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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Struktur menschlicher Chromosomen und Organisation
repetitiver Sequenzen

Der menschliche Chromosomensatz besteht in somatischen Zellen aus 22
Autosomen-Paaren und 2 Gonosomen. Nach GréRe, Zentromerlage und Bénderung

werden die menschlichen Chromosomen in 7 Gruppen unterteilt (Rooney, 2001):

Gruppe A (Chr.1,2,3); Gruppe B (Chr.4,5); Gruppe C (Chr.6,7,8,9,10,11,12,X);
Gruppe D (Chr.13,14,15); Gruppe E (Chr.16,17,18); Gruppe F (Chr.19,20); Gruppe G
(Chr.21,22,Y)

Neben kodierenden Abschnitten nicht repetitiver DNA enthalt menschliche DNA
verschiedene, meist nicht kodierende, hochrepetitive DNA-Sequenzfamilien, die in

zwei Gruppen unterteilt werden (Strachan & Read, 2004):

A: Tandemartig wiederholte, nicht-kodierende DNA-Sequenzen

Sie werden beim Menschen in drei Hauptgruppen unterteilt:

1. Satelliten-DNA (a-Satellit, p-Satellit, und Satelliten 1, 2 und 3;
Wiederholungseinheit: 5-171bp).

Der grofdte Teil des Heterochromatins (hochkondensierte Regionen mit wenigen oder
keinen exprimierten Genen) besteht aus Satelliten-DNA. Sie kommen meistens in
der N&he der Zentromerregionen vor.

2. Minisatelliten-DNA (Telomerfamilie (Wiederholungseinheit: 6bp), hypervariable
Familie (Wiederholungseinheit: 9-24bp)). Sie sind meist G-reich und befinden sich
haufig in der Nahe von Telomeren (Jefferys, 1987) und kénnen mehrere Kilobasen
(kb) lang sein.

3. Mikrosatelliten-DNA

Sie sind einfache Sequenzwiederholungen (simple sequence repeats, SSR,;
Wiederholungseinheit: 1-12bp), die am haufigsten als Dinukleotidwiederholungen

vorkommen und Uber das gesamte Genom verstreut sind.
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Tandemférmige, repetitive Sequenzen sind haufig an Chromosomenaberrationen
durch Sequenzaustausch zwischen allelen und nicht allelen Sequenzen beteiligt.
Solche Polymorphismen (variable number of tandem repeat (VNTR)
Polymorphismen) sind haufig hochpolymorph und informativ. Die VNTR-Analyse in
Mikro- und Minisatelliten hat eine wichtige Anwendung bei genetischen

Untersuchungen (wie z. B. bei “DNA-Fingerprinting“ und “Linkage-Analyse®).

B: Verstreute repetitive, nicht-kodierende DNA-Sequenzen

Sie werden in vier Klassen unterteilt:

1. SINEs (short interspersed repeated elements) (Alu-Familie, MIR-Familien)

Die SINE-Sequenzen sind etwa 100-400bp lang. Alu-Familie kommen zum Beispiel
im menschlichen Genom etwa alle 4kb vor.

2. LINEs (long interspersed repeated elements)

Menschliche LINE-Sequenzen bilden drei verwandte Familien: (LINE-1, LINE-2 und
LINE-3). Sie kommen im menschlichen Genom etwa alle 50kb vor.

3. LTR (long terminal repeat)-Elemente

4. DNA-Transposons

LTR und DNA-Transposons sind in mehrere Gruppen unterteilt und kommen im
menschlichen Genom etwa 800,000 mal vor. Die Gruppe B macht damit ca. 46% des
menschlichen Genoms aus (International Human Genome Project Sequencing
Consortium 2001)

Diese Strukturelemente menschlicher Chromosomen lassen sich durch die GTG (G-
bands by trypsin using Giemsa) Technik farberisch darstellen. Die GTG-Banderung
ist die Standardmethode fir Chromosomenanalysen zur Erfassung numerischer und
struktureller Aberrationen. Nach Inkubation der auf Objekttragern fixierten
Chromosomen in Trypsinldsung erfolgt eine Inkubation mit Giemsalésung - dieser
Farbstoff wird in die DNA des Chromatins gelagert. Die Chromosomen zeigen ein
typisches Bandenmuster. G™-Banden unterscheiden sich von G“-Banden in
Kondensation, dem Gengehalt und der zeitlichen Replikation (Jodo et al., 1997;
Sadoni et al., 1999). Die dunklen Banden (G') sind spét replizierend und enthalten
stark kondensiertes Chromatin, die hellen Banden (G") dagegen sind friih
replizierend und enthalten deutlich mehr Gene. Mit diesen konventionellen

Banderungstechniken lassen sich Chromosomenanalysen bis zu einer Auflésung von
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ca. 5Mb im Lichtmikroskop erreichen. FlUr eine genauere strukturelle
Chromosomenanalyse haben sich molekularzytogenetische Methoden bewéhrt, bei
denen durch Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH-Technik: Harper und
Saunders, 1981) fast jede Region der menschlichen Chromosomen darstellbar und
analysierbar ist. Im Gegensatz zur konventionellen Zytogenetik ist mit der FISH-
Methode eine chromosomale Strukturanalyse bis zu einer Auflésung von ca. 100kb
mdglich. Fur die Herstellung geeigneter FISH-Sonden kénnen fluoreszenzmarkierte
BAC (Bacterial Artificial Chromosome)-DNA verwendet werden. BACs dienen als
Vektoren und erlauben im Gegensatz zu Cosmiden und Plasmiden die Klonierung
von grélReren Genomabschnitten von ca. 10 bis 300kb (Shizuya et al., 1992). BAC
Bibliotheken enthalten Uberlappende Klone, die fast das gesamte menschliche
Genom abdecken. Chromosomaberrationen wie Deletionen, Translokationen,
Inversionen oder Ringchromosomen kénnen durch geeignete spezifische BACs (als

FISH-Sonden) untersucht werden, wenn deren genaue Position bekannt ist.

1.2 “Fragile Sites (FSs)“

FSs sind spezifische, instabile Regionen in Chromosomen, die unter bestimmten
Kulturbedingungen haufiger brechen oder sich als férberische Fehlstellen in
Metaphasen darstellen (Abbildung 1.1). FSs (ca. 125 beim Menschen; siehe Tabelle
81 und 8.2) sind auf den meisten Chromosomen zu finden
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Update: 30.04.2009). Wahrend das Chromosom 1 13

FSs aufweist, finden sich z.B. beim Chromosom 21 und Y-Chromosom keine.

Abb. 1.1: Auswabhl einiger FSs (Pfeile) an menschlichen Metaphasechromosomen

FSs manifestieren sich in Form von Briichen und lassen sich als ungefarbte Licken darstellen.
Giemsafarbung, ohne Trypsin-Behandlung (modifiziert nach Sutherland G.R. und Hecht F., 1985).

Die meistens FSs lassen sich nur durch bestimmte Chemikalien in
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Metaphasenchromosomen induzieren. Nach der Haufigkeit (nachgewiesen mit
zytogenetischen Methoden) und den Kulturbedingungen werden FSs in zwei
Hauptgruppen unterteilt: Common Fragile Sites (CFSs) und Rare Fragile Sites
(RFSs) (Sutherland und Richards, 1995). Diese zwei Hauptgruppen werden nach der

Induzierbarkeit mit verschiedenen Chemikalien in 6 Subgruppen unterschieden
(Abbildung 1.2).

davon sind charaktensiet

[ '/- FRA1E;2G;3B;4F;6E;6F;6
Aphidicolin-Typ — H;7E;7 G;7H;71;7K;
Anzahl: 82 8C9E;11G;12F;134,13E1
6D;18C . XB
comman BrdU-Typ
Anzahl: 93 Anzahl: 7 =l ] FRATH |
S-Azacytidine-Typ
_ Anzahl: 4 » ] 0 |
Fragile Stellen | P S
-
Folateensitiv-Typ FRATDA;11A;11B;16A;
Anzahl: 23 ‘ xﬂ;KE:KF
rare
Anzahl: 30
Brdl-Typ
Anzahl: 2 — | FRA10B |
Distarmycin A-Typ
Anzahl: 5 - | FRA16B |
— \
Hicht Klassifiziert
common;1
rare: 1

Abb. 1.2 Klassifizieruno von FSs
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1.2.1 ’Common Fragile Sites (CFSs)”

Unter Standard-Kulturbedingungen zeigen CFSs in der Regel keine Brichigkeit. Die
meisten CFSs lassen sich bei Metaphasechromosomen durch Aphidicolin, eine
Chemikalie, die die DNA-Polymerase a und & partiell inhibiert, induzieren (Reidy,
1988). Die nach Aphidicolin-Behandlung auftretende Brichigkeit wird auf
Replikationsfehler, entstanden durch Replikationsstress zurtckgefuhrt. Bei
mindestens drei CFSs (FRA3B und FRA7H, FRA16D) wurde gezeigt, dass sie in der
spaten S-Phase replizieren (Le Beau et al., 1998; Wang et al., 1999; Helman et al.,
2000, Palakodeti et al., 2004). CFSs sind kritische Stellen (,hotspots®), die eine
erhéhte SCE-Rate (sister chromatid exchange) aufweisen, was auf eine somatische
DNA-Instabilitdt hinweist (Glover et al., 1987). Die Tumorsuppressorgene FHIT
(fragile histidine triad gene) in FRA3B und WWOX (WW domain containing
oxidoreductase) in FRA16D sind durch partielle Deletionen, Amplifikationen oder
Translokationen in verschiedenen Krebsarten involviert (Druck et al., 1997; Dagmar
et al., 1997; Mimori et al., 1999; Paige et al., 2000; Bednarek et al., 2000; Ludes-
Meyers et al., 2003). Jeder Mensch hat eine bestimmte Anzahl von CFSs, die als
Manifestationen auf den mutterlichen und véterlichen Chromosomen weitervererbt
werden. CFSs wie andere FSs werden nach den Mendelschen Regel dominant
vererbt, kénnen aber zytogenetisch unterschiedliche Manifestationen aufweisen
(Sutherland & Hecht, 1985). Trotzt vieler molekulargenetischer und
molekularzytogenetischer Befunde ist die biologische und evolutionare Bedeutung
der FSs bisher nicht vollstédndig verstanden. Die CFSs sind im humanen Genom
unterschiedlich verteilt und umspannen verschieden grof3e Regionen von FRA7H mit
160kb (Mishmar et al., 1998) bis FRATH mit 10000kb (Curatolo et al., 2007). Wegen
dieser GroBenunterschiede der CFSs im humanen Genom (bis zum
Megabasenbereich) ist ihre Klonierung nicht einfach. CFSs weisen keine speziellen
Sequenzen auf, die man als Motif-Element erkennt. Bei einigen CFSs (FRA1H,
FRA3B, FRA7H FRA16D, FRAXB) wurden relativ AT-reiche Abschnitte gefunden, in
denen eine erhéhte DNA-Flexibilitat vorliegt (Arlt et al., 2002; Curatolo et al., 2007;
Mishmar et al., 1998; Ried et al., 2000; Zlotorynski et al., 2003). Von den bis jetzt
bekannten 94 CFSs (siehe Tabelle 8.1) sind nur 22 (ca. 23%) molekulargenetisch

oder molekularzytogenetisch charakterisiert.
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1.2.2 ’Rare Fragile Sites (RFSs)”’

RFSs werden im Unterschied zu CFSs aufgrund ihrer chemisch unterschiedlichen
Induzierbarkeit in eine Folat-sensitive und eine Nicht-Folat-sensitive Gruppe (Tabelle
1.1) unterteilt.

Klassifikation von RFSs Folat-sensitive Nicht-Folat-sensitive
RFSs RFSs
Chemikalien Folsédureantagonisten Distamycin A/ BrdU
Methotrexat/ Berenil/DAPI
Aminopterin/
Trimethoprim
Expandiertes Motiv (CCG oder CGG)n 33bp- ~42bp-Minisatelliten
Minisatelliten AT-reich
AT-reich
Beispiele FRAXA FRA16B FRA10B
(Xq27.3) (16921) (10925.2)
Expansionslange 0.06-5,5Kb 10-70Kb 5-100Kb

Tab. 1.1: Klassifikation von RFSs aufgrund ihrer Manifestation durch unterschiedliche Chemikalien

1.2.2.1 Folat-sensitive Gruppe
RFSs der Folat-sensitiven Gruppe manifestieren sich in Metaphasechromosomen,

wenn Folat-Mangel besteht oder ein Folsdureantagonist im Kulturmedium vorhanden
ist. Folsdure (Folat oder Vitamin By) ist der Vorlaufer (eine oxidierte Stammform) von
THF (Tetrahydrofolat), das in zwei Stufen zu aktivem Coenzym reduziert wird,
welches spéater an der Synthese von dTMP (Desoxythymidinmonophosphat) und
anschliefend an der DNA-Replikation beteiligt ist (Abbildung 1.3). Ein Mangel an
Folsdure fihrt wunter anderem zu einem DNA-Replikationsstress und
dementsprechend zu einer Manifestation von bestimmten RFSs. Chemikalien wie
Methotrexat, Aminopterin und Trimethoprim sind DHF (Dihydrofolat)-Antagonisten,
die kompetitiv an die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) mit einer ca. 1000fach héheren
Affinitat als DHF selbst binden kénnen (D. Voet & J. G. Voet, 2002).
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Thymidylat-Synthase
duMp diMP  4T7p DN A-Replikation

Thymidin dATR dCTP LB

Folat

N*N1%Methylen-THF RN-Reduktase

DHF-Reduktase COP

-_-ll Methotrexat

SHM-Transferase ;
(Folatantagonist)

Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung der Rolle von Folséure bei der DNA-Synthese

Mangel an Folsdure kann durch Stérung der DNA-Replikation (DNA-Replikationsstress) die
Manifestation von Folat-sensitiven-RFSs auslésen. DHF: 7,8-Dihydrofolat, THF-
Reduktase:Tetrahydrofolat-Reduktase, RN-Reduktase: Ribonukleotid-Reduktase, SHM-Transferase:
Serin-Hydroxymethyl-Transferase, FAUMP: 5-Fluordesoxyuridylat (modifiziert und vereinfacht nach
Sutherland G.R. und Hecht F., 1985; Roony D.E., 2001, und Voet D.,J.G. 2002).

Von den 31 zytogenetisch bekannten RFSs (siehe Tabelle 8.2) sind bis jetzt nur 9

kloniert und molekulargenetisch untersucht (Tabelle 1.2) worden:

RFSs Expansionseinheiten Referenzen

FRA10A (CGG)n Sutherland 1979; Sarafidou et al., 2004

FRA10B ~42bp Sutherland et al., 1980 und 1982; Hewett et al., 1998
AT-reiche Minisatelliten

FRA11A (CGG)n Debacker et al., 2007

FRA11B (CCG)n Voullaire et al.,1987; Jones et al., 2000

FRA16A (CCG)n Sutherland 1979; Nancarrow et al., 1994

FRA16B ~33bp Magenis et al., 1970; Schmid et al., 1980 und 1986; Callen et al.,
AT-reiche Minisatelliten | 1993; Yu et al., 1997

FRAXA (CGG/CCG)n Sutherland et al., 1977; Kremer et al., 1991; Verkerk et al., 1991;

Yu et al., 1991
FRAXE (CGG/CCG)n Sutherland und Baker 1992; Knight et al., 1993; Gecz et al., 1996
FRAXF (CGG)n Parrish et al., 1994; Ritchie et al., 1994

Tab. 1.2: Ubersicht zu 9 molekulargenetisch charakterisierten RFSs
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Bei allen bisher klonierten Folat-sensitiven RFSs findet sich eine Expansion der
Mikrosatelliten-Repeats CCG oder CGG, die in der normalen Bevélkerung in einer
Kopienzahlen von 4-50 vorliegen. Bei Tragern solcher RFSs kénnen diese
Mikrosatelliten-Repeats bis zu 1000mal expandiert sein. Im Gegensatz zu RFSs
ohne Krankheitswert (z.B. FRA16B) finden sich bei einigen RFSs klinische
Auffalligkeiten (Tabelle 1.3).

Krankheiten | Lokalisation Lokalisation Repeat- Stabile Unstabile |Fragilitat
auf dem am Sequenz Repeatanzahl | Repeatanzahl
Chromosomen Gen
FRAXA Xqg27.3 5'UTR (CGG)n 6-50 50-1000+ RFS
FRAXE Xq28 Promotor (CCG)n 6-25 200+ RFS

Tab. 1.3: Zwei Beispiele fiir expandierte Trinukleotid-Repeats mit Krankheitswert
FRAXA: Fragiles X-Syndrom , FRAXE: Fragiles XE-Syndrom, RFS: rare fragile site (modifiziert nach
Strachan & Read, 2004).

1.2.2.2 Nicht-Folat-sensitive Gruppe
Die Nicht-Folat-sensitive Gruppe wird aufgrund ihrer chemischen Induzierbarkeit in

zwei Hauptgruppen (BrdU-Typ und Distamycin-A-Typ) unterteilt (Tabelle 1.1). Bis
jetzt wurden nur FRA10B (BrdU-Typ) und FRA16B (Distamycin A-Typ) kloniert und
charakterisiert. Sie haben sehr ahnliche Strukturen und bestehen aus expandierten

AT-reichen Minisatelliten.

FRA10B

FRA10B ist durch BrdU induzierbar. BrdU ist ein Thymidin-Analogon, das bei der
DNA-Replikation eingebaut wird (Drouin et al., 1997). FRA10B besteht aus
expandierten AT-reichen Minisatelliten unterschiedlicher Lange (16-52bp), mit einer
durchschnittlichen Lédnge von ~42bp (Tabelle 1.2). FRA10B-Allele sind hypervariabel
und wurden in vier verschiedene Klassen unterteilt (Hewett et al. 1998): (kurz-normal,

intermediar-normal, lang-normal und expandiert).
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FRA16B

l. Zytogenetische Charakterisierung

Uber die Briichigkeit im langen Arm des Chromosoms 16 (16921) wurde bereits 1970
von Magenis et al. berichtet und als FRA16B zytogenetisch charakterisiert
(Abbildung 1.4). FRA16B-Expression (bzw. FRA16B-Manifestaion) kann spontan
entstehen oder durch bestimmte Chemikalien wie Distamycin A induziert werden.
Eine spate Replikation der FRA16B-Region, wie bei vielen anderen FSs, wurde
bereits in der Literatur berichtet (Handt et al., 2000). Uber eine Korrelation zwischen
der spontanen Manifestation und der Expansionslange der AT-reichen Minisatelliten
ist bisher in der Literatur nichts bekannt. Ebenso wurde bisher keine Klassifizierung
fur FRA16B aufgrund der Locus-Expansion publiziert. Schmid et al. (1980) konnten
zeigen, dass sich die Brichigkeit in 16921 bei Personen mit FRA16B durch
Distamycin A, einem Oligopeptid-Antibiotikum erhdéhen lasst. Auch mit anderen
Chemikalien wie Berenil, Netropsin, Hoechst 33248, Methylgrin und DAPI lassen
sich zytogenetische Briiche in 16921 induzieren (Sutherland et al., 1984; Schmid et
al., 1986). DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in der
Fluoreszenzmikroskopie zur DNA-Kontrastierung benutzt wird. DAPI zeigt eine
besonders hohe Affinitdt zu AT-reichen Regionen in der kleinen Furche der DNA
(Pineda De Castro und Zacharias, 2002). In Zellen von FRA16B-Trégern lassen sich
durch Einwirkung von DAPI bis zu 90% Briche in 16g21 induzieren (Schmid et al.,
1986).
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Chromosom 16
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Abb. 1.4 A: Die Lokalisation von FRA16B liegt im Bereich 16g21 bei ca. 64,914,000. (nach
http://genome.cse.ucsc.edu, HG18) B: Unterschiedliche chromosomale Manifestationen von
FRA16B: 1: nicht-geféarbte Liicken, 2: Chromatidbruch, 3: Azentrisches Fragment (schwarzer Pfeil).

Auf Chromosom 16 sind aulser FRA16B noch 4 weitere FSs bekannt (Abbildung 1.5).
Eine weitere fragile Stelle, FRA16C liegt in derselben Region 16q21(16q21=7,2MB)
aber nicht an demselben Locus wie FRA16B. FRA16C l&sst sich bei ihren Tragern
nur durch Aphidicolin induzieren (Zlotorynski et al., 2003).

Chromosom 16

FRA16B(RFS)
FRA16C(CFS)

[y
&
e
B2
16p13.11 16p12.1 16923.2
FRA16A FRA16E FRA16D
(RFS) (RFS) (CFS)

Abb. 1.5: Fragile Stellen auf Chromosom 16
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Il. Molekulargenetische Charakterisierung

FRA16B wurde durch positionelle Klonierung charakterisiert (Yu et al., 1997). Sie
besteht aus inhomogenen AT-reichen 33bp VNTR-Minisatelliten. In der europaischen
Population gibt es von den hypervariablen 33bp AT-reichen Minisatelliten der
FRA16B-Region normalerweise zwischen 7-12 Kopien (Abbildung 1.6). Die

Kopienanzahl kann auf bis zu 2000 expandieren (Yu et al., 1997).

1:ATATATTATATATTATATCTAATAATATATCTA
2:ATATATTATATATTATATCTA TAATATATA
3:ATATATTATATATTATATCTAATAATAT
4:ATATATTATATATTATATCTAATAATATATATA
5:ATATATTATATATTATATCTAAT TAT
6:ATATATTATATATTATATCTAATAAT
7:ATATATTATATATTATATCTAATAATATAT

ATATATTATATATTATATCTAATAATATATC/ATA <+—(Konsensus Motiv)

Zusammensetzung: GC=4%, AT=96%

Abb. 1.6: FRA16B-Expansion besteht aus sieben nicht perfekten tandem repetitiven Minisatelliten
(26-33bp) auf Chromosom 16. Expandiertes Motiv: 33bp-Sequenz mit einem SNP (single nucleotide
polymorphism) an Position 31 (modifiziert nach Yu et al., 1997).

lll. Haufigkeit (Populationsstudien)

Molekulargenetische Populationsstudien fiir die FRA16B-Region sind in der Literatur
nicht bekannt. Die zytogenetischen Ergebnisse von Populationsstudien zu FRA16B
sind nicht einheitlich. Unterschiede sind auf verschiedene eingesetzte AT-spezifisch
bindende Chemikalien zur FRA16B-Induzierung und auf verschiedene untersuchte
Populationen zurlckzufuhren. Sie variiert zwischen 1-5% in verschiedenen
Populationen (Sanfilippo et al., 1983; Sutherland, 1985; Schmid et al., 1986). Schmid
et al. (1986) fanden in Deutschland bei einem Kollektiv von 350 gesunden Personen
nur 2 spontane FRA16B-Falle (ca. 0,5%) und nach Induktion durch Zugabe von
Berenil 17 Falle (ca. 4,5%). Bei dieser Populationsstudie konnten keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt werden. Damit ist FRA16B die
haufigste vorkommende RFS beim Menschen. Bis dahin war FRA10B die haufigste
vorkommende RFS mit einer Pravalenz 1:40 (2,5%) gewesen (Sutherland et al.,
1982).
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IV. FRA16B und Assoziation mit klinischen Auffalligkeiten

Die meisten heterozygoten und homozygoten FRA16B-Trager sind Kklinisch
unauffallig (Schmid et al., 1980; Hocking et al.,, 1999). Ob die in einigen
Publikationen postulierte Korrelation zwischen der Manifestation von FRA16B und
klinischen Anomalien besteht, bleibt unklar (Shabtai et al., 1980 und 1983; Thestrup-
Pedersen et al., 1980; Bettex et al., 1998; McKenzie et al., 2002).

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Individuen mit einer heterozygoten zytogenetisch induzierbaren FRA16B finden sich
in europaischen Populationen mit einer Haufigkeit von ca. 5%; damit ist FRA16B die
haufigste rare fragile site (RFS) (Felbor et al., 2003). Die zytogenetische Expression
von FRA16B wurde seit 1970 mit konventionellen zytogenetischen Methoden
mehrfach untersucht. Uber molekulargenetische Analysen zum Vorkommen, zur
Entstehung und zur Haufigkeit von FRA16B gibt es in der Literatur noch wenige
Hinweise. Molekularzytogenetisch wurde FRA16B bisher nicht untersucht.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

» Nach etablierter Vorstellung zur Entstehung von Chromosomenaberrationen
sind Chromosomenbriiche Ursache z.B. von terminalen Deletionen oder
chromosomalen Rearrangments. Bei der zytogenetischen Analyse sind
Strukturaberrationen im langen Arm des Chromosom 16 besonders schwierig
darzustellen, da verschiedene FS in der 16g-Bande nahe beieinander liegen.
Es sollte deshalb eine bessere Analysemoéglichkeit zur spezifischen
Identifizierung der FRA16B in Interphasen und Metaphasen etabliert werden.
Dafir sollten Fluoreszenz-markierte FISH-DNA-Sonden der FRA16B-Region
entwickelt werden.

» Zur intrafamiliaren Analyse der FRA16B-Region standen mir zwei FRA16B-
Familien zur Verfigung. In den Familien konnten Mutter und Tochter und
Mutter und Sohn untersucht werden. Hier sollten zytogenetische
Untersuchungen (Analyse zur FRA16B-Brichigkeit) und molekulargenetische
Analysen (Bestimmungen der FRA16B-Expansionslange) durchgefihrt und
mit den Ergebnissen bei 6 FRA16B negativen Kontrollpersonen verglichen
werden. Es sollte ein mdglicher Zusammenhang zwischen zunehmender

FRA16B-Region Expansion und vermehrter zytogenetischer FRA16B-

12
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Bruchigkeit untersucht werden. Dabei sollte auch Uberprift werden, ob die
FRA16B-Region &hnlich wie der FRAXA-Bereich (Fragiles X-Syndrom)
intrafamiliar einer dynamischen Expansion unterliegen kann.
Uber die Verteilung unterschiedlicher Expansionsldngen des FRA16B-Locus
in der Bevdlkerung ist nichts bekannt. Deshalb sollte zun&chst an zwei
Kollektiven (61 Kontrollen und 70 mental retardierte Personen)
molekulargenetisch Uberprift werden, wie haufig geringe, mittlere und hohe
Expansionen des FRA16B-Locus in der Bevoélkerung vorkommen und ob sich
Kontrollen und mental retardierte Patienten unterscheiden. Diese
Untersuchung sollte durch eine Southern-Blot Analyse erfolgen.
Die FRA16B-Region besteht aus ca. 4,5kb mit mindestens 78% AT-Gehalt.
Zentral gelegen befindet sich ein ca. 2kb grof3er Bereich mit mindestens 90%
AT-Gehalt. Im letzten Teil dieser Dissertation sollte die charakteristische AT-
Organisation der FRA16B Region mit anderen &ahnlich aufgebauten Loci im
menschlichen Genom verglichen werden. Fir dieses Vorhaben sollten durch
Entwicklung einer neuen bioinformatischen Software &ahnliche Regionen im
gesamten humanen Genom identifiziert werden. Dabei werden unter anderem
folgende relevante Fragen gestellt:
% Gibt es ahnliche Regionen mit gleicher AT-Organisation wie FRA16B
im humanen Genom? Wenn ja, sind sie als FSs bekannt?
+ Besitzt die FRA16B-Region eine charakteristische Eigenschaft, die eine
Expansion bewirkt?
% Wie ist die Verteilung von diesen AT-reichen-Bereichen (>1kb)
innerhalb der verschiedenen menschlichen Chromosomen und besteht

eine Korrelation zwischen diesen Regionen und FSs?
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2 Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Agar

Agarose

2-Aminopurin
Ammoniumacetat
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumchlorid

Berenil

Borsaure

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chang Medium D
Chloroform

DAPI

Dimethylsulphoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
dNTPs

Essigséaure

Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll 400

Formaldehyd

Glycerin, Wasserfrei
Hefeextrakt

Humane Cot-1 DNA
Isopropanol
Kaliumphosphat
LMP-Agarose

Difco

Biozym

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Irvine Scientific
Roth

Oncor

Merck

Merck
Amersham Biosciences
Merck

Merck

Merck

Merck
Pharmacia
Merck

Merck

Becton Dickinson
Invitrogen
Merck

Merck

Peqglab
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2 Material und Methoden

Magnesiumchlorid Merck
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Sigma
Natriumcitrat Sigma

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat Merck

Natriumdodeclysulfat (SDS) Merck
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat Merck
Natriumhydroxid Roth
NP-40 Roche
Phenol/Chloroform Merck
Phenyl-Methyl-Sulfonylfluorid (PMSF) Merck
Proteinase K Merck
Rinderserumalbumin (BSA) Merck
RNAse Gibco
RPMI 1640 Medium Biochrom
Salmon-Sperm-DNA Sigma
Salzsaure Sigma
Stabilisator-Mounting Lésung Vysis
Tris Base Sigma
Trypton Becton Dickinson
Tween 20 Sigma

2.1.2 Bakterien mit BAC (bacterial artificial chromosome)-Klone

Escherichia coli Top DH10B mit BACs (als Vektoren: pBACe 3,6)

Klon (BACs) Locus Lab.-Bezeichnung
Rp11-25619 16921 BAC-P
Rp11-179E11 16921-922.1 BAC-M
Rp11-482M16 16q922.1 BAC-D
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2.1.3 Oligonukleotide

2.1.3.1 Oligonukleotide fiir radioaktive Marker:
Radio-P-H-1 (Fwd):

5-ATG CCA ATG AAATCATGC TTA-3’
Radio-P-R-1 (Rev):

5-AAG TTA GTG ATG AGC CTC AGT-3’
Radio-P-H-2 (Fwd):

5°-GAG GTC AGC CTC AGA TAT GTC-3°
Radio-P-R-2 (Rev):

5-TTA AGA AAT GTA CAAATT ATT-3°
Radio-P-H-3 (Fwd):

5"-AGA CAA AGA CTT TAA CGT AGA T-3°
Radio-P-R-3 (Rev):

5-CCC ACT TGC CTG AGA GTT ATT A-3’
Radio-P-H-4 (Fwd):

5-CCA TAG CCA CAT TGG AGA CTG-3°
Radio-P-R-4 (Rev):

5°-TAC TGT TCT TGT TCG AAA TAC C-3°
Radio-P-H-5 (Fwd):

5-CTT GCC TTG AGT AAT AAT TAG-3°
Radio-P-R-5 (Rev):

5°-TCT GTG CCT CTC CAT TTC TTA-3’
Radio-P-H-6 (Fwd):

5°-GTC AAG AAG GCA AGG AGG TGT G-3°
Radio-P-R-6 (Rev):

5°-TCT CCA CCT TAT CTC TGT AGA-3’
Radio-P-H-7 (Fwd):

5"-AAC TCA CCC TGC CAA GAC GGA-3’
Radio-P-R-7 (Rev):

5-CAG AGA GCC TAT AGG GCC TTC-3°
Radio-P-H-8 (Fwd):

5°-AGC AAC CCT ATG CAG GAA ATG-3’
Radio-P-R-8 (Rev):

5°-TCC CTT GCA AGAATG TTT GCC-3°
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Radio-P-H-9 (Fwd): (H-2)

5-GAG GTC AGC CTC AGA TAT GTC-3°
Radio-P-R-9 (Rev): (R-3)

5-CCC ACT TGC CTG AGA GTT ATT A-3°
Radio-P-1500 (Fwd)

5-GCC AAA GAA GGC ATT AGA AAC-3°
Radio-P-1500 (Rev)

5-TCT GGC AAG AAC AAC AAG TTC-3’

2.1.3.2 Oligonukleotide fiir die STS-Analyse an Chromosome 16q

STS-1: D16S514

Fwd Primer:
5"-CTATCCACTCACTTTCCAGG-3’
Rev Primer:
5"-TCCCACTGATCATCTTCTC-3’

STS-2: D16S408

Fwd Primer:

5°- CACTCTTATCCCAGGAACCC -3’
Rev Primer:
5-TGTAACCTTGTGTGCATCCT-3’

STS-3: D16S308

Fwd Primer:

5’- CAGCCAGGGTAGTAAGGCTAGACCT -3°
Rev Primer:
5-TGGGTGGCAGAGTGAGACCCTGTCT -3°

STS-4: D16S320

Fwd Primer:
5-TGCGTGTGCGTGTGCGTG-3°
Rev Primer:

5°- CGAAGGCACATCTCCTAATC -3’
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2.1.4 DNA-GroBenmarker
100bp DNA Ladder

(100bp, 200bp, 300bp,........ , 1000bp)

Ready to Load 1kb-Leiter

(75bp, 134bp, 154bp, 201bp, 220bp, 298bp, 344bp, 396bp,
506bp, 1,018kb, 1,636kb, 2,036kb, 3,054kb, 4,072kb, 5,09kb,
6,108kb, 7,126kb, 8,144kb, 9,162kb, 10,18kb, 11,198kb,
12,216kb)

Lambda DNA//Hind IlI

(564bp, 2027bp, 2322bp, 4361bp, 6557bp, 9416bp, 23130bp)
Lambda Ladder

(48, 5kb, 97kb, 145, 5kb, 194kb, 242kb,....... , 1000kb)
Hefe-Marker (S. cerevisiae)

(225kb, 285kb, 365kb, 450kb, 565kb, 610kb, 680kb, 750kb,
785kb, 825kb, 945kb, 1020kb, 1125kb, 1600kb, 2200kb)

2.1.5 Enzyme
Alul

Asp718I

BamHI

Bgll

Bipl

BstEll

Eagl

EcoRI

EcoR91I (Isoschizomer fur BstE Il)
Haelll

Hindlll

Klenow

Proteinase K

RNase A
Trypsin/EDTA

Sacl

Sall

Taq DNA Polymerase

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Bio-Rad

Bio-Rad

MP

Roche
BioLabs
Roche
BioLabs
BioLabs
Biolabs
Biolabs
Fermentas
MP

Roche
Amersham
Merk
Roche
Cytogen
Roche
BioLabs

Invitrogen
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2.1.6 Radioisotope

a-?P dCTP

Hartmann Analytic

2.1.7 Membranen flur Southern Blot

Hybond ™-N+ (fur nicht-radioaktive Hybridisierung) Amersham
Hybond™-N (fur radioaktive Hybridisierung) Amersham
Hybond™-XL (fur radioaktive Hybridisierung) Amersham

2.1.8 Rontgenfilme

Hyperfilm™

Amersham

2.1.9 Kulturmedien und Antibiotikaldsungen flur Bakterien (BAC-

Klone) und humane Zellkultur

LB (Luria Bertani) Medium

LB-Agar

Chloramphenicol
Standard-Kulturmedium fur

Lymphozyten

10g Bacto Trypton

5g Bacto Yeast

10g NaCl

ad 1L ddH,0; autoklavieren

50ug/ml Chloramphenicol

10g Bacto Trypton

5g Bacto Yeast

10g NaCl

1,5% Agar(w/v)

ad 1L ddH,0; autoklavieren

50ug/ml Chloramphenicol

60mg/ml in 100%Etanol

90ml RPMI-Medium 1640

1ml Penicilin (100U/ml)/Streptomycin (100ug/ml)
10ml fotales Kalberserum (FCS)

1ml 100mM L-Glutamin

2,5ml 10mg/ml Phytohdmagglutinin (PHA)
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Standard-Kulturmedium far LCL- 100ml RPMI-Medium 1640

Zellen 1ml Penicilin (100U/ml)/Streptomycin (100ug/ml)
10ml fotales Kélberserum (FKS)
1ml 100mM L-Glutamin

Standard-Kulturmedium far 90ml Chang Medium D

Fibroblasten 1ml Penicilin (100U/ml)/Streptomycin (100ug/ml)
2.1.10 Kits

Markierungskit fur direktes DNA-labelling (ULS) Q-Biogene

DIG-Nick Translation Mix Roche

BioNick™ Labeling System Invitrogen™

WCP (Whole Chromosome Painting) fir Chromosom  Vysis

16

GenClean Genetix
Random-primed labelling kit Amersham
DNA-Aufreinigungskit Qiagen
MLPA-Kit (SALSA P036 Human Telomer Testkits) MRC-Holland

2.1.11 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit ddH,O angesetzt.

Blocking-Lésung
(fir indirekte Markierung, FISH)
Bromphenolblau-Lésung (gesattigt)

Church-Puffer

Denaturierungs-Lésung

(fur direkte Markierung; FISH)

Denaturierungspuffer (fir Southern-Blot)

Ethidiumbromid-Stammlésung

5% BSA (gel6st in Waschlésung [)

200mg Bromphenolblau
in 10ml ddH,O

0.5M NaPi pH 7,2

7% SDS

5mM EDTA

70% Formamid

2xSSC

1,5M NaCl

0,5M NaOH

10mg/ml in ddH,0
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Fixierlésung
Hybridisierungspuffer
(fur FISH-Methode)

Hypotone Loésung (fir Lymphozyten)

Hypotone L&sung (fur Fibroblasten)
NaPi 1M, pH 6.5

Neutralisierungspuffer
(fur Southern-Blot)

Plaque-Screen-Puffer

Proteinase K-Stamml&sung

P1-Lésung (fur Plasmidpraparation)

P2-Lésung (fir Plasmidpraparation)

P3-Lésung (fur Plasmidpréparation)
PBS 10X, pH 7,4

RB- Lysispuffer

Stopp-Puffer ( fur FISH-Methode)
SSC (20x)

TE (pH 7,5)

Methanol:Essigséure (3:1)
50% deionisiertes Formamid
2xSSC

10% Dextransulfat

0,40% KCI

0,20% KCI

NaH; PO4, H,0 103,59
NaH;PO4, 2H,0 29,59

ad. 1L ddH,0O

3M NacCl

0,5TrispH 7,0

1M NaCl

19/l tetra Natriumdiphosphat
0,05M Tris/HCI pH 7,5
10ml/I Denhardt’s Lésung 100x
1% SDS, 5mM EDTA
10mg/ml in H,O

20% Glucose

1M Tris/CI pH 8,0

0,5M EDTA

0,2M NaOH

1% SDS

3M KAcetat pH 5,5

1,38M NaCl

0,027M KCI

0,1M Naz;HPO4

0,017M KH,POQO4 (Autoklavieren)
1mM NH4HCO3

114mM NH,4CI

0,5M EDTA pH 8,0

3M NaCl

0,3M NaCitrat pH 7,0

10mM Tris-HCI pH 8,0

1mM EDTA
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TBE (10x) 0,89M Tris-Base
0,89M Borsaure
25mM EDTA
Waschlésung | 0,4xSSC
(fur direkte Markierung; FISH) 0,3% NP-40
Waschlésung Il 2xSSC
(fur direkte Markierung; FISH) 0,1% NP-40
Waschlésung | 2xSSC
(fur indirekte Markierung; FISH) 0,2% Tween-20
Waschlésung Il 0,05xSSC
(fur indirekte Markierung; FISH)
Waschlésung 0,5xSSC
(fur PFGE, Southern-Blot, radioaktiv) 0,1% SDS
Waschlésung | (fur PFGE, Southern-Blot, 2xSSC
nicht-radioaktiv) 0,1% SDS
Waschlésung Il (fir PFGE, Southern-Blot, 1xSSC
nicht-radioaktiv) 0,1% SDS
Strip-Puffer 0,1xTE
(fur PFGE, Southern-Blot, radioaktiv) 0,1% SDS
2.1.12 Spezielle Bio-Software
Isis (fur FISH-Bildbearbeitung) Metasystem
Ikaros (fir Karyotypisierung) Metasystem
Excel-Analyseprogramm des NGRL Manchester MRC-Holland

Repeatmasker-Programm (Version 3.2.7)
WebCutter 2

2.1.13 Gerate

PTC-100 (fir PCR)
Nano Drop (DNA-Messung)
CHEF-Gerat (fur PFGE)

Fluoreszenzmikroskop

http://genome.ucsc.edu

http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/

Research, ING
Kisker
Biorad

Zeiss
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Phasenkontrast/ Durchlichtmikroskop Zeiss

Sonifier Branson

2.1.14 FRA16B-Trager und Kontrollpersonen

Einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit untersuchten Personen und Kollektive ist in
Abbildung 2.1 grafisch dargestellt. Fir die Charakterisierung der FRA16B-Expression
bei FRA16B-Trager und Kontrollen wurde die Chemikalie DAPI eingesetzt (48h nach
der Kultivierung). Aufgrund des immer verfigbaren frischen Blutes wurden
konventionelle zytogenetische Vorversuche bei Proband 1 und den negativen
Kontrollen 5 und 6 (NK5 und NK6) durchgefihrt.

Zytugenetlsche und
FISH-Analyse —

Qmurtallsmrung

/DNA - -Isolienung

Lymphozyten f Ur
" Southern-Blot PFGE

Abb. 2.1: In dieser Arbeit untersuchte Personen
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In der Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit untersuchten Personen aufgelistet.

untersuchte Personen

Labor-Bezeichnung

FRA16B-Tréager 1

Proband 1

FRA16B-Tréger 2
(Mutter von Tréger 1)

Proband 2

FRA16B-Tréger 3

Proband 3 (klinisch aufféllig)

FRA16B-Tréger 4
(Mutter von Tréager 3)

Proband 4

FRA16B-Trager 5 Proband 5
(Positivkontrolle)

FRA16B-Trager 6 Proband 6
(Positivkontrollen)

6x FRA16B negativ- NK1-NK6
Kontrollpersonen

61x Kontrollpersonen K1-K61

70x mental retardierten Patienten MRP1-MRP71

Tab. 2.1: Abgekiirzte Bezeichnungen der untersuchten Personen

Von den in dieser Arbeit untersuchten Probanden (FRA16B-Tréger) war nur Proband
3 klinisch auffallig. Neben einer spontanen FRA16B-Expression zeigte er folgende

Auffalligkeiten:

» Verzbdgerte motorische (Sitzen, Stehen und Laufen) und sprachliche
Entwicklung

» Haufige Infekte

» Rundes Gesicht (Brachyzephalus), zurlickgesetzte Augenpartie, horizontale
Lidachsen, deszendierte Hoden (Genitalien sind ansonsten unauffallig),

Uberlagerte Zehen, weitgesetzte Mamillen

Weitere Beobachtungen:

» Unaufféllige neurologische und internistische Untersuchung
» Keine Zuordnung zu einer syndromalen Erkrankung

» Unaufféllige Familiengeschichte
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung, Praparation und Darstellung der Chromosomen

In dieser Arbeit wurden fir die Chromosomenanalyse peripheres Blut oder
immortalisierte Zellen eingesetzt. In vivo enthalten nur Zellen des Knochenmarkes
und des Chorions ausreichende Anteile mitotisch aktiver Zellen. Lymphozyten des
peripheren Blutes werden durch Phytohdmagglutinin (PHA) zur Zellteilung angeregt.
0.3-0.5ml Blut wird zu 5ml Kulturmedium gegeben. Die Kultur wird bei 5% CO,, 37°C
und 8% Feuchtigkeit inkubiert. Nach 72h wird die Kultivierung durch Zugabe von
100ul eines Colchicin-Derivates (Colcemid) fir 90 Minuten beendet.

Colcemid unterbricht die Mitose im Stadium der Metaphase, so dass es zu einer
Anreicherung von Zellen in der Metaphase kommt. Die Praparation der
Chromosomen beginnt mit einer Zentrifugation der Kultur fir 10 min bei 1000 rpm
und der anschlielenden Aufnahme des Zellsediments in leicht hypotoner L&sung.
Nach Inkubation fur ca. 20 min bei 37° C wird erneut zentrifugiert (10 min bei 1000
rom). Anschlie3end wird das Zellsediment in Fixativ aufgenommen. Die Fixierldsung
besteht aus einem Gemisch von Methanol und Essigsaure im Verhaltnis 3:1. Das
Fixativ wird nach anschlielender Zentrifugation 2-3-mal gewechselt. Danach kénnen
die fixierten Zellen in eine Pipette aufgenommen und auf einen Objekttrager
aufgetropft werden. Beim Auftropfen platzen die Zellen, die sich in der Metaphase
befinden und Chromosomen haften in mehr oder weniger gespreiteter Form auf dem
Objekttrager. Diese Objekttrager lassen sich fir das Chromosomenuntersuchen oder

fur FISH-Analyse verwenden (Rooney, 2001).

Alle Experimente, bei denen der Einfluss einer unabhé&ngigen GroéRe auf den
mitotischen Index (die Anzahl der Metaphasen in 1000 Lymphozyten) bzw.
Chromosomenbriichigkeit untersucht wurde (Abbildungen 3.1-3.2 und 3.4-3.7),
wurden mit der Methode der linearen Regression statistisch analysiert (von Dipl.-Ing.
Manfred Beier). Dabei wurden, soweit beteiligt, die Regressionsgeraden von
Kontrollen und Probanden miteinander verglichen (t-Test), sowie in allen Fallen fur
die gepoolten Daten die Steigung der Regressionsgeraden hinsichtlich ihres
Abweichens von Null getestet. Fir alle Tests wurde als Signifikanzniveau der Ubliche

Wert von alpha = 0,05 gewahilt.

25



2 Material und Methoden

2.2.2 GTG-Technik

Nach dem Auftropfen werden die Objekttrdger fir eine Stunde bei 60°C im
Warmeschrank gealtert. Nach einer Vorbehandlung in Trypsinldsung (3-5 sec) oder
ohne Vorbehandlung mit Trypsin und anschlielendem Waschen in Pufferlésung
werden die Objekttrager fir ca. 6-8 min in 6%-Giemsa-Ldsung geféarbt. Nach kurzem
Waschen in destilliertem Wasser werden sie getrocknet und mit einem Deckglas und

Einschlussmittel als Dauerpréparat eingedeckt.

2.2.3 DNA-Isolierung aus peripherem Blut, Lymphozyten-Sediment
und Fibroblasten

Mit Hilfe des Qiagen Blood Midi Kits wird aus 5ml peripherem Blut ca. 100-150ug
DNA isoliert. Aus ca. 5.10° Hautfibroblasten werden ca. 50-100ug DNA isoliert.

2.2.4 DNA-Isolierung aus Bakterien

2.2.4.1 BAC-Klonierungsvektor

Das gesamte menschliche Genom umfasst bei enger Uberlappung mehr als 96000
Einzelklone (z.B CTC BAC-Bibliothek aus humanen Spermien oder RP11 BAC-
Bibliothek aus mannlichen Lymphozyten). Es besteht die Mdglichkeit, fast jede
beliebige Genomregion zu untersuchen (http://genome.cse.ucsc.edu oder
http://www.ensembl.org/index.html) und mit Hilfe von BAC-DNA geeignete FISH-
Sonden herzustellen. BACs enthalten nur wenig Replikone pro Zelle, wie etwa den
Fertilitdts- oder F-Faktor von E.coli. Die Klonierungsvektoren sind normalerweise
sehr stabil und werden bei der Zellteilung wie das Bakteriengenom repliziert. Bei
dieser Arbeit sind RP11 BACs, im pBACe3.6-Vektor, verwendet worden.

2.2.4.2 Plasmid-DNA-Isolierung (,,Mini Praparation®)

Die E.coli-Bakterien aus den Glycerinstocks wurden auf Agarplatten (mit
entsprechendem Antibiotikum) ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.
Eine einzelne Kolonie wurde mit einer Einmal-Impfése in 25ml LB-Medium, das
Chloramphenicol enthalt, Uberfihrt. Die Bakterien wurden 16-24 Stunden im

Schittelinkubator bei 37°C und 180rpm inkubiert. Um einen neuen Glycerinstock
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anzulegen, wurden von der Bakteriensuspension 1200yl abgenommen, mit 800ul
reinem Glycerin vermischt und eingefroren. Die restliche L6sung wurde bei 4000rpm
bei 10°C fir 10min zentrifugiert. Das verbliebene Pellet wurde mit 600ul P1-L&sung
versetzt. Durch langsames Auf- und Abpipettieren wurde das Pellet vollstédndig
resuspendiert und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden 1800l
P2-Lésung zugegeben und vorsichtig durch Schwenken gemischt. Das Rdéhrchen
wurde 5min auf Eis gestellt, dann wurden 1500ul P3-Lésung zugegeben und wieder
vorsichtig gemischt bis die L&sung ausflockt. Nach 5min auf Eis wurden die
Réhrchen 30min bei 4000rpm und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand aus den
zentrifugierten Réhrchen wurde in die neuen 15ml-Réhrchen tberfuhrt und durch
Schitteln vermischt. Nach 15min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die
Suspension 30min bei 10°C und 4000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgegossen und das Pellet im Rdéhrchen getrocknet. Die getrockneten Pellets
wurden in 300ul TE-Puffer vollstdndig gelést und in Eppendorf-Reaktionsgefésse
Uberfuhrt. Es wurden 300ul 4M Ammoniumacetat zugegeben, griindlich gemischt
und 10min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Eppendorf-Reaktionsgefasse
10min bei 12000rpm zentrifugiert. Der zentrifugierte Uberstand wurde daraufhin mit
360ul Isopropanol in neue Eppendorf-Reaktionsgefasse gegeben, gut geschuttelt,
10min auf Eis gestellt und 20min bei 12000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 300l Ethanol 85% gewaschen und 5min bei 12000rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde sauber und méglichst vollstéandig abgesaugt und
das Pellet getrocknet, bis es durchsichtig oder zumindest nur noch ganz leicht
weildlich war. Mit 20ul TE-Puffer wurde das Pellet resuspendiert und Uber Nacht im
Kihlschrank geldst. Um die DNA von RNA zu befreien, wurde am folgenden Tag ein
RNAse-Verdau durchgefihrt. Dazu wurden fur je 10ul Probe 1,5u1 RNase A
zugegeben, und bei 37°C 30min inkubiert. 2ul der Lésung wird auf ein 0,8%
Agarosegel aufgetragen und die DNA-Konzentration mit Hilfe des A-Hindlll-Markers

gemessen. In der Regel lag die Ausbeute der DNA bei 80-120ng/pl.

2.2.5 FISH

Waéahrend die Chromosomenanalyse einen Gesamtiberblick Uber alle im
Lichtmikroskop erkennbaren Chromosomenaberrationen gibt, kénnen mit Hilfe der
FISH  (Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung)-Analyse  auch  submikroskopische
Verénderungen nachgewiesen werden. Der weitere Vorteil der FISH-Methode
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gegenuber der konventionellen Zytogenetik liegt darin, dass Interphasekerne in
Gewebe und Lymphozyten analysiert werden kénnen. Die FISH-Sonden kénnen von
genomischen Klonen wie Cosmiden, BACs (bacterial arteficial chromosomes) oder
YACs (yeast arteficial chromosomes) hergestellt werden, die mit Fluorochromen
markiert werden. Die optimale Lange einer Sonde fir eine In-Situ-Hybridisierung
betragt 100-300bp. Bei nichtradioaktiver FISH lassen sich die Nukleinsduren mit

unterschiedlichen Methoden direkt oder indirekt markieren.

2.2.5.1 Herstellung der eigenen FISH-Sonden

Direkte Markierung

Hierbei werden die DNA-Fragmente chemisch direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff

anhand eines ULS-Kits (ULS®: universal linkage system von Q-Biogene) markiert.

Durchfuhrung des Versuchs:

Die gewonnene DNA aus BACs gelést in 200yl TE-Lésung wurde zur
Proteinentfernung in SST-Réhrchen tberfihrt und mit 1ml Phenol und Chloroform-
Isoamylalkohol versetzt und gemischt. Anschlielend wurden sie fir 10min bei
2500rpm zentrifugiert. Nach Zugabe von jeweils 2ml reinem Chloroform wurde 5min
gut gemischt, um die Reste von Phenol zu entfernen. Anschlieend wurden sie flr
10min bei 2500rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefald
Uberfuhrt und sonifiziert (Sonifier der Firma Branson, output-control 30, Duty Cycle
30 und plused kontinuierlich, 3min bei Intensitat 1,5). Durch die Beschallung wurde
die DNA in kleinere Fragmente zerlegt. Die optimale Lange fir die DNA-Fragmente
liegt zwischen 100-300bp. Nach der Sonifikation wurden 10ul DNA-L&sung auf
einem 1%igen Agarosegel aufgetragen, um die Lange der DNA-Fragmente zu
kontrollieren. Waren die DNA-Fragmente zu grof3, dann wurden sie fir weitere 30
sek beschallt bis sie die gewiinschte Lange erreicht haben. Fur die Reinigung von
DNA-L6ésungen wurden S&ulen der Firma GenClean eingesetzt. Diese Saulen
besitzen einen Molekularsiebeffekt, der fir die Abtrennung von bestimmten
Verunreinigungen (wie Oligonukleotide, RNA, Proteine usw.) der DNA optimal ist.
1ug gereinigte DNA wurde nach der Vorschrift des ULS-Kits direkt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Der in TE gelésten markierten DNA wurde zunéchst
Lachs-DNA (40ug), sowie Cot-1 (16ug) zugegeben. AnschlieRend wurde die DNA
mit 1/10 Vol Na-Acetat pH 5,2 und Alkohol (5xVol) prazipitiert. Das Gemisch wurde
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fur 20min bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das
Sediment wurde fir ca. 10min bei RT getrocknet und in 40ul Hybridisierungspuffer
resuspendiert. In der Regel geht man davon aus, dass ca. 250ng markierte
DNA-Sonde fir die Hybridisierung der DNA-Zielregionen auf einem Objekttrager
ausreichend ist. Die markierte DNA, gel6st in Hybridisierungspuffer, kann nun direkt
fur die FISH verwendet werden. Die Praparate (Objekttrager), die sowohl die
Metaphasechromosomen als auch die Interphasekerne enthalten, werden fiir 24h bei
Raumtemperatur inkubiert (Alterung). Danach wurden sie zuerst in einer Alkoholreihe
(70%, 85%, 100%) fur jeweils 10min bei RT behandelt. Anschlie3end wurden sie bei
-20°C in 100% Ethanol gelagert. Vor dem Beginn des Versuches wird der
Objekttrager zuerst bei RT getrocknet und nach Zugabe von 200ul Denaturierungs-
Lésung fur 5min bei 75°C erhitzt. AnschieBend wurde er noch einmal mit einer
eisgeklUhlten Alkoholreihe behandelt. Nun wurden 10ul von der gelésten markierten
DNA mit kompetitiver DNA fir Smin bei 75°C denaturiert und auf den getrockneten
Objekttrager gebracht. Mittels Deckglas wurde die Hybridisierungsstelle vorsichtig
abgedeckt und nach der Abdichtung der Deckglasrédnder mit Fixogum, erneut flr
1.5min bei 75°C erhitzt (Co-Denaturierung). Das Praparat wurde fir 12-18h bei 37°C
in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde das Deckglas
vorsichtig entfernt. Der Objekttrdger wurde zuerst fur 3min mit Waschlésung | bei
75°C und fur 1min mit Waschlésung Il bei RT gewaschen und getrocknet.
Anschlieltend wurde auf den Objekttrager vorsichtig 10ul DAPI-Farblésung (5ug/ul)
getropft und mit einem Deckglas bedeckt. Das Préaparat wurde getrocknet und unter

dem Fluoreszensmikroskop weiter analysiert.

Indirekte Markierung

Die gewonnene DNA aus BACs lasst sich auch durch verschiedene indirekte
Methoden mit Fluoreszenzfarbstoffen markieren. Die Methode der Nick-Translation
(Rigby et al., 1977) basiert darauf, dass DNase | in Anwesenheit von Mg?*-lonen
Einzelstrangbriche (nicks) in beiden Seiten des DNA-Doppelstranges einfiihrt, so
dass eine 3'-OH-Gruppe freigelegt wird. Die 53" Exonucleaseaktivitat der DNA-
Polymerase | entfernt 3° vom Einzelstrangbruch gelegene Nukleotide. Gleichzeitig
benutzt die E.coli DNA-Polymerase | das 3'-OH- Ende dieser ,nicks" als Primer flr
die 5°-3"-DNA-Synthese, komplementéar zum intakten Strang. Durch die gemeinsame
Wirkung von Exonuclease- und Polymeraseaktivitdt der DNA-Polymerase | entsteht
in 523" Richtung ein neuer DNA-Strang. Indem man markierte dNTPs (Biotin-16-
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dUTP oder Digoxigenin-11-dUTP) in die Nukleotidmischung gibt, markiert man die

neuen Komplementarstrdnge. Der Nachweis erfolgt durch indirekte Bindung von

Fluoreszenzfarbstoffen. Biotin wird nachgewiesen durch Avidin, an welches der

Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 3 (Cy3, rot) gebunden ist. Digoxigenin (DIG) wird

nachgewiesen durch einen Anti-Dig-Antikdrper, an dem der Farbstoff Fluorescein

(griin) gebunden ist.

Durchfuhrung des Versuches:

I: Markierung der Sonde

Biotinmarkierung:

>
>

Wasserbad mit 15°C vorbereiten

Pro Markierungsansatz:
5ul dNTP-Puffer
5ul Enzym-Mix (DNA-Polymerase+DNasel)
1ug DNA

ad 50ul ddH,0
Fur 120min im vorbereiteten Wasserbad inkubieren, danach Reaktion auf Eis
voribergehend stoppen
3ul auf ein 1%iges Agarosegel auftragen, falls notwendig weiter inkubieren
(optimale DNA-Fragmentlénge: 300-500bp)
Ist die gewlnschte FragmentgréfRe erreicht, Reaktion der gesamten, auf Eis
stehenden, Probe mit Stopp-Puffer beenden.
Bei -20°C lagern.

Digoxigenin-Markierung

>
>

Wasserbad mit 15°C vorbereiten

Pro Markierungsansatz:
4ul DIG-Markierung (Enzym-Mix+dNTPs)
1ug DNA(Xul)

ad 20pul ddH,0
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Far 120min im vorbereiteten Wasserbad inkubieren, danach Reaktion auf Eis
voribergehend stoppen

3ul auf ein 1%iges Agarosegel auftragen, falls notwendig weiter inkubieren
(optimale DNA-Fragmentenlange: 300-500bp)

Ist die gewlnschte FragmentgréRe erreicht, Reaktion der gesamten, auf Eis
stehenden, Probe durch Zugabe von Stopp-Puffer und Inkubation fir 10min
bei 65°C beenden

Bei -20°C lagern.

Il: Fallung und Hybridisierung

>

>

>

Nun werden die beiden unterschiedlich markierten DNA-Sonden gemischt und
prazipitiert:

50ul Biotin-Sonden

20yl DIG-Nick-Sonden

40ul Lachssperma-DNA

50ul Cot-1-DNA

16ul 3M Natriumacetat PH 5,2 (1/10 V)

500ul 100 %iges EtOH

Total: 676pl

Nach der DNA-Prazipitierung wird das Sondengemisch in  50pl
Hybridisierungspuffer aufgenommen
Fir jeden FISH-Versuch wird zwischen 5-10ul (100-250ng markierte DNA)

eingesetzt werden (Hybridisierung wie bei direkt markierten DNA-Sonden)

I1l: Nachweis und Waschen

>
>

Waschlésung | auf 37°C und Waschlésung Il auf 42°C vorwarmen

Fixogum und Deckglas mit Pinzette abnehmen und FISH-Préparat bei 37°C
3x5min in Waschlésung | waschen, gelegentlich schiitteln

Danach 3x 5 min bei 42°C in Waschlésung Il waschen und gelegentlich
schatteln

Auf das Praparat 200ul Blocking-Lésung geben, grof3es Deckglas auflegen

und 30min bei 37°C inkubieren und danach die Lésung abtropfen lassen
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» Master Mix pro Praparat ansetzen:
150ul Blocking-Lésung
0,2pl AvidinCy3
1ul anti-DIG-Antiképer
» 150yl des Master-Mixes auf die Praparate pipettieren, groRes Deckglas
auflegen und 60min lichtgeschitzt bei 37°C inkubieren
» Praparate 3x5min bei 37°C in vorgewarmter Waschlésung | waschen
» DAPI-Lésung/Master Mix/pro Praparat herstellen:
3,3ml Waschldsung |
1ul DAPI (lichtempfindlich)
» Praparate mit 0,5ml DAPI-Master Mix fir 3 min lichtgeschitzt inkubieren
» 3x mit jeweils ddH,O in Kilvette spilen, trocknen lassen und auf jeden
Objekttrager einen Tropfen Stabilisator-Mounting Lésung geben und ein

grolRes Deckglas auflegen

2.2.5.2 FISH mit WCP 16 (Vysis Kit)

Eine besondere und viel gebrauchte Form von single copy Sequenz-Sonden sind die
whole chromosome paints (WCP), die das ganze Chromosom markieren. Damit
lassen sich Chromosomenrearragements, wie intrachromosomale
Mikrotranslokationen nachweisen, die mit konventioneller Zytogenetik nicht zu

detektieren sind.

Durchfiihrung des Versuches:
» 5ul WCP Sonde mit 7yl Puffer und 0,5ul ddH20 in einem Eppendorfgefald
mischen (nach Vorschrift der Firma Vysis)
» Hybridisierung und Waschen erfolgt wie nach den Vorschriften der direkt
markierten DNA-Sonden

2.2.5.3 FISH mit Subtelomersonden fiir Chromosom 16

Die Subtelomerregionen der Chromosomen besitzen eine hohe Dichte von Genen.
Chromosomale Aberrationen in diesen Regionen sind schwer mit der konventionellen
Chromosomenanalyse festzustellen, da die G-Banden meist negativ sind. Die FISH-
Methode ist fur die Analyse dieser Regionen gut geeignet. Die angesetzten Vysis
DNA-Proben fur die Subtelomerregionen haben eine Léange von ca. 60-175kb mit

einem Abstand von 100-300kb zum Telomer.
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Durchfiihrung des Versuches:
» 1,5ul Sonde mit 3ul Puffer und 0,5ul ddH,0 in einem Eppendorfgefal® mischen
(nach Vorschrift der Firma Vysis)
» Hybridisierung und Waschen erfolgt nach den Vorschriften der direkt
markierten DNA-Sonden

2.2.5.4 FISH an isolierten Fibroblasten aus Haut

Eine zu den Lymphozyten alternative Mdglichkeit fir zytogenetische Untersuchungen
bieten z.B. Fibroblasten. Eine somatische Stabilisierung der
Chromosomenaberrationen lasst sich durch Analyse eines anderen Gewebes, wie
z.B. Fibroblasten, verfolgen. Zur Analyse von Hautfibroblasten wurde von Proband 1
unter sterilen Bedingungen eine Hautbiopsie von 3mm Durchmesser am Oberarm
mittels einer sterilen Hautstanze entnommen; die Hautbiopsie wurde in Chang D
Medium Uberfihrt und mit einem sterilen Skalpell in Hautstickchen von 7Z2mm
Kantenldnge zerschnitten. Diese Hautstickchen wurden dann unter einem
Glasdeckglaschen in Plastikgewebekulturflaschen fixiert und mit Chang D Medium
kultiviert. Nach 7 Tagen wurde der um die Hautstiickchen entstandene Fibroblasten-
Monolayer mit Trypsin/EDTA abgelést, und die Zellen subkultiviert. Die Fibroblasten
standen dann fur zytogenetische, molekularzytogenetische und molekulargenetische

Untersuchungen zur Verfugung.

2.2.5.5 FISH an Go-Lymphozyten

Bestimmte Chromosomenaberrationen lassen sich durch die Kulturbedingungen
selektiv beeinflussen. Deshalb ist es wichtig, dass man neben der Untersuchung von
kultivierten Lymphozyten auch die nicht kultivierten Go-Lymphozyten untersucht.
Dafir wurde 1ml, in Heparin aufgenommenes peripheres Blut, nach Behandlung mit
einer leicht hypotonen L&sung fir ca. 20min bei 37°C, fur 10min bei 1000rpm
zentrifugiert. Anschliellend wurde das Zellsediment in Fixativ aufgenommen und auf
einen Objekttrager getropft. Der Objekttrager wurde bei RT fur 24h gealtert und nach
Behandlung mit einer Alkoholreihe in 100% Ethanol bei -20°C gelagert.

2.2.5.6 Grundlage der FISH-Analyse in dieser Arbeit
Bei FISH-Analysen in dieser Arbeit wurden die FISH-Signale von Chromatiden oder
Chromosomen analysiert und differenziell ausgewertet. Rote und griine Signale

flankieren proximal bzw. distal die FRA16B-Region. Bei der Auswertung wurden
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immer 100 Interphasekerne in der Go-Phase und 50 Interphasekerne in der
Standardkultivierung mit oder ohne zusétzlichen Chemikalieneinsatz ausgewertet.
Aulerdem wurden immer 50 Metaphasen unter Standardbedingungen ausgewertet.

Bei der FISH-Analyse muissen die folgenden Hinweise berlcksichtigt werden:

1. Go und G1-Phasen

Hier liegt die DNA diploid vor (2n). Jede Zelle enthélt jeweils ein Chromosom von den
Eltern  (homologe  Chromosomen). FISH-Signale sind in der Regel
Chromosomensignale, kdénnen aber manchmal gespalten werden, was man als
Chromatidensignale bezeichnet. Die Chromosomen-FISH-Signale weisen meistens
ein einheitliches Signal auf, das beide Schwesterchromatiden représentiert
(Abbildung 2.2).

Abb. 2.2: Homologe Chromosomen 16 in der Go- bzw. in der G1-Phase

Rote und griine Signale flankieren proximal bzw. distal die FRA16B-Region (Chromosomensignale).

2. S-, G2- und Metaphasen

Ab dem Ende der S-Phase bis hin zur Anaphase ist der DNA-Gehalt 4fach (4n) und
die Chromosomen liegen verdoppelt vor. Die Schwester-Chromatiden liegen in der
Regel nebeneinander und die Signale werden entweder als einzelne Chromatid-
Signale (2.3b) oder, falls die Chromatiden dicht beieinander liegen, als

Chromosomensignale (2.3a) gesehen (Abbildung 2.3a-c).

&) 4D 48

Abb. 2.3a-c: Unterschiedliche FISH-Signale der 16q21-Region
Die Rot-Grun-Signale liegen im Normalfall zusammen. Sie kénnen als Chromosomensignale (a) oder
Chromatidsignale (b) oder gemischt zu sehen sein (c). Rote und griine Signale entsprechen Proben,

die die FRA16B-Region proximal bzw. distal flankieren.
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2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine in-vitro-Methode zur Ampflikation spezifischer DNA-Fragmente, die

zwischen zwei bekannten Oligonukelotid-Primern liegen.

2.2.6.1 PCR-Bedingungen fiir radioaktive Marker 1,3,4,6,8 und 9 (siehe
Abbildung 2.5)

Ansatz:
100ng genomische DNA
1,5mM /3*mM MgCl,
0,4mM dNTPs
1Xx Reaktionspuffer
10pM Primer H
10pM Primer R
49,5ml H20
0,5ul DNA-Polymerase
Programm:
Schritte Temperatur Dauer
1 94°C 5min
2 94°C 1min
3 55°C 1min
4 72°C 1min
5 2>4 x35
6 72°C 10min
7 4°C 0
* 3mM wurde spater nur fir Marker 1 verwendet.

2.2.6.2 PCR-Bedingungen fur radioaktive Marker 2 und 5

Ansatz:
100ng genomische DNA
1,5mM MgCl>
0,4mM dNTPs
1Xx Reaktionspuffer
10pM Primer H
10pM Primer R
49,5m| H20
0,5ul DNA-Polymerase
Programm:
Schritte Temperatur Dauer
1 94°C 5min
2 94°C 1min
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50°C

72°C
2>4 X35

72°C

4°C

N ook~ Ww

1,5min
1min

10min
[ @]

2.2.6.3 PCR-Bedingungen fur nicht-radioaktive 1500bp Marker

Ansatz:

100ng
1,5mM
0,5mM
1,5mol
10pM
10pM
1x
49,5ml
0,6l

Programm:
Schritte Temperatur
94°C
94°C
62°C
72°C
2>4 X35
72°C
4°C

N OO, WN -

2.2.7 Dot-Blot

genomische DNA
MgC|2

dNTPs
Dig-11-dUTPs
Primer H

Primer R
Reaktionspuffer
H20
DNA-Polymerase

Dauer
2min
1min
Tmin
1,15min

10min
e}

Um eine geeignete Sonde fur die Southern-Blot Analyse zu finden, die optimal

funktioniert und wenig Hintergrund verursacht, wurden die ausgewdahlten Sonden

(PCR-Produkte von Marker 1-8) aus der FRA16B-Region gegen das gesamte

humane Genom hybridisiert.

Durchfiihrung:

» Ca. 100ng PCR-Produkt wird auf eine Nylonmembran aufgetropft und mit

25ng radioaktiv markierter humaner genomischer DNA hybridisiert

» Die Sonden mit dem geringsten Hintergrund wurden fir die weitere Analyse

ausgewanhlt
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2.2.8 Agarosegelelektrophorese

Durchfiihrung

» 0,7%iges Agarosegel gielden

» Die verdauten genomischen DNA-Fragmente zusammen mit zwei DNA-
GrolRenmarkern (A Hindlll und 1Kb Marker) auftragen und bei 95 V fur 24h
auftrennen

» Das Gel fotografieren und Markerspuren vom Gel abschneiden

» Das Gel blotten

» Die DNA durch UV-crosslinking an die Hybond-Membran kovalent binden

2.2.9 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Eine modifizierte Form der Agarosegelelektrophorese, die Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE), dient dazu, grofle DNA-Fragmente aufzutrennen. Vor der Einflihrung der
PFGE (Schwartz und Cantor, 1984) war eine Auftrennung von DNA-Fragmenten nur
bis zu einer Grélke von etwa 50kb mdglich. Durch die Anwendung von gepulsten
elektrischen Feldern ist die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Lange von
50-2000kb mdglich. Gepulste Felder sind elektrische Felder, die ihre Orientierung
regelmalig nach einem bestimmten Intervall (Pulszeit) verdndern. Die DNA-
Fragmente werden nach jedem Wechsel des Feldes neu orientiert und kénnen erst
dann ihre Wanderung fortsetzen. Kirzere Fragmente erreichen die neue
Orientierung schneller als lange und wandern daher schneller, wodurch es zu einer
Auftrennung kommt. Durch die Variation der Pulszeiten kann die Auftrennung der

Fragmentgroflie optimiert werden (Abbildung 2.4).
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Auftrennung von hochmolekularer DNA aus

Blutzellen mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese (nach Strachan & Read, 2004)

Durchfuhrung des Versuches

DNA-Préparation aus peripherem Blut

» Blockformer in verdinnter HCI (0,1 N) 1h inkubieren

3-4x mit H20 spilen

1x mit 70% Ethanol spilen, trocknen

5ml Blut mit 1x PBS auf 13ml aufflillen
mit RB-Lysispuffer auf 50ml auffullen
30min auf Eis inkubieren

15min bei 2000rpm zentrifugieren

10min bei 2000rpm zentrifugieren

YV V V V V V V V V VY

bestimmen

A\

10min bei 1500rpm zenrtifugieren

A\

auf einer Seite mit Klebeband abdichten und auf Eis setzen.

zum Pellet 25ml RB-Lysispuffer geben, 5-10 min auf Eis inkubieren

Zellen in 20ml eiskaltem 1xPBS waschen und die Zahl an Leukozyten

in PBS resuspendieren, dabei die Zellzahl auf 1x 10%/40pl einstellen
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» (gleiches Volumen 1%ige Low melt-Agarose in 1xPBS zugeben, auf 50°C
halten

» mischen und 80ul pro Slot in Blockformer giel3en

» 10min auf Eis ausklhlen lassen

» Blocke in 1% Sarkosyl/ 0,5 M EDTA mit 2 mg/ml Proteinase K geben (pro
Block mindestens 1 mg)

» 2-3 Tage bei 50-55°C inkubieren

» Blocke 3x in TE waschen

» PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid)-Behandlung fur die Inaktivierung der
Proteinase K durchfihren

» Blocke in 0,5 M EDTA bei 4°C lagern

DNA-Préaparation aus Zellkulturzellen (Lymphozyten oder Fibroblasten)

» Zellen 2x mit PBS waschen
> Zellzahl auf 1x 10°%/40pl einstellen
» gleiches Volumen 1% LMP-Agarose in 1xPBS zugeben

» weiteres Vorgehen wie bei DNA-Praparation aus Blut

Restriktionsverdau der DNA
» pro Block 500ul TE zugeben und 30 min bei 37°C inkubieren
> Block zur Aquilibrierung in 300ul Restriktionspuffer fir 30 min, unter

einmaligem Pufferwechsel, leicht schitteln

» Verdau:
120pl Restriktionspuffer (1x)
5l BSA (10mg/ml)
5ul Spermidin (nur bei High-Salt-Puffer)

80-100U entsprechende Restriktionsenzyme
> Ansatz fir 12-16 h bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubieren

Herstellung des PFGE-Gels
» 1%-iges Agarosegel in 0,5 TBE vorbereiten
Die Aktivitat der Restriktionsenzyme mit 200ul 0,5 EDTA stoppen.

>
» Die verdauten Blocke in die Geltaschen einlegen
» Mit 1%iger LMP-Agarose die Taschen luftfrei auffillen
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» Die Elekrophorose wird fur eine optimale Aufldsung der DNA-Gré3e von
20-500kb folgendermalden eingestellt:
Switchzeiten I: 20-50 fiir 8h
Switchzeiten II: 30-70 fir 20h
Spannung: 200V

» Gel in mit 0,5xTBE-Puffer aufgefillte Kammer legen und befestigen

» Die Elektrophorese starten

» Nach Beendigung des Gellaufs das Gel in einem EtBr-Bad 15-30min
farben und fotografieren (UV-Licht Maximum 30sec)

» Das Gel zusammen mit den Markern (A Hindlll, Lambda Ladder, Hefe-
Marker) blotten

2.2.10 Southern Blot

Der Southern Blot ist eine molekularbiologische Methode zur Ubertragung (Blotten)
der in der Gelelektrophorese aufgetrennten DNA auf eine Membran (h&ufig
Nitrocellulose oder Nylon). Auf der Membran ist anschliefend der spezifische
Nachweis von DNA-Sequenzen durch die Hybridisierung mit chemisch oder

radioaktiv-markierten komplementdren Gensonden maoglich.

2.2.10.1 Herstellung radioaktiver Sonden fiir die Untersuchung der FRA16B-
Region
Fur die Herstellung einer Sonde zur Untersuchung des FRA16B-Locus wurden

mehrere Sequenzen in dieser Region ausgewahlt (Abbildung 2.5). Die Sequenzen
wurden manuell nach geringem AT-Gehalt ausgewahlt (Ldnge: zwischen 600-
1650bp) und auf  Sequenzhomologien mit Hilfe der  Datenbank
(http://genome.ucsc.edu) kontrolliert. Die PCR-Bedingungen der ausgewahlten
Sequenzen wurden optimiert. Um die Sonden auszuwahlen, die am wenigsten
Hintergrund verursachen, wurde ein Dot-Blot durchgefiihrt. Dabei wurden zwei
Sequenzen (Sonde-1=624bp und Sonde-8=598bp) fur weitere Untersuchungen
ausgewahlt. Nach dem Verdau der genomischen DNA (entweder isoliert aus
Lymphozyten und Fibroblasten oder intakte Lymphozyten in Agarose-Blécken) mit
entsprechenden  Restriktionsenzymen wurden die DNA-Fragmente durch
Gelelektrophorese (oder Pulsfeldgelelektrophorese) getrennt und anschlieRend auf
eine Nylon-Membran (Hybond-N, Amersham) gebunden. Die Sonden wurden

radioaktiv markiert und der Filter nach der Hybridisierung und dem Waschen auf
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einen Roéntgenfilm aufgelegt. Nach der Filmentwicklung wurden die Ergebnisse

analysiert.

1621

/

E
=
o
o |

BamH| 8.8kh

Bipl 6,8kh

BstENl 35,5kb

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der ausgewahlten Restriktionsenzyme und Sonden fiir
die PFGE-Analyse

Die FRA16B-Region wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten. Mit Hilfe
radioaktiv markierter Sonden (1 und 8) kann man die Variabilitdt oder Expansion dieses Locus

analysieren. 8: Sonde 8, 1: Sonde 1. Blaue Punkte: die 6 anderen untersuchten DNA-Sonden in

dieser Region, die nicht optimal waren.

2.2.10.2 Etablierung von Southern-Blot und PFGE-Analyse
Aufgrund der AT-reichen Region war die Auswahl der DNA-Sonden besonders

schwierig. Bei der Optimierung der PFGE musste darauf geachtet werden, dass eine
optimale Trennung zwischen 10-500kb stattfindet. Die Auftrennung der DNA erfolgte
nach der sog. CHEF-Methode (contour-clamped-homogenous-eletric-field), mit
hexagonaler Anordnung der Elektroden (Chu et al., 1986). Das elektrische Feld
wechselt zwischen zwei Orientierungen in einem Winkel von 120°. Vorteil dieser
Methode ist der gleichmalige Lauf der DNA in allen Spuren. Die kauflichen
GroélRenmarker, Lambda Ladder (48,5-1000kb) und S.cerevisiae (225-2200kb)
zeigten keine sichtbaren Banden nach Anférbung des Geles mit EtBr. Deshalb habe
ich sie nach Transfer auf die Nylon-Membran mit ihren eigenen radioaktiv markierten
DNA-Sonden sichtbar gemacht (Abbildung 2.6). Bei der Optimierung des Southern-
Blots wurde die HCL-Behandlung (saure Hydrolyse der DNA) durch 30sek UV-Licht

41



2 Material und Methoden

ersetzt. Die Neutralisierung der Membran wurde erst nach dem DNA-Transport in

einer Denaturierungslésung durchgefihrt.

5. cerevisiae

%
:

S, cerevisiae
Lambda Ladder

Abb. 2.6: Erhéhung der Intensitat der
Banden von kauflichen GroBenmarkern

8 0kh Aufgrund der geringeren Konzentration der

620 S

5821h

533 Sk
4551h

i10kb Lambda- und Hefe-Marker konnten sie erst

S65kh nach der Hybridisierung mit  den

entsprechenden radioaktiv markierten DNA-

o 3 e Sonden sichtbar gemacht werden (rechts).
Lt Mit  EtBr-Anfarbung sieht man ganz

3301h

365k .
10113 schwache oder gar keine Banden der

HE 1411 aufgetragenen GroRenmarker (links).

1Hkh
134k
145kh
17k

4 5

2.2.10.3 Transfer von DNA auf eine Nylon-Membran
Die verdauten DNA-Fragmente lassen sich durch verschiedene Methoden
Ubertragen.

Durchfiihrung des Versuches:

l. Alkalischer Transfer

Beim Photographieren wird das Gel fiir 30sek mit UV bestrahlt. Durch die Strahlung
kommt es zu sogennanten nicks in den DNA-Molekilen, was den Transfer erleichtert.
AnschlielRend wird das Gel 2x 'zh in Denaturierungslésung (1,5M NaCl/0,5M NaOH)

inkubiert. Dabei wird es leicht geschttelt und der Puffer nach zh gewechselt.
Aufbau der Blot-Briicke

In eine Plastikwanne wird ausreichend Denaturierungspuffer gegeben. Anschliel3end

wird eine Glasplatte dariber gelegt und es werden 2 Lagen 3mm Whatman-Papier,
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die vorher mit dem Denaturierungspuffer getrédnkt werden, Gber die Glasplatte gelegt,
so dass von beiden Seiten ein Kontakt mit dem Denaturierungspuffer besteht.
Danach wird vorsichtig das Gel auf das Papier gelegt. Anschlieliend wird die
geschnittene Nylonmemran (Hybond-XL oder Hybron N, Amerscham-Bioscience),
die man vorher in Wasser getrankt hat, auf das Gel aufgelegt und mit einer
Glaspipette mdogliche Luftblasen entfernt. Danach werden noch 4 weitere, in
Denaturierungspuffer getrankte, Whatman-Filterpapiere auf die Nylonmembran
gelegt. Zum Abschluss kommen saugféhige Papierhandtiicher darauf. Am Ende wird
eine Glasplatte mit einem Gewicht von 1 kg auf die Papierhandtiicher gelegt. Dieses
Gewicht beschleunigt den vertikalen DNA-Transfer auf die Membran. Das Blotten
von PFGE-Gelen dauert 2-3 Tage.

Abbau der Blot-Briicke
» Der Blot wird abgebaut und der Filter markiert
» Der Filter wird neutralisiert (2min in 50mM NaPi PH 6,5, leicht schitteln)
» Die Membran wird fir 10min bei RT getrocknet
» Die Membran wird mit UV-Licht bestrahlt. Bei der Strahlung werden durch sog.

Cross-Linking die DNA-Fragmente kovalent mit der Membran verbunden

Il. Nicht-alkalischer Transfer

Der nicht-alkalische DNA-Transfer unterscheidet sich von der alkalischen Methode in

folgenden Punkten:

» Nach der Denaturierung (1x 30min) wird das Gel fir 2x15min mit
Neutralisierungspuffer gewaschen und dann geblottet

» Der Transferpuffer ist hier 20xSSC

» Nach dem Blotten wird keine Neutralisierung bendtigt

» Die angewendete Nylonmembran hier ist Hybond-N+ (Amersham-Bioscience),

die positiv geladen ist.

2.2.11 Hybridisierung der Nylon-Membranen

I: Nicht-Radioaktiv

Markierung und Hybridisierung
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Die Membran (Hybond-N*, Amersham) wird nach der UV-Bestrahlung oder
nach 2-stindiger Inkubation bei 80°C kurz in 2xSSC-Lésung gespdilt und
zusammen mit einem Nylon-Netz gerollt und in einer Glasréhre fir 1h mit
Easy-Hyb-Hybridisierungspuffer bei 42°C und 10rpm vorhybridisiert.

400ng Digoxigenin-markierte Sonde wird fur 5min bei 95°C denaturiert und
auf Eis gestellt

Die denaturierte Sonde wird direkt zu 20ml bei 42°C vorgewdrmtem DIG
Easy-Hyb-Puffer gegeben

Der Hyb-Puffer, der als Vorhybridisierung eingesetzt wurde, wird verworfen
und frischer Hyb-Puffer mit der markierten Sonde zugegeben

UN wird bei 42°C hybridisiert

Waschen und Detektieren

>

>

2x5min bei Raumtemperatur mit 2xSSC/0,1% SDS-Puffer und einmaligem
Pufferwechsel waschen

2x15min bei 65°C mit vorgewarmtem 1xSSC/0,1% SDS-Puffer und
einmaligem Pufferwechsel waschen

Equilibrierung der Membran fur 1-5min mit 100ml Waschlésung |

Inkubation fir 60min in 20ml Blocking-Puffer bei RT

Zugabe von 10yl Anti-digoxigenin-AP-Conjugate und weitere 30min schutteln
bei RT

2x15min mit 200ml Waschldsung Il leicht schitteln mit einmaligem Wechsel
1-5min Equilibrierung der Membran in Detektionspuffer

5min mit 2 ml Nachweisreagenz (CPD-Star in Detektionspuffer, Firma Roche)
inkubieren, nach 5min Uberschiissiges Reagenz entfernen

Einen Réntgenfilm auflegen

II: Radioaktiv

Markierung und Hybridisierung

>

>

Die Membran wird mit einem Nylon-Netz gerollt und fur 2h bei 65°C in einer
Glasréhre mit Church-Puffer vorhybridisiert

25ng der radioaktiv markierten DNA-Sonde werden nach Vorschrift des
Random primed labelling-Kits (Amersham) markiert und durch eine GenClean-

Saule gereinigt
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» Die Sonden werden fur 5Smin bei 95°C denaturiert

» Der Church-Puffer wird verworfen und die denaturierten Sonden werden mit
10ml, bei 65°C vorgewarmten, frischen Church-Puffer in die Réhre gegeben

> Die Membran wird UN bei 65°C hybridisiert

Waschen und Detektieren

» Die Membran wird 3x%zh mit (0,5xSSC/0,1% SDS)-Puffer bei 65°C gewaschen

> Alle 2 h wird die Waschlésung gewechselt

» Die Membran wird getrocknet und mit einem Réntgenfilm und Screen bei -
80°C fiur mind. 3 Tage exponiert

» Die Signale werden ausgewertet

2.2.12 Mikrosatelliten-Analyse bei Proband 4 und seinen Eltern

Die PCR-Bedingungen fur die STS-Analyse an Chromosom 16q wurde an 4
Mikrosatelliten-Markern (D16S514, D16S408, D16S308, D16S320) etabliert.

Ansatz:
100ng genomische DNA
1,5mM MgCl,
0,4mM dNTPs
10pM Primer H
10pM Primer R
1X Reaktionspuffer
49,5m| H20
0,5ul DNA-Polymerase
Programm:
Shritt Temperatur Dauer
1 94°C 5min
2 94°C 1min
3 55°C 1min
4 72°C 1min
5 224 x35
6 72°C 10min
7 4°C %)
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3. Ergebnisse

3.1 Zytogenetische Ergebnisse an Lymphozyten

Die optimale Darstellung der menschlichen Chromosomen und eine ausreichende
Anzahl an Metaphasen sind abh&ngig von den Kultivierungsbedingungen der
Lymphozytenkultur.  Um einen Einfluss der Kulturbedingungen auf die
Chromosomenbrichigkeit, den mitotischen Index (die Anzahl der Metaphasen in
1000 Lymphozyten) und auf die FRA16B-Expression zu Uberprifen, wurden 4
elementare Kultur-Parameter (Kultivierungstemperatur, Kulturzeit, PHA
(Phytohdmagglutinin)-Konzentration und Colcemidzeit) bei einem FRA16B-Trager
(Probanden 1) und zwei negativen Kontrollpersonen (NK5, NKG) analysiert und
verglichen. Fur die FRA16B-Expression ergaben sich bei verschiedenen
Kulturbedingungen keine signifikanten Veranderungen. Auch die mitotischen Indizes
zwischen dem Probanden 1 und beiden negativen Kontrollen zeigten keine
Auffalligkeiten.

Eine Temperaturerhéhung (bei 39, 40 und 41°C) wéahrend der Kultivierung fihrte als
einzige Veranderung zu einer signifikanten Reduzierung des mitotischen Index
(Abbildungen 3.1) und einer erhdhten Chromosomenbriichigkeit (Abbildungen 3.2).
Bei 41°C zeigten die Kulturen fast keine Interphasekerne oder

Metaphasechromosomen.

3.1.1 Einfluss der Kultivierungstemperatur

3.1.1.1 Mitotischer Index in Abhangigkeit von der Kultivierungstemperatur
Der mitotische Index wurde bei 2 negativen Kontrollen (NK5, NK6) und Proband 1
untersucht. Dabei wurden jeweils 1000 Lymphozyten untersucht und die Anzahl der

Metaphasen ausgewertet (Tabelle 3.1).
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Untersuchte
Temperatur
Personen 37°C | 39°C | 40°C
Mitotischer Index (Mittelwert)
NKS 109,5 63 615
NK6 89,5 59 38
Proband 1 70,5 57,5 32

Tab. 3.1: Mitotische Indizes bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen bei erhéhter
Kultivierungstemperatur
NK: negative Kontrolle.

Eine Temperaturerhéhung wéahrend der Kultivierung der Lymphozyten flihrt zu einer
signifikanten Reduzierung des mitotischen Index (p-Wert= 0,000049) bei allen
Proben (Abbildung 3.1). Allerdings gab es zwischen den negativen Kontrollen und
dem Proband 1 keinen signifikanten Unterschied bei der mitotischen Indexabnahme
(p-Wert= 0,29).

A=-1.5%1"C,;plA=0)=49e05

. o HHKS
o HEG
¢ Proband 1

12

10
L

Mitetizcher Index [%] Metaphasen

Regressionsgeraden
= - HK5+HKE “"‘“-—--______
—— Proband 1 T
— alle -
I I I
) 33 40

Temperatur £ 1[*C]

Abb. 3.1: Darstellung des Temperatur-Einflusses auf den mitotischen Index

Mit zunehmender Temperatur wahrend der Kultivierung, reduziert sich die Anzahl der
Metaphasen pro 1000 Lymphozyten bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen. Die
Steigungen der Regressionsgeraden von negativen Kontrollen und Proband 1 zeigen keinen
nachweisbaren Unterschied (p-Wert= 0,29). Insgesamt wird bei den gepoolten Daten eine
signifikante (p-Wert= 0,000049) Abnahme des mitotischen Index von 1,5 %/°C beobachtet. NK:

negative Kontrolle.
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3.1.1.2 Zunahme von Chromosomenbriichen in Abhéangigkeit von der
Kultivierungstemperatur

Dieser Parameter wurde bei 2 negativen Kontrollen (NK5, NK6) und Proband 1
untersucht (Tabelle 3.2).

Untersuchte
Temperatur
Personen 37°C | 39°C | 40°C
Anzahl der Chromosomenbriiche [50 Metaphasen]
NK5 0 0 10
NK6 0 6 19
Proband 1 0 6 13

Tab. 3.2: Chromosomenbriiche bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen in Abhéngigkeit
von der Temperatur

NK: negative Kontrolle.

Wahrend eine Erhdéhung der Kultivierungstemperatur zu einer signifikanten
Reduzierung des mitotischen Index flhrt, sind gleichzeitig mit zunehmender
Kultivierungstemperatur vermehrt Chromosomenbriiche bei Proband 1 und beiden
negativen Kontrollen zu beobachten (Abbildung 3.2).

A = 4.3 Chromosomenbriiche / °C ; p(A =0) = 0.0062
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Abb. 3.2: Graphische Darstellung der Chromosomenbriichigkeit in Abhéngigkeit von der
Temperatur
Die erhohte Temperatur fihrt allgemein zu einer erhéhten Chromosomenbriichigkeit bei
Proband 1 und beiden negativen Kontrollen. Fir die gepoolten Daten von negativen Kontrollen
und Proband 1 ergibt sich ein signifikanter (p-Wert= 0,0062) Anstieg der Expression von
Chromosomenbriichen von 4,3/°C. NK: negative Kontrolle.

48



3 Ergebnisse

Zusatzlich wurden die Bruchregionen der gefundenen Chromosomenbriche (bei den
negativen Kontrollen (NK5, NK6) und Proband 1) nach Temperaturerhéhung mittels
Giemsafarbung exakt definiert und mit der Lage aller aktuell bekannter FSs (siehe
Tabelle 8.1 und 8.2) verglichen (Tabelle 3.3).

Dabei wurden entsprechende p-Werte folgendermal3en berechnet:

CFS: Lange = 654,89Mb; beobachtet = 19 Brliche; = 41 * 654,89/3200 = 7,95 -> p(X
>=20) = 0,00112225.

RFS: Lange = 205,2Mb; beobachtet = 4 Briiche; = 41 * 205,2/3200 = 2,43 -> p(X >=
4) =0,2703490

Erklarung:

Anteil der gefundenen CFSs: 19/41=46,3%, gesamte Lange dieser 19 Regionen=
654,89MB. Vergleicht man diese Lange zur Gesamtldnge des menschlichen
Genoms: 654,89/3200Mb= 20,46%, ergibt sich mit den ermittelten 46,3% ein
signifikant héherer Wert als der erwartete Wert von 20,46% (p-Wert= 0,0011225)
(weitere Erklérung: siehe Diskussion).
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Briichigkeit FSs Briichigkeit FSs

1p11-12 (NK5) Keine Zuordnung 7q11.2 (NK6) FRA7A (RFS)
1p21 (NKB6) FRA1E (CFS) 7922 (P1) FRA7F (CFS)
1p32 (NKB6) FRA1B (CFS) 7931 (NK5) FRA7G (CFS)

1p36 (P1) FRA1A (CFS) 8q11 (NK6) Keine Zuordnung

1912 (P1) FRA1J (CFS) 4x8q22 FRA8A+B (CFS)

(2xNK6+2xNK5)

2x1921 (2xNK6) FRA1F (CFS) 9911 (NK6) Keine Zuordnung
1932 (NK6) Keine Zuordnung 2x9922 (NK5+P1) FRA9D (CFS)
2p13 (NK5) FRAZ2E (CFS) 2x10g221 (NK6+P1) FRA10D (CFS)

2921 (P1) FRA2F (CFS) 2x10924 (2xNKB6) Keine Zuordnung
2933 (NK6) Keine Zuordnung 11p13 (P1) FRA11E (CFS)
3x3p21 Keine Zuordnung 11923 (P1) FRA11G (CFS)

(1xNK6+2xP1)
4p14 (NK®6) Keine Zuordnung 12913 (P1) FRA12A (RFS)

2x4912 (NK5+NKB6) FRA4B (RFS) 2x12q15 (2xP1) Keine Zuordnung

4921 (P1) Keine Zuordnung 12922 (NK6) Keine Zuordnung

4927 (NKS5) FRA4E 14p11-12 (NKB) Keine Zuordnung
(Unklassifiziert)

3x4q31 FRA4C (CFS) 17p11 (P1) Keine Zuordnung

(2xP1+1xNK86)

5911.2 (NK6) Keine Zuordnung 17921 (P1) Keine Zuordnung
5013 (NK®6) FRA5A (RFS) 17923.1 (NK5) FRA17B (CFS)
5q15 (NK6) FRAS5D (CFS) Total (CFS) 19/41

5922 (P1) Keine Zuordnung Total (RFS) 4/41
5033 (NK5) Keine Zuordnung Total 1/41
(Unklassifiziert)
6915 (NK6) FRAGBG (CFS) Total 17/41
(Keine Zuordnung)
6925 (NK6) FRAGB (CFS)

Tab. 3.3: Vergleich der identifizierten Bruchregionen bei der Temperaturerh6hung mit

bekannten FSs

59% (24/41) der entsprechenden Briiche durch die erhdhte Temperatur liegen in bekannten

FSs-Regionen. 41%

(17/41) der Chromosomenbriiche konnten nicht zu bekannten FSs

zugeordnet werden. CFS: Common Fragile Site RFS: Rare Fragile Site P1: Proband 1, NK:

negativ Kontrolle.

In diesem Teil

der

Arbeit

konnte gezeigt

werden,

dass die erhohte

Kultivierungstemperatur bei Lymphozyten zu einer signifikanten Erh&hung von

Chromosomenbriichen in CFSs flhrt.
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3.1.2 DAPI-Einfluss auf zytogenetische FRA16B-Expression

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) ist als Chemikalie bekannt, die eine deutliche
Bindung an AT-reiche Regionen der DNA, wie beim FRA16B-Locus, aufweist
(Pineda De Castro et al., 2002). FRA16B-Expression kann effektiv durch DAPI und
Berenil induziert werden (Schmid et al., 1986). Fur die Charakterisierung der
FRA16B-Trager wurde in dieser Arbeit neben der Untersuchung des Einflusses von
Kulturbedingungen der Einfluss von DAPI auf die FRA16B-Expression untersucht.
Dabei wurden alle negativen Kontrollen (NK1-NK6) und 5 Probanden (P1, P2, P4, P5
und P6) nach DAPI-Behandlung sowohl mit zytogenetischen Methoden als auch
mittels FISH untersucht (Tabelle 3.4). Bei dem Probanden 3 wurde nach Einsatz von
DAPI keine Lymphozytenproliferation beobachtet.

Bei der zytogenetischen Analyse der FRA16B-Manifestation konnte ich verschiedene

FRA16B-Expressionsformen an Chromosom 16 nachweisen (Abbildung 3.1).

- . 16p 16
= - p
16p 16p - 16q
16q ’- -
A Sl A B
i b c d

Abb. 3.3: Verschiedene FRA16B-Expressionsformen bei zytogenetischen Untersuchungen
a: Strukturell unauffélliges Chromosom 16, b: Fragilitdt an Chromosom 16q (Pfeil), c:
Chromatidbruch in 16q (Pfeil), d: Chromosomenbruch mit Entstehung eines azentrischen
Fragmentes (Pfeil).

Bei der Kultivierung mit DAPI zeigten alle negativen Kontrollen (NK1-NK6) keine
FRA16B-Manifestation. Die Proliferationstudien bei allen negativen Kontrollen und
Probanden zeigten eine signifikante Reduzierung des mitotischen Index (gepoolte p-
Werte= 2,4 E-16, Abbildungen 3.4), die jedoch zwischen diesen beiden Gruppen fast
gleich war (p-Wert= 0,52).

51



3 Ergebnisse

Untersuchte
Personen DAPI-Konzentration
Opg/ml Sug/ml ‘ 10pg/ml ‘ 20pg/ml
Mitotischer Index (Mittelwert)
NK1 81,5 65,5 52,5 38,5
NK2 53 54,5 43 25,5
NK3 75,5 51,5 45,5 29,5
NK4 73 74,5 54 42
NKS 109,5 48 38,5 44
NK6 89,5 54,5 52 42
Proband 1 70,5 49,5 53 41,5
Proband 2 60,5 59,5 39 27
Proband 4 81 63,5 58,5 36
Proband 5 72 78 51,5 60
Proband 6 101,5 67,5 48,5 39,5

Tab. 3.4: Mitotische Indizes bei negativen Kontrollen und Probanden in Abhangigkeit der
DAPI-Konzentration
NK: negative Kontrolle.
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Abb. 3.4: Graphische Darstellung des mitotischen Index in Abhéngigkeit der DAPI-
Konzentration (Probanden und Kontrollen)

Die erhéhte DAPI Konzentration fiihrt zu einer deutlichen Reduzierung des mitotischen Index bei
allen Probanden (FRA16B-Trager) und negativen Kontrollen. Die beobachtete Abnahme des

mitotischen Index um 0,2 % / pg/ml ist signifikant (p-Wert= 2,4 E-16). NK: negative Kontrolle.
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Die zunehmende DAPI-Konzentration (Tabelle 3.5) fuhrte bei den 5 Probanden zu
einer signifikant erhéhten FRA16B-Manifestation bis zu 90% (gepoolte p-Werte =
0,0000049).

Untersuchte
Personen DAPI-Konzentration
Oug/ml S5ug/mi | 10pg/ml ‘ 20ug/ml
Manifestation von FRA16B [%][50 Metaphasen]

NK1 0 0 0 0
NK2 0 0 0 0
NK3 0 0 0 0
NK4 0 0 0 0
NKS 0 0 0 0
NK6 0 0 0 0

Proband 1 14 36 64 78

Proband 2 10 492 58 86

Proband 4 32 64 84

Proband 5 0 10 12 58

Proband 6 10 70 74 92

Tab. 3.5: Manifestation der FRA16B bei negativen Kontrollen und Probanden in
Abhéngigkeit der DAPI-Konzentration
NK: negative Kontrolle.

Die FRA16B-Expression von Lymphozyten von Proband 5 zeigte sich mit einer
Verzégerung auf die Zunahme der DAPI-Konzentration. Sie steigt bei maximaler
DAPI-Konzentration (20pg/ml) nur bis ca. 58%. Bei den negativen Kontrollen (NK1-
NK6) wurde keine FRA16B-Manifestation mit Zunahme der DAPI-Konzentration

festgestellt.
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A=35%/pgiml: p(A=0) =4.9e-06
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Abb. 3.5: Expression von FRA16B in Abhédngigkeit der DAPI-Konzentration bei den Probanden
Die Wirkung der DAPI-Konzentration auf die Manifestation von FRA16B ist bei allen Probanden
ahnlich, mit einem signifikanten (p-Wert= 0,0000049) mittleren Anstieg von 3,5 % /ug/ml
(Beschreibung der Probanden und negativen Kontrollen: siehe Seite 23+24).

In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die erhdhte DAPI-
Konzentration eine umgekehrte Korrelation des mitotischen Index bei Kontrollen und

Probanden und eine direkte Korrelation der FRA16B-Expression bei Probanden hat.

3.1.3 2-Aminopurin-Einfluss auf die zytogenetische FRA16B-

Expression

Bei 2-Aminopurin handelt es sich um einen Inhibitor fur Proteinkinasen, besonders
fur ATM (Ataxia telangiectasia mutated)- und ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3
related)-Genprodukte, die als Checkpointproteine eine zentrale Rolle bei der
Fortsetzung des Zellzyklus und der Reparatur von FSs spielen. Ein 2-Aminopurin-
Einsatz erh6ht durch sogenannten DNA-Replikationsstress die Chromosomenbriiche
an CFSs (Casper et al.; 2002). Der Einfluss von 2-Aminopurin auf FRA16B-
Expression ist, im Gegensatz zu DAPI, in der Literatur nicht bekannt. Neben der
Untersuchung des Einflusses von DAPI auf die FRA16B-Expression, wurde in dieser

Arbeit der Einfluss von 2-Aminopurin untersucht. Nach Einwirkung von 2-Aminopurin
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kommt es zu einer signifikanten Reduzierung der Metaphasenanzahl bei den

negativen Kontrollen 5 und 6 und den Probanden (gepoolte p-Werte= 0,00000051;

Abbildung 3.6). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden

untersuchten Gruppe festgestellt (p-Wert= 0,84). Bei dem Probanden 3 wurde nach

Einsatz von 2-Aminopurin keine Lymphozytenproliferation beobachtet.

Untersuchte
Personen 2-Aminopurin-Konzentration
0mM 1,8mM ‘ 3,6mM 9mM
Mitotischer Index (Mittelwert)
NKS 109,5 86,5 82 66
NK6 89,5 59 43,5 41
Proband 1 70,5 80,5 42 40
Proband 2 60,5 42,5 41,5 31,5
Proband 4 81 65,5 49,5 47,5
Proband 5 72 47 53 34,5
Proband 6 101,5 86 225 39

12

10

Tab. 3.6: Mitotische Indizes bei zwei negativen Kontrollen und 5 Probanden in

Abhéngigkeit der DAPI-Konzentration

NK: negative Kontrolle.
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Abb. 3.6: Mitotischer Index in Abhéangigkeit der 2-Aminopurin Konzentration

Die erhthte Konzentration von 2-Aminopurin fUhrt zu einer Reduzierung des mitotischen Index.

Kontrollen und Probanden reagieren offensichtlich gleich (p-Wert= 0,84). Im Mittel nimmt der

mitotische Index signifikant (p-Wert= 0,00000051) um 0,4 %/mM ab. NK: negative Kontrolle.
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Bei Kultivierung mit 2-Aminopurin (24h vor der Fixierung) erhdhte sich die FRA16B-

Expression bei allen Probanden (Tabelle 3.7).

Untersuchte
Personen 2-Aminopurin-Konzentration
0OmM ‘ 1,8mM ‘ 3,6mM 9mM
Manifestation von FRA16B [%] [50 Metaphasen]
NK5 0 0 0
NK6 0 0 0
Proband 1 14 14 26 30
Proband 2 10 18 29 492
Proband 4 0 8 20 24
Proband 5 0 4 5 4
Proband 6 10 26 20 29

Tab. 3.7: Expression von FRA16B bei den Probanden und beiden negativen Kontrollen in
Abhéngigkeit der 2-Aminopurin Konzentration

NK: negative Kontrolle.

Die Zunahme der FRA16B-Expression durch ansteigende Konzentration von 2-
Aminopurin war bei den untersuchten Probanden unterschiedlich. Wahrend Proband
1 und 2, 4, und Proband 6 ein ahnliches Muster zeigten, &ndert sich die FRA16B-
Manifestation bei Proband 5 fast gar nicht (Abbildung 3.7). Es wurde keine FRA16B-
Expression bei den Kontrollen 5 und 6 wahrend der Zunahme der 2-Amiopurin

Konzentration festgestellt.
A= 1.8%/mi; p(A=0)=0011
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Abb. 3.7: Expression von FRA16B in Abhéngigkeit der 2-Aminopurin Konzentration bei
den Probanden

Ein Anstieg der 2-Aminopurin-Konzentration fiuihrt bei allen Probanden zu einer erh&hten
FRA16B-Expression, die sich jedoch zwischen den Probanden unterscheidet. Im Mittel l1&sst sich
jedoch ein signifikanter Anstieg (p-Wert= 0,011) von 1,8 %/mM beobachten. Proband 4 und
Proband 5 zeigten keine spontane FRA16B-Expression, deshalb ist bei OmM keine FRA16B-

Exoression zu sehen.

In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die erhéhte 2-Aminopurin-
Konzentration eine umgekehrte Korrelation des mitotischen Index bei den Kontrollen
und Probanden und eine direkte Korrelation mit der FRA16B-Expression bei den

Probanden aufweist.

3.2 Untersuchung dermaler Fibroblasten von Proband 1 auf
FRA16B-Expression

Die dermalen Fibroblasten des Probanden 1 wurden nach der Isolierung und
Subkultivierung mit Colcemid behandelt und direkt mit Giemsa angefarbt. Dabei
wurden 50 Metaphasen analysiert (Abbildung 3.8). Eine spontane FRA16B-
Expression, die in den Lymphozyten des Probanden 1 mit bis zu 14% gefunden

wurde, ist in den dermalen Fibroblasten nicht nachweisbar.

P

Ab. 3.8: Giemsafarbung der Metaphasenchromosomen in dermalen Fibroblasten des
Probanden 1

Die homologen Chromosomen 16 von dermalen Fibroblasten zeigten keine Hinweise auf FRA16B-
Expression. Die Chromosomen sind direkt nach dem Auftropfen und ohne Trypsin-Behandlung mit

Giemsa angefarbt.

57



3 Ergebnisse

3.3 FISH-Analysen

3.3.1 Auswahl der FISH-Sonden fir die Untersuchung der FRA16B-

Region

Fur die Charakterisierung von fragilen Stellen bieten FISH-Analysen mit DNA-
Sonden eine sinnvolle Ergédnzung zu konventionellen chromosomalen
Farbemethoden. Die vollstdndige Sequenzierung des Chromosoms 16 (Martin et al.,
2004) und die besondere Struktureigenschaft der FRA16B-Region erlaubte es FISH-
Sonden auszuwéhlen, die geeignet sind die Fragilitdt an 16921 in
Metaphasechromosomen und, insbesondere auch, Interphasekernen (besonders in
Go-Phasen) zu untersuchen. Es wurden zwei BACs, die die FRA16B-Region
flankieren, ausgewahlt (Abbildung 3.9). Die Sequenz des proximalen BAC ist
bekannt. Er enthalt 7 Kopien der 33bp-Minisatelliten aus der FRA16B-Region. Die
Uberlappende FRA16B-Region mit dem proximalen BAC betrdgt ca. 4,5kb, das
bedeutet, der proximale BAC liegt zu ca. 97% aulerhalb der FRA16B-Region. Der
distale BAC Uberlappt nicht mit der FRA16B-Region und liegt 10kb entfernt vom

proximalen BAC.
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Abb. 3.9: Lage der ausgewéhlten BACs in der FRA16B-Region

Die Lénge des proximalen BAC (AC009055.10; RP11-25619) mit bekannter Sequenz betragt
170,8kb (63746672-63917502), an seinem distalen Teil Uberlappt er mit der FRA16B-Region (63
912 000-63 916500= 4500bp). Die Lange des distalen BAC (RP11-482M16) betragt 149kb (63 927
589-64 076 659). Der distale BAC liegt in 10kb Entfernung zum proximalen BAC. FRA16B ist
zwischen zwei STS-Markern (AFMA130YH5-AFMA219205) lokalisiert (siehe Pfeil) (Modifiziert
nach: http://genome.ucsc.edu, hg18).
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In normalen Lymphozyten sieht man die FISH-Signale der beiden ausgewéhlten
BACs, die die FRA16B-Region flankieren, sowohl in Metaphasen als auch in
Interphasen immer direkt nebeneinander. Findet ein Bruch an 16g21 statt, dann
kommt es zu einer Trennung der beiden Signale (rot-griin) an der FRA16B-Region
(Abbildung 3.10).

proximal

Bruch an 16921

L BN

normal azentrisches
Fragment

L
-

S
® D

normal FRA16B ]

normal FRA16B
Interphase Metaphase

Abb. 3.10: Schematische Darstellung der ausgewéahlten BAC-Proben und ihre Verteilung in
den homologen Chromosomen 16 und Interphasekernen
Die ausgewahlten BAC-Proben lassen die FRA16B-Manifestation in den Metaphasechromosomen

und den Interphasenkernen durch die Trennung der Signale beobachten.
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3.3.2 FISH-Ergebnisse der FRA16B-Region in Metaphasen

3.3.2.1 Keine FRA16B-Expression

In normalen Zellen ohne FRA16B-Expression ist keine deutliche Trennung der roten

und grinen DNA-Sonden in Interphasen und Metaphasen zu sehen (Abbildung 3.11a

und 3.11b).
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Abb. 3.11a: FISH-Signale in Lymphozyten von normalen Zellen ohne FRA16B-Expression

(rote/griine-Signale zusammen)

Fluoreszenz—markierte BAC-Sonden (RP1125619=rot, RP11-482M16=griin), die die FRA16B-

Region proximal bzw. distal flankieren.
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Abb. 3.11b: FISH-Signale in normalen Fibroblasten ohne FRA16B-Expression (rote/griine-

Signale zusammen)

Fluoreszenz—markierte BAC-Sonden (RP11-25619=rot, RP11-482M16=griin), die die FRA16B-

Region proximal bzw. distal flankieren.
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3.3.2.2 FRA16B-Expression
Bei FISH- und konventioneller zytogenetischer Analyse der FRA16B-Expression ist

die Struktur von Chromosom 16 eindeutig darstellbar. (Abbildungen 3.12 -3.16).

Chromosom 18

16p

16q

Abb. 3.12: Fragilitdt an Chromosom 16921 (FRA16B-Expression)
Die Bruchstelle ist noch mit Chr. 16 verbunden, links: FISH-Darstellung, rechts: konventionelle
Giemsafarbung (BAC-Sonden: RP11-25619=rot, RP11-482M16=grin).
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Abb. 3.13: FRA16B mit einem azentrischen Fragment

FISH-Signale zeigen einen kompletten Bruch an beiden Chromatiden des Chromosoms 16 mit
einem azentrischen Fragment (ein Chromosomenbruchstiick ohne Zentromer) in der
Lymphozyten-Metaphase. Eine Fluoreszenz—markierte distale BAC-Sonde (griin) ist getrennt
auf einem azentrischen Fragment zu sehen (BAC-Sonden: RP11-25619=rot, RP11-
482M16=grun).

Bei der FRA16B-Expression kann der Bruch nur an einem Chromatid stattfinden
(Abbildungen 3.14).
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[
£

FRA16B-Expression Chr. 16
Abb. 3.14: FRA16B-Expression mit einem Bruch an einem Chromatid in einer Lymphozyten-
Metaphase (BAC-Sonden: RP11-25619=rot, RP11-482M16=griin).

Wenn ein azentrisches 16q Fragmeni entsteht, kanni es aufgrund fehlender
Zentromersequenzen in der darauf folgenden Metaphase verloren gehen. Es

entsteht eine Zelle mit terminaler Deletion an Chromosom 16q (Abbildungen 3.15).
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Abb. 3.15: Verlust des g-Arms von Chromosom 16 in einer Lymphozyten-Metaphase
Links: Ein normales Chromosom 16 (Fluoreszenz—markierte BAC-Sonden (rote und griine
Signale liegen zusammen). Rechts: Terminale Deletion an 16q (16g-)(das griine Signal vom
distalen BAC fehlt) (BAC-Sonden: RP11-25619=rot, RP11-482M16=grin).
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Diese Aberration (16q-) fand sich sehr selten, ebenso wie die Entstehung zweier

azentrischer Fragmente, verursacht durch eine Fehlverteilung (Abbildung 3.16).
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Signe €hr-16 ysammen). Rechts oben: Ein Chromosom 1. Chr- 16g- und zwei azentrische Fragmente

zwei azentrischen Fragmenten 16q. Fluoreszenz—markierte distale BAC-Sonden (griine Signale)

sind getrennt auf beiden azentrischen Fragmenten zu sehen (BAC-Sonden: RP11-25619=rot,
RP11-482M16=grun).

3.3.3 FISH-Ergebnisse in Interphasen

3.3.3.1 Keine FRA16B-Expression
Bei der FISH-Analyse zu FRA16B-Expression, besonders an Interphasen ist die

strukturelle Zuordnung zum Chromosom 16 schwieriger und bedarf einer genaueren
Erlduterung. In normalen Zellen bleiben die FISH-Signale in den Interphasen
zusammen. Mit ausgewahlten Fluoreszenz—markierten BAC-Sonden konnte ich die
FRA16B-Region (Abbildungen 3.17a,b) kolokalisieren und eine FRA16B-Expression

(Abbildungen 3.18a,b) auch in Interphasen nachweisen.
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a b

Abb. 3.17a,b : Kolokalisation der flankierenden Proben: FISH-Signale in Interphasen
ohne FRA16B-Expression

3.17a: FISH-Signale in Lymphozyten. 3.17b: FISH-Signale in dermalen Fibroblasten (BAC-
Sonden: RP11-25619=rot, RP11-482M16=grln).

3.3.3.2 Expression von FRA16B
Hier wurde untersucht, ob die FRA16B-Expression auch in Interphase-Zellen

nachweisbar ist (Abbildungen 3.18a, 3.18b).

FRA16B-Expression
Y @

\

FRA16B-Expression

Abb. 3.18a: FRA16B-Expression in der Abb. 3.18b: FRA16B-Expression in dermalen Fibroblasten
Lymphozyten-Interphase (Interphase)

3.3.4 Zusammenfassung der FISH-Ergebnisse

Der Nachweis der FRA16B-Expression ist mit konventionellen zytogenetischen
Farbemethoden nur an Metaphasen méglich. Dabei ist der Nachweis der FRA16B-
Briichigkeit besonders dann ungenau, wenn die Chromosomen nach Giemsa-

Farbung oder GTG-Banderung eine starke Quellung aufweisen oder Metaphasen
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nicht hoch aufgelést sind. FISH-Analysen zeigen hier jedoch, dass
molekularzytogenetische Methoden den Nachweis der FRA16B-Expression
zweifelsfrei in Interphasen und Metaphasen ermdéglichen.

Um die zytogenetischen Ergebnisse der FRA16B-Expression mit FISH-Ergebnissen
in Metaphasen zu vergleichen und um die Induzierbarkeit der FRA16B-Expression in
Interphasekernen zu untersuchen, wurden die Metaphasen und Interphasen der
Probanden und negativen Kontrollen bei nativen Zellen, bei Standardkultivierung und
bei einem Einsatz von erhéhter Konzentration von DAPI ausgewertet. Fir die FISH-
Analyse an Interphasekernen und Metaphasechromosomen wurden folgende
Praparate der Probanden ausgewertet: Go-Phase (nicht proliferierende Zellen),
Standardkultivierung (ohne DAPI-Behandlung), Standardkultivierung nach Einsatz
verschiedener DAPI-Konzentration ((DAPI-I: 5ug/ml DAPI), (DAPI-II: 10ug/ml DAPI)
und DAPI-IIl: 20ug/ml DAPI)) (Tabelle 3.8). Die untersuchten Interphasen und
Metaphasen der negativen Kontrollen wiesen bei Standardkultivierung und nach
DAPI-Behandlung keine FRA16B-Expression auf.

P1 P1 P2 P3 P4 P5 P6
Probanden —> Lymph. | Fibr. | Lymph. | Lymph. | Lymph. | Lymph. | Lymph.
Zellphasen Auswertung:
¢ 50 Metaphasechromosomen und 100 Interphasekerne [%]
Go-Phase 8 NM 5 17 7 12 13
(native Zellen)
Metaphasechromosomen 18 0 13 16 0 0 13
bei Standardkultivierung
Interphasekerne 12 0 8 8 6 4 12
bei Standardkultivierung
Metaphasechromosomen 40 0 33 KP 40 14 63
bei DAPI-I Kultivierung
Interphasekerne 16 8 10 KP 14 6 20
bei DAPI-I Kultivierung
Metaphasechromosomen 56 14 66 KP 63 16 68
bei DAPI-II Kultivierung
Interphasekerne 18 10 24 KP 18 8 26
bei DAPI-II Kultivierung
Metaphasechromosomen 66 KM 92 KP 76 47 89
bei DAPI-III Kultivierung
Interphasekerne 24 16 34 KP 26 14 30
bei DAPI-II Kultivierung
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Tab. 3.8: Zusammenfassung der FISH-Analysen bei Probanden

Mit zunehmender DAPI-Konzentration erhéht sich die FRA16B-Expression bei allen Probanden in
Interphasen und Metaphasen; dabei féllt die Zunahme der FRA 16B-Expression in Interphasen deutlich
geringer aus als in den Metaphasen. Die Separation der Fibroblasten-Zellen aus den enthommenen
Hautgeweben lief3 sich aus technischen Griinden nicht durchfihren. Eine direkte FISH-Analyse an den
Go-Interphasen der Fibroblasten bei Proband 1 war damit nicht méglich gewesen. Bei Proband 1-
Fibroblasten waren nach DAPI-IlI-Behandlung keine Metaphasen auffindbar und die Lymphozyten des
Probanden 3 zeigten nach DAPI-Behandlung keine Proliferation.

Go-Interphasekerne: Interphasekerne frisch isolierter peripherer Lymphozyten der untersuchten
Probanden ohne Kultivierung. Standardkultivierung: Kultivierung unter Standardbedingungen, ohne
DAPI-Einsatz. DAPI-Kultivierung: Kultivierung bei Standardbedingungen mit DAPI-Behandlung. DAPI-I:
5ug DAPI/mI. DAPI-II: 10ug/ml DAPI. DAPI-III: 20pg/mi DAPI. Lymph.: Lymphozyten. Fibr.: Fibroblasten
NM: nicht méglich. KM: keine Metaphase. KP: keine Zellproliferation.

Nach diesen FISH-Analysen konnte gezeigt werden:

I. Go-Interphasen ohne Zellkultivierung

Go-Interphasen, direkt aus frischem peripheren Blut ohne Kultivierung isoliert, zeigten
bei allen untersuchten Probanden eine unterschiedliche Briichigkeit fir die FRA16B-
Region auf. Wahrend Proband 3 (klinisch auffallig) mit 17% eine deutliche FRA16B-
Expression aufweist, zeigte Proband 4 (Mutter von Proband 3) nur 7%. Dieser
Unterschied ist zwischen Proband 1 und Proband 2 (Mutter von Proband 1) deutlich

geringer (8% resp. 5%).

Il. Metaphasen

Die FISH-Analysen zur FRA16B-Expression in Metaphasen bestétigen die
zytogenetischen Ergebnisse mit konventionellen Farbemethoden. Es besteht eine
direkte Korrelation zwischen der Zunahme der DAPI-Konzentration und der
Erhéhung der FRA16B-Expression. Wé&hrend nach Standardkultivierung die
Metaphasenchromosomen der Fibroblasten von Proband 1, Lymphozyten von
Proband 4 und bei Proband 5 keine spontane FRA16B-Expression aufweisen, zeigte
sich bei den anderen Probanden eine FRA16B-Expression von 13-18%. Wahrend
die spontane FRA16B-Expression nach Standardkultivierung bei Proband 1 und
Proband 2 (Mutter von Proband 1) keinen groRen Unterschied zeigte (18%
resp.13%), ist ein Unterschied bei Proband 3 und Proband 4 (Mutter von Proband 3)
deutlich zu erkennen (16% resp. 0%). Die FRA16B-Expressionsrate erhéht sich zwar

bei Proband 5 mit zunehmender DAPI-Konzentration, fallt aber geringer aus im
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Vergleich zu anderen Probanden (nur bis 47% bei DAPI-lIl). Die
Metaphasechromosomen und Interphasekerne der dermalen Fibroblasten von
Proband 1 (bei Standardkultivierung) zeigten nach den FISH-Analysen weder eine
spontane noch eine induzierte FRA16B-Expression. Die FRA16B-Expressionsraten
an den Metaphasechromosomen dermaler Fibroblasten ist deutlich geringer als bei
Lymphozyten des Probanden 1. Nach der DAPI-Ill-Behandlung lieRen sich keine
dermalen Metaphasechromosomen darstellen. Es wurde jedoch eine FRA16B-
Expression von 16% in den Interphasen gefunden. Au3erdem wurden bei dermalen
Metaphasechromosomen keine azentrischen Fragmente, doppelte
Chromatidenbriiche oder seltene Formen der FRA16B-Bruchigkeit, die in den

Lymphozyten von Proband 1 gefunden wurden, festgestellt.

lll. Interphasen (nach Zellkultivierung)
Auch in kultivierten Zellen zeigte sich bei zunehmender DAPI-Konzentration eine
Erhéhung der FRA16B-Expression, allerdings waren die FRA16B-Expressionsraten

in den Interphasen bei allen Probanden deutlich geringer als in den Metaphasen.

3.4 Analyse von Proband 3 und seinen Eltern

3.4.1 Zytogenetische und FISH Ergebnisse

Proband 3 ist klinisch auffallig. Die zytogenetische Analyse des Probanden 3 zeigte
eine spontane FRA16B-Expression in 16% in Metaphasenchromosomen (Abbildung

3.19), die ich in der FISH-Analyse nachweisen konnte.
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Abb. 3.19: Karyotypisierung von Proband 3
Die einzige Auffalligkeit ist hier ein Chromatidbruch an 16921. Karyotyp:
46,XY ,fra(16)(q21)[50]
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Bei der Kultivierung der Zellen mit DAPI (induzieren FRA16B-Expression) war der
Vater des Probanden 3 unaufféllig, bei der Mutter zeigte sich jedoch ebenfalls eine
induzierbare FRA16B-Expression. Ein Hinweis dafir, dass dieses aberrante
Chromosom von mitterlicher Seite stammt und nicht de novo ist. Um zu analysieren,
ob die FRA16B-Expression beim Kind mit einer interchromosomalen
Umstrukturierung assoziiert ist, wurde eine FISH-Analyse mit einer WCP-Sonde
(whole chromosome painting) von Chromosom 16 durchgefuhrt. Die Analyse
erbrachte keinen Hinweis fir eine balancierte Translokation zwischen dem
Chromosom 16 und anderen Chromosomen oder unbalancierten Translokationen bei
dem Proband 3 und seinen Eltern (Abbildungen 3.20). Um zu analysieren, ob die
FRA16B-Expression mit einer 16921->qter Deletion assoziiert ist, wurde eine FISH-
Untersuchung der Subtelomere (16p+16q) von Proband 3 und seinen Eltern
durchgefuhrt. Es wurden hier 150 Interphasen und 50 Metaphasen untersucht. Bei
dem Proband 3 wurde bei 2/150 Interphasen und bei 1/50 (insgesamt ca. 1,5%) und
bei der Mutter nur 3/150 Interphasen (ca. 1,5%) eine 16qg-Deletion festgestellt. Bei

dem Vater wurde keine 16q-Deletion festgestellt.

WCP 16 mit FRA16B-Expression
F Ap——

.‘ Abb. 3.20: WCP (16); Proband 3

Es st keine Translokation zwischen
PS8 Chromosom 16 und anderen
‘1 Chromosomen feststellbar. Der Pfeil zeigt

eine FRA16B-Expression (WCP-Sonde:

von Fa. Vysis).
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3.4.2 Mikrosatelliten-Analyse

Uniparentale Disomie bedeutet, dass ein Individuum beide Allele eines Chromosoms
von nur einem Elternteil geerbt hat. Dabei spricht man von Isodisomie, wenn es sich
um das gleiche elterliche Chromosom in duplizierter Form handelt, bzw. von
Heterodisomie, wenn die beiden verschiedenen Exemplare eines Chromosoms von
nur einem Elternteil stammen. Bei den meisten Chromosomen kommt dieser
Situation vermutlich keine pathologische Bedeutung zu. Im Zusammenhang mit
genetischem Imprinting (Pragung) kann eine Disomie jedoch eine Uberexpression
oder einen Ausfall der genetischen Expression bewirken (z.B. bei Angelman-
Syndrom oder Prader-Willi-Syndrom auf Chromosom 15). In einem solchen Fall
kénnen sich die maternalen und paternalen Merkmale nicht gegenseitig ergénzen.

Um eine upd16 (uniparentale Disomie von Chr. 16) bezogen auf FRA16B-Expression
auszuschliel3en, wurde eine Mikrosatelliten-Analyse an Chromosom 16 bei Proband
3 und seinen Eltern durchgefiihrt. Dafir wurden vier Mikrosatelliten Marker
(D16S514, D16S408, D16S308, D16S320) des Chromosoms 16 ausgewahlt. Die
PCR-Produkte wurden auf einem 6%igen Polyacrylamidgel (PAA-Gel) aufgetrennt.
Die Ergebnisse zeigen, dass fiir alle vier Marker des Probanden 3 ein Allel von der
Mutter und ein Allel vom Vater stammten (Abbildung 3.21). Damit konnte eine

uniparentale Disomie von Chromosom 16 (upd(16)) ausgeschlossen werden.

MP3)

D165408 (P4
~ D165408 (VP3)
{ [i 0165408 (P3)

4

Abb. 3.21: Die Ergebnisse der PCR-Analyse
der vier Mikrosatelliten Marker

Die Ergebnisse zeigen, dass die Allele von
beiden Eltern stammen. Die stérkere obere
Bande (als Beispiel rote Pfeile bei Proband 3)

entspricht dem Hauptallel, darunter zwei

-

= % = schwéchere ,Stotterbanden®. Die Stotterbanden
% & E, %, E direkter repetitiver  Dinukleotide  entstehen
ﬁ % % %E E E vermutlich aufgrund falscher Basenpaarungen
E E = E E EE E E bei gegeneinander verschobenen Strangen
&' E’ &- =2 =2 & e (Hauge und Litt, 1993). P3: Proband 3, P4:
E E E ._H._,.._“_ Proband 4, MP3: Mutter von Proband 3, VP3:
E E E % H;‘Eﬂg Vater von Proband 3, @: kennzeichnet das
$ mutterliche Allel, J: kennzeichnet das véaterliche

:ﬁ _@ Allel.
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3.5 Southern-Blot und Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
der FRA16B-Region

3.5.1 Southern-Blot Untersuchungen der FRA16B-Region
Um einen Uberblick tiber die Allelverteilung und FragmentgréRe der FRA16B-Region

zu erhalten, wurde die genomische DNA von Kontrollpersonen aus Blut und
FRA16B-Tragern (Probanden) aus immortalisierten Lymphozyten isoliert und nach
Behandlung mit verschiedenen Restriktionsenzymen durch Southern-Blot Analyse

mit entsprechenden radioaktiv markierten Markern analysiert.

3.5.1.1 Kontrollpersonen
Die genomische DNA von 6 negativen Kontrollen wurde zuerst mit BamH| verdaut.

Der Southern-Blot wurde mit der radioaktiv markierten Sonde 1 (siehe Abbildung 2.5)
hybridisiert. Die Variabilitat der Ldnge der FRA16B-Fragmente bei den 6 negativen
Kontrollen liegt, wegen der Existenz von Minisatelliten-DNA und anderen VNTRs
(variable number tandem repeats), die in der FRA16B-Region vorkommen, zwischen
9,5kb und 12kb (Abbildung 3.22). Die zytogenetischen und FISH-Analysen zeigten
keine FRA16B-Manifestation (mit oder ohne DAPI-Behandlung) bei diesen

Kontrollpersonen.

kb Lei
NK1
NK2
NK3
NK4
NK5
NK&

12kh
11khb

10kh

9kh

BamHI

Abb. 3.22: Southernblotanalyse zum Nachweis der Variabilitit der FRA16B-Region
bei negativen Kontrollen
Die Variabilitdt der FRA16B-Region liegt bei den untersuchten negativen Kontrollpersonen

zwischen ca. 9,5-12kb. NK: negative Kontrollen.

3.5.1.2 FRA16B-Probanden

A. Gelelektrophorese:
Die genomische DNA der Probanden wurde mit BamH|l geschnitten und der
radioaktiv markierten Sonde 1 (siehe Abbildung 2.5) hybridisiert (Abbildung 3.23A,
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und 3.23B). Zusatzlich wurde bei einigen negativen Kontrollen und den Probanden 5
und 6 mit dem Enzym Blpl geschnitten und mit der radioaktiv markierten Sonde 8
(Siehe Abbildung 2.5) hybridisiert (Abbildung 3.23C). Wéahrend die Probanden 1, 2, 3
und 6 nur eine Bande aufweisen, konnte bei Proband 5 eine expandierte Bande
sowohl in der mit BamHI (Abbildung 3.23A) als auch Bip/ geschnittenen DNA
(Abbildung 3.23C) nachgewiesen werden.

A B & B
2 2 & 2 ¥
L
12kh
[1.8kb] 3+

BamHI

BamHlI
Abb. 3.23A/B: FRA16B-Region bei Probanden
Southern-Blot Analyse von Probanden und einigen negativen Kontrollen. Die Probanden 1, 2,
3, 6 zeigen nur eine Bande bei ca. 9,5kb. Die zweite Bande des Probanden 5 wurde anhand
des GroRenmarkers berechnet (~16kb). Proband 4 wurde hier nicht analysiert. NK: negative
Kontrolle, P: Proband, MP1: Mutter von Proband.

C

NKB

Bipl

Abb. 3.23C: Variabilitit der FRA16B-Region bei den Probanden 5 und 6 und einigen
Kontrollen

Wahrend Proband 6 und NK 6 nur eine Bande aufweisen, zeigten die NK1, NK2, NK3 und
Proband 5 eine Allelvariabilitdt von 8-14,5kb. Die zweite Bande des Probanden 5 wurde
anhand des GréRRenmarkers berechnet (~14.5kb). Die Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

NK: negative Kontrolle, P: Proband.
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Der Unterschied in der Fragmentgréfde zwischen den aus den Sequenzdaten
abgeleiteten Werten (Abbildung 2.5) und den experimentell durch die Southern-Blot
Analyse erhaltenen GréfRen bei Abbildungen 3.22, 3.23A/B/C, 3.27 und 3.28 kann
verschiedene Ursachen haben (siehe Diskussion). Dieser Unterschied hat aber
keinen Einfluss auf die Auswertung der Expansionslange der FRA16B-Region der
analysierten Personen.

Wie man in den Abbildungen 3.23A, 3.23B und 3.23C feststellt, sieht man bei
Proband 1, Proband 2, Proband 3 und Proband 6 nur eine Bande. Das zweite Allel
hat entweder die gleiche Grdlde wie das erste oder ist sehr gro3, so dass man es
nicht im Southern-Blot identifizieren kann (siehe Abbildungen 3.24-3.26). Sehr grol3e
DNA-Fragmente kénnen durch die Scherkrafte bei der DNA-Praparation fragmentiert
werden. Um zu untersuchen, ob die DNA wahrend der Isolierung geschert wurde,
wurde die isolierte genomische DNA auf einem 1%igen Agarosegel aufgetragen und
durch PFGE getrennt. Nach der Auftrennung konnte gezeigt werden, dass die
genomische DNA zwischen 50 und 300kb grof} ist. Die Qualitat der DNA war damit
fur die Southern-Blot Analyse zum Nachweis grofler FRA16B-Expansionen bis ca.
50kb ausreichend.

3.5.2 PFGE-Analyse der FRA16B-Region

Fur die Messung der Lange expandierter Allele von FRA16B-Tragern, die mit der
herkdbmmlichen Gelelektrophorese nicht dargestellt werden kdénnen, ist die
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) gut geeignet. Aus Blut wurden die Lymphozyten
isoliert und in einer ,Jlow melt“Agarose eingeschlossen. Um eine mdgliche
somatische Instabilitat des expandierten Allels zu untersuchen, wurde bei Proband 1
DNA aus Hautfibroblasten analysiert. Hautfibroblasten von Proband 1 wurden aus
mehreren Subkultivierungen mit Hilfe von Trypsin isoliert und nach der
mikroskopischen Zellzahl-Bestimmung wie bei Lymphozyten in einer ,low melt*-
Agarose eingeschlossen. Die weiteren Behandlungen, wie DNA-Isolierung und
Verdau, erfolgten in den Agaroseblécken, so dass die genomische DNA nicht
geschert wird. Die Restriktionsfragmente in den Agaroseblécken wurden in einem
1%igen Agarosegel mit Hilfe der PFGE nach ihrer Grole getrennt und mit der
radioaktiv markierten Sonde 1 (siehe Abbildung 2.5) hybridisiert. Zuerst wurden

verschiedene Restriktionsenzyme auf ihre Eignung fir die PFGE-Analyse der
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FRA16B-Region untersucht. BstEll und besonders das selten schneidende, CpG-
methylierungssensitive Enzym Sall erwiesen sich als am besten geeignet.
Ausgewéhlte PFGE-Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.24-3.26 dargestellt. Die
Grolle der Wildtyp- und expandierten Allele wurden anhand des GroéRenmarkers
abgeschétzt. Der Unterschied in der FragmentgréRe zwischen den aus den
Sequenzdaten abgeleiteten Werten und den experimentell durch die PFGE-Analyse
erhaltenen GréRRen bei Abbildungen 3.24-3.26 kann verschiedene Ursachen haben
(siehe Diskussion). Relevant ist hier der Unterschied zwischen den beiden Allelen,
der einen Hinweis auf die Grélde der Locus-Expansion gibt. Die Ergebnisse zeigen
keine Unterschiede in der Expansion zwischen Fibroblasten- und Lymphozyten-DNA
von Proband 1 und der Lymphozyten-DNA von Proband 2 (kein intrafamilidrer und
somatischer Expansionsunterschied). Die unterschiedliche Héhe der Banden von P1
und P2 in Abbildung 3.24 ist durch eine unterschiedliche DNA-Menge bedingt (siehe
Diskussion). Die Wildtyp-Allele von P1 und P2, wie bei Abbildungen 3.23A/B gezeigt,
haben die gleiche Fragmentgréfde von ~9,5kb. Weitere PFGE-Analysen (Bilder nicht
gezeigt) bestatigten dieses Ergebnis.

Auch flir Proband 3 und Proband 4 qilt kein intrafamilidarer Expansionsunterschied.
Damit kam es bei der Weitergabe von der Mutter auf die Tochter bzw auf den Sohn

nicht zu einer Gréllenanderung des expandierten Fragmentes.
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Abb. 3.24: Expansionslange der FRA16B-Region im Lymphozyten-Genom von Proband 1,
Proband 2, Proband 3, Proband 4 und negative Kontrolle 3

Die Abbildung zeigt, dass das expandierte Allel von Proband 1 bei ca. 160kb, bei Proband 2 bei ca.
180kb, bei Proband 3 und Proband 4 bei ca. 120kb liegt. Der Effekt der Doppelbanden bei Proband
4 ist wahrscheinlich auf einen Artefakt beim Beladen des PFGE-Gels mit dem DNA-haltigen
Agaroseblock zurtickzufuhren. Kontrolle 3 zeigt nur eine stark ausgeprégte Bande bei ca. 70kb.
Das Wildtyp-Allel liegt bei alle Probanden auler Proband 1 bei ca. 70kb. Das Wildtyp-Allel liegt bei
Proband 1 liegt bei ca. 48,5kb. Die aufgetragene DNA-Menge bei Proband 1 ist ca. die Halfte wie

bei den anderen Probanden. P: Proband, MP: Mutter von Proband, NK: negative Kontrolle.
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Das expandierte Fragment bei Proband 6 wurde auf etwa 160kb bestimmt.
(Abbildung 3.25).

P&
HK3

Lambda-leiter

Abb. 3.25: Expansionsldnge der FRA16B-Region im
197kb Lymphozyten-Genom von Proband 6 und negative

‘ Kontrolle 3

- e Die Abbildung zeigt, dass das expandierte Allel von

- 97kb Proband 6 eine Grofle von ca. 160kb hat. Negative
" . Kontrolle 3 zeigt nur eine Bande bei ca. 70kb. Das Wildtyp-
— 48,5kb Allel liegt bei beiden bei ca. 70kb.

Sal

Die GroéRe des Wildtyp-Allels aus Fibroblasten-DNA von Proband 1 wurde mit ca.
48,8kb und das expandierte Allel mit ca. 160kb abgeschétzt. Es zeigte sich damit
keine Verédnderung der FRA16B-Region des Probanden 1 gegentber DNA aus
Lymphozyten. (Abbildung 3.26). Die negative Kontrolle 5 zeigte nur eine Bande bei
ca. 70kb. Die Homozygotie der FRA16B-Region bei Kontrolle 5 konnte damit in der
PFGE nachgewiesen werden. Vergleicht man die Gré3e der beiden Wildtyp-Allele,
dann stellt man fest, dass die aufgetragene DNA-Konzentration eine Rolle bei dem

Laufverhalten spielt.
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; x i Abb. 3.26: Expansionsldnge der FRA16B-Region in
— 197kb Hautfibroblasten von Proband 1
Lk Abbildung 3.26 zeigt, dass das expandierte Allel der
— 97kb Fibroblasten-DNA bei ca. 160kb und das Wildtyp-Allel bei
’ — 48.5Kb ca. 48,5kb liegt. Die Kontrolle 5 zeigt nur eine Bande bei
1 ca. 70Kb. P1: Proband 1, NK5: negative Kontrolle 5.
BsEI

Die Grolen der verschiedenen expandierten Allele bei den Probanden sind in
Tabelle 3.9 dargestellt.
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Probanden Lange der Expansion an FRA16B-Region in Lymphozyten (+15kb)
Proband 1 ~110kb
Proband 1 ~110kb (DNA aus Hautfibroblasten)
Proband 2 ~110kb
(Mutter von Proband 1)
Proband 3 ~50kb
Proband 4 ~50kb
(Mutter von Proband 3)
Proband 5 ~6,5kb (Ergebnisse der Southern-Blot Analyse von Abbildung 3.23A/C)
Proband 6 ~90kb

Tab. 3.9: Zusammenfassung der FRA16B-Expansionsléange bei den Probanden

3.6 Analyse des FRA16B-Locus bei 61 Kontrollpersonen

Um die normale Variabilitdt der FRA16B-Region innerhalb weiterer Kontrollpersonen
zu untersuchen, wurde die vorhandene genomische DNA von 61 Kontrollen mit
EcoRI verdaut und nach dem Blot auf eine Nylon-Membran mit einer radioaktiv
markierten Sonde 8 (siehe Abbildung 2.5) hybridisiert (Abbildung 3.27).
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Abb. 3.27: Die Variabilitat der FRA16B-Region bei Kontrollpersonen

Nr. 36 und 40 zeigen fir beide Allele eine FRA16B-Expansion mit unterschiedlicher Lange. Die
beiden Banden der Kontrollen 36 und 40 und die zweite Bande der Kontrolle 39 wurden anhand
des GréRRenmarkers berechnet. Die GréRRe der expandierten Fragmente wurde fir die Kontrolle 36
auf 13 und 27kb bestimmt, flr Kontrolle 39 auf 25kb und Kontrolle 40 auf 11,5 und 18kb.
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Durch die Ergebnisse der Southern-Blot Analyse der 61 Kontrollpersonen mit dem

Enzym EcoRI lassen sich die FRA16B-Allele nach ihrer Fragmentgrée und

Haufigkeit in folgende 3 Gruppen unterteilen (Tabelle 3.10):

Locus-Expansion

Gruppe Allel-GréBe Anzahl der Allele (n) Anteil (Prozent)
A
Keine Locus-Expansion
(haufigstes Allel) 9,5-10kb 78,7%
B >10kb
Kurze Locus-Expansion <11kb 13,9%
C >11kb
Intermediére <27kb 7,4%

Tab. 3.10: Allelverteilung und Klassifikation der FRA16B-Region bei 61 untersuchten
Kontrollen (122 Allele)

Die Ergebnisse der Southern-Blot Analyse von 61 Kontrollen sind in Tabelle 3.11

zusammengefasst.

Lab. Nr. Klasse Lab. Nr. Klasse Lab. Nr. Klasse
1 A/A 25 A/A 52 A/A
2 A/B 26 A/A 53 A/B
3 A/A 27 A/A 54 A/B
4 A/C 29 A/A 55 A/B
5 A/C 30 A/A 56 A/A
7 A/A 31 A/B 57 A/A
8 A/B 32 A/A 58 A/B
9 A/A 33 A/A 60 A/A

10 A/B 34 A/A 61 A/A
11 A/A 35 A/A 62 A/A
12 A/A 36 C/C 63 A/A
13 A/A 37 A/A 64 A/B
14 A/A 38 A/B 65 B/B
15 A/B 39 A/C 66 A/A
16 A/A 40 C/C 67 A/A
17 A/A 43 A/A 68 A/A
18 A/A 44 A/B 69 A/B
19 A/B 47 A/A 70 A/B
21 A/A 48 A/C 71 A/A
22 A/C 50 A/A Total 61 Personen
24 A/A 51 A/A

Tab. 3.11: Ergebnisse des Southern-Blots von 61 Kontrollen

Zum Nachweis sehr groRer Locus-Expansionen (gréf3er als >27kb), die extrem selten

vorkommen, musste eine PFGE-Analyse bei allen 61 Kontrollen durchgefiihrt werden.

Hierfir war das benétigte Material, in low melt Gel eingebettete Zellen, nicht
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vorhanden. Wenn man die Expansionsldange der Probanden (Tabelle 3.9) und
Kontrollpersonen (Tabelle 3.10) zusammenfasst, zeigt sich, dass es sich bei FRA16B
um eine variable Region handelt, die vorher nicht molekular untersucht wurde.
Aufgrund der unterschiedlichen Allel-Ldngen der FRA16B-Region wurden die
FRA16B-Trager in 3 Gruppen (A: keine Locus-Expansion, B: kurze Locus-Expansion,

C: Intermediédre Locus-Expansion) unterteilt.

3.7 Variabilitat der FRA16B-Region bei 70 selektionierten
Personen

Um zu untersuchen, ob sich die Variabilitdt der FRA16B-Region bei mental
retardierten Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen unterscheidet wurden 70
Patienten mit ungeklarter geistiger Retardierung untersucht. Die vorhandene
genomische DNA der Patienten wurde mit EcoRI geschnitten und mit der radioaktiv
markierten Sonde 8 (siehe Abbildung 2.5) hybridisiert (Abbildung 3.28).

E

302 326 299 368 369 370 371 ;
. 11kb £

R s o

e i - 10kb =
- - 9kb E
b L

EcoRlI

Abb. 3.28: Die Variabilitat der FRA16B-Region bei mental retardierten Patienten
Southern-Blot Analyse der FRA16B-Region. Die variablen Allele konnten auch hier

nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Southern-Blot Analyse von 70 Patienten sind in Tabelle 3.12

zusammengefasst.
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Lab. Nr. Klasse Lab. Nr. Klasse Lab. Nr. Klasse
106 A/A 252 A/B 325 A/A
119 A/A 262 A/A 326 A/A
138 A/A 270 A/A 346 A/A
168 A/A 271 A/A 362 A/C
174 A/A 272 A/A 364 A/A
198 A/B 274 A/A 365 B/C
202 A/A 275 A/A 367 B/B
203 A/A 279 A/A 368 A/A
206 A/A 282 A/A 369 A/A
207 A/A 290 A/A 370 A/B
208 A/A 293 B/C 371 A/A
209 A/A 294 A/A 375 A/A
222 A/A 295 A/B 376 A/A
230 A/A 296 A/A 377 A/A
238 B/B 297 A/B 378 A/A
239 B/B 298 A/B 379 A/A
240 B/B 299 A/B 380 A/A
241 A/A 302 A/A 382 A/A
242 A/A 319 A/A 383 A/A
243 A/B 320 B/B 389 A/A
248 B/B 321 A/A 410 A/B
249 A/A 322 A/B 417 A/C
250 B/B 323 A/B Total 70 Personen
251 A/C 324 A/A

Tab. 3.12: Ergebnisse der Southern-Blot Analyse von mental retardierten Patienten.

Wie bei den Kontrollpersonen wurden die verschieden gro3en FRA16B-Allele der 70

Patienten in die drei Gruppen geteilt (Tabelle 3.13).

Gruppe Allel-GréBe Anzahl der Allele (n) Anteil (Prozent)
A
Keine
Locus-Expansion 9,5-10kb n=108 77,1%
(h&ufigstes Allel)
B >10kb
Kurze <11kb n=24 17,1%
Locus-Expansion
Cc >11kb
Intermediare <27kb n=8 5,8%

Locus-Expansion

Tab. 3.13: Allelverteilung und Klassifikation der FRA16B-Region bei 70 untersuchten

mental retardierten Patienten.

Beim Vergleich der Allelverteilung der FRA16B-Region von beiden Gruppen konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p-Wert= 0.23) (Abbildung 3.29).
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Abb. 3.29: Graphische Darstellung der Allelverteilung der FRA16B-Region bei Kontrollen
und mental retardierten Patienten

Allelverteilung der FRA16B-Region bei Kontrollen und mental retardierten Patienten.

Zwischen Kontrollen und Patienten besteht kein Unterschied in der Allelverteilung, was durch einen
Fisher-Test bestatigt wird: p-Wert = 0,23.

In diesem Kapitel (molekulargenetischer Teil) konnte bei der Analyse aus
genomischer DNA von 143 Personen (6 Probanden, 6 negativen Kontrollen, 61
weiteren, nicht zytogenetisch untersuchten, Kontrollpersonen und 70 nicht
zytogenetisch untersuchten mental retardierten Patienten) gezeigt werden, dass die
FRA16B-Region in diesen Personen (0,1kb-110kb) ein variabler Locus ist.
Aulerdem konnte ich zeigen, dass es eine stabile Weitergabe der expandierten
Allele zwischen den Generationen in beiden untersuchten Familien gibt. Anhand von
zwei untersuchten unterschiedlichen Geweben des Probanden 1 konnte
nachgewiesen werden, dass die Weitergabe somatisch stabil erfolgt. Die
Allelverteilung der FRA16B-Region zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen

60 Kontrollen und 71 mental retardierten Patienten.
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3.8. Bioinformatische Analyse

3.8.1 Das Programm ,,AT-Block-Finder*

Um charakteristische Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede bei der AT-Organisation
zwischen dem FRA16B-Locus und anderen AT-reichen Regionen in Genom zu
ermitteln, wurde das gesamte menschliche Genom systematisch nach AT-Blécken
verschiedener MindestgréRe und mit unterschiedlichem Mindest-AT-Gehalt
durchsucht. Zu diesem Zweck wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Ing. Manfred
Beier eine spezielle Bio-Software (AT-Block-Finder) entwickelt, mit der sich diese
Suche automatisieren lasst. Zundchst wurde mit einer festen Suchfenstergrofle
(minimale Gréf3e, Option -n) nach einem Bereich mit mindestens dem gewlinschten
AT-Gehalt (Option -p) gesucht. Bei Erfolg wurde dieser Bereich symmetrisch auf die
vorgegebene maximale FenstergréfRe (Option -x) erweitert und dann jedes mdégliche
Subfenster zwischen diesen beiden Gréllen auf den hdéchsten AT-Gehalt hin
untersucht (der Kernbereich, der in GroRbuchstaben ausgegeben wird).
Abschlieltend wurde noch ausgehend vom Maximalfenster durch Zusammenziehen
seiner Grenzen ein dullerer "Hullbereich" ermittelt, in dem der vorgegebene AT-
Gehalt gerade erreicht wird (Kleinbuchstaben). Die Suchmethode geht von einem
kontinuierlichen An- und Abschwellen des AT-Gehalts im Genom aus. Die Anzahl

gefundener Bereiche stellt also nur ein Minimum dar.

3.8.2 Ziele der Entwicklung dieses Programms

Das erste Ziel war ein besseres Verstandnis der AT-Organisation in der FRA16B-
Region selbst. In Abbildung 3.30a ist die AT-Dichte in 1kb-Blécken innerhalb der
50kb-Umgebung am FRA16B-Locus dargestellt. Die spezielle AT-Organisation in der
FRA16B-Region und ein Vergleich mit der gesamten menschlichen Genomsequenz
sollten bei einer genauen Charakterisierung dieser Region helfen. Bei einer Analyse
der Region mit einem Repeatmasker-Programm (Version 3.2.7 bei:
http://genome.ucsc.edu, Update: 1.05.09) zeigte sich, dass auler den bekannten
33bp-Minisatelliten, die in der Mitte dieser Region liegen, andere verstreute repetitive
Elemente wie LINE und SINE, einfache variable Mikrosatelliten ((TA)n-12), variabel
kurze AT-reiche Minisatelliten und andere weniger komplexe Satelliten vorkommen.

Durch ihren Aufbau aus hypervariablen Mikro- und Minisatelliten sowie
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hochrepetitiven verstreuten DNA-Familien, SINEs und LINEs, unterscheidet sich die
FRA16B-Region sowohl im AT-Gehalt als auch in der Sequenzzusammensetzung
von seiner Umgebung (Abbildung 3.30a und 3.30b).
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Abb. 3.30a: Schematische Darstellung des FRA16B-Locus

Drei Parameter, die FRA16B-Region charakterisieren: 1.) mind. 4,5kb und mind. 77% AT; 2.) mind. 2kb und
mind. 90% AT; 3.) 7-12 Kopien von repetitiven Minisatelliten bei der europaischen Bevolkerung mit 96% AT-
Gehalt. Auflésung: 1kb

Abb. 3.30b: Verschiedene repetitive Elemente in FRA16B-Locus

Die FRA16B-Region unterscheidet sich durch ihre besondere Sequenzzusammensetzung von ihrer

Umgebung. LINE: long interspersed nuclear elements SINE: short interspersed nuclear elements LTR: long

terminal repeat (modifiziert: www.ucsc.edu).
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Als nachstes wurden mit Hilfe von Sequenzdaten der Firma Celera und dem AT-
Block-Finder Programm im gesamten humanen Genom (~3200Mb) nach AT-reichen
Regionen mit folgenden Randbedingungen gesucht:

(1) BlockgréfRRe: mind. 4,5kb AT-Gehalt: mind. 77%

(2) BlockgrofRRe: mind. 2Kb  AT-Gehalt: mind. 90%

(3) BlockgroéfRe: mind. 1Kb  AT-Gehalt: mind. 96%

(4) BlockgréRe: mind. 2Kb  AT-Gehalt: mind. 96%
)

(5) BlockgréRe: mind. 3Kb  AT-Gehalt: mind. 96% (Es wurde keine solche
Region gefunden)

Fur die Auswahl der Suchparameter, d.h. Mindestblockgré3e und minimaler AT-
Gehalt, waren folgende Kriterien ausschlaggebend:
(1-2): Die Blocke sollten dem AT-Modell des FRA16B-Locus entsprechen, d.h.
mindestens 4,5kb und 77% bzw. mindestens 2kb und 90% AT-Gehalt.
(3-5): Als dritte Kenngrdlie fir FRA16B sollten sie ein ahnliches Expansionsmodell
wie das von AT-reichen 33bp-Minisatelliten mit einem AT-Gehalt von mind. 96%
reprasentieren: bei FRA16B-Tragern kann es zu einer Expansion an 33bp-
Minisatelliten (AT-Gehalt=96%) bis zu 70kb kommen (Yu et al., 1997). Deshalb ist es
relevant, wie haufig und in welcher GréRe solche Regionen im humanen Genom
vorkommen.
Tabelle 3.14 zeigt die Ergebnisse fiur die untersuchten Blockgréf3en. Die Anzahl von
AT-reichen (77-96%) Regionen von >1kb ist bei den einzelnen menschlichen
Chromosomen im Verhaltnis zu ihrer jeweiligen Gesamtlange sehr variabel.
Regionen mit einem AT-Gehalt von mind. 90% und einer Léange zwischen 2-3kb
findet man weniger haufig: im gesamten Genom gibt es nur 10 Loci mit mind. 3kb
Léange und einem AT-Gehalt von mind. 90%. Offensichtlich sind l&ngere Regionen

mit solchen AT-reichen Blocken sehr selten.
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Chromosomen Lange des Mind. 4.5kb Mind. 2kb Mind. 1kb | Mind. 2kb
Chromosoms | AT= mind. AT= mind. AT=mind. | AT= mind.
(Mb) 77% 90% 96% 96%
Chromosom 1 247,249 1 1 2 0
Chromosom 2 242,951 14 10 11 2
Chromosom 3 199,501 3 5 9 1
Chromosom 4 191,273 8 10 12 2
Chromosom 5 180,857 8 6 8 0
Chromosom 6 170,899 2 0 5 0
Chromosom 7 158,821 8 6 8 0
Chromosom 8 146,274 2 1 4 0
Chromosom 9 140,273 1 1 2 0
Chromosom 10 135,374 1 2 4 0
Chromosom 11 134,452 2 2 4 0
Chromosom 12 132,349 4 5 3 0
Chromosom 13 114,142 4 4 4 1
Chromosom 14 106,368 1 1 2 0
Chromosom 15 100,338 2 1 1 0
Chromosom 16 88,827 1 2 4 0
(FRA16B) (davon:
1xFRA16B)
Chromosom 17 78,774 0 0 0 0
Chromosom 18 76,117 2 4 8 2
Chromosom 19 63,811 0 1 6 0
Chromosom 20 62,435 0 0 1 0
Chromosom 21 46,944 1 1 1 0
Chromosom 22 49,691 5 1 2 0
Chromosom X 154,913 12 9 7 0
Chromosom Y 57,772 2 3 2 0
| gesamte Loci 84 76 110 8

Tab. 3.14: Anzahl der AT-reichen Regionen in den untersuchten Sequenzblécken

Die menschlichen Chromosomen enthalten eine unterschiedliche Anzahl von bestimmten AT-reichen
Blocken, die nicht mit der Lange der Chromosomen korreliert. Chromosom 17 enthalt zum Beispiel solche
Blocke nicht. Das Programm kann die FRA16B-Region als einzige Stelle im ganzen Chromosom 16

detektieren (rot markiert).

Bei einem Vergleich der gefunden AT-reichen Loci miteinander und mit einer DNA-
Datenbank zeigt sich, dass:

o 63% der Regionen (53 von 84 Loci) mit mind. 4,5kb und 77% AT gleichzeitig
Regionen mit mind. 2kb und 90% AT enthalten, d.h. das gleiche AT-
Organisationsmodell wie FRA16B haben (Abbildung 3.31a und 3.31b, siehe
blaue und rote Markierungen)

« 52 von 53, die diesen Organisationsmodell entsprechen, enthalten keine Gene
und sind variabel (wie bei FRA16B, festgestellt bei: http://genome.ucsc.edu,
aktuelle Version HG18; nur in 3g24 ist ein Gen lokalisiert (SLC9A9: solute

carrier family 9)
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Die Korrelation solcher AT-reicher Blécke mit Regionen, die ein ahnliches AT-
Organisationsmodell wie FRA16B aufweisen oder in FRA16B-Gruppen
(Induzierbarkeit durch Distamycin A; Tabelle 1.1), zusammengefasst sind, wird in
Abbildungen 3.31a und 3.31b dargestellt. Dabei wurden alle bis jetzt bekannten FSs
(Tabelle 8.1 und 8.2) mit entsprechenden Farben gekennzeichnet. Neben der
Lokalisation der FSs wurden auch die vom AT-Block-Finder entdeckten AT-reichen

Blocke markiert.
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FSs: fragile sites
CFSs: common fragile sites
RFSs: rare fraaile sites

AT%

@ Mind. 2kb AT=mind. 90% ® Mind.1kb AT=mind. 96%
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Abb. 3.31a
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Abb. 3.30a-b: Darstellung der menschlichen Chromosomen mit Verteilung der FSs und
unterschiedlicher AT-reicher Blocke

Die Abbildungen zeigen die bekannten FSs und die durch das Programm AT-Block-Finder
gefundenen AT-reichen Blocke in den menschlichen Chromosomen. Die meisten AT-reichen Bldocke
sind nicht mit FSs assoziiert. Pfeile mit Linien markieren die bereits molekulargenetisch
charakterisierten FSs. In mehr als 60% der Loci fallen 4,5kb-Blécke und 90% AT-haltige 2kb-Blécke
zusammen (53 von 84 Loci). Keine fragile Stelle in Gruppe FRA16B/10B (7 Stellen) auler FRA16B
selbst und FRA10B ist mit solchen AT-reichen Blocken assoziiert. Einige Regionen besitzen
Uberlappende FSs. Die Abbildungen 3.31a und 3.31b wurden mit Hilfe der aktuellen Daten folgender
Quellen und Programme erstellt: NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov), UCSC (www.genome.cse.ucsc.edu),
Ensembl (www.ensembl.org), GeneCards (www.genecards.org), AT-Block-Finder Programm, sowie
ISCN: An International System for Human Cytogenetic Nomenclature 2005, Literatur Gber FSs (bis 1.
April. 2009).

Viele FSs (ca. 75%) sind molekulargenetisch noch nicht charakterisiert, deshalb
wurden sie aufgrund ihrer zytogenetischen Manifestation in Regionen und
Subregionen zwischen 2-30Mb eingeordnet. Die charakterisierten FSs umspannen
zwischen 0,16-10Mb.

Einige relevante Ergebnisse lassen sich aus der graphischen Darstellung
(Abbildungen 3.31a und 3.31b) ableiten:

« Die Verteilung von AT-reichen Blécken zwischen 1-4,5kb ist bei den
menschlichen Chromosomen sehr unterschiedlich und korreliert nicht mit der
Grolle der Chromosomen (z.B. hat das Chromosom 1 4, Chromosom 4 32,
Chromosom 22 8 und das Chromosom 17 0 Bldcke; Tabelle 3.14).

« Die meisten der CFSs (72 von 85 Stellen = 85%) liegen nicht in AT-reichen
Blécken (>1kb) und sind damit nicht mit solchen Loci assoziiert. Zwei
Regionen (4p15 und 12g21.3) enthalten besonders viele AT-reiche Blécke.

o Es gibt nur 7 Regionen, wo CFSs und RFSs gemeinsamen zusammen liegen:
8924.1, 9p21, 10925.2 (FRA10B), 11p15.1, 11913, 12924, 16921 (FRA16B).

« Auler FRA16B liegen noch 6/53 Regionen (4p15.3, 7p11.2, 7911.21, 7931.1,
10921.3, und 12921.3) in FSs. Das bedeutet, dass ca. 90% der Stellen mit
ahnlicher AT-Organisation wie FRA16B-Region nicht zu einer induzierbaren
Fragilitat fihren.

o Mit dem Programm AT-Block-Finder kann die exakte Position des FRA16B-
Locus auf Chromosom 16 eindeutig identifiziert werden, d.h. die Region mit
mind. 4,5kb und mindestens 77% AT ist charakteristisch fur FRA16B auf

Chromosom 16 (siehe Tabelle 3.14; rot markiert)
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o Es gibt nur 8 Loci mit mindestens 2kb und 96% AT (sehr selten). Maximale
AT-reiche Region mit mind. 96% AT-Gehalt: 2p14: 68530181-68532833
(2653bp)
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4. Diskussion

4.1 Molekulargenetik

Um die zytogenetischen und molekularzytogenetischen Ergebnisse der FRA16B-
Trager zu interpretieren, werden hier zuerst die Ergebnisse der Southern-Blot- und
PFGE-Analysen diskutiert.

Yu et al. charakterisierten 1997 FRA16B durch positionelle Klonierung. Diese Arbeit
war ein groBer Fortschritt zum besseren Verstandnis des Aufbaus der FRA16B-
Region; dennoch fehlen in dieser Arbeit einige wichtige Informationen:

» Keine genaue Information Uber die Sequenz und Position der verwendeten
radioaktiven Proben und der PFGE-Bedingungen.

> Keine vergleichende PFGE-Analyse zwischen den Generationen bei FRA16B-
Tragern.

» Nach dem heutigen Stand der Sequenzierung des menschlichen Genoms
liegen die angegebenen Primer fir die Untersuchung der proximalen
benachbarten Stellen der FRA16B-Region teilweise auf anderen

Chromosomen.

Die Amplifikation der FRA16B-Region lasst sich sehr schwer durchfihren. Der Grund
liegt vermutlich darin, dass die FRA16B-Sequenz in der Mitte einer ca. 4,5kb groBen
Region mit fast 80% AT-Gehalt liegt (Abbildung 3.30a): Aufgrund der repetitiven
Sequenzen findet man keine geeigneten Primer innerhalb dieser Region, mit denen
man ein kirzeres PCR-Produkt erhélt, welches sequenziert werden kénnte. Auch Yu
et al. zeigten keine PCR-Bedingungen fiir eine Amplifikation Uber die 33-bp AT-
reichen Minisatelliten.

VNTR-Minisatellitenpolymorphismen charakterisiert man meist durch eine Southern-
Blot-Hybridisierung. Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde deshalb die
Analyse der Variabilitat, Klassifikation (wie bei FRA10B, Hewett et al.; 1998) und
Transmission dieser Region durch eine Southern-Blot Analyse durchgefiihrt. Es
wurden zwei neue Einzelkopie Proben in dieser AT-reichen Region identifiziert und
eingesetzt, die keine Kreuzreaktion und keinen Hintergrund verursachten. Der
Unterschied zwischen der aus den Sequenzdaten abgeleiteten FragmentgréBe
(siehe Abbildung 2.5) und dem experimentell durch Southern-Blot Analyse
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(Abbildungen 3.22, 3.23A/B/C, 3.27 und 3.28) erhaltenen Werten kann verschiedene
Griinde haben. Die etwas hdher liegenden FragmentgréBen der Wildtyp-Allele in
diesen Abbildungen (~0,7kb bei BamHI, ~1,2kb bei Blpl und ~1,7kb bei EcoRl) sind
wahrscheinlich durch das Laufverhalten der DNA-Fragmente bedingt, Sequenzfehler
in Datenbanken oder durch die unterschiedliche Anzahl an Minisatelliten- und
Mikrosatelliten-Einheiten der FRA16B-Region bei der untersuchten Population in
dieser Arbeit. Relevant ist aber, wie bei der PFGE, der Unterschied der beiden Allele,
um die Expansionslange dieser Region auszuwerten.

Es wurde auBerdem festgestellt, dass die fir die PFGE etablierten Methoden
verandert werden mussten. In meinen Analysen konnte ich zeigen, dass die
Salzsaure-Behandlung der DNA vor dem Transfer zum Herstellen von kleineren
DNA-Fragmenten, nicht geeignet ist und es wurde stattdessen eine 30sec UV-
Bestrahlung eingesetzt. AT-reiche Regionen (wie bei FRA16B) reagieren vielleicht
aufgrund der DNA-Zusammensetzung sehr empfindlich auf Salzsdure. AuBerdem ist
bekannt, dass AT-reiche Sequenzen schneller reassoziieren als andere Regionen.
Die Neutralisierung vor dem Transfer kénnte dazu fuhren, dass die DNA-Fragmente
nicht in denaturierter Form auf die Membran Ubertragen werden kénnen, daher
wurde der Transfer mit alkalischem Denaturierungspuffer durchgefthrt.

Die DNA aus immortalisierten Lymphozyten der negativen Kontrollpersonen (NK1-
NK6), die zytogenetisch keine Hinweise fur eine FRA16B-Manifestation gezeigt
hatten, wurden auf eine Locus-Expansion untersucht. Die Southern-Blot und PFGE-
Ergebnisse bestatigten die zytogenetischen Ergebnisse.

Yamauchi et al. (2000) diskutierten bei einem japanischen FRA16B-Trager mit einer
Expansion der 35bp-AT-reichen Minisatelliten, dass die Lange der Allel-Expansion
fir die zytogenetische Expression von FRA16B relevant ist. Sie vermuteten, dass die
kritische zytogenetische Expansion der induzierbaren FRA16B zwischen 1-1,1 kb
(28-31 Kopien der 35bp-Minisatelliten-Elemente) liegt. Bei der Negativ-Kontrolle 4
wurde eine kleine Expansion der FRA16B-Region festgestellt (ca. 2kb), obwohl keine
zytogenetische Manifestation an FRA16B nachgewiesen werden konnte. Das heift,
dass nicht jede Expansion der FRA16B-Region zu einer zytogenetischen FRA16B-
Expression fuhrt.

Die FRA16B-Allele von NK1-NK6 (auch bei 61 weiteren Kontrollen und 70 Patienten)
sind stark variabel mit einer Lange von 9,5kb bis 27kb. Eine Allel-Variabilitat von Loci
mit VNTR-Elementen in verschiedenen Populationen wurde bereits beschrieben
(Savas et al., 2003, Santovito et al., 2008). Diese Variabilitat bei FRA16B kann durch
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eine variable Anzahl an Mikrosatelliten, Minisatelliten oder anderen weniger
komplexen Elementen, die innerhalb dieser Region liegen, zustande kommen
(Abbildung 3.30b). Unterschiedliche Allel-Variabilitaten wurden bei der Untersuchung
von 118 Minisatelliten der menschlichen Chromosomen 21 und 22 bereits publiziert
(Denoeud et al., 2003). AuBerdem wurde eine solche Allel-Variabilitat bei der
FRA10B-Region, die ebenfalls einen ahnlichen AT-reichen VNTR-Minisatelliten
enthalt, berichtet. Hier konnten 16 unterschiedliche Allele zwischen ca. 0,9-8,5kb
identifiziert werden (Hewett et al., 1998).

Bei der Messung der Expansionsldénge der FRA16B-Region der Probanden mit
konventioneller Gelelektrophorese konnte, abgesehen von Proband 5, nur eine
normale Bande identifiziert werden. Ein expandiertes Allel war wahrscheinlich
aufgrund der DNA-Préparationsmethode, die gréBere DNA-Fragmente schert, nicht
nachzuweisen. Zum Nachweis expandierter Allele wurde deshalb die PFGE-Methode
angewendet. Hierzu mussten zunadchst geeignete Restriktionsenzyme etabliert
werden. Von verschiedenen eingesetzten Restriktionsenzymen (EcoRI, EcoR91l,
BstEll, Sacl und Sall), waren BstEll und besonders das selten schneidende CpG-
methlyierungssensitive Enzym Sall am besten geeignet. Auch hier kann der
Unterschied zwischen der aus den Sequenzdaten abgeleiteten FragmentgréBe (bei
Wildtyp Allel: 38kb) und den experimentell durch die PFGE erhaltenen Werten (ca.
70kb) verschiedene Griinde haben. Die PFGE ist sensitiv gegeniber der
aufgetragenen DNA-Menge pro Spur (Royer-Pokora et. al., 1991). Eine erhdhte
Konzentration resultiert in einem verzégerten Laufverhalten und damit relativ zum
Marker in gréBeren Fragmenten. Hinweise daflir kann man bei der Abbildung 3.24
und 3.26 finden. Die DNA-Menge des Probanden 1 ist in diesen Abbildungen
geringer als die anderen DNA-Proben und dadurch liegt das Wildtyp-Allel bei ca.
48,5kb. Der zweite Grund kann ein Fehler in der Sequenz sein, besonders in solchen
Regionen mit hohen AT-Anteilen. AuBerdem stammt die Sequenz des menschlichen
Genoms von einem einzigen Individuum. Ein Methylierungs-Effekt fir die
entstehenden etwas zu groBen Restriktionsfragmente beim Einsatz von Sall (ca.
70kb statt 38kb) kann ausgeschlossen werden. Bei einem Methylierungs-Effekt
waren die entstehenden nicht expandierten DNA-Fragmente fur die FRA16B-Region
mindestens 138,5kb (105+33,5kb) bzw. 208,5kb (4,5+204kb) gewesen (Abbildung
4.1).
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Abb. 4.1: Die moglichen Schnittstellen von Sall in FRA16B-Region

Die Sequenzdaten wurden der UCSC Datenbank (http://genome.ucsc.edu; HG18) enthommen und
die Restriktionskarte mit dem Programm WebCutter 2 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) erstellt.
Die FRA16B Sequenz wurde als 0 bezeichnet.

AuBerdem wurden die expandierten Allele der Probanden durch nicht-
methlyierungssensitive Enzyme bestatigt. Die groBte bekannte FRA16B-Expansion
liegt bei ca. 70kb (Yu et al., 1997). In dieser Dissertationsarbeit wurde bei Proband 1
(in Lymphozyten und Fibroblasten) und Lymphozyten-DNA der Mutter von Proband 1,
die beide zytogenetisch eine FRA16B-Manifestation zeigten, eine Expansion von ca.
110kb gefunden. Beide Falle wiesen eine spontane Fragilitat an FRA16B in ihren
Lymphozyten auf. Fur die Entstehung solcher groBer Minisatelliten-Expansionen gibt
es verschiedene Mdglichkeiten:

1) Slippage Model:

Die DNA-Polymerase bildet eine nicht replizierte einzelstrangige DNA-Schleife an
repetitiven Regionen. Bei der Reparatur wird dann jedoch der Matrizenstrang
erweitert, anstatt die Schlaufe herauszuschneiden. Dies geschieht vor allem bei
Sequenzen, die aus kleinen Wiederholungseinheiten (Mikrosatelliten-DNA) bestehen,
sodass eine proof-reading-Aktivitat nicht mehr mdéglich ist. Dadurch kann die Anzahl
der Wiederholungen verringert (Deletion), oft jedoch vergrdoBert (Amplifikation)
werden. Man spricht von einer sog. Replikations- oder Polymeraseverschiebung.
Nach diesem Schema kdnnen aus Mikrosatelliten Minisatelliten entstehen (Abbildung
4.2). Es handelt sich hier méglicherweise um einen wichtigen Mechanismus fir die
Evolution von DNA-Sequenzen (Dover 1995).
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Abb. 4.2: Darstellung des “Slippage Models” bei der DNA-Replikation

Eine Fehlpaarung gegeneinander verschobener DNA-Strange (slipped strand mispairing).
Repetitive Tandemsequenzen sind vermutlich besonders anféllig fir eine Fehlpaarung aufgrund
einer Verschiebung der DNA-Strange. Bei der DNA-Replikation wird durch eine
Polymeraseverschiebung und Entstehung einer Schleife der Reparaturmechanismus aktiviert
(modifiziert nach: http://www.stanford.edu/group/hopes/causes/mutation/g5.html). Griine und graue
Farben repréasentieren die repetitiven Tandemsequenzen. Die anderen Farben zeigen normale,

nicht repetitive Seauenzen.

2) Ungleicher Schwesterchromatidaustauch (UESCE) und ein Ungleiches
Crossing-over (UEC):

Neben dem Slippage Modell kénnen ein ungleicher Schwesterchromatidaustauch
(UESCE) und ein ungleiches Crossing-over (UEC) zur Expansion beitragen. Die
FRA16B-Region weist eine erhdhte SCE-Rate und damit eine erhéhte DNA-
Instabilitdt an diesem Locus auf (Schmid et al., 1987). Johnson und Jasin (2000)
konnten zeigen, dass SCEs auf Reparaturen von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB)
mittels homologer Rekombination beruhen. Bei dieser Reparatur dient der jeweilige
intakte Schwesterchromatidabschnitt als Matrize fir den DSB-aberranten DNA-
Abschnitt.

VNTR-Minisatelliten stellen so genannte Hot-Spot-Regionen fiir homologe
Rekombinationen im menschlichen Genom dar (Wahls et al., 1990). Fir die meisten
Expansionen von VNTR-Minisatelliten sind die UESCE oder Slippage-Replikation
von Mikrosatelliten verantwortlich (Jeffreys et al., 1991). Ungleiches Crossing-over
(UEC) oder Austausch von Schwesterchromatiden (UESCE) treten besonders in
Genombereichen mittlerer oder groBer Lange von tandemartig wiederholten

Sequenzen auf. Sie kbdnnen aber auch bei Fehlpaarungen zwischen sich

94



4 Diskussion

wiederholenden Sequenzen entstehen, die weit von einander entfernt sind. So kann
es beispielsweise zwischen Alu-Repeats (30-280bp) oder anderen verstreuten
repetitiven Sequenzen (LINEs oder LTR-Elemente) zu einer Verdopplung in Form
von tandemartigen Wiederholungen kommen (Strachan & Read, 2004).

Die zytogenetisch unterschiedliche Manifestation von FRA16B innerhalb einer
Familie ist bekannt (Sutherland & Hecht, 1985). Man vermutete, dass die
unterschiedliche FRA16B-Expression auf verschiedenen Expansionsldangen beruht
(Felbor et al., 2003). 1997 hatte man durch eine PFGE-Analyse von Geschwistern
keine Anderung in der Expansionsldnge festgestellt (Yu et al., 1997). Es wurde aber
keine Untersuchung in verschiedenen Generationen durchgefiihrt. Die hier
vorgelegten PFGE-Ergebnisse bei zwei Familien (P1, P2(MP1), P3, P4(MP3))
zeigten keine Expansionsdnderung bei Familienmitgliedern unterschiedlicher
Generationen. Wahrend bei Krankheiten wie zum Beispiel dem Fra(X)-Syndrom, das
zur Gruppe der sog. Trinukleotiderkrankungen gehért, eine Expansion von CGG
Repeats bei der maternalen Weitergabe eines pramutierten Allels (ab 59 Repeats bis
zu 200 CGG-Wiederholungen ) an einen Sohn/Tochter erfolgt (Nolin et al., 2003),
bleibt die Weitergabe expandierter Fragmente bei FRA16B stabil zwischen
Mutter/Tochter (110kb) bzw. Mutter/Sohn (50kb). Ein Grund hierfir kénnte die
unterschiedliche Sequenzzusammensetzung zwischen CGG-Repeats und den AT-
reichen Minisatelliten-Repeats sein.

In dieser Arbeit wurde die bisher gréBte Allel-Expansion von 110kb nachgewiesen.
Die Auflésungsgrenze bezlglich der Bestimmung der FragmentgréBen lagen fir die
Southern-Blot Analyse bei ca. +2kb und fir die PFGE bei ca. +15kb. Mit der
Southern-Blot Methode und den neu etablierten Markern in der FRA16B-Region
besteht jetzt eine Mdglichkeit kleine Expansionséanderungen zwischen Generationen
zu Uberprufen. Die gleiche Expansionslange in Lymphozyten und dermalen
Fibroblasten von Proband 1 weist auf eine stabile Weitergabe wahrend der
postzygotischen Entwicklung hin. Dies gibt einen wichtigen Hinweis, dass groBe
Expansionen mit bis zu 96% AT-Gehalt ohne Probleme an Tochterzellen
weitergegeben werden kdnnen.

Um die Variabilitdt der FRA16B-Allele bei normalen Kontrollen zu bestimmen,
wurden neben Probanden weitere 61 Kontrollpersonen analysiert. Die Existenz der
verschiedenen Locus-Langen (0,1-110kb) zeigt, dass diese Region dynamisch ist.
Aufgrund der unterschiedlichen Allel-Langen der FRA16B-Region wurden die
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FRA16B-Trager in 3 Gruppen (A: keine Locus-Expansion, B: kurze Locus-Expansion,
C: Intermediare Locus-Expansion) unterteilt.
Es ist denkbar, dass ab einer bestimmten Expansionslange die chromosomale
Region 16921 so instabil wird, dass es zu einer konstitutionellen terminalen Deletion
16g21->qter kommt. Es ist aber in der Literatur keine komplette terminale Deletion
16g21->qter bekannt, was flr eine Letalitdt solcher Deletionen spricht. Mehrfach
wurde in der Literatur Uber interstitielle Deletionen (16q12.1-16924.3) berichtet, die
mit folgenden klinischen Symptomen assoziiert sind (Cooke et al., 1987; McDonald
et al., 1987; Callen et al., 1993; Fujiwara et al., 1992):

» Verzbgertes Wachstum

» Psychomotorische Retardierung

» Hypotonie

> Kleiner Kiefer (micrognathia)

Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Literaturangabe unterstitzen die Hypothese,
dass entweder die Trager einer solchen Fragilitdt klinisch normal sind und ihr
Repairsystem in der Lage ist solche Chromosomenmutationen zu reparieren oder die
Expansion so groB ist, dass es zu einer konstitutionellen Deletion (16g21->qter)
kommt. Es kénnen solche Deletionen (16g21->qter) auch im Mosaik vorkommen. Ob
solche Félle mit einer klinischen Auffalligkeit assoziiert sind, kommt auf die

betroffenen Gewebe an.

Um die Allel-Verteilung zwischen Kontrollpersonen und mental retardierten Patienten
zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit die DNA von 61 Kontrollpersonen und 70
Patienten mit ungeklarter Retardierung mit Hilfe der Southern-Blot Methode
analysiert. Dabei wurden die 70 Patienten, so wie die Kontrollen, in 3 Gruppen (A:
keine Locus-Expansion, B: kurze Locus-Expansion, C: Intermedidre Locus-
Expansion) unterteilt. Beim Vergleich der Allelverteilung der FRA16B-Region von
Kontroll-Personen und mental retardierten Patienten besteht kein Unterschied (p-
Wert = 0,23). Damit konnte gezeigt werden, dass die Manifestation der FRA16B-
Region bei mental retardierten Patienten nicht signifikant haufiger vorkommt als bei

der Normalbevélkerung.
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4.2 Zytogenetik

l. Temperaturanderungen

Mit zunehmender Temperatur wahrend der Zellkultivierung nimmt der mitotische
Index bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen (NK5 und NKB6) signifikant ab
(p-Wert= 0,000049). Der mitotische Index beschreibt das Verhaltnis von Mitosen und
Interphasen; eine Abnahme der Mitosen und damit die Verringerung des mitotischen
Index ist ein sensibler Indikator flr zelltoxische Einflisse. Erhdhte Temperaturen
beeinflussen viele temperatur-sensitive Enzyme, die an der Zellteilung und den
Reparatursystemen beteiligt sind. So kann die DNA-Polymerase alpha in Hela-
Zellen durch Hitze oder auch durch ionisierende Strahlung sowie den Einsatz von
Aphidicolin teilweise inaktiviert werden (Kampinga und Konings, 1987, Reidy 1988).
Diese Inaktivierung fuhrt zu einem so genannten DNA-Replikation-Stress (Howlett et
al., 2005), der die Entstehung von Chromosomenbriichen férdern kann und die
Zunahme von CFSs in den Lymphozytenkulturen erklaren kénnte.

Von den verschiedenen Anderungen der Kulturbedingungen hatte nur die Anderung
der Kultivierungstemperatur (39°-41°C) einen Einfluss auf die Manifestation von
Chromosomenbriichen. Bei 41°C zeigten die Kulturen fast keine Metaphasen und
auch keine Interphasen. Die Temperaturzunahme induziert eine erhbhte
Chromosomenbrlchigkeit beim Probanden 1 und beiden negativen Kontrollen. Fur
die gepoolten Daten von Kontrollen und Proband 1 ergibt sich ein signifikanter (p-
Wert= 0,0062) Anstieg der Expression von Chromosomenbrichen von 4,3/°C. Um zu
Uberprifen, ob Briche in FS durch eine Erhéhung der Kultivierungstemperatur
signifikant Oberreprasentiert sind, wurde die Bruchhaufigkeit mit den Gesamtlangen
der FS im Genom, verglichen. Dabei wurden Region- und Subregionlangen aller
bekannten FSs (Tabelle 8.1 und 8.2) aufgrund der aktuellen Genomdaten
(http://genome.ucsc.edu, HG18) sowie durch Literatur-Recherchen ermittelt. Die
Wahrscheinlichkeit fur Bruch-Ereignisse (k) in einem Intervall ist Poisson-verteilt, mit
P(X = k) = lambda’k / k! * e*-lambda, wobei lambda der Erwartungswert ist (hier also
die dem Anteil der FS im gesamten Genom entsprechende Anzahl von Briichen); der
einseitige p-Wert fur die Null-Hypothese, dass die Brilchigkeit in FS nicht héher ist
als im restlichen Genom, ergibt sich demnach durch Aufsummieren aller P(X>=k).
Bei insgesamt 41 beobachteten Briichen und einer Gesamtlange des menschlichen

Genoms von 3200 Megabasen erhalten wir fir:
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CFS (19/41): p-Wert = 0,0011 RFS (4/41): p-Wert= 0,2703

Hiermit konnte ich beweisen, dass die Anzahl der entstehenden
Chromosomenbriiche in CFSs, die durch eine Temperaturerhéhung wahrend der
Kultivierung von Lymphoblasten verursacht werden, signifikant hdher ist. Ca. 41%
(17/41) der Chromosomenbriiche liegen nicht in bekannten FSs. Sie sind entweder
durch  Temperaturerhbhung  zuféllig  entstandene  BrlGche oder neue
temperatursensitive FSs. Lymphozyten sind Teil des zellularen Abwehrsystems des
Menschen. Sollte die in vitro gefundene erhdhte Chromosomenbrichigkeit bei
Temperaturerhbhung auch in vivo entstehen, kdnnte dies die Funktionsfahigkeit der
Lymphozyten beeintrachtigen und damit einen negativen Einfluss auf das

Immunsystem haben.

Il. DAPI-Einsatz

Es ist bekannt, dass DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) an AT-reiche Regionen,
wie beim FRA16B-Locus, der DNA bindet, (Pineda De Castro et al., 2002). Die
Wirkung von DAPI auf die Manifestation von FRA16B in Metaphasechromosomen ist
bei allen Probanden ahnlich, mit einem signifikanten (p-Wert= 0,0000049) mittleren
Anstieg von 3,5 % /ug /ml DAPI.

DAPI inhibiert in vitro die Bindung der Histonproteine an AT-reiche Regionen und
destabilisiert damit die Nukleosomen. Dies erh6ht wahrscheinlich die Fragilitat und
induziert Briche, wie z.B. im FRA16B-Locus (Fitzgerald and Anderson, 1999). Die
geringere FRA16B-Expression von Proband 5 bei erhdhter DAPI-Konzentration kann
durch die geringe Expansionslange von 6,5kb bedingt sein.

Als Vergleich kann Distamycin herangezogen werden, welches eine &hnliche
Wirkung wie DAPI hat. Eine Korrelation zwischen erhéhter Kopienanzahl der 33bp
AT-reichen Minisatelliten der FRA16B-Region und Abbau der Nukleosomen in
Anwesenheit von Distamycin ist bereits in vitro nachgewiesen (Hsu und Wang, 2002).
Distamycin hat wie DAPI eine starke Praferenz fur AT-reiche Sequenzen und bindet
an die AT-reichen Regionen in der kleinen Furche der DNA.

Bei Erhdéhung der DAPI-Konzentration kdnnen auf beiden Chromatiden des
Chromosoms 16 in 16921 Briiche auftreten und sich dadurch azentrische Fragmente
in Metaphasen bilden. Bei steigender DAPI-Konzentration war neben der Zunahme
der FRA16B-Expression bei Probanden eine signifikante Abnahme des mitotischen
Index zu beobachten, was flr einen zytotoxischen Effekt des DAPI-Farbstoffs auf
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Lymphozyten spricht. Bezlglich des zytotoxischen Effekis reagierten Probanden und
Negativ-Kontrollen nahezu gleich (p-Wert= 0,52). Die beobachtete Abnahme des
mitotischen Index um 0,2 % /ug/ml ist signifikant (p-Wert = 2,4 E-16).

Ein Vergleich der in dieser Arbeit verwendeten Analyseverfahren zeigt deutlich, dass
es keine direkte Korrelation zwischen Expansionslange und spontaner FRA16B-
Expression gibt. Proband 3 und dessen Mutter (Proband 4) besitzen gleiche
Expansionslangen von ca. 50 kb der FRA16B-Region. Wéhrend die Mutter keine
spontane Brichigkeit an der FRA16B-Region (bei Standard Kulturbedingungen)
zeigte, zeigte der Proband 3 16% (durch FISH-Analyse bestatigte) spontane
Brlichigkeit an 16g21. Die spontane FRA16B-Expression im Gegensatz zur
induzierbaren FRA16B (ca. 4,5%) ist sehr selten und man findet sie bei nur 0,6% der
deutschen Population (Schmid et al., 1986). Mdglicherweise ist mit der VergréBerung
der Expansion die Wahrscheinlichkeit einer spontanen FRA16B-Expression erhéht;
Proband 5 mit 6,5 kb Expansionslange (mit induzierbarer FRA16B-Expression) und
Proband 3 mit 50 kb Expansionsldange (mit spontaner FRA16B-Expression)
markieren die Grenze der Expansionslange (6,5-50 kb), in der eine spontane
FRA16B-Expression stattfinden kann. Proband 1 und die Mutter (Proband 2) mit ca.
110kb, Proband 3 mit ca. 50kb und Proband 6 mit ca. 90kb zeigten eine deutliche
spontane FRA16B-Expression unter Standardkulturbedingungen.

In Bezug auf die Fragilitat der Chromosomen bleibt die Frage noch offen: welche
Sequenzen und welche Expansionslangen sind fir eine Fragilitat relevant? Bei DM2
(Myotonische Dystrophie Typ 2)-Tragern zum Beispiel findet sich keine Fragilitat am
Chromosom 3g21.3, obwohl die Anzahl der repetitiven Tetranukleotide (CCTG) bis
auf 11000 Kopien (ca. 44kb) steigen kann (Strachan & Read 2004). Diese repetitiven
Tetranukleotide verhalten sich entsprechend anders als die AT-reichen Sequenzen in
16921.

lll. 2-Aminopurin-Einsatz

Der Protein Kinase Inhibitor 2-Aminopurin  kann die beiden verwandten
Proteinkinasen ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related) und ATM (Ataxia
telangiectasia mutated) (Dimitrova und Gilbert, 2000; Huang et al., 2003) inhibieren.
Sie spielen eine entscheidende Rolle im Reparatursystem. ATM und ATR reagieren
frdh auf bestimmte DNA-L&sionen, die z.B. durch DNA-Replikationstress oder
ionisierte Strahlung entstehen. Sie kbnnen direkt oder indirekt durch ihre

Interaktionspartner wie z.B. p53 eine DNA-Reparatur Apoptose oder einen
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kontrollierten Zellzyklusstop veranlassen (Abraham et al., 2001). ATR aber nicht
ATM spielt eine Hauptrolle bei der Kontrolle der FS-Expression. Durch den
zusatzlichen Einsatz von 2-Aminopurin kann die Brichigkeit an CFSs induziert
werden (Casper et al.,, 2002). Im Rahmen dieser Dissertation wurde nur die
Expression von FRA16B bei Probanden unter Einsatz von 2-Aminopurin untersucht.
Es konnte eine Abnahme der Proliferationsraten (mitotischer Index) bei den
negativen Kontrollen und Probanden beobachtet werden, die wahrscheinlich durch
einen erhdéhten DNA-Replikationstress bedingt ist. Dies spricht flr einen
zytotoxischen Effekt von 2-Aminopurin auf die Lymphozytenproliferation. Im Mittel
nimmt der mitotische Index signifikant (p-Wert= 0,00000051) um 0,4 %/mM ab.
Kontrollen und Probanden reagieren gleich (p-Wert= 0,84). Zunehmende 2-
Aminopurin-Konzentrationen fiihrten bei fast allen Probanden zu einer erhdhten
FRA16B-Expression. Die Wirkung der 2-Aminopurin-Konzentration auf die FRA16B-
Expression ist bei den Probanden unterschiedlich und bei Proband 5 nicht
nachweisbar. Im Mittel 1asst sich jedoch ein signifikanter Anstieg (p-Wert= 0,011) von
1,8 %/mM beobachten. Die geringe Expansionslange bei Proband 5 (ca. 6,5kb) im
Vergleich zu den anderen Probanden (50-110kb) kénnte eine Erklarung flr diesen
Unterschied sein. Dies kénnte bedeuten, dass die Reparatursysteme trotz der
Anwesenheit des Reparaturinhibitors 2-Aminopurin bei kleinen Expansionen in der
Lage sind, die Manifestation von FRA16B zu verhindern. Eine erhdéhte FRA16B-
Expression bei bestimmten FRA16B-Tragern und die reduzierten Proliferationsraten
der Lymphozyten durch den Einsatz von 2-Aminopurin konnte erstmalig in dieser
Arbeit nachgewiesen werden.

AT-reiche Minisatelliten kdnnen bei Regionen wie FRA16B oder FRA10B eine
sekundare Struktur, einen ,Hairpin®, bilden (Handt et al., 2000; Schwartz et al., 2006).
Solche sekundare Strukturen kénnen bei der DNA-Replikation oder DNA-Reparatur
ein Problem darstellen, weshalb sie in der spaten S-Phase repliziert werden (Handt
et al., 2000). Inhibiert man das Reparatursystem zusatzlich durch Chemikalien wie 2-
Aminopurin, kédnnen viele solcher Regionen sich als fragile Stellen oder Briiche
manifestieren. Die FRA16B-Expression der Probanden fallt bei Verwendung von 2-
Aminopurin allgemein niedriger aus, als bei DAPI-Einsatz aus (Abbildung 3.5 und
3.7); ein Hinweis daflr, dass die Destabilisierung der Nukleosomen durch DAPI
starker wirkt, als die Stérung des Reparatursystems durch 2-Aminopurin.
DNA-Replikation und Reparaturprozesse sind zwangslaufig miteinander verbunden.
Jede Stérung der DNA-Replikation und -Reparatur durch Chemikalien oder
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Temperaturanderung kann durch DNA-Replikationstress die Manifestation
bestimmter FSs ausldsen. In Abbildung 4.3 wurden alle wichtigen Elemente fir die

Manifestation von FSs zusammengefasst.

Verschiedene Mechanismen flir die Auslosung der
Expression von FSs

Einfluss auf die Aktivitat der
temperaturempfindlichen Enzyme, die

Indirekte Stérung der DNA-Replikation an der DNA-Replikation oder
. Reparatur beteiligt sind
(Mangel an Folsaure)
(Erhéhte Temperatur)

Direkte Inhibierung der DNA-Polymerase J—L

(Aphidicolin)
DNA-Replikationstress

Direkte Storung des Reparatursystemw

(2-Aminopurin)
Stérung der DNA-Replikation bzw. des /

Reparatursystems durch die Paarung an die
DNA-Molekiile (DAPI, Berenil)

=

Abb. 4.3: Graphische Darstellung verschiedener Mechanismen fiir die Auslésung der
Expression von FSs

Die Expression von FSs lasst sich durch verschiedene Mechanismen auslésen. Die
induzierbare Expression von FSs zeigt, dass solche instabilen Stellen normalerweise durch
das Reparatursystem aufgehoben werden. Stért man diese komplexe Zusammenarbeit von
DNA-Replikation oder DNA-Reparatursystem kann es zu einer direkten Brilichigkeit solcher
instabiler Stellen in Metaphasechromosomen kommen. Erhéhte Temperatur ist im Vergleich
zu anderen Chemikalien sehr unspezifisch, weil viele Enzyme, die im Stoffwechsel beteiligt
sind, temperaturempfindlich sind.

4.3 FISH

I. FISH an Lymphozyten

Durch die besondere Sequenzorganisation lasst sich die Expression von FRA16B
auch in Interphasen mit molekularzytogenetischen Methoden untersuchen, was far
die meisten FSs nicht mdglich ist. Der Grund liegt darin, dass die FSs-Regionen
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zumeist sehr lang sind und dadurch zwei unterschiedlich markierte farbige DNA-
Sonden, die solche fragilen Stellen flankieren, keinen Brlichigkeitsnachweis zulassen.
Mit FISH-Analysen lassen sich CFS-Regionen nur in Metaphasen durch
fluoreszierende DNA-Sonden gut eingrenzen (Mishmar et al., 1998; Denison et al.,
2003; Debacker et al., 2007; Curatolo et al., 2007). Im Rahmen dieser Dissertation
wurden zum ersten Mal zwei Sonden zur FISH-Analyse entwickelt, die die FRA16B-
Region exakt flankieren, sodass man die FRA16B-Expression sowohl in
Interphasekernen als auch in Metaphasen bei verschiedenen Situationen analysieren
kann (Abbildungen: 3.11-3.18). Die Lage der rot und griin markierten DNA-Sonden
auf dem Chromosom 16 wurde mit einer Distanz von ca. 10kb so gewahlt, dass ohne
FRA16B-Expression, dass die roten und griinen Signale direkt nebeneinander liegen.
Bei einem Bruchereignis in der FRA16B-Region ist eine getrennte Darstellung des
roten und griinen Fluoreszenzsignals mdglich (Split-Signal). Die Qualitat der Sonde
wurde bei Kontrollen und Probanden in Interphasekernen und an
Metaphasechromosomen verglichen und Uberprift. Dieser methodische Ansatz hat
sich fUr eine direkte Identifizierung der Fragilitét in Interphasekernen und damit z.B.
den Fragilitdtsnachweis in  Go-Lymphozyten bewahrt. Im Gegensatz zu
konventionellen zytogenetischen Methoden ermdglicht die FISH-Analyse einen
exakten Nachweis der Bruchigkeit in FRA16B ohne Verwechslung mit anderen in der
Nahe liegende FRA-Stellen (FRA16C und FRA16D) am Chromosom 16q (Abbildung
1.5).

Die FISH-Analyse zur FRA16B-Manifestation in Lymphozyten-Metaphasen
bestatigen die zytogenetischen Ergebnisse, die bereits diskutiert wurden. Die
unterschiedlichen FRA16B-Expressionen in der Go-Phase der Lymphozyten zeigen
in erster Linie, dass es keine Korrelation zwischen der Expansionslange und der
FRA16B-Expression gibt.

In 0,02-0,06% der Lymphozyten des peripheren Bluts von gesunden Menschen ist
eine DNA-Replikation nach Einsatz von *H-Thymidin nachweisbar (Bond et al., 1958).
Trotz dieser physiologischen Ruhephase lassen sich FRA16B Fragilitaten in der Go-
Phase nachweisen; dies zeigt unter anderem, dass die FRA16B-Manifestationen
tatsachlich in vivo existieren und keine Kulturartefakte sind. AuBerdem zeigt es, dass
solche Bruchereignisse in jedem Zellstadium vorkommen und das Reparatursystem
nicht in der Lage ist, sie komplett aufzuheben. Sie entgehen teilweise dem
Reparatursystem (Casper et al., 2002). Mit der FISH-Analyse aller Probanden-
Lymphozyten war ein sehr groBer FRA16B-Expressionsunterschied zwischen den
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Interphasen und Metaphasen bei erhéhter DAPI-Konzentration auffallig (Tabelle 3.8).
Die erhdéhte FRA16B-Expression in den Metaphasechromosomen kénnte durch
mechanische Einflisse bei der Chromosomenkondensation (G2->M) bedingt sein.
Ein zusatzlicher mechanischer Effekt ware bei der Einlagerung der DAPI-Molekdlle in
die AT-reichen DNA-Regionen und Verhinderung der Nukleosomen-Bildung zu
denken. Die Entstehung der seltenen Formen beim Einsatz von DAPI in den
Interphasen beruht mdglicherweise auf der Fehlverteilung wahrend der 72h
Kultivierung. Abbildung 4.4 zeigt eine einfache Darstellung fir die Entstehung von
partiellen Monosomien und Trisomien.
Expression von FRA16B

und Entstehung eines
azentrischen Fragmentes

F e:pﬁ;;art e"i,lll ung

-

Partielle Trisomie

"_/ / s _ljl hase Normal

Verlust des
azentrischen
Fragmentes

'
J

Verlust des
azenftrischen
Fragmentes \

@ &

Normal Partielle Trisomie Partielle Monosomie

Abb. 4.4: Einfache Darstellung der Entstehung seltener Fehlverteilungen von
Chromosomen beim Einsatz von DAPI

Die Entstehung eines azentrisches Fragmentes kann theoretisch durch eine Fehlverteilung
wahrend der Anaphase zur partiellen Monosomie oder Trisomie fUhren. Das azentrische
Fragment ist in der Regel instabil und wird mit steigender Anzahl von Zellteilungen
verschwinden, wobei die partielle Monosomie erhalten bleibt, die partielle Trisomie jedoch
persisiert. Rot-griine Kreise sollen die markierten BAC-DNAs, die die 16g21-Subregion

flankieren, reprasentieren (siehe Abbildung 3.10).
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Die Analyse der FRA16B-Manifestation der seltenen Formen in Interphasekernen ist
nur mit der FISH-Technik méglich gewesen, wahrend mit der konventionellen

Zytogenetik nur die Metaphasen untersucht werden kénnen.

Il. FISH an Fibroblasten

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine gewebsspezifisch unterschiedliche FRA16B-
Expression nach DAPI-Einwirkung sowohl zytogenetisch als auch mit der FISH-
Methode nachgewiesen werden. Die aufféllig geringe Fragilitit der FRA16B-Region
an Hautfibroblasten von Proband 1 (im Vergleich zu seinen Lymphozyten) kénnte auf
eine effektivere Reparatur in Hautfibroblasten hinweisen und fir eine
gewebsspezifische Reparaturkontrolle sprechen. Hinweise fir eine unterschiedliche
FRA16B-Expression in Lymphozyten und Fibroblasten fanden schon Shabati et al.,
(1980) mit konventionellen zytogenetischen Methoden bei einem FRA16B-Trager.
Dabei  konnte  nicht nachgewiesen werden, ob dieser FRA16B-
Expressionsunterschied durch eine unterschiedlich effektive DNA-Reparatur bedingt
ist, oder ob in Lymphozyten und Fibroblasten verschieden lange FRA16B-Regionen
die Ursache dieser Diskrepanz sind.

Wahrend der postzygotischen Entwicklung kénnten sich unterschiedliche
Expansionslangen der FRA16B-Region in unterschiedlichen Geweben entwickeln
und mdglicherweise flr eine unterschiedliche FRA16B-Expression verantwortlich
sein. Durch Messung der Expansionsldnge in Lymphozyten und Fibroblasten
desselben Probanden (Proband 1) konnte jedoch nachgewiesen werden, dass keine
unterschiedlichen FRA16B-Expansionslangen der FRA16B-Region zwischen
Lymphozyten und Hautfibroblasten vorliegen. Somit ist eher anzunehmen, dass
unterschiedlich aktive Reparatursysteme Ursache der gewebsspezifischen FRA16B-
Expression sind. Hinweise flir solche unterschiedlichen Reparatursysteme zwischen
humanen epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten wurden nach
Behandlung mit Gammastrahlen oder Adriamycin (DNA wirksames Mutagen)
gefunden (Flatt et al., 1998); die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die vom
Zellzyklus abhangigen Checkpoint-Proteinkinasen gewebespezifisch auf die
Strahlung von toxischen Chemikalien reagieren. AuBerdem wurde die Reparatur von
DNA-Einzelstrangbriichen (SSB; single-strand break) nach der Behandlung mit
Methyl-Methansulfonat (MMS) bei peripherem Blut und dermalen Fibroblasten
derselben Person verglichen. Die Reparatur der SSBs war nach MMS-Induktion in

peripheren Blutzellen geringer als in Fibroblasten. Dies bestéatigt eine
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unterschiedliche Aktivitdit der Reparatursysteme in verschiedenen Geweben
(Boerrigter et al., 1991). AuBerdem ist der Einfluss von DNA-Replikationsstress
induzierenden Chemikalien, wie DAPI, bei Fibroblasten erheblich geringer als bei
Lymphozyten. Bei Behandlung mit DAPI-IIl (20pg/ml) fanden sich bei
Hautfibroblasten erhéhte FRA16B-Expressionen bis zu 16% in den Interphasen, aber
hier konnten keine Metaphasechromosomen erhalten werden. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass sie entweder vorzeitig in die Metaphase Ubergegangen sind oder noch
in der G1 oder S-Phase geblieben sind. Es zeigt sich, dass das Zellzyklus-
Kontrollsystem der Fibroblasten sensibler gegen toxische DAPI-Einfllisse reagiert im
Vergleich zu Lymphozyten.

4.4 Klinisch auffallige FRA16B-Trager

Das kontroverse Thema, ob durch die FRA16B-Expression klinische Konsequenzen
entstehen, wurde bereits in der Literatur diskutiert (Sorensen et al., 1979). Shabati et
al. (1980) berichteten von vier Familien mit Infertilitdt und Fehlbildungen, die
zytogenetisch eine Manifestation von FRA16B zeigten. McKenzie et al. (2002)
beschrieben Uberlappende klinische Auffalligkeiten von einem Vater mit seinen 3
Kindern, die FRA16B-Trager waren und die unterschiedliche FRA16B-Expression in
ihren kultivierten Lymphozyten zeigten. McKenzie et al. vermuteten eine Korrelation
zwischen den klinischen Auffélligkeiten und der FRA16B-Expression.

Andererseits fanden Schmid et al. (1986) bei 18 FRA16B-Tragern (Berenil-
induzierbare FRA16B) in einer deutschen Population keine klinischen Auffalligkeiten.
Auch bei einem FRA16B-Trager mit homozygoter FRA16B-Expression (Nachweis
mit konventionell zytogenetischen Methoden) wurden keine Auffélligkeiten
beschrieben (Hocking et al., 1999). AuBer Proband 3 sind auch in dieser Arbeit alle
untersuchten Probanden klinisch unaufféllig.

Die FRA16B-Region enthalt kein kodierendes Gen. 2005 wurde bei
www.ucsc.edu.org flr die FRA16B-Region ein putatives Gen, LOC283867
beschrieben, dessen Expression und Funktion in Geweben bisher unbekannt ist. Im
Gegensatz zur FRA16B-Region gibt es aber einige Krankheiten, wie z.B. IDDM2
(insulin-dependent diabetes mellitus 2) oder EPM1 (progressive myoclonus epilepsy
type 1), bei denen die Expansion von repetitiven Minisatelliten in der Nahe von
kodierenden Regionen liegt und vermutlich mit der Auslésung der Krankheit
assoziiert ist (Pugliese et al., 1997; Vafiadis et al., 1997 und Lalioti et al., 1997). Von
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8 molekulargenetisch charakterisierten RFSs enthalten nur 4 Gene (FRAXA: FMR1-
Gen, FRAXE: FMR2/FMR3-Gen, FRAXF: FAM11A-Gen und FRA11B: CBL2-Gen).
Alle auBer FRAXF sind mit klinischen Auffélligkeiten verbunden. FRA16A und
FRA16B enthalten keine Gene (Sutherland, 2003). Klinische Auffélligkeiten kénnten
bei FRA16B-Tragern jedoch auftreten, wenn die Expansion in 16921 zu einer
terminalen Deletion 16g21->qter fuhrt. Der Verlust eines so groBen
Chromosomenstiickes (16g21->qter st 24,.82Mb groB), das ca. 250
proteinkodierende Gene enthalt, kann einen Abbruch der embryonalen Entwicklung
und damit zu einen Abort fihren. Die FRA16B-Region ist auf beiden Seiten mehrere
Megabasen von genhaltigen Regionen entfernt; damit ist die regulatorische Funktion
auf andere kodierende Gene eher unwahrscheinlich.

Die AT-reichen Regionen (AT-Inseln) werden haufig durch bestimmte Proteine an die
Kernlamina angeheftet. Die Chromatin-Bindungsstellen werden als Matrix-
Anheftungsregionen (MARs) bezeichnet. MARs sind wichtige Elemente in
Nukleusorganisation, die an DNA-Ampliflikation, gewebespezifische Transkription
und Mitoseablauf beteiligt sind (Benham et al., 1997; Bode et al., 2000; Chernov et
al., 2002). Es ist bekannt, dass diese AT-Inseln sehr spezifisch an die in vitro isolierte
Kernmatrix binden. Dies wurde auch fur die FRA16B-Region gezeigt (Jackson et al.,
2003). Ob eine extrem groBe FRA16B-Expansion zu einer Anderung dieser MARs
und damit zu einer pathologischen Regulationsanderung an weit entfernten Genen
fhrt, bleibt unklar.

Bei einer extrem AT-reichen Locus-Expansion in der FRA16B-Region (bei Proband 3
ca. 50kb) und aufgrund der fehlenden Homologieregion an diesem Locus wahrend
der Meiose ist denkbar, dass die Paarung der homologen Chromosomen wahrend
der Oogenese gestoért ist. Dabei kdnnte durch Chromosomen-Fehlverteilung eine
Uniparentale Disomie 16, upd(16), entstehen. Upd(16) ist eine haufige Form von
UPDs, die meist mit mentaler- und Wachstumsretardierung assoziiert ist. Dies wirde
auf ,Imprinted Genes” auf Chromosom 16 hinweisen (Young et al., 2002), obwohl
bisher kein entsprechendes Gen gefunden wurde. Die Untersuchung an vier
polymorphen Mikrosatelliten von Proband 3 erbrachte keinen Hinweis auf eine
uniparentale Disomie 16, upd(16). Die Ergebnisse zeigten, dass das expandierte
maternale Chromosom 16 nicht eine Chromosomenfehlverteilung des Chromosoms
16 wahrend der Oogenese verursacht hat.

Die klinischen Befunde bei Proband 3 sind mentale Retardierung und verzdgerte

Sprachentwicklung, begleitet von Infekten (vor allem Erkédltungen). Sie stimmen nicht
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mit den klinischen Phanotypen der in der Literatur beschriebenen Patienten mit
FRA16B (McKenzie et al., 2002, Shabati et al., 1980) oder Patienten mit partiellen
interstitiellen Deletionen in 16g21->qter (Cooke et al., 1987; McDonald et al., 1987
Callen et al., 1993; Fujiwara et al., 1992) Gberein.

Glasser et al. (2006) berichtete Uber eine Mutter und ihrer Tochter mit Neutropenie
(Verminderung der neutrophilen Granulozyten), deren Symptome von Fieber,
Hautinfektionen und haufigen bakteriellen Infektionen begleitet waren. Die beiden
zeigten eine spontane FRA16B-Expression im peripheren Blut. Die
Knochenmarksuntersuchung zeigte ebenfalls eine erhéhte FRA16B-Expression bei
beiden. Bei der Analyse des Knochenmarkes des Kindes wurde im Mosaik eine
Deletion in 16g21->qter mit einer Haufigkeit von 50% festgestellt. Bei Proband 3
wurde jedoch kein Deletionsmosaik bei der Auswertung von 150 Interphasekernen
und 50 Metaphasechromosomen an 16q festgestellt.

Die bis jetzt veréffentlichen Literaturhinweise und die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit weisen auf keine direkte Korrelation zwischen der FRA16B-
Expression und klinischen Auffalligkeiten hin. Die mit ca. 1,5%iger Haufigkeit
auftretende Deletion an Chromosom 16qg-terminal bei Proband 3 ist genauso bei der
unauffalligen Mutter zu sehen, was wahrscheinlich auf einer sekundaren FRA16B-
Expression beruht, indem das entstehende azentrische Fragment verloren geht.

4.5 Bioinformatik

Um eine exakte Ubersicht (iber die gesamten FSs und ihre Korrelation mit AT-
reichen Regionen zu erhalten, wurden die unterschiedlichen Ergebnisse des AT-
Block-Finder zusammen mit den menschlichen Chromosomen und bisher bekannten
FSs (Tabelle 8.1 und 8.2) im Ergebnisteil dargestellt (Abbildungen 3.31a/b). Es ist
bekannt, dass die CFSs oft AT-reich sind und eine hohe DNA-Flexibilitdt und geringe
Stablitat besitzen (Arlt et al., 2002; Curatolo et al., 2007; Mishmar et al., 1998; Ried
et al., 2000; Zlotorynski et al., 2003). Die Sequenzanalyse von 8 molekulargenetisch
charakterisierten CFSs (FRA3B, FRA6F, FRA7E, FRA7G, FRA7H, FRA7I, FRA16D
und FRAXB) zeigten kurze AT-reichen Regionen (<1kb mit ca. 78% AT-Gehalt), die
eine hohe DNA-Flexibilitat besitzen (Zlotorynski et al., 2003). Die Analyse des AT-
Block-Finder Programms hat jedoch gezeigt, dass nur wenige CFSs (ca. 15%) mit
bestimmten Langen von AT-reichen (77%-96%) Blécken Uber 1kb GréBe assoziiert
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sind. Keine der obengenanten 8 CFSs enthalten AT-reiche Blécke tber 1kb. Ein
Hinweis daflr, dass die hohen AT-reichen Blécke Uber 1kb weniger mit der
Expression von CFSs involviert sind.

Als zweites wurden AT-Block-Regionen und Regionen mit gleicher Struktur wie
FRA16B in verschiedenen menschlichen Chromosomen lokalisiert. Mit Hilfe des AT-
Block-Finders kann die Lange und der prozentuale AT-Gehalt im gesamten Genom
festgestellt werden. Wenn die AT-Organisation der FRA16B-Region das einzige
Kriterium fur die FRA16B-Manifestation gewesen waére, dann hatte man an allen 53
Stellen mit gleicher Struktur wie FRA16B-Region eine Fragilitdt erwartet, was nicht
der Fall war. AuBer FRA16B (RFS) liegen nur 6/53 Regionen (4p15.3 (CFS), 7p11.2
(RFS), 7911.21 (CFS), 7931.1(CFS), 10g21.3(CFS), und 12921.3(CFS)) in FSs. Das
bedeutet, dass die meisten (ca. 90%) AT-Blécke mit &hnlicher AT-Organisation wie
FRA16B nicht zu einer Fragilitat fihren.

Um die Frage zu beantworten, ob bei den 53 Stellen &hnliche Elemente wie die
33bp-Minisatelliten existieren, wurden alle Stellen durch ein Repeatmasker-
Programm (Version 3.2.7 bei: http://genome.ucsc.edu, Update: 1.05.09) auf repetitive
Sequenzen untersucht. Dabei wurden in den meisten Regionen SINEs (Alu-Familie,
30-280bp), LINEs (LINE-1-(Kpn)-Familie: ca. 1,4kb) und zahlreiche einfache (simple)
repetitive-Elemente (&hnlich wie FRA16B-Region) gefunden. Es ist zurzeit nicht klar
aus welchen Grinden es im FRA16B-Locus zu einer Expansion der 33bp-
Minisatelliten kommt. AuBerdem liegen fast alle in dieser Arbeit gefundenen AT-
reichen Bldcke auBerhalb von Genen. Ein Grund kdnnte die instabile Natur dieser
AT-reichen VNTR-Minisatelliten sein.

Mit der Erhéhung des AT-Gehaltes findet man wenige AT-Blocke (z. B. nur 8 Stellen
mit mind. 2kb, mind. 96%). Diese 8 Regionen sind im Aufbau vergleichbar mit einer
expandierten 33bp AT-reichen FRA16B Region, ohne dass es hier zu einer
Brlichigkeit kommt. Solche Stellen mit sehr hohem AT-Gehalt sind sehr kurz und
selten. Die Ursache kdnnte darin liegen, dass solche Regionen, thermodynamisch
instabil sind, da A und T nur durch zwei Wasserstoffbriicken miteinander verbunden
sind. Mdglicherweise sind sehr AT-reiche Regionen ein evolutionarer Nachteil, da
dies zu einem Chromatidbruch und damit zur Destabilisierung des gesamten
Genoms fuhren kann.

Die Existenz dieser 8 Stellen mit 2kb groBer AT-reicher Sequenz (mind. 96% AT-
Gehalt) im menschlichen Genom, die nicht in FS-Regionen liegen, zeigt
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wahrscheinlich, dass die Sequenzzusammensetzung eine entscheidende Rolle bei
der Manifestation von FRA16B spielen.

Die Anreicherung von AT-reichen Sequenzen (wie beim FRA16B-Locus) in vielen
Regionen des gesamten Genoms lasst vermuten, dass sich die VNTR-Elmente
durch standige dynamische Duplikationen oder Deletionen, durch ungleiches
Crossing-over, ungleichen Schwesterchromatid-Austausch oder Slippage Model,

andern.
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5. Zusammenfassung

FRA16B ist mit 5% Populationshaufigkeit die am haufigsten vorkommende RFSs in
der europaischen Bevdlkerung. Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit der
Etablierung von neuen molekulargenetischen, molekularzytogenetischen und
bioinformatischen Methoden die Manifestation FRA16B-Region in menschlichen
Zellen untersucht. Bei der Charakterisierung der Kultivierungsbedingungen wurde
festgestellt, dass nicht nur Chemikalien, sondern auch eine erhdhte Temperatur von
bis zu 40°C wahrend der 72h-Kultivierung zu Chromosomenbriichen fihrt. 59%
dieser Briche liegen signifikant in bekannten CFSs. Bei den FISH-Analysen zeigte
sich, dass die FRA16B-Manifestation sogar in der Go-Phase vorkommt. Die Existenz
der FRA16B-Expression in der Go-Phase beweist, dass die FRA16B-Expression kein
Kulturartefakt ist. Hiermit muss die alte FSs-Definition, die sich bis jetzt auf die
Metaphasechromosomen begrenzte, auf Interphasen erweitert werden. Im Vergleich
zu der zytogenetischen Untersuchung zeigte die FISH-Analyse viele Vorteile. Ein
wichtiger Vorteil der in meiner Arbeit entwickelten FISH-Sonden liegt darin, dass sie
zu einer direkten und schnellen Diagnose der Fragilitdt an der FRA16B-Region
verwendet werden kénnen. Die Southern-Blot und PFGE-Ergebnisse von 143
untersuchten Personen (70 mental retardierte Patienten, 61 Kontrollpersonen, 6
Probanden und 6 negative Kontrollen) zeigten, dass die Expansionslange der
FRA16B-Region von 0,1kb-110kb variieren kann. Es konnte kein signifikanter
Unterschied bei der Allel-Verteilung zwischen 70 mental retardierten Patienten und
61 Kontrollen nachgewiesen werden. Die PFGE-Analyse der DNA von zwei
Probanden-Familien zeigte, dass die Lange der FRA16B-Expansion zwischen den
Generationen stabil weitergegeben wird. Es wurde bis jetzt nur die Expansionsléange
von Geschwistern untersucht. AuBerdem konnte die stabile somatische Weitergabe
der FRA16B-Expansionslange in dermalen Fibroblasten und Lymphozyten bei einem
FRA16B-Trager nachgewiesen werden. Proband 1 (FRA16B-Trager 1) mit einer
Expansion von ca. 110kb zeigte die groBte FRA16B-Expansion, die in der Literatur
bisher beschrieben wurde. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass zwischen der
Expansionslange und spontaner FRA16B-Manifestation keine direkte Korrelation
besteht. Die unterschiedliche FRA16B-Expression zwischen den Lymphozyten und
dermalen Fibroblasten des Probanden 1, die in der FISH-Analyse gefunden wurde,
unterstltzt die Hypothese, dass es ein gewebspezifisches Kontrollsystem fir die
Manifestation von FSs gibt. Die PFGE-Ergebnisse und die zusatzlichen
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molekulargenetischen und FISH-Analysen bei Proband 3, der klinisch auffallig war,
gaben keine Hinweise auf eine Korrelation zwischen seinen Symptomen und der
Expression von FRA16B.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine neue Software (AT-Block-Finder) fur die
Identifizierung der AT-reichen Regionen entwickelt. Die bioinformatischen
Ergebnisse zeigten, dass viele dem FRA16B-Locus ahnliche Regionen im
menschlichen Genom existieren (53 Loci), die meisten (90%) aber nicht in bekannten
.Fragile Sites® liegen. Damit ist klar, dass die AT-Organisation kein ausreichendes

Kriterium fur die FRA16B-Expression ist.
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Abstract

The rare fragile site (RFS) FRA16B occurs in 5% (cytogenetic recognizable) of the
European population and is the most frequent RFSs. In this thesis the FRA16B
region has been analyzed by establishing new molecular genetic, molecular
cytogenetic and bioinformatic methods. By characterization of the culture conditions |
could show that not only chemicals but also increasing the temperature to 40°C
within the 72h cultivation time lead to chromosome breaks. 59% of these breaks
were located in known FSs. FISH-analysis showed that the manifestation of FRA16B
occurs even in Go-phase. The existence of FRA16B expression in the Go-phase
demonstrated that this expression is not a culture artefact but an event that can even
be identified in every phase of the cell cycle. This result should lead to a new FSs
definition including interphases, which is currently confined to metaphase
chromosomes. Differential FRA16B expression between the lymphocytes and dermal
fibroblasts from the same proband, using FISH analysis, have confirmed the distinctly
tissue specific control of expression of fragile sites. In comparison to cytogenetics
this work showed that FISH-analysis with the newly developed probes has many
advantages, for example they can be utilized as a direct and rapid diagnosis of
FRA16B fragility. Using Southern-blot and PFGE-methods | studied 143 persons (70
mentally retarded patients, 61 controls, 6 probands and 6 negative controls) to
analyse the variability of this region. These results showed that the expansion length
varies between 0.1-kb to 110kb. The allele distribution of FRA16B-region between 61
controls and 70 patients was not significantly different. In my thesis work | showed a
stable somatic transfer of FRA16B expansion length between generations in 2
families. Furthermore, a stable somatic transfer of FRA16B expansion length (110kb)
could be demonstrated in dermal fibroblasts and lymphocytes in a FRA16B carrier.
An expansion of approx. 110kb in one proband showed the largest FRA16B
expansion known in the literature to date. Furthermore, FISH and PFGE analyses in
lymphocytes of probands have shown that there is no direct correlation between
expansion length and spontaneous manifestation of FRA16B. The FISH and
molecular genetic analysis of proband 3 with clinical features did not indicate a
correlation between the FRA16B expression and his clinical features.

For the identification of AT-rich regions, a new bio-software was developed (AT
block-finder). Bioinformatic results showed that several sequences similar to the
FRA16B-region exist in the human genome (53 loci). The majority (90%) of them
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were not located in well-known "fragile sites". So it is clear that the AT organisation

alone is not a sufficient criterion for expression of a fragile site.
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8 Anhang

Common Zytogenetische | ~Lange der | Molekulargenetisch oder | Induzierbarkeit Referenz
Fragile Sites Lokalisation fragilen molekularzytogenetisch mit
(CFSs) Region charakterisiert Chemikalien

1. FRA1A 1p36 27.8Mb - Aphidicolin NCBI

2. FRA1B 1p32 9.6Mb - Aphidicolin NCBI

3. FRA1C 1p31.2 800kb - Aphidicolin NCBI

4. FRA1D 1p22 9.8Mb - Aphidicolin NCBI

5. FRA1E 1p21.3 370kb + Aphidicolin Hormozian 2006

6. FRA1F 1921 10.9Mb - Aphidicolin NCBI

7. FRA1G 1925.1 3.1Mb - Aphidicolin NCBI

8. FRA1H 1g41-1g42.1 10Mb + 5-Azacytidine Curatolo 2007

9. FRA1I 1944 5.5Mb - Aphidicolin NCBI

10. FRA1J 1g12 14.4Mb - 5-Azacytidine NCBI

11. FRA1K 1931 13.5Mb - Aphidicolin NCBI

12. FRA1L 1p31 23.8Mb - Aphidicolin NCBI

13. FRA2C 2p24.2 2.5Mb - Aphidicolin NCBI

14. FRA2D 2p16.2 2.1Mb - Aphidicolin NCBI

15. FRA2E 2p13 4.9Mb - Aphidicolin NCBI

16. FRA2F 2921.3 1.8Mb - Aphidicolin NCBI

17. FRA2G 2931 450kb-1Mb + Aphidicolin Limongi 2003
18. FRA2H 2932.1 6.4Mb - Aphidicolin NCBI

19. FRA2I 2933 12Mb - Aphidicolin NCBI

20. FRA2J 2937.3 5.9Mb - Aphidicolin NCBI

21. FRA3A 3p24.2 2.6Mb - Aphidicolin NCBI

22. FRA3B 3pi14.2 5.2Mb + Aphidicolin Becker 2002
23. FRA3C 3927 5.2Mb - Aphidicolin NCBI

24. FRA3D 3925 10.8Mb - Aphidicolin NCBI

25. FRA4A 4p16.1 5.7Mb - Aphidicolin NCBI

26. FRA4B 4912 6.8Mb - BrdU NCBI

27. FRA4C 4931.1 2.2Mb - Aphidicolin NCBI

28. FRA4D 4p15 24.6Mb - Aphidicolin NCBI

29. FRA4E 4927 3.4Mb - Unklassifiziert pharmGKB
30. FRA4F 4922 7Mb + Aphidicolin Rozier 2004
31. FRA5A 5p13 13.1Mb - BrdU NCBI

32. FRA5B 5915 5.4Mb - BrdU NCBI

33. FRA5C 5931.1 5Mb - Aphidicolin NCBI

34. FRA5D 5915 5.4Mb - Aphidicolin NCBI

35. FRASE 5p14 10.8Mb - Aphidicolin NCBI

36. FRA5SF 5921 12.3Mb - Aphidicolin NCBI

37. FRA6B 6p25.1 2.9Mb - Aphidicolin NCBI

38. FRA6C 6p22.2 2.6Mb - Aphidicolin NCBI

39. FRA6D 6913 5.9Mb - BrdU NCBI

40. FRAGE 6026 3.5Mb + Aphidicolin Dension 2003
41. FRAGF 6921 990kb + Aphidicolin Morelli 2002
42. FRA6H 6p22.1 9.3Mb + Aphidicolin Fechter 2007
43. FRA6G 6915 4.6Mb - Aphidicolin NCBI

44. FRA7B 7p22 7.2Mb - Aphidicolin NCBI

45. FRA7C 7pl14.2 1.9Mb - Aphidicolin NCBI

46. FRA7D 7p13 3.3Mb Aphidicolin NCBI

47. FRATE 7921.11 4.5Mb + Aphidicolin Zlotorynski 2003
48. FRA7F 7922 9.3Mb - Aphidicolin NCBI

49. FRA7G 7931.2 4.3Mb + Aphidicolin Hellman 2002
50. FRA7H 7932.3 161kb + Aphidicolin Mishmar 1998

51. FRA7I 7935 1.5Mb + Aphidicolin Ciullo 2002
52. FRA7J 7q11 16.3Mb - Aphidicolin NCBI
53.FRA7K 7931.1 900kb + Aphidicolin Helmrich 2006
54. FRA8SB 8922.1 5.6Mb - Aphidicolin NCBI
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55. FRA8C 8924.1 1.5Mb Aphidicolin Ferber 2003
56.FRA8D 8924.3 6.3Mb Aphidicolin NCBI
57. FRA9C 9p21 12.9Mb BrdU NCBI
58. FRA9D 9922.1 1.4Mb Aphidicolin NCBI
59. FRA9E 9g32-9933.1 9Mb Aphidicolin Callahan 2003
60. FRA9F 9q12 9.7Mb 5-Azacytidine NCBI
61. FRA10C 10921 18Mb BrdU NCBI
62. FRA10D 10922.1 3.3Mb Aphidicolin NCBI
63. FRA10E 10925.2 3.1Mb Aphidicolin NCBI
64. FRA10F 10926.1 8.3Mb Aphidicolin NCBI
65. FRA10G 10g11.2 11.2Mb Aphidicolin NCBI
66. FRA11C 11p15.1 5.5Mb Aphidicolin NCBI
67. FRA11D 11p14.2 1.2Mb Aphidicolin NCBI
68. FRA11E 11p13 5.4Mb Aphidicolin NCBI
69. FRA11F 11q14.2 2.6Mb Aphidicolin NCBI
70. FRA11G 11923.3 4.5Mb Aphidicolin Fechter 2006
71. FRA11H 11913 13.6Mb Aphidicolin NCBI
72. FRA12B 12g21.3 12.7Mb Aphidicolin NCBI
73. FRA12E 12924 25Mb Aphidicolin NCBI
74. FRA12F 12q14.1 162kb Aphidicolin Fischer 2008
75. FRA13A 13913.2 650kb Aphidicolin Savelyeva 2006
76. FRA13B 13921 19.9Mb BrdU NCBI
77. FRA13C 13921.2 2.9Mb Aphidicolin NCBI
78. FRA13D 13932 6.7Mb Aphidicolin NCBI
79. FRA13E 13922.2 3.1Mb Aphidicolin Fechter 2007
81. FRA14B 14923 11.2Mb Aphidicolin NCBI
82. FRA14C 14924.1 2.3Mb Aphidicolin NCBI
82. FRA15A 15922 9.1Mb Aphidicolin NCBI
83. FRA16C 16921 13.1Mb Aphidicolin NCBI
84. FRA16D 16923.1 360kb Aphidicolin Ried 2000
85. FRA17B 17923.1 700kb Aphidicolin NCBI
86. FRA18A 18q12.2 4.5Mb Aphidicolin NCBI
87. FRA18B 18921.3 7.8Mb Aphidicolin NCBI
88. FRA18C* 18922.2 2Mb Aphidicolin Debacker 2008
89. FRA19A 19913 26.7Mb 5-Azacytidine NCBI
90. FRA20B 20p12.2 2.9Mb Aphidicolin NCBI
91. FRA22B 22q12.2 2.6Mb Aphidicolin NCBI
92. FRAXB Xp22.31 500kb Aphidicolin Arlt 2002
93. FRAXC Xg22.1 4.3Mb Aphidicolin NCBI
94. FRAXD Xg27.2 1.8Mb Aphidicolin NCBI
Total: - 654.89Mb

Tab. 8.1: Bis jetzt bekannte Common Fragile Sites (CFSs) im menschlichen Genom

NCBI: National Center for Biotechnology Information

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9606&qrng=1&query=fragile%20site

pharmGKB: Pharmacogenomic Knowledge Base

https://www.pharmgkb.org
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Rare Fragile | Zytogenetische ~Lange der Molekulargenetish | Induzierbarkeit Referenz
Sites Lokalisation fragilen Region/ charakterisiert mit Chemikalien
(RFSs) bzw. exp. Sequenz
1. FRA1M 1p21.3 4.9Mb - Folat-sensitiv NCBI
2. FRA2A 2q11.2 6.4Mb - Folat-sensitiv NCBI
3. FRA2B 2913 5.2Mb - Folat-sensitiv NCBI
4. FRA2K 2022.3 3.7Mb - Folat-sensitiv NCBI
5. FRA2L 2pi11.2 7.3Mb - Folat-sensitiv NCBI
6. FRA5G 5935 13.4Mb - Folat-sensitiv NCBI
7. FRAGA 6p23 2Mb - Folat-sensitiv NCBI
8. FRA7A 7p11.2 3.5Mb - Folat-sensitiv NCBI
9. FRABA 8922.3 4.5Mb - Folat-sensitiv NCBI
10. FRASE 8924 .1 9.6Mb - Distamycin A NCBI
11. FRASF 8913 7.9Mb - Unklassifiziert pharmGKB
12. FRA9A 9p21 12.9Mb - Folat-sensitiv NCBI
13. FRA9B 9932 2.8Mb - Folat-sensitiv NCBI
14. FRA10A 10023.3 8.4Mb + Folat-sensitiv Sutherland 1979;
(CGG)n Sarafidou 2004
15. FRA10B 10925.2 3.1Mb + BrdU Sutherland 1980
~42bp und 1982;
AT-reiche Hewett 1998
Minisatelliten
16. FRA11A 11913.3 1.5Mb + Folat-sensitiv Perucca-
(CGG)n Lostanlen 1997
17. FRA11B 11923.3 5.3Mb + Folat-sensitiv Voullaire 1987;
(CCG)n Jones 1994
18. FRA11l 11p15.1 5.5Mb - Distamycin A NCBI
19. FRA12A 12913.1 8.5Mb - Folat-sensitiv NCBI
20. FRA12C 12924.2 6.3Mb - BrdU NCBI
21. FRA12D 12924.13 2Mb - Folat-sensitiv NCBI
22. FRA16A 16p13.11 2Mb + Folat-sensitiv Nancarrow
(CCG)n 1994/1998
23. FRA16B 16921 8.5Mb + Distamycin A Magenis 1970;
~33bp Schmid 1980;
AT-reiche Callen 1993;
Minisatelliten Yu 1997
24. FRA16E 16p12.1 5.9Mb - Distamycin A NCBI
25. FRA17A 17p12 4.7Mb - Distamycin A NCBI
26. FRA19B 19p13 21.2Mb - Folat-sensitiv NCBI
27. FRA20A 20p11.23 3.4Mb - Folat-sensitiv NCBI
28. FRA22A 22913 13.8Mb - Folat-sensitiv NCBI
29. FRAXA Xg27.3 5Mb + Folat-sensitiv Sutherland 1977;
(CGG/CCG)n Kremer 1991;
Verkerk 1991;
Yu 1991
30. FRAXE X028 8Mb + Folat-sensitiv Sutherland und
(CGG/CCG)n Baker 1992;
Knight 1993;
Gecz 1996
31. FRAXF Xqg28 8Mb + Folat-sensitiv Parrish 1994;
(CGG)n Ritchie 1994
Total: - 205,2Mb

Tab. 8.2: Bis jetzt bekannte Rare Fragile Sites (RFSs) im menschlichen Genom

NCBI: National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9606&qrng=1&query=fragile%20site
pharmGKB: Pharmacogenomic Knowledge Base

https://www.pharmgkb.org 131
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