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A: Tandemartig wiederholte, nicht-kodierende DNA-Sequenzen  
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B: Verstreute repetitive, nicht-kodierende DNA-Sequenzen  
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1.2.1 ’’Common Fragile Sites (CFSs)’’ 
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1.2.2 ’’Rare Fragile Sites (RFSs)’’ 
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Tab. 1.1: Klassifikation von RFSs aufgrund ihrer Manifestation durch unterschiedliche Chemikalien 
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Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung der Rolle von Folsäure bei der DNA-Synthese 
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Tab. 1.2: Übersicht zu 9 molekulargenetisch charakterisierten RFSs 
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Tab. 1.3: Zwei Beispiele für expandierte Trinukleotid-Repeats mit Krankheitswert 
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FRA16B  
 

I. Zytogenetische Charakterisierung 
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Abb. 1.5: Fragile Stellen auf Chromosom 16 
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II. Molekulargenetische Charakterisierung  
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III. Häufigkeit (Populationsstudien) 
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����� ����	� ��	� 6)��2#� ����

�$
<���	��9�
8��������)6:������>���������#���������%�
�6)��+#������$
<���	��

9�
8�������� )6:� ��	� ����
� �
$9������ �-0+� (�"1K,� ��%����� (:
	��
����� �	� ���"�

�43�,���

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:�6)��2#��B'����������	��	��
�������������	�'�
<�8	��� 	����� 
�'�	�	�9���>�����	����	���

(�2�..�',��
<���
��������2���B'�����
	���>�	�9-�..�'�:�;
������	�������:���(single nucleotide 

polymorphism,��������	����.��(����<����
	������7
��	����"��44&,� 
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IV. FRA16B und Assoziation mit klinischen Auffälligkeiten 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 
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2.1.2 Bakterien mit BAC (bacterial artificial chromosome)-Klone 
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Klon (BACs) Locus Lab.-Bezeichnung 
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2.1.3 Oligonukleotide  

 

2.1.3.1 Oligonukleotide für radioaktive Marker: 

Radio-P-H-1 (Fwd): 

1Y��A�������A������A���A���AA��.Y�

Radio-P-R-1 (Rev): 

1Y�����AA���A���A�������A����A�.Y�

Radio-P-H-2 (Fwd): 

1Y������A�������A������A�A��A��.Y�

Radio-P-R-2 (Rev): 

1Y�AA��������A��A�������AA��AA�.Y�

Radio-P-H-3 (Fwd): 

1Y��������������AA�A�����A�����A�.Y�

Radio-P-R-3 (Rev): 

1Y�������A�A����A�������AA��AA���.Y�

Radio-P-H-4 (Fwd): 

1Y�����A���������A�A��������A��.Y�

Radio-P-R-4 (Rev): 

1Y�A���A�A�A�A�A�A�A�������A�����.Y 

Radio-P-H-5 (Fwd): 

1Y��AA�����AA����A���A���A�A���.Y�

Radio-P-R-5 (Rev): 

1Y�A�A��A����A��A����A�AA��AA��.Y�

Radio-P-H-6 (Fwd): 

1Y��A����������������������A�A���.Y�

Radio-P-R-6 (Rev): 

1Y�A�A�������A�A�A��A��A�A�����.Y�

Radio-P-H-7 (Fwd): 

1Y�����A�������A���������������.Y�

Radio-P-R-7 (Rev): 

1Y�������������A�A���������AA��.Y�

Radio-P-H-8 (Fwd): 

1Y�����������A��A�����������A��.Y�

Radio-P-R-8 (Rev): 

1Y�A����AA����������A��AAA�����.Y�
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����
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Radio-P-H-9 (Fwd): (H-2) 

1Y������A�������A������A�A��A��.Y�

Radio-P-R-9 (Rev): (R-3) 

1Y�������A�A����A�������AA��AA���.Y�

Radio-P-1500 (Fwd) 

1Y������������������AA���������.Y�

Radio-P-1500 (Rev) 

1Y�A�A���������������������AA��.Y�

 

2.1.3.2 Oligonukleotide für die STS-Analyse an Chromosome 16q 

 

STS-1: D16S514 

Fwd Primer: 

1Y��A�A����A���AAA������.Y 

Rev Primer: 

1Y�A�����A��A��A�AA�A��.Y�

�

STS-2: D16S408 

Fwd Primer: 

1Y�����A�AA�A�������������.Y 

Rev Primer: 

1Y��A�A����AA�A�A���A��A�.Y�

 

STS-3: D16S308 

Fwd Primer: 

1Y�����������A��A�����A�����A��.Y 

Rev Primer: 

1Y��A���A�������A�������A�A�A��.Y�

 

STS-4: D16S320 

Fwd Primer: 

1Y��A���A�A���A�A���A��.Y 

Rev Primer: 

1Y������������A�A��A��A���.Y�

�
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2.1.4 DNA-Größenmarker 
�++�'�����I����
�

(�++�'"��++�'"�.++�'"ZZ��"��+++�',�

J�9�	
�����

)���*�	��I�����8��I��	�
��

(&1�'"��.0�'"��10�'"��+��'"���+�'"��43�'"�.00�'"�.42�'"�

1+2�'"��"+�38�"��"2.28�"��"+.28�"�."+108�"�0"+&�8�"�1"+48�"�

2"�+38�"�&"��28�"�3"�008�"�4"�2�8�"��+"�38�"���"�438�"�

��"��28�,�

J�9�	
�����

I���������PP?����JJJ�

(120�'"��+�&�'"��.���'"�0.2��'"�211&�'"�40�2�'"��.�.+�',�

J�9�	
�����

I������I����
��

(03"�18�"�4&8�"��01"�18�"��408�"��0�8�"ZZ�"��+++8�,�

#���)���

?�<��>�
8�
�(S. cerevisiae) 

(��18�"��318�"�.218�"�01+8�"�1218�"�2�+8�"�23+8�"�&1+8�"�

&318�"�3�18�"�4018�"��+�+8�"����18�"��2++8�"���++8�,�

#���)����

2.1.5 Enzyme 
AluJ� >��

Asp&�3J� )�����

Bam?J� #��I����

BglJ� )�����

BlpJ� #��I����

BstEJJ� #��I����

EagJ����� #��������

Eco)J� #�������

EcoR4�J�(J����������
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���	���

HaeJJJ� >��
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)������� )�����
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2.1.6 Radioisotope 
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2.1.7 Membranen für Southern Blot 
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2.1.8 Röntgenfilme 
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2.1.9 Kulturmedien und Antibiotikalösungen für Bakterien (BAC-

Klone) und humane Zellkultur 
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2.1.11 Puffer und Lösungen 
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 2.1.13 Geräte 
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 2.1.14 FRA16B-Träger und Kontrollpersonen 
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Abb. 2.1: In dieser Arbeit untersuchte Personen  
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Tab. 2.1: Abgekürzte Bezeichnungen der untersuchten Personen 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Kultivierung, Präparation und Darstellung der Chromosomen 
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2.2.2 GTG-Technik  
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2.2.3 DNA-Isolierung aus peripherem Blut, Lymphozyten-Sediment 

und Fibroblasten  

�

>�	�?��<�� ����\������#�����>���� D�	��%�
�� �
�� 1��� '�
�'��
���#�
	� ���� �++��1+ ��

����������
	���
������1��+2�?�
	<��
�����	���%�
��������1+��++ ������������
	��

�

2.2.4 DNA-Isolierung aus Bakterien  
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2.2.4.2 Plasmid-DNA-Isolierung („Mini Präparation“)  
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2.2.5.1 Herstellung der eigenen FISH-Sonden 
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2.2.5.2 FISH mit WCP 16 (Vysis Kit) 
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2.2.5.3 FISH mit Subtelomersonden für Chromosom 16 
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2.2.5.4 FISH an isolierten Fibroblasten aus Haut  
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2.2.5.5 FISH an G0-Lymphozyten 
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2.2.5.6 Grundlage der FISH-Analyse in dieser Arbeit 
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2. S-, G2- und Metaphasen  
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Abb. 2.2: Homologe Chromosomen 16 in der G0- bzw. in der G1-Phase�
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2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
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2.2.6.1 PCR-Bedingungen für radioaktive Marker 1,3,4,6,8 und 9 (siehe 

Abbildung 2.5) 
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2.2.6.2 PCR-Bedingungen für radioaktive Marker 2 und 5 
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2.2.6.3 PCR-Bedingungen für nicht-radioaktive 1500bp Marker 
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2.2.8 Agarosegelelektrophorese 
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2.2.9 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)  
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Durchführung des Versuches 
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2.2.10.2 Etablierung von Southern-Blot und PFGE-Analyse 
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung der ausgewählten Restriktionsenzyme und Sonden für 

die PFGE-Analyse 
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2.2.10.3 Transfer von DNA auf eine Nylon-Membran 
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Durchführung des Versuches: 

 

I. Alkalischer Transfer 
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Abb. 2.6: Erhöhung der Intensität der 
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II. Nicht-alkalischer Transfer 
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2.2.11 Hybridisierung der Nylon-Membranen 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Zytogenetische Ergebnisse an Lymphozyten 
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3.1.1 Einfluss der Kultivierungstemperatur 

�
 3.1.1.1 Mitotischer Index in Abhängigkeit von der Kultivierungstemperatur 
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Abb. 3.1: Darstellung des Temperatur-Einflusses auf den mitotischen Index 
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Tab. 3.1: Mitotische Indizes bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen bei erhöhter 

Kultivierungstemperatur 

�D-�����	�9��D��	
������



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������.��
���������
 

 
03

3.1.1.2 Zunahme von Chromosomenbrüchen in Abhängigkeit von der 

Kultivierungstemperatur 
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Abb. 3.2: Graphische Darstellung der Chromosomenbrüchigkeit in Abhängigkeit von der 

Temperatur 
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Tab. 3.2: Chromosomenbrüche bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen in Abhängigkeit 
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Tab. 3.3: Vergleich der identifizierten Bruchregionen bei der Temperaturerhöhung mit 

bekannten FSs 
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3.1.2 DAPI-Einfluss auf zytogenetische FRA16B-Expression  
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Abb. 3.3: Verschiedene FRA16B-Expressionsformen bei zytogenetischen Untersuchungen  
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Abb. 3.4: Graphische Darstellung des mitotischen Index in Abhängigkeit der DAPI-

Konzentration (Probanden und Kontrollen) 
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DAPI-Konzentration  
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Tab. 3.5: Manifestation der FRA16B bei negativen Kontrollen und Probanden in 

Abhängigkeit der DAPI-Konzentration 
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3.1.3 2-Aminopurin-Einfluss auf die zytogenetische FRA16B-

Expression  
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Abb. 3.6: Mitotischer Index in Abhängigkeit der 2-Aminopurin Konzentration 
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Tab. 3.6: Mitotische Indizes bei zwei negativen Kontrollen und 5 Probanden in 
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2-Aminopurin-Konzentration  
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Tab. 3.7: Expression von FRA16B bei den Probanden und beiden negativen Kontrollen in 

Abhängigkeit der 2-Aminopurin Konzentration�
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3.2 Untersuchung dermaler Fibroblasten von Proband 1 auf 

FRA16B-Expression 
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Ab. 3.8: Giemsafärbung der Metaphasenchromosomen in dermalen Fibroblasten� des 

Probanden 1 
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Abb. 3.7: Expression von FRA16B in Abhängigkeit der 2-Aminopurin Konzentration bei 

den Probanden 
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3.3 FISH-Analysen 

 

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

Region 

�

6E
� ���� ���
�8	�
����

��� 9��� <
������� :	������ ���	��� 6J:?�����*���� ��	� ����

:������ ����� ����9����� �
�$��
��� �
� 8��9��	��������� ��
�����������

6$
����	�����������9����	$������:�;
�����

���������
���������2�(>�
	����	����"�

�++0,�
��������������
��:	

8	

���������<	���
�6)��2#�)�������
��
�	�����6J:?�

:������ �
��
%$����"� ���� �������	� ����� ���� 6
�����	$	� ��� �2;��� ���

>�	�'������
���������
��"� ����������
�� �
��"� J�	�
'����8�
���� (�������
�� ���

�+�������,� �
� 
�	�
�
������ ��� %

���� �%��� #���"� ���� ���� 6)��2#�)������

<���8��
��"� �
���%$��	� (������
��� .�4,�� ���� :�;
���� ���� '
�B������� #��� ��	�

��8���	�� �
� ��	�$�	� &� D�'���� ��
� ..�'�>�����	����	��� �
�� ��
� 6)��2#�)�����������

E��
��''����� 6)��2#�)������ ��	� ���� '
�B������� #��� ��	
$�	� ���� 0"18�"� ����

����
	�	"���
�'
�B������#��� ����	��
�����4&K��
!�
�������
�6)��2#�)���������
�

���	���� #��� E��
��''	� ����	� ��	� ��
� 6)��2#�)������ 
��� ����	� �+8�� ��	<�
�	� 9���

'
�B�������#����

�

�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�

Abb. 3.9: Lage der ausgewählten BACs in der FRA16B-Region��
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung der ausgewählten BAC-Proben und ihre Verteilung in 

den homologen Chromosomen 16 und Interphasekernen 
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3.3.2 FISH-Ergebnisse der FRA16B-Region in Metaphasen 
 

3.3.2.1 Keine FRA16B-Expression 
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Abb. 3.11a: FISH-Signale in Lymphozyten von normalen Zellen ohne FRA16B-Expression 

(rote/grüne-Signale zusammen) 
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Abb. 3.11b: FISH-Signale in normalen Fibroblasten ohne FRA16B-Expression (rote/grüne-

Signale zusammen) 
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3.3.2.2 FRA16B-Expression 
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Abb. 3.13: FRA16B mit einem azentrischen Fragment�
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3.3.2.3 Seltene Formen der FRA16B-Expression in Metaphasen 
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Abb. 3.14: FRA16B-Expression mit einem Bruch an einem Chromatid in einer Lymphozyten-

Metaphase (#���:�����-�)�����12J4V
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Abb. 3.15:�Verlust des q-Arms von Chromosom 16 in einer Lymphozyten-Metaphase 
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3.3.3 FISH-Ergebnisse in Interphasen 
 

3.3.3.1 Keine FRA16B-Expression 
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Abb. 3.16: Zwei azentrische Fragmente in der Lymphozyten-Metaphase  
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3.3.3.2 Expression von FRA16B  
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3.3.4 Zusammenfassung der FISH-Ergebnisse 
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Abb. 3.18a: FRA16B-Expression in der 

Lymphozyten-Interphase 

Abb. 3.18b: FRA16B-Expression in dermalen Fibroblasten 

(Interphase) 

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

ohne FRA16B-Expression�
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Probanden 

P1 

Lymph. 

P1 

Fibr. 

P2 

Lymph. 

P3 

Lymph.

P4 

Lymph. 

P5 

Lymph. 

P6 

Lymph.

Zellphasen Auswertung: 

50 Metaphasechromosomen und 100 Interphasekerne [%] 

G0-Phase 

(native Zellen) 

8 NM 5 17 7 12 13 

Metaphasechromosomen 

bei Standardkultivierung 

18 0 13 16 0 0 13 

Interphasekerne  

bei Standardkultivierung 

12 0 8 8 6 4 12 

Metaphasechromosomen 

bei DAPI-I Kultivierung 

40 0 33 KP 40 14 63 

Interphasekerne  

bei DAPI-I Kultivierung  

16 8 10 KP 14 6 20 

Metaphasechromosomen 

bei DAPI-II Kultivierung 

56 14 66 KP 63 16 68 

Interphasekerne  

bei DAPI-II Kultivierung 

18 10 24 KP 18 8 26 

Metaphasechromosomen 

bei DAPI-III Kultivierung 

66 KM 92 KP 76 47 89 

Interphasekerne  

bei DAPI-III Kultivierung 

24 16 34 KP 26 14 30 
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Tab. 3.8: Zusammenfassung der FISH-Analysen bei Probanden 
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III. Interphasen (nach Zellkultivierung) 
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3.4 Analyse von Proband 3 und seinen Eltern 
 

3.4.1 Zytogenetische und FISH Ergebnisse  
 

�
������.���	�8���������
<<$�����������*	�����	����������*��������
��������.�����	��

������'��	����6)��2#��B'
�����������2K����>�	�'�������
���������(������
���

.��4,"��������������
�6J:?�����*�������%������8���	����

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Abb. 3.20: WCP (16); Proband 3 
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3.4.2 Mikrosatelliten-Analyse  
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Abb. 3.21:� Die Ergebnisse der PCR-Analyse 

der vier Mikrosatelliten Marker��
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3.5 Southern-Blot und Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) 

der FRA16B-Region 

3.5.1 Southern-Blot Untersuchungen der FRA16B-Region  
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3.5.1.2 FRA16B-Probanden 
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Abb. 3.22: Southernblotanalyse zum Nachweis der Variabilität der FRA16B-Region 

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

Kontrollen  
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Abb. 3.23A/B: FRA16B-Region bei Probanden  
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3.5.2 PFGE-Analyse der FRA16B-Region 
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Abb. 3.24: Expansionslänge der FRA16B-Region im Lymphozyten-Genom von Proband 1, 

Proband 2, Proband 3, Proband 4 und negative Kontrolle 3 
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Abb. 3.26: Expansionslänge der FRA16B-Region in 

Hautfibroblasten von Proband 1 
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Abb. 3.25:� Expansionslänge der FRA16B-Region im 

Lymphozyten-Genom von Proband 6 und negative 

Kontrolle 3 
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Tab. 3.9: Zusammenfassung der FRA16B-Expansionslänge bei den Probanden 

Probanden Länge der Expansion an FRA16B-Region in Lymphozyten (±15kb) 
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3.6 Analyse des FRA16B-Locus bei 61 Kontrollpersonen 
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Abb. 3.27: Die Variabilität der FRA16B-Region bei Kontrollpersonen 
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Tab. 3.11: Ergebnisse des Southern-Blots von 61 Kontrollen 

Tab. 3.10: Allelverteilung und Klassifikation der FRA16B-Region bei 61 untersuchten 

Kontrollen (122 Allele)�
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3.7 Variabilität der FRA16B-Region bei 70 selektionierten 

Personen 
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Abb. 3.28: Die Variabilität der FRA16B-Region bei mental retardierten Patienten�
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Tab. 3.13: Allelverteilung und Klassifikation der FRA16B-Region bei 70 untersuchten 

mental retardierten Patienten.��

Tab. 3.12: Ergebnisse der Southern-Blot Analyse von mental retardierten Patienten. 
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Abb. 3.29: Graphische Darstellung der Allelverteilung der FRA16B-Region bei Kontrollen 

und mental retardierten Patienten��

�����9�
	���
�����
�6)��2#�)����������D��	
������
������	���
�	�
���
	�����	���	����

�%�������D��	
������
�����	���	������	��	�8����G�	�
������������
������9�
	���
��"�%����

���������

6����
�A��	����	$	��	�%�
�-�'�@�
	�V�+"�.��



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������.��
���������
 

 
3+

3.8. Bioinformatische Analyse 

3.8.1 Das Programm „AT-Block-Finder“ 
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3.8.2 Ziele der Entwicklung dieses Programms 
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Abb. 3.30a: Schematische Darstellung des FRA16B-Locus 
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Chromosomen Länge des 
Chromosoms 

(Mb) 

Mind. 4.5kb
AT= mind. 

77%�

Mind. 2kb 
AT= mind. 

90%�

Mind. 1kb 
AT= mind. 

96% 

Mind. 2kb 
AT= mind. 

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 

(FRA16B) 
2 

(davon: 
1xFRA16B) 

4 0 

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 
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Tab. 3.14: Anzahl der AT-reichen Regionen in den untersuchten Sequenzblöcken 
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Abb. 3.30a-b: Darstellung der menschlichen Chromosomen mit Verteilung der FSs und 

unterschiedlicher AT-reicher Blöcke 
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4. Diskussion 

4.1 Molekulargenetik 

Um die zytogenetischen und molekularzytogenetischen Ergebnisse der FRA16B-

Träger 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 großer Fortschritt zum besseren Verständnis des Aufbaus der FRA16B-

Region; dennoch fehlen in dieser Arbeit einige wichtige Informationen: 

 Keine genaue Information über die Sequenz und Position der verwendeten 

radioaktiven Proben und der PFGE-Bedingungen. 

 Keine vergleichende PFGE-Analyse zwischen den Generationen bei FRA16B-

Trägern. 

 Nach dem heutigen Stand der Sequenzierung des menschlichen Genoms 

liegen die angegebenen Primer für die Untersuchung der proximalen 

benachbarten Stellen der FRA16B-Region teilweise auf anderen 

Chromosomen. 

 

Die Amplifikation der FRA16B-Region lässt sich sehr schwer durchführen. Der Grund 

liegt vermutlich darin, dass die FRA16B-Sequenz in der Mitte einer ca. 4,5kb großen 

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 kürzeres PCR-Produkt erhält, welches sequenziert werden könnte. Auch Yu 

et al. zeigten keine PCR-Bedingungen für eine Amplifikation über 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 Variabilität, Klassifikation (wie bei FRA10B, Hewett et al.; 1998) und 

Transmission dieser Region durch eine Southern-Blot Analyse durchgeführt. 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 Fragmentgröße 

(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 

Gründe haben. Die etwas höher liegenden Fragmentgrößen der Wildtyp-Allele in 

diesen Abbildungen (~0,7kb bei BamHI, ~1,2kb bei BlpI und ~1,7kb bei EcoRI) 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 Expansionslänge dieser Region auszuwerten. 

Es wurde außerdem festgestellt, dass die für die PFGE etablierten Methoden 

verändert werden mussten. In meinen Analysen konnte ich zeigen, dass die 

Salzsäure-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 Salzsäure. Außerdem ist 

bekannt, dass AT-reiche Sequenzen schneller reassoziieren als andere Regionen. 

Die Neutralisierung vor dem Transfer könnte dazu führen, dass die DNA-Fragmente 

nicht in denaturierter Form auf die Membran übertragen werden können, daher 

wurde der Transfer mit alkalischem Denaturierungspuffer durchgeführt. 

Die DNA aus immortalisierten Lymphozyten der negativen Kontrollpersonen (NK1-

NK6), die zytogenetisch keine Hinweise für eine FRA16B-Manifestation gezeigt 

hatten, wurden auf eine Locus-Expansion untersucht. Die Southern-Blot und PFGE-

Ergebnisse bestätigten die zytogenetischen Ergebnisse.  

Yamauchi et al. (2000) diskutierten bei einem japanischen FRA16B-Träger mit einer 

Expansion der 35bp-AT-reichen Minisatelliten, dass die Länge der Allel-Expansion 

für 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 heißt, 

dass nicht jede Expansion der FRA16B-Region zu einer zytogenetischen FRA16B-

Expression führt. 

Die FRA16B-Allele von NK1-NK6 (auch bei 61 weiteren Kontrollen und 70 Patienten) 

sind stark variabel mit einer Länge von 9,5kb bis 27kb. Eine Allel-Variabilität von Loci 

mit VNTR-Elementen in verschiedenen Populationen wurde bereits beschrieben 

(Savas et al., 2003, Santovito et al., 2008). Diese Variabilität 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-Variabilitäten wurden bei der Untersuchung 

von 118 Minisatelliten der menschlichen Chromosomen 21 und 22 bereits publiziert 

(Denoeud et al., 2003). Außerdem wurde eine solche Allel-Variabilität bei der 

FRA10B-Region, die ebenfalls einen ähnlichen AT-reichen VNTR-Minisatelliten 

enthält, berichtet. Hier konnten 16 unterschiedliche Allele zwischen ca. 0,9-8,5kb 

identifiziert werden (Hewett et al., 1998).  

Bei der Messung der Expansionslänge 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-Präparationsmethode, die größere DNA-Fragmente schert, nicht 

nachzuweisen. Zum Nachweis expandierter Allele wurde deshalb die PFGE-Methode 

angewendet. Hierzu mussten zunächst geeignete Restriktionsenzyme etabliert 

werden. Von verschiedenen eingesetzten Restriktionsenzymen (EcoRI, EcoR91I, 

BstEII, SacI und SalI), waren BstEII und besonders das selten schneidende CpG-

methlyierungssensitive Enzym SalI am besten geeignet. Auch hier kann der 

Unterschied zwischen der aus den Sequenzdaten abgeleiteten Fragmentgröße (bei 

Wildtyp Allel: 38kb) und den experimentell durch die PFGE erhaltenen Werten (ca. 

70kb) verschiedene Gründe haben. Die PFGE ist sensitiv gegenüber der 

aufgetragenen DNA-Menge pro Spur (Royer-Pokora et. al., 1991). Eine erhöhte 

Konzentration resultiert in einem verzögerten Laufverhalten und damit relativ zum 

Marker in größeren Fragmenten. Hinweise dafür 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. Außerdem stammt die Sequenz des menschlichen 

Genoms von einem einzigen Individuum. Ein Methylierungs-Effekt für die 

entstehenden etwas zu großen Restriktionsfragmente beim Einsatz von SalI (ca. 

70kb statt 38kb) kann ausgeschlossen werden. Bei einem Methylierungs-Effekt 

wären die entstehenden nicht expandierten DNA-Fragmente für die FRA16B-Region 

mindestens 138,5kb (105+33,5kb) bzw. 208,5kb (4,5+204kb) gewesen (Abbildung 

4.1).  
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Außerdem wurden die expandierten Allele der Probanden durch nicht-

methlyierungssensitive Enzyme bestätigt. Die größte 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 Fälle wiesen eine spontane Fragilität an FRA16B in ihren 

Lymphozyten auf. Für die Entstehung solcher großer Minisatelliten-Expansionen gibt 

es verschiedene Möglichkeiten: 

 

1) Slippage Model: 

Die DNA-Polymerase bildet eine nicht replizierte einzelsträngige 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-Aktivität nicht mehr möglich ist. Dadurch kann die Anzahl 

der Wiederholungen verringert (Deletion), oft jedoch vergrößert (Amplifikation) 

werden. Man spricht von einer sog. Replikations- oder Polymeraseverschiebung. 

Nach diesem Schema können aus Mikrosatelliten Minisatelliten entstehen (Abbildung 

4.2). Es handelt sich hier möglicherweise um einen wichtigen Mechanismus für die 

Evolution von DNA-Sequenzen (Dover  1995).  

 

Abb. 4.1: Die möglichen Schnittstellen von SalI in FRA16B-Region 

Die Sequenzdaten wurden  der UCSC Datenbank (http://genome.ucsc.edu; HG18) entnommen und 

die Restriktionskarte mit dem Programm WebCutter 2 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) erstellt. 

Die FRA16B Sequenz wurde als 0 bezeichnet. 
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2) Ungleicher Schwesterchromatidaustauch (UESCE) und ein Ungleiches 

Crossing-over (UEC): 

Neben dem Slippage Modell können ein ungleicher Schwesterchromatidaustauch 

(UESCE) und ein ungleiches Crossing-over (UEC) zur Expansion beitragen. Die 

FRA16B-Region weist eine erhöhte SCE-Rate und damit eine erhöhte DNA-

Instabilität an diesem Locus auf (Schmid et al., 1987). Johnson und Jasin (2000) 

konnten zeigen, dass SCEs auf Reparaturen von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB) 

mittels homologer Rekombination beruhen. Bei dieser Reparatur dient der jeweilige 

intakte Schwesterchromatidabschnitt als Matrize für den DSB-aberranten DNA-

Abschnitt.  

VNTR-Minisatelliten stellen so genannte Hot-Spot-Regionen für homologe 

Rekombinationen im menschlichen Genom dar (Wahls et al., 1990). Für 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 großer Länge von tandemartig wiederholten 

Sequenzen auf. Sie können aber auch bei Fehlpaarungen zwischen sich 

Abb. 4.2: Darstellung des “Slippage Models“ bei der DNA-Replikation 

Eine Fehlpaarung gegeneinander verschobener DNA-Stränge (slipped strand mispairing). 

Repetitive Tandemsequenzen sind vermutlich besonders anfällig für eine Fehlpaarung aufgrund 

einer Verschiebung der DNA-Stränge. 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/q5.html). Grüne und graue 

Farben repräsentieren die repetitiven Tandemsequenzen. Die anderen Farben zeigen normale, 

nicht repetitive Sequenzen. 
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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 Expansionslängen beruht 

(Felbor et al., 2003). 1997 hatte man durch eine PFGE-Analyse von Geschwistern 

keine Änderung in der Expansionslänge festgestellt (Yu et al., 1997). Es wurde aber 

keine Untersuchung in verschiedenen Generationen durchgeführt. Die hier 

vorgelegten PFGE-Ergebnisse bei zwei Familien (P1, P2(MP1), P3, P4(MP3)) 

zeigten keine Expansionsänderung bei Familienmitgliedern unterschiedlicher 

Generationen. Während bei Krankheiten wie zum Beispiel dem Fra(X)-Syndrom, das 

zur Gruppe der sog. Trinukleotiderkrankungen gehört, eine Expansion von CGG 

Repeats bei der maternalen Weitergabe eines prämutierten 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 hierfür könnte die 

unterschiedliche Sequenzzusammensetzung zwischen CGG-Repeats und den AT-

reichen Minisatelliten-Repeats sein.  

In dieser Arbeit wurde die bisher größte Allel-Expansion von 110kb nachgewiesen. 

Die Auflösungsgrenze bezüglich der Bestimmung der Fragmentgrößen lagen für die 

Southern-Blot Analyse bei ca. ±2kb und für die PFGE bei ca. ±15kb. Mit der 

Southern-Blot Methode und den neu etablierten Markern in der FRA16B-Region 

besteht jetzt eine Möglichkeit kleine Expansionsänderungen zwischen Generationen 

zu überprüfen. Die gleiche Expansionslänge in Lymphozyten und dermalen 

Fibroblasten von Proband 1 weist auf eine stabile Weitergabe während der 

postzygotischen Entwicklung hin. Dies gibt einen wichtigen Hinweis, dass große 

Expansionen mit bis zu 96% AT-Gehalt ohne Probleme an Tochterzellen 

weitergegeben werden können.  

Um die Variabilität der FRA16B-Allele bei normalen Kontrollen zu bestimmen, 

wurden neben Probanden weitere 61 Kontrollpersonen analysiert. Die Existenz der 

verschiedenen Locus-Längen (0,1-110kb) zeigt, dass diese Region dynamisch ist. 

Aufgrund der unterschiedlichen Allel-Längen der FRA16B-Region wurden die 
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FRA16B-Träger in 3 Gruppen (A: keine Locus-Expansion, B: kurze Locus-Expansion, 

C: Intermediäre Locus-Expansion) unterteilt.  

Es ist denkbar, dass ab einer bestimmten Expansionslänge die chromosomale 

Region 16q21 so instabil wird, dass es zu einer konstitutionellen terminalen Deletion 

16q21 qter kommt. Es ist aber in der Literatur keine komplette terminale Deletion 

16q21 qter bekannt, was für eine Letalität solcher Deletionen spricht. Mehrfach 

wurde in der Literatur über interstitielle Deletionen (16q12.1-16q24.3) berichtet, die 

mit folgenden klinischen Symptomen assoziiert sind (Cooke et al., 1987; McDonald 

et al., 1987; Callen et al., 1993; Fujiwara et al., 1992): 

 Verzögertes Wachstum 

 Psychomotorische Retardierung 

 Hypotonie 

 Kleiner Kiefer (micrognathia) 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Literaturangabe unterstützen die Hypothese, 

dass entweder die Träger einer solchen Fragilität klinisch normal sind und ihr 

Repairsystem in der Lage ist solche Chromosomenmutationen zu reparieren oder die 

Expansion so groß ist, dass es zu einer konstitutionellen Deletion (16q21 qter) 

kommt. Es können solche Deletionen (16q21 qter) auch im Mosaik vorkommen. Ob 

solche Fälle mit einer klinischen Auffälligkeit 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 ungeklärter 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: Intermediäre 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 häufiger vorkommt als bei 

der Normalbevölkerung. 
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4.2 Zytogenetik 

 

I. Temperaturänderungen 

Mit zunehmender Temperatur während der Zellkultivierung nimmt der mitotische 

Index bei Proband 1 und beiden negativen Kontrollen (NK5 und NK6) signifikant ab 

(p-Wert= 0,000049). Der mitotische Index beschreibt das Verhältnis von Mitosen und 

Interphasen; eine Abnahme der Mitosen und damit die Verringerung des mitotischen 

Index ist ein sensibler Indikator für zelltoxische Einflüsse. Erhöhte 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 führt zu einem so genannten DNA-Replikation-Stress (Howlett et 

al., 2005), der die Entstehung von Chromosomenbrüchen fördern kann und die 

Zunahme von CFSs in den Lymphozytenkulturen erklären könnte. 

Von den verschiedenen Änderungen der Kulturbedingungen hatte nur die Änderung 

der Kultivierungstemperatur (39°-41°C) einen Einfluss auf die Manifestation von 

Chromosomenbrüchen. Bei 41°C zeigten die Kulturen fast keine Metaphasen und 

auch keine Interphasen. Die Temperaturzunahme induziert eine erhöhte 

Chromosomenbrüchigkeit beim Probanden 1 und beiden negativen Kontrollen. Für 

die gepoolten Daten von Kontrollen und Proband 1 ergibt sich ein signifikanter (p-

Wert= 0,0062) Anstieg der Expression von Chromosomenbrüchen von 4,3/°C. Um zu 

überprüfen, ob Brüche in FS durch eine Erhöhung der Kultivierungstemperatur 

signifikant überrepräsentiert sind, wurde die Bruchhäufigkeit mit den Gesamtlängen 

der FS im Genom, verglichen. Dabei wurden Region- und Subregionlängen 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 für 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 Brüchen); der 

einseitige p-Wert für die Null-Hypothese, dass die Brüchigkeit in FS nicht höher ist 

als im restlichen Genom, ergibt sich demnach durch Aufsummieren aller P(X>=k).  

Bei insgesamt 41 beobachteten Brüchen und einer Gesamtlänge des menschlichen 

Genoms von 3200 Megabasen erhalten wir für:  
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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 

Chromosomenbrüche in CFSs, die durch eine Temperaturerhöhung während der 

Kultivierung von Lymphoblasten verursacht werden, signifikant höher ist. Ca. 41% 

(17/41) der Chromosomenbrüche liegen nicht in bekannten FSs. Sie sind entweder 

durch Temperaturerhöhung zufällig entstandene Brüche oder neue 

temperatursensitive FSs. Lymphozyten sind Teil des zellulären Abwehrsystems des 

Menschen. Sollte die in vitro gefundene erhöhte Chromosomenbrüchigkeit bei 

Temperaturerhöhung auch in vivo entstehen, könnte dies die Funktionsfähigkeit der 

Lymphozyten beeinträchtigen und damit einen negativen Einfluss auf das 

Immunsystem haben. 

 

II. 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 ähnlich, mit einem signifikanten (p-Wert= 0,0000049) mittleren 

Anstieg von 3,5 % /μg /ml DAPI.  

DAPI inhibiert in vitro die Bindung der Histonproteine an AT-reiche Regionen und 

destabilisiert damit die Nukleosomen. Dies erhöht wahrscheinlich die Fragilität und 

induziert Brüche, wie z.B. im FRA16B-Locus (Fitzgerald and Anderson, 1999). Die 

geringere FRA16B-Expression von Proband 5 bei erhöhter DAPI-Konzentration kann 

durch die geringe Expansionslänge von 6,5kb bedingt sein. 

Als Vergleich kann Distamycin herangezogen werden, welches eine ähnliche 

Wirkung wie DAPI hat. Eine Korrelation zwischen erhöhter 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 Präferenz für AT-reiche Sequenzen und bindet 

an die AT-reichen Regionen in der kleinen Furche der DNA. 

Bei Erhöhung der DAPI-Konzentration können auf beiden Chromatiden des 

Chromosoms 16 in 16q21 Brüche 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 für einen zytotoxischen Effekt des DAPI-Farbstoffs auf 
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Lymphozyten spricht. Bezüglich des zytotoxischen Effekts reagierten Probanden und 

Negativ-Kontrollen nahezu gleich (p-Wert= 0,52). Die beobachtete Abnahme des 

mitotischen Index um 0,2 % /μg/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 Expansionslänge und spontaner FRA16B-

Expression gibt. Proband 3 und dessen Mutter (Proband 4) besitzen gleiche 

Expansionslängen von ca. 50 kb der FRA16B-Region. Während die Mutter keine 

spontane Brüchigkeit an der FRA16B-Region (bei Standard Kulturbedingungen) 

zeigte, zeigte der Proband 3 16% (durch FISH-Analyse bestätigte) spontane 

Brüchigkeit an 16q21. 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). Möglicherweise ist mit der Vergrößerung 

der Expansion die Wahrscheinlichkeit einer spontanen FRA16B-Expression erhöht; 

Proband 5 mit 6,5 kb Expansionslänge (mit induzierbarer FRA16B-Expression) und 

Proband 3 mit 50 kb Expansionslänge (mit spontaner FRA16B-Expression) 

markieren die Grenze der Expansionslänge (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 Fragilität der Chromosomen bleibt die Frage noch offen: welche 

Sequenzen und welche Expansionslängen sind für eine Fragilität relevant? Bei DM2 

(Myotonische Dystrophie Typ 2)-Trägern zum Beispiel findet sich keine Fragilität am 

Chromosom 3q21.3, 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 

16q21. 

 

III. 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 

früh auf bestimmte DNA-Läsionen, die z.B. durch DNA-Replikationstress oder 

ionisierte Strahlung entstehen. Sie können 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 

zusätzlichen Einsatz von 2-Aminopurin kann die Brüchigkeit 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 erhöhten DNA-Replikationstress bedingt ist. Dies spricht für 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 führten bei fast allen Probanden zu einer erhöhten 

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 lässt sich jedoch ein signifikanter Anstieg (p-Wert= 0,011) von 

1,8 %/mM beobachten. Die geringe Expansionslänge bei Proband 5 (ca. 6,5kb) im 

Vergleich zu den anderen Probanden (50-110kb) könnte eine Erklärung für diesen 

Unterschied sein. Dies könnte 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 erhöhte FRA16B-

Expression bei bestimmten FRA16B-Trägern und die reduzierten Proliferationsraten 

der Lymphozyten durch den Einsatz von 2-Aminopurin konnte erstmalig in dieser 

Arbeit nachgewiesen werden. 

AT-reiche Minisatelliten können bei Regionen wie FRA16B oder FRA10B eine 

sekundäre Struktur, einen „Hairpin“, bilden (Handt et al., 2000; Schwartz et al., 2006). 

Solche sekundäre Strukturen können bei der DNA-Replikation oder DNA-Reparatur 

ein Problem darstellen, weshalb sie in der späten S-Phase repliziert werden (Handt 

et al., 2000). Inhibiert man das Reparatursystem zusätzlich durch Chemikalien wie 2-

Aminopurin, können viele solcher Regionen sich als fragile Stellen oder Brüche 

manifestieren. Die FRA16B-Expression der Probanden fällt bei Verwendung von 2-

Aminopurin allgemein niedriger aus, als bei DAPI-Einsatz aus (Abbildung 3.5 und 

3.7); ein Hinweis dafür, dass die Destabilisierung der Nukleosomen durch DAPI 

stärker wirkt, als die Störung des Reparatursystems durch 2-Aminopurin. 

DNA-Replikation und Reparaturprozesse sind zwangsläufig miteinander verbunden. 

Jede Störung der DNA-Replikation und -Reparatur durch Chemikalien oder 
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DNA-Replikationstress

Indirekte Störung der DNA-Replikation

(Mangel an Folsäure)

Direkte Inhibierung der DNA-Polymerase 
(Aphidicolin)

Direkte Störung des Reparatursystems 

(2-Aminopurin)

Störung der DNA-Replikation bzw. des 
Reparatursystems durch die Paarung an die 

DNA-Moleküle (DAPI, Berenil)

Expression von FSs

Verschiedene Mechanismen für die Auslösung der 
Expression von FSs

Einfluss auf die Aktivität der 
temperaturempfindlichen Enzyme, die 

an der DNA-Replikation oder 
Reparatur beteiligt sind 

(Erhöhte Temperatur)

Temperaturänderung kann durch DNA-Replikationstress die Manifestation 

bestimmter FSs auslösen. In Abbildung 4.3 wurden alle wichtigen Elemente für die 

Manifestation von FSs zusammengefasst. 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

4.3 FISH 
 

I. FISH an Lymphozyten  

Durch die besondere Sequenzorganisation lässt sich die Expression von FRA16B 

auch in Interphasen mit molekularzytogenetischen Methoden untersuchen, was für 

die meisten FSs nicht möglich ist. Der Grund liegt darin, dass die FSs-Regionen 

Abb. 4.3: Graphische Darstellung verschiedener Mechanismen für die Auslösung der 

Expression von FSs 

Die Expression von FSs lässt sich durch verschiedene Mechanismen auslösen. Die 

induzierbare Expression von FSs zeigt, dass solche instabilen Stellen normalerweise durch 

das Reparatursystem aufgehoben werden. Stört man diese komplexe Zusammenarbeit von 

DNA-Replikation oder DNA-Reparatursystem kann es zu einer direkten Brüchigkeit solcher 

instabiler Stellen in Metaphasechromosomen kommen. Erhöhte Temperatur ist im Vergleich 

zu anderen Chemikalien sehr unspezifisch, weil viele Enzyme, die im Stoffwechsel beteiligt 

sind, temperaturempfindlich sind. 
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zumeist sehr lang sind und dadurch zwei unterschiedlich markierte farbige DNA-

Sonden, die solche fragilen Stellen flankieren, keinen Brüchigkeitsnachweis 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 grün markierten DNA-Sonden 

auf dem Chromosom 16 wurde mit einer Distanz von ca. 10kb so gewählt, dass ohne 

FRA16B-Expression, dass die roten und grünen Signale direkt nebeneinander liegen. 

Bei einem Bruchereignis in der FRA16B-Region ist eine getrennte Darstellung des 

roten und grünen Fluoreszenzsignals möglich (Split-Signal). Die Qualität der Sonde 

wurde bei Kontrollen und Probanden in Interphasekernen und an 

Metaphasechromosomen verglichen und überprüft. Dieser methodische Ansatz hat 

sich für eine direkte Identifizierung der Fragilität in Interphasekernen und damit z.B. 

den Fragilitätsnachweis in G0-Lymphozyten bewährt. Im Gegensatz zu 

konventionellen zytogenetischen Methoden ermöglicht die FISH-Analyse einen 

exakten Nachweis der Brüchigkeit in FRA16B ohne Verwechslung mit anderen in der 

Nähe liegende FRA-Stellen (FRA16C und FRA16D) am Chromosom 16q (Abbildung 

1.5).  

Die FISH-Analyse zur FRA16B-Manifestation in Lymphozyten-Metaphasen 

bestätigen die zytogenetischen Ergebnisse, die bereits diskutiert wurden. Die 

unterschiedlichen FRA16B-Expressionen in der G0-Phase der Lymphozyten zeigen 

in erster Linie, dass es keine Korrelation zwischen der Expansionslänge 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 3H-Thymidin nachweisbar (Bond et al., 1958). 

Trotz dieser physiologischen Ruhephase lassen sich FRA16B Fragilitäten in der G0-

Phase nachweisen; dies zeigt unter anderem, dass die FRA16B-Manifestationen 

tatsächlich in vivo existieren und keine Kulturartefakte sind. Außerdem 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 großer FRA16B-Expressionsunterschied zwischen den 
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Interphasen und Metaphasen bei erhöhter DAPI-Konzentration auffällig (Tabelle 3.8). 

Die erhöhte FRA16B-Expression in den Metaphasechromosomen könnte durch 

mechanische Einflüsse bei der Chromosomenkondensation (G2 M) bedingt sein. 

Ein zusätzlicher mechanischer Effekt wäre bei der Einlagerung der DAPI-Moleküle 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 möglicherweise auf der Fehlverteilung während der 72h 

Kultivierung. Abbildung 4.4 zeigt eine einfache Darstellung für die Entstehung von 

partiellen Monosomien und Trisomien.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

während der Anaphase zur partiellen Monosomie oder Trisomie führen. 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-grüne Kreise sollen die markierten BAC-DNAs, die die 16q21-Subregion 

flankieren, repräsentieren (siehe Abbildung 3.10). 
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Die Analyse der FRA16B-Manifestation der seltenen Formen in Interphasekernen ist 

nur mit der FISH-Technik möglich gewesen, während mit der konventionellen 

Zytogenetik nur die Metaphasen untersucht werden können. 

 

II. 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 auffällig geringe Fragilität der FRA16B-Region 

an Hautfibroblasten von Proband 1 (im Vergleich zu seinen Lymphozyten) könnte auf 

eine effektivere Reparatur in Hautfibroblasten hinweisen und für eine 

gewebsspezifische Reparaturkontrolle sprechen. Hinweise für eine unterschiedliche 

FRA16B-Expression in Lymphozyten und Fibroblasten fanden schon Shabati et al., 

(1980) mit konventionellen zytogenetischen Methoden bei einem FRA16B-Träger. 

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. 

Während der postzygotischen Entwicklung könnten sich unterschiedliche 

Expansionslängen der FRA16B-Region in unterschiedlichen Geweben entwickeln 

und möglicherweise für eine unterschiedliche FRA16B-Expression verantwortlich 

sein. Durch Messung der Expansionslänge in Lymphozyten und Fibroblasten 

desselben Probanden (Proband 1) konnte jedoch nachgewiesen werden, dass keine 

unterschiedlichen FRA16B-Expansionslängen der FRA16B-Region zwischen 

Lymphozyten und Hautfibroblasten vorliegen. Somit ist eher anzunehmen, dass 

unterschiedlich aktive Reparatursysteme Ursache der gewebsspezifischen FRA16B-

Expression sind. Hinweise für 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 abhängigen Checkpoint-Proteinkinasen gewebespezifisch auf die 

Strahlung von toxischen Chemikalien reagieren.  Außerdem wurde die Reparatur von 

DNA-Einzelstrangbrüchen (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 bestätigt eine 
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unterschiedliche Aktivität der Reparatursysteme in verschiedenen Geweben 

(Boerrigter et al., 1991). Außerdem ist der Einfluss von DNA-Replikationsstress 

induzierenden Chemikalien, wie DAPI, bei Fibroblasten erheblich geringer als bei 

Lymphozyten. Bei Behandlung mit DAPI-III (20μg/ml) fanden sich bei 

Hautfibroblasten erhöhte 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 übergegangen sind oder noch 

in der G1 oder S-Phase geblieben sind. Es zeigt sich, dass das Zellzyklus-

Kontrollsystem der Fibroblasten sensibler gegen toxische DAPI-Einflüsse reagiert im 

Vergleich zu Lymphozyten. 

 

4.4 Klinisch auffällige FRA16B-Träger 
 

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 Infertilität und Fehlbildungen, die 

zytogenetisch eine Manifestation von FRA16B zeigten. McKenzie et al. (2002) 

beschrieben überlappende klinische Auffälligkeiten von einem Vater mit seinen 3 

Kindern, die FRA16B-Träger waren und die unterschiedliche FRA16B-Expression in 

ihren kultivierten Lymphozyten zeigten. McKenzie et al. vermuteten eine Korrelation 

zwischen den klinischen Auffälligkeiten und der FRA16B-Expression.  

Andererseits fanden Schmid et al. (1986) bei 18 FRA16B-Trägern (Berenil-

induzierbare FRA16B) in einer deutschen Population keine klinischen Auffälligkeiten. 

Auch bei einem FRA16B-Träger mit homozygoter FRA16B-Expression (Nachweis 

mit konventionell zytogenetischen Methoden) wurden keine Auffälligkeiten 

beschrieben (Hocking et al., 1999). Außer Proband 3 sind auch in dieser Arbeit alle 

untersuchten Probanden klinisch unauffällig.  

Die FRA16B-Region enthält kein kodierendes Gen. 2005 wurde bei 

www.ucsc.edu.org für 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 Nähe von 

kodierenden Regionen liegt und vermutlich mit der Auslösung 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 außer FRAXF sind mit klinischen Auffälligkeiten verbunden. FRA16A und 

FRA16B enthalten keine Gene (Sutherland, 2003). Klinische Auffälligkeiten könnten 

bei FRA16B-Trägern jedoch auftreten, wenn die Expansion in 16q21 zu einer 

terminalen Deletion 16q21 qter führt. Der Verlust eines so großen 

Chromosomenstückes (16q21 qter ist  24,82Mb groß), das ca. 250 

proteinkodierende Gene enthält, kann einen Abbruch der embryonalen Entwicklung 

und damit zu einen Abort führen. 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 häufig 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 für die FRA16B-Region gezeigt (Jackson et al., 

2003). Ob eine extrem große FRA16B-Expansion zu einer Änderung dieser MARs 

und damit zu einer pathologischen Regulationsänderung an weit entfernten Genen 

führt, 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 während 

der Meiose ist denkbar, dass die Paarung der homologen Chromosomen während 

der Oogenese gestört ist. Dabei könnte durch Chromosomen-Fehlverteilung eine 

Uniparentale Disomie 16, upd(16), entstehen. Upd(16) ist eine häufige Form von 

UPDs, die meist mit mentaler- und Wachstumsretardierung assoziiert ist. Dies würde 

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 während der Oogenese verursacht hat. 

Die klinischen Befunde bei Proband 3 sind mentale Retardierung und verzögerte 

Sprachentwicklung, begleitet von Infekten (vor allem Erkältungen). Sie stimmen nicht 
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mit den klinischen Phänotypen der in der Literatur beschriebenen Patienten mit 

FRA16B (McKenzie et al., 2002, Shabati et al., 1980) oder Patienten mit partiellen 

interstitiellen Deletionen in 16q21 qter (Cooke et al., 1987; McDonald et al., 1987 

Callen et al., 1993; Fujiwara et al., 1992) überein.  

Glasser et al. (2006) berichtete über eine Mutter und ihrer Tochter mit Neutropenie 

(Verminderung der neutrophilen Granulozyten), deren Symptome von Fieber, 

Hautinfektionen und häufigen bakteriellen Infektionen begleitet waren. Die beiden 

zeigten eine spontane FRA16B-Expression im peripheren Blut. Die 

Knochenmarksuntersuchung zeigte ebenfalls eine erhöhte FRA16B-Expression bei 

beiden. Bei der Analyse des Knochenmarkes des Kindes wurde im Mosaik eine 

Deletion in 16q21 qter mit einer Häufigkeit 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 veröffentlichen Literaturhinweise und die Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit weisen auf keine direkte Korrelation zwischen der FRA16B-

Expression und klinischen Auffälligkeiten hin. Die mit ca. 1,5%iger Häufigkeit 

auftretende Deletion an Chromosom 16q-terminal bei Proband 3 ist genauso bei der 

unauffälligen Mutter zu sehen, was wahrscheinlich auf einer sekundären FRA16B-

Expression beruht, indem das entstehende azentrische Fragment verloren geht.  

 

4.5 Bioinformatik 
 

Um eine exakte Übersicht über 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-Flexibilität und geringe 

Stablität 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-Flexibilität besitzen (Zlotorynski et al., 2003). Die Analyse des AT-

Block-Finder Programms hat jedoch gezeigt, dass nur wenige CFSs (ca. 15%) mit 

bestimmten Längen von AT-reichen (77%-96%) Blöcken über 1kb Größe assoziiert 
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sind. Keine der obengenanten 8 CFSs enthalten AT-reiche Blöcke über 1kb. Ein 

Hinweis dafür, dass die hohen AT-reichen Blöcke über 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 Länge und der prozentuale AT-Gehalt im gesamten Genom 

festgestellt werden. Wenn die AT-Organisation der FRA16B-Region das einzige 

Kriterium für die FRA16B-Manifestation gewesen wäre, dann hätte man an allen 53 

Stellen mit gleicher Struktur wie FRA16B-Region eine Fragilität erwartet, was nicht 

der Fall war. Außer FRA16B (RFS) liegen nur 6/53 Regionen (4p15.3 (CFS), 7p11.2 

(RFS), 7q11.21 (CFS), 7q31.1(CFS), 10q21.3(CFS), und 12q21.3(CFS)) in FSs. Das 

bedeutet, dass die meisten (ca. 90%) AT-Blöcke mit ähnlicher AT-Organisation wie 

FRA16B nicht zu einer Fragilität führen.  

Um die Frage zu beantworten, ob bei den 53 Stellen ähnliche 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 (ähnlich wie FRA16B-Region) gefunden. Es ist zurzeit nicht klar 

aus welchen Gründen es im FRA16B-Locus zu einer Expansion der 33bp-

Minisatelliten kommt. Außerdem liegen fast alle in dieser Arbeit gefundenen AT-

reichen Blöcke außerhalb von Genen. Ein Grund könnte die instabile Natur dieser 

AT-reichen VNTR-Minisatelliten sein. 

Mit der Erhöhung des AT-Gehaltes findet man wenige AT-Blöcke (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 

Brüchigkeit kommt. Solche Stellen mit sehr hohem AT-Gehalt sind sehr kurz und 

selten. Die Ursache könnte darin liegen, dass solche Regionen, thermodynamisch 

instabil sind, da A und T nur durch zwei Wasserstoffbrücken miteinander verbunden 

sind. Möglicherweise sind sehr AT-reiche Regionen ein evolutionärer Nachteil, da 

dies zu einem Chromatidbruch und damit zur Destabilisierung des gesamten 

Genoms führen kann.  

Die Existenz dieser 8 Stellen mit 2kb großer 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 lässt vermuten, dass sich die VNTR-Elmente 

durch ständige dynamische Duplikationen oder Deletionen, durch ungleiches 

Crossing-over, ungleichen Schwesterchromatid-Austausch oder Slippage Model, 

ändern. 
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5. Zusammenfassung 
 
FRA16B ist mit 5% Populationshäufigkeit die am häufigsten vorkommende RFSs in 

der europäischen Bevölkerung. 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 erhöhte Temperatur von 

bis zu 40°C während der 72h-Kultivierung zu Chromosomenbrüchen führt. 59% 

dieser Brüche liegen signifikant in bekannten CFSs. Bei den FISH-Analysen zeigte 

sich, dass die FRA16B-Manifestation sogar in der G0-Phase vorkommt. Die Existenz 

der FRA16B-Expression in der G0-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 Fragilität an der FRA16B-Region 

verwendet werden können. 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 Expansionslänge 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 Länge der FRA16B-Expansion zwischen den 

Generationen stabil weitergegeben wird. Es wurde bis jetzt nur die Expansionslänge 

von Geschwistern untersucht. Außerdem konnte die stabile somatische Weitergabe 

der FRA16B-Expansionslänge in dermalen Fibroblasten und Lymphozyten bei einem 

FRA16B-Träger nachgewiesen werden. Proband 1 (FRA16B-Träger 1) mit einer 

Expansion von ca. 110kb zeigte die größte FRA16B-Expansion, die in der Literatur 

bisher beschrieben wurde. Außerdem konnte gezeigt werden, dass zwischen der 

Expansionslänge 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, 

unterstützt die Hypothese, dass es ein gewebspezifisches Kontrollsystem für die 

Manifestation von FSs gibt. Die PFGE-Ergebnisse und die zusätzlichen 
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molekulargenetischen und FISH-Analysen bei Proband 3, der klinisch auffällig 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) für die 

Identifizierung der AT-reichen Regionen entwickelt. Die bioinformatischen 

Ergebnisse zeigten, dass viele dem FRA16B-Locus ähnliche 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 für die FRA16B-Expression ist.  

 



                                                                                                                      6 Abstract 

 
112

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 I 

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 G0-phase. The existence of FRA16B expression in the G0-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 I 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 I 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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Common 
Fragile Sites 

(CFSs) 

Zytogenetische 
Lokalisation 

 

~Länge der 
 fragilen 
Region 

Molekulargenetisch oder 
molekularzytogenetisch 

charakterisiert 

Induzierbarkeit 
mit 

Chemikalien 
 

Referenz 

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 1q21 10.9Mb - Aphidicolin NCBI 
7. FRA1G 1q25.1 3.1Mb - Aphidicolin NCBI 
8. FRA1H 1q41-1q42.1 10Mb + 5-Azacytidine Curatolo 2007 
9. FRA1I 1q44 5.5Mb - Aphidicolin NCBI 

10. FRA1J 1q12 14.4Mb - 5-Azacytidine NCBI 
11. FRA1K 1q31 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 2q21.3 1.8Mb - Aphidicolin NCBI 
17. FRA2G 2q31 450kb-1Mb + Aphidicolin Limongi 2003 
18. FRA2H 2q32.1 6.4Mb - Aphidicolin NCBI 
19. FRA2I 2q33 12Mb - Aphidicolin NCBI 
20. FRA2J 2q37.3 5.9Mb - Aphidicolin NCBI 
21. FRA3A 3p24.2 2.6Mb - Aphidicolin NCBI 
22. FRA3B 3p14.2 5.2Mb + Aphidicolin Becker 2002 
23. FRA3C 3q27 5.2Mb - Aphidicolin NCBI 
24. FRA3D 3q25 10.8Mb - Aphidicolin NCBI 
25. FRA4A 4p16.1 5.7Mb - Aphidicolin NCBI 
26. FRA4B 4q12 6.8Mb - BrdU NCBI 
27. FRA4C 4q31.1 2.2Mb - Aphidicolin NCBI 
28. FRA4D 4p15 24.6Mb - Aphidicolin NCBI 
29. FRA4E 4q27 3.4Mb - Unklassifiziert pharmGKB 
30. FRA4F 4q22 7Mb + Aphidicolin Rozier 2004 
31. FRA5A 5p13 13.1Mb - BrdU NCBI 
32. FRA5B 5q15 5.4Mb - BrdU NCBI 
33. FRA5C 5q31.1 5Mb - Aphidicolin NCBI 
34. FRA5D 5q15 5.4Mb - Aphidicolin NCBI 
35. FRA5E 5p14 10.8Mb - Aphidicolin NCBI 
36. FRA5F 5q21 12.3Mb - Aphidicolin NCBI 
37. FRA6B 6p25.1 2.9Mb - Aphidicolin NCBI 
38. FRA6C 6p22.2 2.6Mb - Aphidicolin NCBI 
39. FRA6D 6q13 5.9Mb - BrdU NCBI 
40. FRA6E 6q26 3.5Mb + Aphidicolin Dension 2003 
41. FRA6F 6q21 990kb + Aphidicolin Morelli 2002 
42. FRA6H 6p22.1 9.3Mb + Aphidicolin Fechter 2007 
43. FRA6G 6q15 4.6Mb - Aphidicolin NCBI 
44. FRA7B 7p22 7.2Mb - Aphidicolin NCBI 
45. FRA7C 7p14.2 1.9Mb - Aphidicolin NCBI 
46. FRA7D 7p13 3.3Mb - Aphidicolin NCBI 
47. FRA7E 7q21.11 4.5Mb + Aphidicolin Zlotorynski 2003 
48. FRA7F 7q22 9.3Mb - Aphidicolin NCBI 
49. FRA7G 7q31.2 4.3Mb + Aphidicolin Hellman 2002 
50. FRA7H 7q32.3 161kb + Aphidicolin Mishmar 1998 
51. FRA7I 7q35 1.5Mb + Aphidicolin Ciullo 2002 
52. FRA7J 7q11 16.3Mb - Aphidicolin NCBI 
53.FRA7K 7q31.1 900kb + Aphidicolin Helmrich 2006 
54. FRA8B 8q22.1 5.6Mb - Aphidicolin NCBI 
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55. FRA8C 8q24.1 1.5Mb + Aphidicolin Ferber 2003 
56.FRA8D 8q24.3 6.3Mb - Aphidicolin NCBI 
57. FRA9C 9p21 12.9Mb - BrdU NCBI 
58. FRA9D 9q22.1 1.4Mb - Aphidicolin NCBI 
59. FRA9E 9q32-9q33.1 9Mb + Aphidicolin Callahan  2003 
60. FRA9F 9q12 9.7Mb - 5-Azacytidine NCBI 

61. FRA10C 10q21 18Mb - BrdU NCBI 
62. FRA10D 10q22.1 3.3Mb - Aphidicolin NCBI 
63. FRA10E 10q25.2 3.1Mb - Aphidicolin NCBI 
64. FRA10F 10q26.1 8.3Mb - Aphidicolin NCBI 
65. FRA10G 10q11.2 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 11q23.3 4.5Mb + Aphidicolin Fechter 2006 
71. FRA11H 11q13 13.6Mb - Aphidicolin NCBI 
72. FRA12B 12q21.3 12.7Mb - Aphidicolin NCBI 
73. FRA12E 12q24 25Mb - Aphidicolin NCBI 
74. FRA12F 12q14.1 162kb + Aphidicolin Fischer 2008 
75. FRA13A 13q13.2 650kb - Aphidicolin Savelyeva 2006 
76. FRA13B 13q21 19.9Mb - BrdU NCBI 
77. FRA13C 13q21.2 2.9Mb - Aphidicolin NCBI 
78. FRA13D 13q32 6.7Mb - Aphidicolin NCBI 
79. FRA13E 13q22.2 3.1Mb + Aphidicolin Fechter 2007 
81. FRA14B 14q23 11.2Mb - Aphidicolin NCBI 
82. FRA14C 14q24.1 2.3Mb - Aphidicolin NCBI 
82. FRA15A 15q22 9.1Mb - Aphidicolin NCBI 
83. FRA16C 16q21 13.1Mb - Aphidicolin NCBI 
84. FRA16D 16q23.1 360kb + Aphidicolin Ried 2000 
85. FRA17B 17q23.1 700kb  Aphidicolin NCBI 
86. FRA18A 18q12.2 4.5Mb - Aphidicolin NCBI 
87. FRA18B 18q21.3 7.8Mb - Aphidicolin NCBI 
88. FRA18C* 18q22.2 2Mb + Aphidicolin Debacker 2008 
89. FRA19A 19q13 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 Xq22.1 4.3Mb - Aphidicolin NCBI 
94. FRAXD Xq27.2 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.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9606&qrng=1&query=fragile%20site 

pharmGKB: Pharmacogenomic Knowledge Base 

https://www.pharmgkb.org 



                                                                                                                        8 Anhang 

 
131

 
 

Rare Fragile 
Sites 
(RFSs) 

Zytogenetische 
Lokalisation 

 

~Länge der 
fragilen Region/ 

bzw. exp. Sequenz 

Molekulargenetish 
charakterisiert 

Induzierbarkeit 
mit Chemikalien 

 

Referenz 

1. FRA1M 1p21.3 4.9Mb - Folat-sensitiv NCBI 
2. FRA2A 2q11.2 6.4Mb - Folat-sensitiv NCBI 
3. FRA2B 2q13 5.2Mb - Folat-sensitiv NCBI 
4. FRA2K 2q22.3 3.7Mb - Folat-sensitiv NCBI 
5. FRA2L 2p11.2 7.3Mb - Folat-sensitiv NCBI 
6. FRA5G 5q35 13.4Mb - Folat-sensitiv NCBI 
7. FRA6A 6p23 2Mb - Folat-sensitiv NCBI 
8. FRA7A 7p11.2 3.5Mb - Folat-sensitiv NCBI 
9. FRA8A 8q22.3 4.5Mb - Folat-sensitiv NCBI 
10. FRA8E 8q24.1 9.6Mb - Distamycin A NCBI 
11. FRA8F 8q13 7.9Mb - Unklassifiziert pharmGKB 
12. FRA9A 9p21 12.9Mb - Folat-sensitiv NCBI 
13. FRA9B 9q32 2.8Mb - Folat-sensitiv NCBI 
14. FRA10A 10q23.3 8.4Mb 

(CGG)n 
 

+ Folat-sensitiv Sutherland 1979; 
Sarafidou 2004 

15. FRA10B 10q25.2 3.1Mb 
~42bp 

AT-reiche 
Minisatelliten 

+ BrdU Sutherland 1980 
und 1982; 

Hewett 1998 

16. FRA11A 11q13.3 1.5Mb 
(CGG)n 

 

+ Folat-sensitiv Perucca-
Lostanlen 1997 

17. FRA11B 11q23.3 5.3Mb 
(CCG)n 

 

+ Folat-sensitiv Voullaire 1987; 
Jones 1994 

18. FRA11I 11p15.1 5.5Mb - Distamycin A NCBI 
19. FRA12A 12q13.1 8.5Mb - Folat-sensitiv NCBI 
20. FRA12C 12q24.2 6.3Mb - BrdU NCBI 
21. FRA12D 12q24.13 2Mb - Folat-sensitiv NCBI 
22. FRA16A 16p13.11 2Mb 

(CCG)n 
+ Folat-sensitiv Nancarrow 

1994/1998 
23. FRA16B 16q21 8.5Mb 

~33bp 
AT-reiche 

Minisatelliten 

+ Distamycin A Magenis 1970; 
Schmid 1980; 
Callen 1993; 

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 22q13 13.8Mb - Folat-sensitiv NCBI 
29. FRAXA Xq27.3 5Mb 

(CGG/CCG)n 
+ Folat-sensitiv Sutherland 1977; 

Kremer  1991; 
Verkerk 1991; 

Yu 1991 
30. FRAXE Xq28 8Mb 

(CGG/CCG)n 
 

+ Folat-sensitiv Sutherland und 

Baker 1992; 

Knight 1993; 

Gecz  1996 

31. FRAXF Xq28 8Mb 
(CGG)n 

 

+ Folat-sensitiv Parrish 1994; 

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 
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