abkürzungen 
der jeweiligen Krankheit sind kursiv geschrieben. 

 

In der dritten Kopplungsanalyse wurde eine Familie mit einem spondylo-oculärem Syndrom (SOS) 

untersucht. Die Analyse der Daten, die aus den 10K-Arrays gewonnen wurden, zeigten eine 

signifikante Kopplung auf dem langen Arm des Chromosoms 17 an. Die 11 Mb große Region wird 

durch 7 SNPs angezeigt, die zum Teil weit auseinander liegen. Die Feinkartierung mit 11 

Mikrosatellitenmarkern konnte die Region auf 5.3 Mb eingrenzen. Es wurden insgesamt 26 

Kandidatengene ausgewählt und sequenziert. In keinem der Gene konnten Mutationen gefunden 

werden. Weitere Schritte zur Identifizierung der krankheitsverursachenden Mutation dieser Familie 

könnte die Sequenzierung weiterer Gene oder die Eingrenzung durch Kopplungsanalysen in weiteren 

Familien mit SOS sein. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Ursache für die Entstehung von SOS 

nicht geklärt werden. 

PHEX 

SPCs 

GALNT3 

FGF23 

SLC34A3 

DMP1 

XLH 

Endopeptidase 

Subtilisin-like Proprotein 
Convertasen 

N-Acetylgalactosaminyl-
transferase 

FTC 

ADHR 

Phosphaturischer 
Faktor 

Renale 
Phosphatreabsorbierung 

SLC34A1 

ARHP 

Knochenbildung 

Natrium/Phosphat-
Kotransporter 

Inhibierung? 

Spaltung 

O-Glycosylierung 

Inhibierung 

HHRH 

Inhibierung 



Diskussion 

97 

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass SNP-Arrays zur Identifizierung von Kandidatenregionen bei 

Kopplungsanalysen geeignet sind, da sie schnell Genotypen erzeugen können, eine geringe 

Ausgangsmenge an DNA benötigen und die Möglichkeit des Hochdurchsatzes bieten. Es konnten 

aber auch einige Beeinträchtigungen festgestellt werden. In den Familien mit HHRH konnte mit den 

10K-Arrays von Affymetrix keine signifikante Kopplung festgestellt werden, da in dieser Region die 

Dichte an SNPs nicht ausreichend war. In der Familie mit SOS konnte zwar eine Kandidatenregion 

identifiziert werden, aber die Anzahl an SNPs in dieser Region ist so gering, dass eine Eingrenzung 

der Region mit Mikrosatellitenmarkern möglich war. So müssen zum einen die Verteilung der SNPs 

auf dem jeweiligen Array und zum anderen die sich eventuell daraus ergebenden Lücken mit in 

Betracht gezogen werden. Eine Möglichkeit solche Lücken zu schließen, ist eine Erhöhung der 

Markerdichte auf dem Array. Dabei muss aber beachtet werden, dass sich die Marker nicht in einem 

Kopplungsungleichgewicht befinden und es dadurch zu einer Inflation der LOD Score-Werte kommt. 

Es besteht z.B. die Möglichkeit, statt der 10K-Arrays die 100K-Arrays zu verwenden, die eine 10-mal 

höhere Markerdichte haben, und dann gezielt SNPs auszuwählen, die für Kopplungsanalysen 

geeignet sind. 

 

 

 

2 Kopienzahlvariationen 

 

Die genetischen Ursachen von mentaler Retardierung sind heterogen und mit den heutzutage 

üblichen Diagnostikmethoden meist nicht zu klären. Eine Möglichkeit, um kleine Deletionen oder 

Duplikationen zu entdecken, die einen starken Einfluss auf seltene Phänotypen haben können, bietet 

die Hybridisierung von DNA-Proben auf SNP-Arrays. Diese Technologie, die ursprünglich entwickelt 

wurde, um SNPs für genomweite Assoziationsstudien zu identifizieren und zu untersuchen, eignet 

sich auch für die Detektierung von submikroskopischen CNVs. In dieser Studie wurden Arrays 

verwendet, die das gesamte Genom mit zweimal 50000 SNPs abdecken, um 71 Patienten mit 

mentaler Retardierung zu untersuchen. 
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2.1 Unterscheidung zwischen Polymorphismen und path ogenen CNVs 

 

Die Suche nach pathogenen CNVs wird erschwert durch die Tatsache, dass jedes Individuum CNVs 

von einer Gesamtlänge von ca. 5 Mb hat (Redon et al. 2006; de Vries et al. 2005; Iafrate et al. 2004; 

Sebat et al. 2004, Conrad et al. 2006; McCarroll et al. 2006; Hinds et al. 2006; Sharp et al. 2005; 

Tuzun et al. 2005). Je größer solche Polymorphismen sind, desto seltener kommen sie in der 

Population vor (Conrad et al. 2006). Es ist daher wichtig, Polymorphismen von pathogenen CNVs 

unterscheiden zu können. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde wurden folgende Kriterien für die Auswahl der pathogenen CNVs 

gesetzt: 

1) Durch Einbeziehung der parentalen DNA untersucht, ob eine CNV de novo entstanden ist und 

damit möglicherweise pathogen sein könnte. 

2) Anhand von Datenbanken und Literatur wurden die CNVs mit bekannten Syndromen 

verglichen. 

3) Bereits bekannte Polymorphismen wurden durch einen Vergleich mit der DGV 

ausgeschlossen. 

4) CNVs, in denen keine Gene lagen, wurden nicht weiter untersucht. 

 

Ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung, ob eine CNV pathogen ist, ist der Nachweis, dass die 

CNV de novo entstanden ist. Da aber die Frequenz, mit der de novo CNVs in Neugeborenen 

vorkommen, auf 1:8 bzw. 1:50 geschätzt wird, ist es offensichtlich, dass nicht von allen angenommen 

werden kann, dass sie pathogen sind (van Ommen 2005). Im Gegensatz dazu ist es auch bekannt, 

dass eine vererbte CNVs bei einem Elternteil unauffällig sein kann und es bei dem Kind zur 

pathogenen Ausprägung kommt. Diese CNVs stellen ein Risiko dar, pathogen zu werden, durch 

Variationen in der Sequenz des zweiten Allels oder durch den genetischen Hintergrund. Datenbanken, 

die Informationen über CNVs von gesunden und kranken Individuen erfassen, werden immer 

unerlässlicher werden, um die Risiken richtig einschätzen zu können. 
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2.2 Pathogene CNVs 

 

Mit dem 100K-Array von Affymetrix war es möglich, 11 Deletionen oder Duplikationen zu identifizieren, 

die als Ursache für die mentale Retardierung angesehen werden können. Diese CNVs sind entweder 

de novo entstanden oder sie entsprechen bereits bekannten Deletions-/Duplikations-Syndromen, die 

mit bestimmten Krankheitsbildern assoziiert sind. Die Detektionsrate von pathogenen CNVs in dieser 

Studie lag bei 16%. Eine von Friedman et al. durchgeführte Studie an mental retardierten Kindern, die 

mit den 100K-Arrays untersucht wurden, brachte bei 11 von 100 Kindern pathogene CNVs hervor 

(Friedmann et al., 2006). Eine weitere Studie auf diesem Gebiet wurde von de Vries und seinen 

Kollegen mit array-CGH durchgeführt (de Vries et al., 2005). Auch hier war der Prozentsatz von 10% 

der entdeckten pathogenen CNVs vergleichbar mit der vorliegenden Studie. 

 

Pathologische CNVs verursachen die jeweilige Erkrankung durch Unterschiede in der Genexpression. 

Transkriptionsfaktoren sind die Gruppe von Genen, die am empfindlichsten auf Dosisunterschiede 

reagieren (Seidman et al. 2002). Alle CNVs in dieser Studie, mit Ausnahme der Deletionen in 2q23.1, 

17q21.31 und der Duplikation in Xp22.31, enthalten mindestens ein Gen, das in den 

Transkriptionsprozess verwickelt ist. Insgesamt sind 189 Gene in den CNVs deletiert oder dupliziert, 

davon haben 129 einen Eintrag im Gene Ontology Consortium und 16 Gene sind direkt als 

Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Dieser Anteil an Transkriptionsfaktoren ist aber nicht höher als im 

Genomdurchschnitt. 

 

2.2.1 CNVs, die von low-copy repeats (LCRs) flankie rt werden 

 

CNVs entstehen durch nicht-allelische homologe Rekombination zwischen annähernd identischen, 

duplizierten Sequenzen, die die CNV flankieren (Stankiewicz et al. 2002; Lupski 2004; Lupski et al. 

2006). Diese segmentalen Duplikationen, auch low-copy repeats (LCRs) genannt, sind Sequenzen im 

Genom mit über 90% Sequenzidentität und einer Größe von über 1 kb (Bailey et al. 2002; Cheung et 

al. 2003). Ungefähr 5% des menschlichen Genoms bestehen aus LCRs (Bailey et al. 2001; Bailey et 

al. 2002). In der vorliegenden Studie waren fünf CNVs (45%) von LCRs flankiert. Aber nicht nur LCRs 

markieren Regionen, in denen CNVs gehäuft vorkommen, auch andere hoch repetitive Sequenzen 

(Alu-Elemente, LINEs und SINEs) können eine Rekombination begünstigen (Deininger et al. 1999; 
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Shaw et al. 2004). Es wird auch vermutet, dass die Entstehung und Struktur von LCRs mit Alu-

Sequenzen assoziiert ist. Alu-Sequenzen wurden an den Bruchpunkten von Gene oder Pseudogenen 

in LCRs auf dem Chromosom 22q11 gefunden (Babcock et al. 2003). 

 

In zwei Fällen entsprachen die CNVs schon beschriebenen Deletions- oder Duplikationssyndromen. 

Von dem Patienten 29922, bei dem das 8p23.1-Deletionssyndrom vorliegt, wurden drei unabhängige 

Karyogramme angefertigt, die alle einen Verdacht auf Strukturänderungen im kurzen Arm des 

Chromosoms 8 zeigten. Es wurde daraufhin eine FISH-Analyse der entsprechenden Region 

durchgeführt, die aber keine strukturelle Auffälligkeiten in Chromosom 8p23 oder der Telomerregion 

finden konnte. Die Untersuchung des Patienten mit den SNP-Arrays konnte eine Deletion in 

Chromosom 8p23.1 nachweisen. Der zweite Patient (ID 27737) ist vom 17p11.2 Duplikationssyndrom 

betroffen, das klinisch nicht leicht zu diagnostizieren ist. 

Bei beiden Patienten wurden in der Differentialdiagnose bereits Syndrome in Betracht gezogen, die 

aber mit Hilfe der vorliegenden Symptomatik und der diagnostischen Verfahren in der 

Routineuntersuchung nicht verifiziert werden konnten. Die Untersuchung des Genoms mit den 100K-

Arrays hilft bei der Verifizierung oder Widerlegung von vermuteten Syndromen weiter, wenn in der 

Routinediagnostik keine klare Aussage getroffen werden kann. 

 

Bei der Untersuchung des Patienten 30428 wurde eine Deletion auf dem Chromosom 17q21.3 

festgestellt. Im Verlauf dieser Arbeit wurden von drei Arbeitsgruppen 10 Patienten mit der gleichen 

Deletion (Sharp et al., 2006, Koolen et al., 2006, Shaw-Smith et al., 2006) gefunden. Die Genotyp-

Phänotyp-Beziehung aller Patienten führte zur Definierung des 17q21.3- Mikrodeletionssyndrom. Die 

Deletion liegt in einem Inversionspolymorphismus von ca. 900 kb, der vor ca. 1 Million Jahren 

entstanden ist. Die beiden Haplotypen (H1 und H2) lassen sich anhand von SNP-Markern 

unterscheiden. Liegt der H2-Haplotyp vor, kommt es bisher in allen Fällen zu einer nicht-allelischen 

homologen Rekombination, da der H2-Haplotyp einen direkt orientierten LCR hat. Auch der Patient 

30428 hat die Deletion auf dem paternalen H2-Allel und bestätigt so den Mechanismus der CNV. 

 

Auf den Chromosomen 15q25.2 und Xp22.31 wurden CNVs identifiziert, die möglicherweise neue 

Deletions- bzw. Duplikationssyndrome sein könnten. Da beide CNVs von direkt orientierten LCRs 

flankiert sind, ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass diese CNVs häufiger vorkommen. Im Fall des 
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Patienten 29836 wurde die Duplikation von der phänotypisch gesunden Mutter auf den Sohn vererbt. 

Untersuchungen zur X-Inaktivierung zeigten, dass bei der Mutter das Allel mit der Duplikation nicht-

zufällig inaktiviert ist. Daher fungiert die Mutter nur als Überträgerin der Duplikation, ohne selbst 

betroffen zu sein. Über weitere Fälle von Duplikationen auf Chromosom Xp22.31, assoziiert mit 

mentaler Retardierung und autistischem Verhalten, wurde inzwischen berichtet (Horn et al. 2007). 

Im Gegensatz dazu wurden bisher keine Patienten mit einer Deletion auf Chromosom 15q25.2 

beschrieben.  

 

2.2.2 CNVs, ohne flankierende LCRs 

 

In insgesamt sieben Patienten traten CNVs auf, die nicht mit LCRs flankiert waren. Die Entstehung 

dieser CNVs lässt sich wahrscheinlich auf Doppelstrangbrüche oder Repeats zurückführen. 

 

Es gibt die Möglichkeit, dass repetitive Sequenzen, wie LINEs (long interspersed nuclear elements), 

SINEs (short interspersed nuclear elements), LTRs (long tandem repeats) oder auch AT-Repeats die 

Bildung von CNVs begünstigen. Tandemrepeats sind Sequenzen, die häufig wiederholt und über das 

gesamte Genom verteilt sind. Zu der Familie der SINE-Sequenzen gehört die Familie der Alu-

Repeats, die über 10% des menschlichen Genoms ausmachen (Batzer et al. 2002). Untersuchungen 

von Bruchpunkten des Dystrophin-Gens (DMD), das assoziiert ist mit der Duchenne’schen 

Muskeldystrophie, zeigten eine Verteilung der Bruchpunkte über das gesamte Gen. Bei 33% lag der 

Bruchpunkte in Alu-Sequenzen oder LTRs (long tandem repeats) (Nobile et al. 2002). AT-reiche 

Repeats können zur Bildung von Haarnadelstrukturen führen, die wiederum einen Doppelstrangbruch 

induzieren können (Shaw et al. 2004). 

 

Der Mechanismus, der nach Doppelstrangbrüchen zur Bildung von Deletion oder Duplikationen führt, 

ist die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ). Bei der NHEJ werden zwei DNA-Enden direkt 

miteinander verknüpft, die normalerweise keine oder nur sehr kurze Homologien zeigen. Für die 

Verknüpfung wird eine Reihe von Proteinen benötigt, die Doppelstrangbrüche in der DNA wieder 

zusammenfügen. Dabei kann es zu Umstrukturierung und damit zu Deletionen, Insertionen und 

Duplikationen der betroffenen Chromosomen kommen (Tsukamoto et al. 1998; Lupski et al. 2005; 

Sonoda et al. 2006; Lieber et al. 2006). 
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2.2.3 Bestätigung der Bruchpunkte 

 

Die Größe der Deletionen, die aus den Ergebnissen der 100K-Arrays gewonnen wurden, stimmte nur 

ungefähr mit den tatsächlichen Größen überein. In 6 Patienten mit Deletionen wurde versucht, durch 

quantitative PCR die Bruchpunkte exakter zu bestimmen. In drei Patienten konnte ein Junction 

Fragment über das deletierte Allel amplifiziert werden und so die exakte Länge der Deletion mit den 

Bruchpunkten definiert werden. In den anderen drei Deletionen konnte die mögliche Bruchpunktregion 

nur eingegrenzt werden. In der Tabelle 9 wurden die Ergebnisse der 100K-Arrays mit den 

Ergebnissen der quantitativen PCR verglichen.  

 

Tabelle 9 Vergleich der Größenangaben von Deletionen zwischen 100K-Arrays und 
quantitativer PCR 

 
Tabelle 9  Vergleich der Deletionen 100K-Array und qPCR 
ID Größe Größe Position des Position des 
 100K (Mb) qPCR (Mb) proximalen Bruchpunkts distalen Bruchpunkts 
27384 7.5 7.7 1845622500-184563500 192357500-192359000 
30437 3.8 3.4 7193050-7193200 3819200-3826600 
30375 2.7 2.9 12588557 9666569 
28735 2.0 2.2 2194400-21980000 1-17450 
29195 0.2 0.21 148752797 148964667 
29945 0.44 0.5 70807767 71306066 

 

 

2.2.4 CNVs mit nur einem deletierten Gen 

 

In zwei Patienten konnten Deletionen identifiziert werden, die jeweils nur ein Gen enthalten. Bei einem 

Patienten ist es relativ wahrscheinlich, dass die Deletion die Ursache der Erkrankung ist. In dem 

zweiten Patienten kann nur vermutet werden, dass die Deletion pathogen sein könnte, da nicht 

nachgewiesen werden konnte, ob die Deletion de novo entstanden ist. 

 

Der Patient 29195 hat eine Deletion auf Chromosom 2q23.1, die das Gen MBD5 betrifft. Von dem 

Gen sind ein nicht-kodierendes und sieben kodierende Exons deletiert. In der Literatur finden sich 

zwei Berichte und ein Eintrag in der DECIPHER Datenbank, über Deletionen in dieser Region, die 

einige Gene, unter anderen auch MBD5, betreffen (de Vries et al., 2005, Koolen et al, 2004). Ein 

gemeinsames Symptom vom Patienten 29195 und von zwei Patienten aus den anderen Studien, sind 

epileptische Anfälle. Ein Mutationsscreening mit DNAs von 415 Kindern mit ungeklärter mentaler 

Retardierung brachte 4 Missense-Varianten, die in 660 Kontrollen nicht auftraten. Außer den 
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Missense-Varianten wurden keine weiteren Variationen, wie Deletionen oder Nonsense-Mutationen 

gefunden. Da die parentale DNA der 415 Kinder nicht zur Verfügung stand, konnte nicht überprüft 

werden, ob diese 4 Missense-Varianten de novo entstanden sind. Um bestätigen zu können, dass 

Mutationen im Gen MBD5 pathogen sind, muss ein Screening mit mental retardierten Patienten 

durchgeführt werden, die an epileptischen Anfällen leiden und deren Eltern ebenfalls untersucht 

werden können. 

 

Bei dem Patienten 29945 wurde ebenfalls eine Deletion gefunden, die nur ein Gen betrifft. Bei dieser 

CNV sind die kodierenden Exons 7 bis 21 des Gens FOXP1 deletiert. FOXP1 hat ein Homolog, 

FOXP2, mit dem es zusammen in mehreren Arealen des Gehirns koexprimiert wird. Es ist bekannt, 

dass heterozygote Mutationen in FOXP2 zu verbaler Dyspraxie führen (Feuk et al. 2006). FOXP1 und 

FOXP2 werden im Gehirn koexprimiert (Teramitsu et al. 2004). Dies legt den Verdacht nahe, dass 

Mutationen in FOXP1 auch zu Störungen der Sprachentwicklung führen könnten. Der Patient 29945 

ist von einer Sprachretardierung betroffen, womit die Vermutung unterstützt wird, dass die Deletion 

von FOXP1 pathogen sein könnte. Da aber der Vater nicht zur Untersuchung zur Verfügung stand, 

konnte nicht geklärt werden, ob die Deletion de novo entstanden ist. An den Bruchpunkten gibt es 

weder palindromische Sequenzen noch andere Ähnlichkeiten zwischen den Bruchpunktregionen. Die 

interstitielle Deletion ist vermutlich durch einen Doppelstrangbruch und nicht-homologe 

Endverknüpfung entstanden. Von der Deletion betroffen sind auch, mit Ausnahme einer Isoform, alle 

Isoformen des Gens FOXP1, die durch alternatives Splicen entstehen. 

 

Ein Screening von Patienten mit mentaler Retardierung auf Veränderungen in FOXP1 führte zwar zu 

der Identifizierung von 3 Missense-Varianten, brachte aber auch keinen endgültigen Beweis für die 

Pathogenität dieser Deletion, da wieder keine parentale DNA untersucht werden konnte. Ein weiteres 

Screening von Patienten, die zusätzlich zur mentalen Retardierung auch Probleme mit der 

Sprachentwicklung haben und ihren Eltern, kann neue Erkenntnisse bringen. 
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2.3 CNVs an Bruchpunkten von Translokationen 

 

Es wurden 4 Patienten untersucht, die nach zytogenetischer Diagnostik scheinbar balancierte de novo 

Translokationen hatten, obwohl alle Patienten eine komplexe Symptomatik aufwiesen. Dazu wurde 

noch eine fünfte Translokation überprüft, die bereits in der Chromosomenanalyse eine Deletion an 

einem der Bruchpunkte zeigte. Nach der Auswertung der Daten der 100K-Arrays wurden in 4 

Patienten Deletionen an einem oder mehreren Bruchpunkten gefunden. Nur im Fall des Patienten 

29200 konnte keine CNV entdeckt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der 100K-Arrays 

Bruchpunkte von Translokationen auf CNVs untersucht werden können, die in der Routinediagnostik 

der Zytogenetik balanciert erscheinen. Die Positionen der Deletionen, die mit den 100K-Arrays 

identifiziert wurden, weichen bei den meisten Patienten von den Positionen aus der Zytogenetik ab. 

Die Angabe der Lage von Translokationen ist mit Hilfe der FISH-Technik wesentlich ungenauer als es 

mit den SNP-Arrays möglich ist. 

 

2.4 Eignung von SNP-Arrays zur Identifizierung von CNVs 

 

In dieser Studie wurden CNVs mit einer Größe von 10 kb bis 7.5 Mb identifiziert und verifiziert. Mit 

mikroskopischen Techniken der Zytogenetik ist es nur möglich, CNVs mit einer Größe von mindestens 

5-10 Mb zuverlässig nachzuweisen. 

 

Die Qualität der Daten war in dieser Studie sehr variabel und abhängig von den experimentellen 

Umständen. Diese Einschränkung muss bei der Analyse der Daten berücksichtigt werden. Es wurde 

gezeigt, dass 20 aufeinander folgende SNPs eine CNV verlässlich anzeigen, während in dem Bereich 

von 5 bis 20 deletierten oder duplizierten SNPs, die CNVs eine Falsch-Positiv-Rate von 30% hatten. 

 

Mit der Entwicklung von neuen Arrays und Protokollen, die experimentelle Fehler reduzieren und ein 

besseres Signal-Rausch-Verhältnis erreichen, wird sich die Auflösung weiter verbessern und kleinere 

CNVs bis zur Ebene einzelner Exons detektieren. 
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