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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden regionspezifische BAC-Klone (bacterial artificial
chromosome) fiir die Chromosomen 13, 21 und 22 etabliert. Die BAC-Klone wurden isoliert,
um sie in der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) als DNA-Sonden zur Detektion von
numerischen Chromosomenaberrationen (Trisomie 13 und 21) einzusetzen. Auflerdem
wurden BAC-Klone fiir den Nachweis von strukturellen Chromosomenaberrationen
(DiGeorge-/Velokardiofaziales-Syndrom und '13g- Syndrom') etabliert.

Es wurde eine BAC-Bank mit der Methode der PCR unter Verwendung von
Mikrosatellitenmarkern, STS Markern und eigens generierten Primern durchmustert. Die
Regionspezifitdt der isolierten BACs wurde mit FISH-Analysen, Restriktionsanalysen und mit
BAC-Endsequenzierungen bestitigt. Die Anwendbarkeit der generierten DNA-Sonden wurde
an Blutlymphozyten, Nabelschnurblut und Amnionzellen gezeigt. Die DNA-Sonden der
Mikrodeletionsregion 22ql1 liefen sich an Patientenmaterial auf ihre Spezifitit hin testen,

indem sie bereits dokumentierte Deletionen verifizierten.

Im weiteren wurden molekular zytogenetische Analysen zur Charakterisierung einer partiellen
Trisomie 21 (CMI) und zwei partiellen Monosomien 21 (JP, SR) durchgefiihrt. Bei der
partiellen Trisomie 21 mit dem Karyotyp 47,XX,der(21),t(16;21)(q23.2;q22.11)mat und
einem milden Down-Syndrom Phénotyp zeigte sich, dass die trisome Region 21q11-q22.11
eine Grofle von ca. 19 Mb hat. Der Translokationsbruchpunkt wurde innerhalb eines 80 kb

groflen Intervalls zwischen den Markern D21S1682 und D21S390 in 21g22.11 kartiert.

Die zwei Félle von de novo entstandenen, reinen partiellen Monosomien 21, deren Deletionen
zytogenetisch sichtbar waren, wiesen einen milden Phdnotyp auf. Bei der Patientin JP
(46,XX,del(21)(g22.2-qter)pat) lieB sich der Deletionsbruchpunkt mit Einzelkopie FISH-
Sonden bis auf ein Intervall von 5,2 kb im Gen ETS2 (V-ETS avian erythroblastosis virus
E26 oncogene homolog 2) kartieren und die Deletionsgrofe betrug ca. 7,5 Mb.

In dem anderen Fall (SR, 46,XY,del(21)(q22.2q22.3)) handelte es sich um eine interstitielle
Deletion mit einer GroB3e von 5 bis 7,5 Mb. Der proximale Bruchpunkt wurde in einem ca.
410 kb groBlen Intervall zwischen D21S159 und D21S346 lokalisiert und der distale

Bruchpunkt befindet sich in 21q22.3 in einem Bereich von ca. 2,5 Mb proximal vom Telomer.
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2 Einleitung

2.1 Chromosomenaberrationen

Bei den Chromosomenaberrationen unterscheidet man prinzipiell die numerischen, die eine
verdnderte Chromosomenzahl beschreiben, von den strukturellen Verdnderungen, die
verdnderte Chromosomensegmente beinhalten. Unterschieden wird zudem die konstitutionelle
von der somatischen Aberration. Als konstitutionell bezeichnet man eine chromosomale
Verdnderung, wenn sie in der Keimzelle oder deren Vorldufern auftritt, und somit
weitervererbt werden kann. Treten die Verdanderungen in somatischen Zellen auf, so konnen
Apoptose, funktionell verdnderte Zellpopulationen oder maligne Entartungen die Folge sein.

Diese Verdnderungen werden allerdings nicht an die Nachkommen weiter gegeben.

2.1.1 Numerische Chromosomenaberrationen
Die numerischen Chromosomenaberrationen umfassen die verdnderte Anzahl einzelner

Chromosomen (Aneuploidie), hier unterscheidet man die Hyperploidie (iiberzéhlige
Chromosomen) von den Hypoploidien (verringerte Chromosomenzahl). Ist der gesamte
haploide Chromosomensatz vervielfiltigt so wird dies als Polyploidie bezeichnet.

Die  haufigste  Ursache fiir numerische Chromosomenaberrationen ist  das
Nichtauseinanderweichen (Nondisjunction) zweier homologer Chromosomen in der ersten
oder zweiten meiotischen Teilung. Die daraus entstehenden aneuploiden Gameten bilden nach
der Befruchtung aneuploide Zygoten. Findet eine Fehlverteilung in der 1. meiotischen
Teilung statt, so resultieren daraus disome (zwei homologe Chromatiden) bzw. monosome
Gameten. Bei einem Nondisjunction in der 2. meiotischen Teilung entstehen zwei normale
Gameten, ein disomer (zwei Schwesterchromatiden) und ein monosomer Gamet. Nach der
Befruchtung aneuploider Gameten mit einem normalen Gameten entstehen daraus trisome
bzw. monosome Zygoten (Murken,1996; Buselmaier, 1999).

Im Unterschied dazu fithren Chromsomenverdnderungen nach der Befruchtung zu einem
Mosaik in den Somazellen. Je spiter, die Fehlverteilungen in der Embryonalentwicklung
erfolgen, um so geringer ist der Anteil aneuploider Zelllinien. Weiterhin wurde auch der
Mechanismus einer postzygotischen Korrektur von numerischen Aberrationen beobachtet.
Bei einer trisom angelegten Zygote kann es postmeiotisch zu einem Chromosomenverlust

kommen, der dann zu diploiden Zelllinien fithren kann.
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Es wurde gezeigt, dass die Haufigkeit meiotischer Nondisjunction mit zunechmendem Alter
der Mutter vermehrt auftreten (Hook, 1983). Ein altersabhiangiger Effekt konnte bei Méannern
bisher nur fiir das Klinefelter-Syndrom (47,XXY) nachgewiesen werden.

Die Chromosomenaberrationen, die Autosomen betreffend, bewirken multiple Fehlbildungen,

kraniofaziale Dysmorphien, schwere geistige und motorische Entwicklungsstérungen.

2.1.2 Strukturelle Chromosomenaberrationen
Bei den strukturellen Aberrationen unterteilt man in intrachromosomale und inter-

chromosomale Umbauten. Bleibt die Gesamtmenge des genetischen Materials im
wesentlichen unverdndert, spricht man von einer balancierten Chromsomenaberration und es
zeigen sich meist keine phénotypischen Auswirkungen. Allerdings haben die Trager solcher
balancierten Chromosomenaberrationen ein erhohtes Risiko fiir Nachkommen mit einem
unbalancierten Chromosomensatz. Bei solchen strukturellen Aberrationen wurden auch
Deletionen durch die Chromosomenumbauten und Chromosomenbriiche beobachtet, die zu
einem unbalancierten Karyotyp fithren und ein Verlust von genetischen Material darstellen.
Solche unbalancierten strukturellen Aberrationen zeigen hiufig phénotypische Auswirkungen
und die Triager haben héufig keine Nachkommen.

Wichtige Strukturverdnderungen sind Translokation, Inversion, Deletion, Insertion,
Duplikation, Ringchromosom und Isochromosom. Terminale und interstitielle Deletionen, im
GroBlenbereich von 1-40 Mb, sind hdufig mit Entwicklungsdefekten assoziiert. Ein Beispiel
ist die Mikrodeletionsregion in 22qll, in der Deletion, mit einer Gréfe bis 3 Mb, zum
DiGeorge-Syndrom (DGS) bzw. zum Velokardiofazialen-Syndrom (VCFS) fiihren kénnen
und diese mit einer Haufigkeit von 1:4000 auftreten (Murken,1996; Buselmaier, 1999).

2.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die biologische Forschung wurde durch die in situ Hybridisierung (ISH) einen erheblichen
Schritt nach vorn gebracht, denn durch die Kombination der Zytogenetik und der
molekulargenetischen Techniken gelang es Nukleinsduresequenzen innerhalb von Zellen
darzustellen, ohne diese in ihrer Morphologie zu verdndern. Die Technik beruht auf der
Interaktion von markierter einzelstringiger DNA oder RNA mit der komplementédren und
einzelstringigen Zielsequenz, diese konnen Metaphasechromosomen, Interphasekerne oder
mRNA sein, die auf einem Objekttrager fixiert sind (in situ) (Gall and Pardue, 1969; John et
al., 1969).
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Anfanglich wurden radioaktiv markierte Proben verwendet, deren Nachteil in dem zeitlichen
Aufwand der Signaldetektion und einem sehr starken Hintergrund bestanden (Luke et al.,
1997).

Pinkel et al. fiihrte 1986 die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ein, die nicht-
radioaktiv markierte DNA-Sonden verwendete. Eine Moglichkeit besteht in dem Einbau von
nicht-fluoreszierenden Molekiilen wie Biotin oder Digoxigenin in die DNA. Die Detektion
erfolgt dann durch eine Kaskade von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern (Bauman et al.,
1980; Lichter et al., 1992).

Eine Moglichkeit genomische DNA oder groBe, klonierte Vektor-DNA zu markieren ist die
Nicktranslation, hier werden iiber die Enzyme DNasel und DNA-Polymerasel z.B. Haptene
(Biotin/Digoxigenin) in die DNA eingebaut (Rigby et al., 1977) auf dhnliche Weise konnen
auch fluoreszenzmarkierte dANTPs in die DNA eingebaut werden (Wiegant et al., 1991).

Die Methode der PCR (Polymerase chain reaction, Saiki et al., 1985, 1988) eroffnete die
Moglichkeit genomische DNA, sortierte Chromosomen oder Fragmente einer
Mikrodissektion wie auch BAC-/Y AC-Klone innerhalb kurzer Zeit zu markieren. Es werden
Nukleotide, gekoppelt mit einem Fluorophor, in die DNA eingebaut. Kleine Mengen DNA
konnen zuvor amplifiziert werden, um anschlieBend ausreichend DNA zur Verfiigung zu
haben. Die Amplifikation humaner DNA aus somatischen Hybrid-Zelllinien oder die
Amplifikation von YAC-Klonen kann iiber die Alu-PCR oder IRS-PCR (interspersed
repetitive sequence PCR) erfolgen (Lengauer et al., 1992). Eine andere Moglichkeit der
Markierung und Amplifikation besteht mit der DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primed
PCR), die degenerierte Oligonukleotide fiir die Amplifikation verwendet (Telenius et al.,
1992).

Die Methode der FISH etablierte sich als Technik sowohl in der Forschung als auch in der
klinischen Diagnostik (Gosden et al., 1991; Adinolfi and Crolla, 1994; Nath et al., 1995).

FISH-Sonden werden in der Forschung z.B. zur Lokalisation von Genen und
Genomorganisation verwendet. Die FISH ermdglicht an Metaphasechromosomen eine direkte
Zuordnung von spezifischen DNA Sequenzen innerhalb eines Chromosoms und ermoglichte
so auch die Kartierung von Genen und ergénzte die physikalische Karten des Genoms
(Gingerich et al., 1993). In der klinischen prd- und postnatalen molekularen Zytogenetik
werden  FISH-Sonden zur  Analyse von  strukturellen und  numerischen
Chromosomenaberrationen, aber auch in der Tumorzytogenetik, zur Identifikation von

Mikrodeletionen oder Mikroduplikationen eingesetzt.
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In der klinischen Diagnostik wird die FISH wegen ihres besseren Auflosungsvermogens
gegeniiber den herkdmmlichen Bandierungen der Chromosomen eingesetzt (Caspersson et al.,
1970; ISCN, 1995). Zytogenetische Analysen konnen bei einer Auflosung von 400 bis 550
Banden keine Rearrangements mit einer GroBe unter 5 Mb aufkldren, und bei groferen
Fragmenten konnen nicht unterscheidbare Banden eine Aufklarung erschweren (Knight and
Flint, 2000). FISH-Analysen mit chromosomenspezifischen Proben werden im Gegensatz zur
klassischen Bandierungsanalyse von Metaphasechromosomen auch erfolgreich an Interphase-

kernen durchgefiihrt (Cremer et al., 1988; Cremer et al., 1990; Jauch et al., 1990).

Neben den FISH-Analysen an Metaphasechromosomen wird die FISH an Interphasekernen
mit einer zehnfach hoheren Auflésung fiir einige Applikationen favorisiert (Trask et al.,
1991). An Metaphasen konnen z.B. Kartierungen von Genen nur mit einer Auflésung von ~3
Mb vorgenommen werden (Lichter et al., 1990), die aber durch die Anordnung von zwei
verschiedenfarbigen Proben mit einem Abstand von 1-1,5 Mb erhdht werden kann (Lawrence
et al., 1990; Trask et al., 1993). Es ist moglich in der Interphase FISH-Sonden mit einem
Abstand von mehr als 100 kb als zwei Signale zu erkennen. Dies ist wichtig bei der Analyse
von zwei unterschiedlichen FISH-Sonden, die sich auf dem gleichen Chromosomenabschnitt
befinden (Trask et al., 1989).

Es ist moglich mit der Interphase FISH durch die verbesserte Auflosung Duplikationen bis ~1
Mb zu detektieren, was an Metaphasen nicht gegeben ist (Lupski et al., 1991). Dagegen ist die
Interphase FISH bei grofen Inversionen (>2 Mb) nur bedingt einsetzbar, denn die Signale
konnen nicht ohne Distanzmessungen von Translokationen unterschieden werden (Lawrence
et al., 1990; Trask et al., 1993; Trask et al., 1991). In der Prdimplantations Diagnostik
kommen Subtelomer FISH-Sonden oder bruchpunktiiberspannende FISH-Sonden zum
Einsatz (Knight and Flint, 2000; Munne et al., 2000). Mit diesen Proben ist es moglich
Translokationen als auch Inversionen an Polkorperchen und frithen Embryonen zu bestimmen

(Iwarsson et al., 2000; Fung et al., 2001; Escudero et al., 2001).

Die Anwendung von chromosomenspezifischen FISH-Sonden macht es moglich z.B. in der
pranatalen Diagnostik Aneuploidien an Interphase-Zellkernen aus Amniozentesen oder
Chorionzottenbiopsien zu bestimmen. Hauptsdchlich werden numerischen Aberrationen der
Chromosomen 18, X und Y mit Zentromerproben nachgewiesen. Zentromerproben werden
nicht fiir die Detektion der Chromosomen 13 und 21 verwendet, da es aufgrund von

homologen Sequenzen der Zentromere zu Kreuzhybridisierungen in der FISH kommt; das
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gleiche gilt auch fiir die Zentromere der Chromosomen 14 und 22 (Jorgensen et al., 1987;
Jorgensen et al., 1988; McDermid et al., 1986). Die Aneuploidien der Chromosomen 13 und
21 werden deshalb mit locusspezifischen Proben detektiert. Der sog. FISH-Schnelltest
ermoglicht ein Ergebnis innerhalb von 6-8 Stunden, hingegen verwendet man fiir die
konventionelle Langzeitkultur 7-12 Tage. In klinischen Studien konnte die zuverlédssige
Anwendung des FISH-Schnelltests fiir die in ihrer Gesamtheit am héufigsten (80-95%)
auftretenden Aneuploidien der Chromosomen 13, 18, 21, X und Y gezeigt werden (Eiben et

al., 1999; Morris et al., 1999; Pergament et al., 2000).

Deletionen und besonders Mikrodeletionen lassen sich in der Interphase-FISH mit qualitativ
hochwertigen und effizienten Proben durch das Fehlen eines Signals nachweisen. Der
Nachweis wird erleichtert, wenn eine zusétzliche FISH-Sonde fiir die Hybridisierungs-
effizienz auf dem gleichen Chromosom eingesetzt wird (Lux et al., 1990; Roa et al., 1993).
Zur prizisen Aufklarung von Deletionen ist es erforderlich locusspezifische FISH-Sonden zu
verwenden. Die Generierung dieser Sonden erfolgt mit Hilfe von, in Vektoren einklonierten,
genomischen DNA-Fragmenten. Die weitaus groften genomischen DNA-Fragmente von
einigen hundert kb bis zu 2 Mb koénnen in Yeast Artificial Chromosomes (YACs) enthalten
sein (Burke et al., 1987). YACs sind bedingt durch ihren hohen Chiméritits Grad
hauptsdchlich fiir die erste Anndherung an Bruchpunkte gut einsetzbar (Burke and Olson,
1991; Schlessinger et al., 1991). Man verwendet z.B. flir Bruchpunktanalysen besser kleinere
genomische Fragmente, die sich aber durch einen geringeren Chimérismus in der Sequenz
auszeichnen. Die auf E.coli-Phagen basierenden Cosmide enthalten DNA mit einer Grof3e von
30-44 kb (Collins and Hohn, 1978), P1 derived Artificial Chromosomes (PACs) besitzen eine
durchschnittliche InsertgroBBe von 130-150 kb (Ioannou et al., 1994) und Bacterial Artificial
Chromosomes (BACs) tragen Inserts mit einer Groe von 100-300 kb (Shizuya et al., 1992).
Vielfach werden BACs verwendet, da sie bei ausreichender Kapazitit (~300 kb DNA) stabiler
als YACs sind und zudem einen sehr geringen Grad an Chimérismus aufweisen (Kim et al.,
1996). Mikrodeletionen nachzuweisen sollte auch mit der neu entwickelten single-copy-FISH
(scFISH) mdglich sein. Diese Technik verwendet DNA Proben mit einer Grofe von 2 kb bis
10 kb, die nach computerunterstiitzter Sequenzanalyse selektiert werden. Diese Proben
enthalten keine Repeats und werden mit der PCR-Methode amplifiziert. Die Anwendbarkeit
konnte bereits fiir die Mikrodeletionssyndrome Prader-Willi-/Angelmann-Syndrom (15q11.2),
DiGeorge-Syndrom (22q11.2) und Monosomie 1p36 nachgewiesen werden (Rogan et al.,
2001).
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2.3 Numerische und strukturelle Aberrationen des Chromosoms 13

2.3.1 Trisomie 13
Erstmals wurde die Trisomie 13 im Jahr 1960 von Péatau beschrieben. Trisomie 13 ist die

dritthdufigste Trisomie (1:5000 Neugeborene) neben Trisomie 18 und 21. Von den
betroffenen Kindern sterben 98% vor der Geburt (Jacobs et al., 1987) und von den
Neugeborenen werden nur 10% dlter als ein Jahr. Es wird in 80% der Fille eine freie
Triosmie 13 festgestellt, dabei sind 85% der Trisomien miitterlicher Herkunft. Kinder mit
dem Pétau-Syndrom zeigen hdufig Miflbildungen wie Holoprosenzephalie, Mikrozephalie,
Anophthalmie bzw. Mikrophthalmie, Hypertelorismus, Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalte,
Polydaktylie, urogenitale Fehlbildungen und auch Herzfehler sind zu beobachten.

2.3.2 13q- Syndrom
Das '13g- Syndrom', auch Orbeli-Syndrom genannt (Allderice et al., 1969; Orbeli et al.,

1971), zeigt sich in Deletionen des langen Arms von Chromosom 13, dabei ist die
Ausprigung des Phédnotyps abhingig von der deletierten Chromosomenbande. Allgemein
treten Retinoblastom, mentale und Wachstumsretardierung, Miflbildungen des Gehirns,
Herzdefekte, Verdnderungen der distalen GliedmaBBen und auch Fehlbildungen des
Urogenitaltrakts auf (Jones, 1997).

Von Brown et al. (1993) wurde das 13q- Syndrom in drei Gruppen zusammengefasst. Die
Gruppe 1 umfasst proximale Deletionen, die 13q32 nicht umschlieBen. Bei Deletionen von
13q13-q31 treten héiufig moderate mentale Retardierung und Defizite das Wachstum
betreffend auf. Es werden keine weitern bedeutenden Deformationen beobachtet. In der
Gruppe 2 sind distale Deletionen mit Beteiligung von 13q32 zusammengefasst. Die Bande
13932 scheint fiir die Auspragung des Phénotyps entscheidend zu sein, denn bei Deletionen
treten die meisten der syndromtypischen Merkmale auf. Brown et al. (1998) zeigten, dass
Deletionen einer 1-Mb groflen Region das Gen ZIC2 (Zic family member 2, odd-paired
homolog, Drosophila) betreffen und diese mit Holoprosenzephalie assoziiert wurde. In der
Gruppe 3 sind distale Deletionen, die 13q32 wiederum nicht einschlieen, eingeteilt.
Deletionen von 13q33-qter sind diese hdufig mit schweren mentalen Retardierungen, aber
ohne groBBere Fehlbildungen oder Wachstumsretardierungen verbunden. Es konnte von Hecht
und Hecht (1987) dargestellt werden, dass Deletionen einer Region meist schwerere
Fehlbildungen verursachen als Duplikationen der gleichen Region. Segmentale Aneuploidien,
die mit klinischen Syndromen assoziiert sind, werden z.B. von Ledbetter und Ballabio (1995)

oder Budarf und Emanuel (1997) zusammen gefasst.
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2.4 Numerische und strukturelle Aberrationen des Chromosoms 21

2.4.1 Trisomie 21
Das Krankheitsbild wurden 1866 erstmalig von Langdon Down beschrieben und Lejeune

konnte 1959 die Trisomie 21 als erste Chromosomenaberration beschreiben (Down, 1866;
Lejeune et al., 1959). Das Down-Syndrom ist eine der hdufigsten Ursachen fiir mentale
Retardierungen und tritt mit einer Frequenz von 1:700 Lebendgeborenen auf (Penrose and
Smith, 1966). Mit zunehmendem Alter der Mutter steigt die Wahrscheinlichkeit fiir ein Kind
mit Down-Syndrom; mit 30 Jahren besteht eine Wahrscheinlichkeit von 1:100 und erhoht sich
im Alter von 40 Jahren auf 1:110 (Hook, 1982; Hook et al., 1983).

Neben den freien Trisomien (95% der Fille) kommt es auch zu Robertsonschen
Translokationen t(14;21) und t(21;21) (Hook, 1982; Thuline, 1982). Trisomie 21, mit einem
ganzen zusétzlichem Chromosom 21, ist iiberwiegend durch Fehler in der miitterlichen
Meiose verursacht und nur zu 5% in der Spermatogenese. Die Fehlverteilungen finden
maternal hauptsichlich in der Meiose I statt und zu 20-24% in der Meiose II und in Féllen der
paternalen Nondisjunction entstehen diese hauptséchlich in der Meiose II (Antonarakis et al.,
1991; Antonarakis et al., 1992). Trisomie 21, die aufgrund einer Translokation t(14;21)
vorliegt, entsteht in den maternalen Keimzellen de novo (Petersen et al., 1991; Shaffer et al.,
1992), hingegen haben Translokationstrisomien t(21;21) zu gleichen Teilen einen maternalen

bzw. paternalen Ursprung (Grasso et al., 1989; Antonarakis et al., 1990; Shaffer et al., 1992).

Der Phénotyp der Trisomie 21 ist umfangreich und wurde von Jackson et al. (1976) mit 25
Merkmalen klassifiziert, wobei die phénotypische Auspriagung variabel ist (Tabelle 2-1).
Nach Jackson haben Personen mit fiinf oder sechs Merkmalen eine 23%ige
Wahrscheinlichkeit fiir das Down-Syndrom, bei sieben bis neun Zeichen besteht eine
Wabhrscheinlichkeit von 60% und mit zehn bis zwolf Merkmalen eine Wahrscheinlichkeit von
84% fiir das Down-Syndrom.

Im Zusammenhang mit Genotyp-Phénotyp Korrelationen konnte ein als Down-Syndrom
kritische Region (DSCR) bezeichnete Region molekulargenetisch in 21q22 zwischen den
Marker D21S17 und ETS2 ausgemacht werden (Epstein, 1990; Rahmani et al., 1989;
McCormick et al., 1989; Delabar et al., 1993; Korenberg et al., 1994). Bei einem dreifachen
Vorliegen dieser Region treten charakteristische phénotypische Merkmale des Down
Syndroms auf. Allerdings befinden sich auch auBerhalb dieser Region Bereiche, die mit
Merkmalen der Trisomie 21 korrelieren (McCormick et al., 1989; Delabar et al., 1993;
Korenberg et al., 1994).
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Tabelle 2-1 Phéinotyp Merkmale des Down Syndroms

Von Jackson et al. (1976) beschriebenen 25 Symptome des Down Syndroms. Die 10
Symptome, die fiir die Diagnostik von Kindern unter zwei Jahren zur Bestimmung des Down-
Syndroms herangezogen werden, sind hervorgehoben.

Brachyzephalie Einfaltung der Ohrmuschel
lateral ansteigende Lidachsen kurzer Hals

Epikanthus Cutis laxa

Blepharitis, Konjunktivitis kurze, breite Hinde
Brushfield Flecken Brachydaktylie V
Nystagmus Klinodaktylie V

flache Nasenwurzel Vierfingerfurche

stindig gedffneter Mund Sandalenliicke

anormale Zéhne kongenitaler Herzfehler
herausragende Zunge Herzgeriusch

gefurchte Zunge Uberstreckbarkeit der Gelenke
hoher Gaumen Muskelhypotonie

schmaler Gaumen

2.4.2 Monosomie 21 und partielle Monosomie 21
Es konnten verschiedene phinotypische Varianten zwischen einer vollstindigen und einer

partiellen Monosomie 21 beobachtet werden. Dabei ist der Phédnotyp bei partiellen
Monosomien von Gréfle und Lage der Deletion abhingig. In der Beurteilung von
vollstindigen Monosomien 21 besteht die Schwierigkeit, dass kleine Fragmente des
Chromosoms 21 auf andere transloziert sein konnen (Schinzel, 1984). Jedoch wies Huret et al.
(1995) darauf hin, dass charakteristischen Eigenschaften einer vollstindigen Monosomie sich
nicht wesentlich dndern, sollte eine Translokation aufgrund geringer Grof3e nicht detektiert
worden sein. In Abhédngigkeit von dem deletierten Segment konnte festgestellt werden, dass
die phénotypische Auspriagung der partiellen Monosomien heterogener war, als die der
vollstdndigen Monosomien 21. Einige Merkmale jedoch treten bei beiden haufig auf, wie
intrauterine und postnatale Wachstumsretardierung, nach unten gerichtete Lidspalten,
tiefsitzende Ohren, Symptome &hnlich der Gelenkversteifung (Arthrogryposis), Hypertonie,
Herzdefekte und mentale Retardierungen (Chettouh et al., 1995).

Genotyp-Phinotyp Korrelationen zeigten, dass Deletionen in der Region 21g21-g22.1 mit
zehn von den 25 fiir die Monosomie 21 charakteristischen Merkmalen assoziiert sind
(Chettouh et al., 1995). Folgende Auffilligkeiten konnten beobachtet werden: sechs faziale
Anomalien, Symptome &hnlich der Gelenkversteifung (Arthrogryposis), transversale
Handfldchenfalte, Hypertonie und mentale Retardierung. Zu den fazialen Besonderheiten
gehoren ein kurzer Hals, tiefe Haarlinie, grofBe Nase, Hypertelorismus, groB3e Ohren und ein

hoch gewdlbter Gaumen.
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2.5 Strukturelle Aberrationen des Chromosoms 22

2.5.1 Mikrodeletions Syndrome DGS/VCFS
Mikrodeletionen in 22ql1.2 filhren zu einer breiten Varianz von Phinotypen wie dem

DiGeorge Syndrom (DGS), Shprintzen- bzw. Velokardiofaziales-Syndrom (VCFS) oder dem
Takao-Syndrom (conotruncal anomaly face syndrome) und auch zu weiteren isolierten
Defekten z.B. des aortalen AusfluBStrakts oder der Fallot-Tetralogie. Studien haben gezeigt,
dass Deletionen in Chromosom 22q11.2 beim DGS/VCFS mit einer hohen Frequenz von
1:4000 Lebendgeburten auftreten, und zum groflen Teil miitterlichen Ursprungs sind (Burn

and Goodship, 1996, Demczuk et al., 1995).

Die meisten Patienten tragen eine 3 Mb grof3e Deletion (~90%) und ein geringer Anteil eine
1,5 Mb Deletion (~7%). AuBlerdem konnte bei der Entstehung der Deletionen keine
Abhingigkeit von maternalen oder paternalen Chromosomen festgestellt werden, somit wurde
ein genomisches Imprinting ausgeschlossen (Carlson et al., 1997; Morrow et al., 1995).

Die molekularen Ursachen der Deletionen fiir DGS/VCFS sind nach vollstindiger
Sequenzierung der Region in 22q11.2 aufgekldrt worden. Danach lieBen sich vier low-copy-
repeats (LCRs) innerhalb der 3 Mb groB3en und typischerweise deletierten Region (typically
deleted region, TDR) lokalisieren. Die in den LCRs enthaltenen Module waren untereinander
dhnlich verteilt und hatten eine 98%ige Sequenzidentitdt (Shaikh et al. 2000).

Durch die invertierten und direkt orientierten Segmente in den LCRs kommt es zu
interchromosomalen als auch zu intrachromosomalen homologen Rekombinationen in der
Meiose. Interchromosomale Fehlpaarung zwischen homologen Chromosomen 22 werden
durch die direkte Orientierung der LCRs zueinander vermittelt (Meiose I). Intrachromosomale
Rekombinationen finden zwischen duplizierten Modulen der LCRs statt. Die Module sind
invers orientiert und bilden ein Stem-Loop-Intermediat aus, die im Loop befindliche DNA

wird deletiert (Emanuel und Shaikh, 2001; Baumer et al., 1998; Edelmann et al., 1999 b)

Das DiGeorge Syndrom (DGS; DiGeorge, 1965) wird mit Hypokalzdmie, deren Ursache eine
Hypoplasie der Nebenschilddriisen ist, Hypoplasie des Thymus und Entwicklungsstorungen
des Aortenbogen in Verbindung gebracht. Es ist ein Entwicklungsfelddefekt der 3. und 4.
Schlundtasche, dabei ist die Storung der Migration von Neuralleistenzellen in die
Schlundregion in der Pathogenese und Embryogenese dieses Krankheitsbildes ein zentraler

Prozess (Kirby and Waldo, 1995).
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Das DiGeorge Syndrom tritt meist sporadisch auf und entsteht als eine de novo Deletion. In
einigen Familien konnte allerdings auch ein variabler Phénotyp bei einer autosomal
dominanten Vererbung beobachtet werden (Wilson et al., 1991). Bereits 1981 vermuteten De
la Chapelle et al. (1981) eine Deletion im Chromosom 22 als eine Ursache fiir DGS,
schlieBlich konnte Driscoll et al. (1992) auf molekularer Ebene die Deletion nachweisen.

Im Jahr 1978 wurde von Shprintzen et al. ein Syndrom beschrieben, dessen Merkmale mit
Gaumenspalten, Herzanomalien, ein typisches Gesicht, milde bis miBige Entwicklungs-
hemmung und Lernbehinderungen zusammengefasst wurden (velocardiofacial syndrome,
VCES). Die Gesichtsanomalien sind z.B. eine prominente breitriickige Nase, dysplastische
Ohren und Mikrogenie (Wraith et al., 1985).

Von Driscoll et al. konnte 1992 nachgewiesen werden, dass eine interstitielle Deletion in
22q11 dhnlich der im DGS vorhanden war. Durch diese Studie konnte auch eine autosomal
dominante Vererbung der Deletion bestitigt werden. Nach Analysen von somatischen
Hamster-Mensch Hybridzellinien konnten Edelmann et al. (1999 a) nachweisen, dass die
Bruchpunkte innerhalb &hnlicher low copy repeats (LCR) lokalisiert sind.

Ein &hnliches Spektrum klinischer Verdnderungen wie bei DGS/VCFS trat bei
Haploinsuffizienzen von Deletionen in Chromosom 10p (DGS2 locus) auf. Treten Deletionen
in der proximalen Region auf, so sind diese mit Herzfehlern und T-Zelldefizienzen verbunden
(Daw et al., 1996). Ist die distal gelegene Region hemizygot, so kommt es zu Hypopara-
thyreoidismus, Taubheit und Nierendysplasie (Lichter et al., 2000).

Beim Takao-Syndrom treten kardiovaskuldre Verdnderungen in den Vordergrund der
klinischen Diagnostik (Kinouchi et al., 1976; Takao et al., 1980; Shimizu et al., 1984). Bei
diesem Syndrom wurde eine Ubereinstimmung mit dem DGS/VCFS festgestellt, denn auch
bei diesem Syndrom ist eine Deletion in 22q11 festzustellen (Burn et al., 1993; Matsuoka et

al., 1994).

Von Wilson et al. (1993) wurde das Akronym CATCH22 vorgeschlagen fiir die
Zusammenfassung der verschiedenen Syndrome, die mit der gleichen Deletion einhergehen.
Das Akronym CATCH22 (OMIM 188400) wurde als Oberbegriff fiir die klinisch
unterschiedlichen Phédnotypen aufgrund einer Mikrodeletion 22ql11.2. vorgeschlagen. Der
Begriff CATCH setzt sich zusammen aus: cardiac defects (Herzfehler, komplexe
Ausflusstraktfehlbildungen), abnormal facies (Gesichtsdysmorphien) thymic hypo-/aplasia
(Thymushypo-/aplasie) cleft palate (Gaumenspalte) hypocalcaemia (Hypokalzdmie als Folge

von Unterfunktion der Nebenschilddriise). Die Nomenklatur wurde von Burn 1999
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dahingehend beméngelt, dass der Begriff CATCH22 mit negativen Assoziationen einhergeht,
und es besser wire von einem CATCH-Phédnotyp zu sprechen, wenn man die
Herzverdnderungen, T-Zelldefizienz, Gaumenspalten und Hypokalzdmie zusammen fassen
wolle. Die beim DGS/VCFS vererbten Merkmale zeigen eine variable Expressivitit und
Penetranz. Zu den bisher beschriebenen Merkmalen haben Betroffene Lernschwierigkeiten

und Verhaltensstorungen (Swillen et al., 1999)

2.6 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es DNA-Sonden zu etablieren, die in der Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) zur Detektion von numerischen und strukturellen Aberrationen der
Chromosomen 13, 21 und 22 eingesetzt werden konnen. Die DNA-Sonden sollen mit der
Methode der PCR aus einer BAC-Bank identifiziert werden, indem mit regionspezifischen
Primern eine BAC-Bank durchmustert wird. Gezielt sollen STS, Mikrosatellitenmarker und
selbst generierte Primer eingesetzt werden, die z.B. in der '13g- Syndrom' Region, in der
Down-Syndrom Region und in dem Bereich der 22ql1-Deletionsregion lokalisieren. Die
selektierten BAC-Klone sollten in ihrer Eigenschaft so beschaffen sein, dass sie als FISH-
Sonden an Metaphasechromosomen und an Interphasekernen distinkte Signale zeigen. Die
BACs sollen an Patientenmaterial auf ihre Anwendung hinsichtlich der Aufklarung

struktureller und numerischer Chromosomenaberrationen gepriift werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Humane BAC-Bank

Die in dieser Arbeit etablierten BACs stammen aus der 'Down-to-the-well human BAC
DNA'-Bank von Incyte Genomics (Palo Alto, USA). Die BAC-Bank enthélt partiell mit
Hindll geschnittene und in den Vektor pBeloBACI11 einklonierte humane DNA (Kim et al.
1996, Shizuya et al. 1992). In der Bibliothek befinden sich BACs mit einer durchschnittlichen
Insertgrofe von 150 kb und das menschliche Genom wird 3,9fach abgedeckt.

3.1.1.1 DNA-Klone anderer Institute

Tabelle 3-1 Chromosom 21 spezifische BACs und Cosmide

Accession-No. Bezeichnung Vektor Herkunft

AF241725 RP11-780G18 pBACe3.6 IMB, Jena

AF240628 RP11-292N6 pBACe3.6 IMB, Jena

AP000253 pS552 pAd10-SacBII MPI f. molek. Genetik, Berlin

AP000466 pR140B9 pBACe3.6 MPI f. molek. Genetik, Berlin

AF064858 28F9 BAC Library MPI f. molek. Genetik, Berlin

AF017257 1151N9 BAC Library MPI f. molek. Genetik, Berlin

AP001040 Q109A8 cosmid, Lawrist 16 |RZPD, Berlin
(LLNLc116A1528)

AP001042 Q12C7 cosmid, Lawrist 16 | RZPD, Berlin
(LLNLc116F143)

RPCI human BAC library 11

Vektor: pBACe3.6

Mittlere Insertgrof3e: 174 kb

Restriktionsenzym: EcoRI

Antibiotikaresistenz: Chloramphenicol

Bezogen vom: Institut fiir molekulare Biotechnologie (IMB), Jena

Lawrence Livermore human chromosome 21 cosmid Library (LL2INCO2-Q)

Vektor: Lawrist 16

Mittlere InsertgroB3e: 32-47 kb

Restriktionsenzym: Mbol

Antibiotikaresistenz: Kanamycin

Bezogen vom: Ressourcenzentrum des deutschen Humangenomprojektes (RZPD), Berlin
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CMP21 P1 Library

Vektor: pAd10-SacBII Vektor

Mittlere Insertgrofle: 70-95 kb

Restriktionsenzym: BamHI

Antibiotikaresistenz: Kanamycin

Bezogen vom: Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik (MPI f. molek. Genetik), Berlin

3.1.1.2 Zentromer-Proben und WCP21
Vom Institut fiir Genetik, Universitdt Bari, Italien wurden die Zentromer-Proben der

Chromosomen X/Y und die Probe fiir das Whole Chromosome Paint des Chromosom 21
(WCP21) bezogen. Die Zentromer Proben sind in Vektoren einkloniert (Rocchi et al., 1990;
Archidiacono et al., 1995) und das WCP21 stammt von sortierten Chromosomen und lag als

DOP-Produkt vor.

Tabelle 3-2 Zentromer-Proben (X, Y) und WCP21

Bezeichnung I?l;e);‘t Reset;lzl;t::ns- Vektor
Chromosom X pDMX1 2,0 Pstl pBluescript
Chromosom Y pLAYS5.5 5,5 Hindlll pBluescript
gesamtes Chromosom 21 | WCP21 DOP

3.1.2 Humane YAC-Bank
Fiir die Kartierung von Bruchpunkten wurden auch YAC-Klone verwendet. Es handelt sich

um CEPH-Mega-YACs, die aus einer ménnlichen, humanen Lymphoblastoid-Zellinie erstellt
wurden (Albertsen et al., 1990). Mit dieser Bank wird das menschliche Genom achtfach
abgedeckt und die durchschnittliche Insertgroe betrdgt etwa 1 Mb (Chumakov et al., 1992,
1995). Die Lokalisation innerhalb der Chromosomen wurde mit ihren Mikrosatellitenmarkern

(Dib et al., 1996) ermittelt.

Tabelle 3-3 YACs der Chromosomen 21 und 16

YAC | Marker | Grofle
Chromosom 21

745¢11 D21S230 1550
848¢g1 D21S265 1430
898b9 WI-8007 200
752d12 D21S1915 970
850c6 D21S310, SOD1 595
71811 D21S261 420
690f12 D21S261, D21S262 250, 720
901el D21S1898 1390
807b1 D21S51910 1700
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YAC | Marker | Grofle
Chromosom 21
925¢01 D21S1921 1320
893d4 D218259 1220
662d2 D21S1255 880
767b3 D21S259 720
767d6 D21S168 2000
773a5 D21S268 785
821h8 D21S1893 1730
265h12 D218266 630
88628 D21S1887, D21S266 650
Chromosom 16
756h3 (16q) | WI3181, D16S402 | 1310

3.1.3 Oligonukleotide

Name SEQUENZ Produkt- | Temp
5> 3) Iinge (bp) | (°C)

Chromosom 21: Primer zur Durchmusterung der BAC-Bank

D21S168-for ATGCAATGTTATGTAGGCTG 112 60

D21S168-rev CGGCATCACAGTCTGATAAA

D21S259-for AGAATGTGGTCTCACAAGCC 116 55

D21S259-rev AGGGAATGTCAATGAAAACC

D21S266-for GGGGACATTGAGTCATCACA 169 60

D21S266-rev AGGCAAATGAAGACCTGAAC

D218S3-for TGCTTTGTTC ACATGAGGTC AGG 770 60

D21S3-rev AATTGAACCT AGGGCGTTTC TAC

D21S270-for GAAATGTTTTAATAAATGGTGGTTA 200 60

D21S270-rev ACAAAGTTATGGTCAAGGGG

D21S15-for CGTGCTTTCA AGCAGTCAC 193 57

D21S15-rev GCACAGTGTT AAGATCTGC

D21S53-for TGTGTGGCCT TGGGCAAGGT CCC 145 57

D21S53-rev TGTTAGGCAT GCGGTCCGCC AGG

D21S23-for CACTAGCAGT ATATGAGAGT TCC 397 60

D21S23-rev AAACCGTATG AGATAACACT ATG

D21S1414-for GGCACCCAGTAAAAAATTACT 291 58

D21S1414-rev CTGTCTGTCTGTCTGTCTATC

D21S1412-for CGGAGGTTGCAGTGAGTT 305 53

D21S1412-rev GGGAAGGCTATGGAGGAGA

D21S268-for CAACAGAGTGAGACAGGCTC 13 60

D21S268-rev TTCCAGGAACCACTACACTG

D21S266-for GGGGACATTGAGTCATCACA 169 55

D21S266-rev AGGCAAATGAAGACCTGAAC

D21S394-for GGAGCCGGTTCTTCGAAGG 71 53

D21S394-rev GGAGCCGGTTCTTCGAAGG

SHGC51949-for | AGTATGTCTTTTCCTGGTGTCTTG 191 64

SHGC51949-rev. | TTCTCAAACACGCAACTAAACTG

JoCon5-for AGGCTGAGAGCTGGGGTCTGGG 699 68

JoCon5-rev TCTCAGAGGGGGTCTCTGGCTC

L2R-for AAACTAGGCTAGGTGGTGTGCA

L2R-rev CGTGCCTCAGCCTCCTAGGTA 302 66
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Name SEQUENZ Produkt- | Temp
5> 3) Iinge (bp) | (°C)

Chromosom 13: Primer zur Durchmusterung der BAC-Bank

D13S159-for GCTGTGACTTTTAGGCCAAA 176 55

D13S159-rev TGTGATGTCTACAACTCCAG

SGC34538-for CTTAATGGTGAAACTTTGCTTTG 125 55

SGC34538-rev TTAAAGGTTGCCTAAACTAATGTGT

D13S5280-for CCCTGAATAACTTTATGTGCC 138 64

D13S280-rev GGCAAATTTGGGAAACTATC

SGC32863-for CAGGAACAATTGGCTTCTITTG 131 55

SGC32863-rev AGGTCTTTGTTGATGAAGAGTTTAA

D13S174-for GACGACTAACCTCAAGTGCG 188 62

D13S174-rev TGAAGGCAGAAGTAAAACCATTATC

SGC32558-for TGGATAGTGGATGAAAACATGC 133 62

SGC32558-rev TCCTCCCGATTATTGCGTAT

SGC31753-for AATTTGCATCAATTTGATACATCG 102 62

SGC31753-rev GACCGCCATGAGCATGAA

D13S281-for ACTGCCATGCAGTGCTTC 738 64

D13S281-rev AGGACTGACCAAGGAAATAGA

D138265-for GTCTGCCAATTACATTGCAT 151 55

D13S265-rev GCACCATTTTCCCCTTATAT

D13S51283-for AAGTTCACAGTTTTTTAGAGAAACA 152 55

D13S1283-rev AGGTTAGGTGAGGGTTGTCT

D13S164-for TAATCAAACCCTGGCTGAG 214 55

D13S164-rev CACAGTGAGTAGAGTCATCAAAAG

Chromosom 22: Primer zur Durchmusterung der BAC-Bank

22TelA-for GGTAGGATGAAACCAGCCCCTG 327 63

22TelA-rev GGGATGCCTCCTTCATGCAGCC

22-42-for GGCACCATGGGCAAGCGGGAGC 700 64

22-42-rev AGGCTCCGGGTGGATGCGCACG

DGS-b_cB-for ACTGCAGCAGGGACAGCCTCTG 739 66

DGS-b_cB-rev TGAGCAAGGCGGTGACCGAGTG

DGS-b_cC-for TGGCAGGTGAGTGGCTGTGTTC 800 64

DGS-b_cC-rev TGGGCAGTGCAGGGGCTCAGAC

DGS-2-AB-for CAGCTGACTCCACACAGCAGGC 700 63

DGS-2-AB-rev CATCTCACCTGAACTGCTGTCC

DGS-5-AB-for GAGGACAGGGTCATGTCCCACC 700 68

DGS-5-AB-rev CGAGCAGCTGGGCACGCAGG

Marker der Haplotypenanalyse

D21S167-for TCCTTCCATGTACTCTGCA 156-160 55

D21S167-rev TGCCCTGAAGCACATGTGT

D21S259-for AGAATGTGGTCTCACAAGCC 116-131 55

D21S259-rev AGGGAATGTCAATGAAAACC

D21S261-for AAAACACCTTACCTAAAACAGCA 296-304 60

D21S261-rev AGATGATGGTGAGTCCTGAG

D21S5262-for TCTATGAGACAGGGCCAC 142-152 58

D21S262-rev TCTATGAGACAGGGCCAC

D21S266-for GGGGACATTGAGTCATCACA 153-173 55

D21S266-rev AGGCAAATGAAGACCTGAAC

D21S267-for ATGGATCTGGATTTCTATCTTC 175-203 60

D21S267-rev CCTCCAACCTGGGTGA

D21S268-for GGGAGGCTGAAGCAGG 226-250 60

D21S268-rev CCCCGCTGGCAGTGTA

D21S5270-for

GAAATGTTTTAATAAATGGTGGTTA
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Name SEQUENZ Produkt- | Temp
5> 3) Iinge (bp) | (°C)

D21S5270-rev ACAAAGTTATGGTCAAGGGG 199-223 55

D21S1411-for ATGATGAATGCATAGATGGATG 275-319 53

D21S1411-rev AATGTGTGTCCTTCCAGGC

D21S1437-for ATGTACATGTGTCTGGGAAGG 127-144 60

D21S1437-rev TTCTCTACATATTTACTGCCAACA

D21S1440-for GAGTTTGAAAATAAAGTGTTCTGC 157-175 55

D21S1440-rev CCCCACCCCTTTTAGTTTTA

D21S1446-for ATGTACGATACGTAATACTTGACAA 195-240 58

D21S1446-rev GTCCCAAAGGACCTGCTC

D21S1252-for TCTGTCTTTGTCTCACTATCTG 231-251 53

D21S1252-rev GCAATGCTCTGTGGCT

D21S1255-for AGCTCTTTATTTTGCCACATAG 112-126 58-60

D21S1255-rev CTGCATGTTTGCCTGG

D21S1260-for TCCAAGGGGTTCATCC 200-214 5>

D21S1260-rev CCCAAGGCACTGTTCC

D21S1809-for TACCCAAGGTGACAGACACC 208 58-64

D21S1809-rev GAGCAGGTTGTCCTACCTCA

D21S1843-for TCTTGACCAGGCTGCCTC 176-177 60-64

D21S1843-rev CGACATGCTCGCTCCTTT

D21S1888-for AGGCAGGAGAATCACTTGAA 262-287 53

D21S1888-rev AGAAAGACATTCCATCGCT

D21S1889-for TATGTGTGTTTGCATGTATGTGT 250-276 60-64

D21S1889-rev GCTTGGGCTGAAATCAGTAG

D21S1891-for GTGACAGAGCGAGACTCCAT 98-112 55.56

D21S1891-rev AAATTGGAACCCTTGGATG

D21S1893-for GTATGCACACCACACGG 111-119 55.58

D21S1893-rev TAACAAAATCCGCCACG

D21S1956-for AAAAGAATGAATGCCTCAGTATCC 133 52

D21S1956-rev CTGCTTCGTGTATCCTTAAATGC

D21S2052-for GCACCCCTTTATACTTGGGTG 121-153 58

D21S2052-rev TAGTACTCTACCATCCATCTATCCC

D21S2055-for AACAGAACCAATAGGCTATCTATC 119-199 58

D21S2055-rev TACAGTAAATCACTTGGTAGGAGA

APPivs1-for GCCCATCAAGATGCTACTGAAGC 219-257 60

APPivsl-rev GTTTACATTCCTCTCTGCCTC

WI-9128-for TGAAAATGTCCAGGAAAGTGG 103-104 53

WI-9128-rev ATTAGCTGTGCCGTTGCTG

Primer zur Amplifikation der Einzelkopie FISH-Sonden in ETS2

Ex1-Repl-for CCGGTTACTTCCTCCAGAGACTG 2163 57

Ex1-Repl-rev GTCCTAAATCCTGAGTCCTCCACAC

Ex3-Ex5-for CGAGTCTGTTTTAAGGACTGACTG 2266 62

Ex3-Ex5-rev GACTCACTTGAGTGGCATTTTGAG

Ex8-1rep-for TACCCTAAGGAATAAGCACCTGAG 1294 60-62

Ex8-1rep-rev CCCATGCCAGGCTGTCCTAC

Irep-Ex10-for GCAGACAGCTATCGGTGCTCAC 2612 60-62

Irep-Ex10-rev TGACATGGTTGTTTCCTTCC

Primer der DOP-PCR

DOP-Primer

| CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG

| 100-3000 |37-40
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3.1.4 DNA-Lingenstandard:

DNA-Marker 100bp-Leiter (MBBL, Bielefeld): 100 bis 1.000 bp

100 bp DNA-ladder, equimolar (Roth, Karlsruhe): 100 bis 1.000 bp

GeneRuler100bp DNA Ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot): 100 bis 3.000 bp
Ladder Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Rot): 100 bis 10.000 bp

Low Range PFG Marker (New England Biolabs, Frankfurt a. Main): 0,13 bis 194,0 kb
Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs, Frankfurt a. Main): 48,5 bis 727,5 kb

3.1.5 Enzyme

Enzym Hersteller
Restriktionsenzyme Gibco BRL, Eggenstein

Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) | Promega, Madison WI, USA
Taq DNA-Polymerase in Qiagen, Hilden
HotStarMastermix

DNA-Polymerasel (10 U/pl,) Roche Diagnostics, Mannheim
DNasel Roche Diagnostics, Mannheim
RNaseA Roth, Karlsruhe

Pepsin Serva, Heidelberg

3.1.6 Reagenzien und Antikorper fiir den Fluoreszenznachweis

verwendete Konzentration Hersteller
DAPI 1 pg/ml Serva, Heidelberg
0,5 mM Vysis, Bergisch-
SpectrumGreen dUTP Gladbach
0,5 mM Vysis, Bergisch-
SpectrumRed dUTP Gladbach
Biotin-16-dUTP Losung 0,5 mM Biotin-11-dUTP/ dUTP | Roche Diagnostics,
(1:3)in 1x TE, pH 7,9 Mannheim
Digoxigenin-11-dUTP Losung | 0,5 mM Digoxigenin-11-dUTP/ | Roche Diagnostics,
dUTP (1:3) in I1x TE, pH 7,9 Mannheim

Antikorper der Biotin Detektion Konzentration | Hersteller

Fluorescein-Avidin D 10-20 pg/ml Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA

Biotynilated anti-Avidin D 2-5 ng/ml Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA

Antikorper der Digoxigenin Detektion:

Cy3 conjugated IgG Fraction monoclonal 0,5 mg Jackson Immuno Research,
Mouse anti Digoxigenin West Grove, PA, USA
Cy3 conjugated Affini Pure Rabbit anti 0,5 mg Jackson Immuno Research,

Mouse IgG (H+L) West Grove, PA, USA
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3.1.7 Verwendete kiufliche Systeme (Kit):

Bezeichnung eingesetzt fiir Hersteller

QIAquick Gel DNA-Isolierung aus Agarosegelen | Qiagen, Hilden
Extraction Kit

QIAquick PCR Aufreinigung von PCR Produkten |Qiagen, Hilden
Purification Kit

Nucleobond AX Plasmid-DNA Aufreinigung Macherey-Nagel, Diiren
BioPrime Kit DNA Markierung mit Biotin Gibco BRL, Eggenstein

3.1.8 Chromosom 22 Probenmaterial

Als Probenmaterial wurden kultivierte Lymphozyten auf Objekttridgern fixiert zur Verfiigung

gestellt.

Bezeichnung Verdachtsdiagnose

Herfunft

22 Pat-1 und 22 Pat-2 | Catch22 positiv

Dr. Tonnies, Virchow Klinikum
Berlin, Institut fiir Humangenetik,
Berlin

22-Pat-3 bis 22-Pat-8, | Velokardiofaziales-Syndrom
22-Pat-11, 22-Pat-11

Dr. Barbi, Universitatsklinikum Ulm,
Abt. Humangenetik, Ulm

22-Pat-9 DiGeorge-Syndrom

Dr. Barbi, Universitatsklinikum Ulm,
Abt. Humangenetik, Ulm

3.1.9 Zelllinien

Zelltyp Bezeichnung | Karyotyp

Herkunft der Zellen

Amnionzellen L-R0048M 47 XY ,+21

Dr. Piombo, Galliera Genetic Bank,
Genova, Italy

Fibroblasten N-P0047M 47 XY, +21

Dr. Piombo, Galliera Genetic Bank,
Genova, Italy

Amnionzellen Tri21, Ulm 47 XY, +21

Dr. Glaser, Universitatsklinikum
Ulm, Abt. Humangenetik, Ulm

3.1.10 Zellkulturmedien und Zuséitze

Bezeichnung Hersteller
RPMI1640 (GlutaMaxI) GibcoBRL, Eggenstein
HamsF10 (GlutaMaxI) GibcoBRL, Eggenstein

DMEM (mit 0,2 g Glucose)

GibcoBRL, Eggenstein

Chromosomen Medium 1A (Phytohdmagglutinin

Natrium-Heparin 50.000 units/L, Penicillin 100.000 units/L,

Streptomycin 100.000 pg/L, 25% FBS)

10 ml/L, | GibcoBRL, Eggenstein

FCS

GibcoBRL, Eggenstein

FBS

GibcoBRL, Eggenstein

Penicillin-Streptomycin (5000 IU/ml)

GibcoBRL, Eggenstein
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Bezeichnung Hersteller
Amphotericin B Biochrom KG-Seromed,

Berlin

Cell Culture freezing medium, DMSO mit Dulbecos modified | GibcoBRL, Eggenstein

eagle medium/FBS

Colcemid (10 pg/ml)

GibcoBRL, Eggenstein

Trypsin-EDTA

PAA, Linz

3.1.11 Medienzusammensetzung

Bezeichnung | Kulturmedium und Zusiitze fiir 100 ml Medium

L-R0048M HamsF10 oder RPMI1640 + 15% FBS + 0,5 ml L-Glutamine + 2 ml
Penicillin-Streptomycin

N-P0047M HamsF10 oder RPMI1640 + 10% FCS 0,5 ml L-Glutamine + 2 ml
Penicillin-Streptomycin

Tri21, Ulm DMEM + 20% FCS, 1ml Penicillin-Streptomycin + 120 ul Amphotericin B

3.1.12 Verwendete Datenbanken:

Datenbank Internetadresse

NCBI Browser http://www.ncbi.nlm.nih.gov

BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/
PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/

OMIM www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM/

Gen-Cards http://bioinfo.weizmann.ac.il./cards-bin/
UC-Santa Cruz http://genome.cse.ucsc.edu/

Webcutter http://www.dedkem.gu.se/cutter/
BCM-Sequence Utilities http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/

Repeat Masker http://repeatmasker.genome.washington.edu/cgi-

bin/RepeatMasker/

Resources for Molecular Cytogenetics,
University of Bari

http://www.biologia.uniba.it/rmc/

GeneFisher

http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/genefisher/

Whitehead Institute for Biomedical
Research

http://www.genome.wi.mit.edu/

CEPH QUICKMA P-infoclone

http://www.cephb.fr/cgi-bin/http infoclone/

Marshfield Clinic

http://research.marshfieldclinic.org/genetics/
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3.2 Methoden:

3.2.1 Kultivierung von Bakterienzellen
Zur Vermehrung von bakteriellen Plasmiden erfolgte die Kultivierung bei 37°C fiir 12 bis 16
Std in LB-Medium (pH 7,0).
LB-Medium (1000 ml):
10 g Bacto Tryptone
Sg  Bacto Yeast Extract
10g NaCl
LB-Agar-Platten: + 15 g Agar

Selektionsmedien:

BAC Choloramphenicol (12,5 pg/ml)
Cosmid Kanamycin (30-50 pg/ml)
pBlueskript Ampicillin (70-100 pg/ml)

3.2.2 Glycerinkulturen

Bakterien wurden dauerhaft als Glycerin-Kultur gelagert. Dafiir wurden zuerst 200 pl einer
100%igen Glycerinlosung in ein Eppendorfgefil und anschlieBend 800 pl Bakterien-
suspension hinzugegeben. Nach dem Durchmischen wurden die Glycerinkulturen erst fiir 30

min in fliilssigem Stickstoff und anschlieend bei -70°C gelagert.

3.2.3 Kultivierung von Zellen
Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer Sterilbank durchgefiihrt, und die Inkubation

der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 7,5%.

3.2.3.1 Subkultivierung von Zellen
Zellen anderer Institute wurden in 25 ml Zellkulturflaschen versandt und nach dem Erhalt

wurde das Medium bis auf 5 ml abgehoben. Nach 12 bis 16 Stunden Inkubation wurde die
Zelldichte mit einem Phasenkontrastmikroskop beurteilt. Bedeckten die Zellen 80 bis 100%
des Bodens der Zellkulturflasche, so wurden sie im Verhdltnis 1:2 bis 1:4, je nach

Wachstumsverhalten geteilt.

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen, dies dient der

Entfernung von Trypsininhibitoren und der Destabilisierung von Ca®"-abhingigen
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Zelladhdsionen. Die Zellen wurden mit 100 pl angewédrmten Trypsin-EDTA {iberschichtet
und fiir max. 10 min im 37°C Brutschrank inkubiert. Wihrend der Inkubationszeit wurde in
alle 2 bis 4 min das Ablosen der Zellen mit einem Phasenkontrastmikroskop kontrolliert.
Nach dem Ablosen der Zellen wurden 5 ml Medium hinzugegeben. Durch mehrfaches
Pipettieren wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche gelost, in ein 15 ml
Zentrifugenrdhrchen {iberfiihrt und fiir 10 min bei RT mit 1200 rpm (Zentrifuge 5810,
Eppendorf) pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in frischem Medium

resuspendiert und auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

Weiterhin wurde flir ein optimales Zellwachstum je nach Zelldichte alle 2-3 Tage ein

Mediumwechsel vorgenommen.

3.2.3.2 Kryokonservierung von Zellen
Zellen wurden dauerhaft in fliissigem Stickstoff (-196°C) gelagert und so vor

Kontaminationen und Variabilitidt durch Subkultivierung bewahrt.

Zellen, die zu 75-80% konfluent den Boden einer 25 ml Zellkulturflasche bedeckten wurden
fiir die Kryokonservierung eingesetzt. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieBend mit angewidrmten Trypsin-EDTA behandelt. Nach dem
Inhibieren des Trypsins durch Zugabe von Medium wurden die Zellen komplett von der
Zellkulturschale gelost und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Fiir 10 min wurde mit
1200 rpm/min bei RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml
eiskaltem Freezing-Medium versetzt und in ein Kryogefa3 tiberfiihrt. Fiir die kontinuierliche
Temperaturabsenkung wurde ein ummanteltes Gefdll, in dessen Zwischenraum sich
Isopropanol befindet, verwendet und ii.N. in einer —80°C Truhe gelagert. Am folgenden Tag
wurde das Kryogefaf3 in einen mit fliissigem Stickstoff gefiillten Tank tiberfiihrt.

3.2.3.3 Auftauen von Zellen
Das Kryordhrchen mit den eingefrorenen Zellen wurde aus dem fliissigen Stickstoff

entnommen und in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Die Zell-Suspension wurde in ein mit 5
ml frischem Medium gefiilltem 15 ml Zentrifugengefal gegeben und fiir 10 min bei RT mit
1000 rpm pelletiert. Das Medium wurde abgesaugt und das Pellet in 2 ml Medium

resuspendiert und in 25 ml Zellkulturflaschen, gefiillt mit Medium, verteilt.
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3.2.4 Chromosomenpriparation aus peripherem Blut
Fir die Lokalisation der BAC-Klone an den entsprechenden Chromosomen mussten

Chromosomenpréparate hergestellt werden, dies geschieht am schnellsten durch die
Gewinnung von teilungsfahigen Lymphozyten aus peripherem Blut. Fiir die FISH-Analysen
an aberrantem Material wurden die in der Zellkultur vermehrten Amnionzellen oder
Fibroblasten, wie die Blutzellen auch, mit Colcemid und Hypotonie behandelt. Im weiteren
wird nur die Aufarbeitung von Blutzellen ndher erldutert, da die anderen Zellen in gleicher

Weise aufgearbeitet wurden.

Es wurden 5 ml Blut intravends mit Heparin oder Natrium-Citrat enthaltenen Monovetten
verarbeitet. Frisch entnommenes Blut sedimentierte fiir 30 min bei RT bis sich zwei Phasen
ausgebildet hatten. In der unteren Phase befinden sich die Erythrozyten und in der oberen
Phase das Plasma, wihrend die Lymphozyten eine Zwischenschicht bilden. Durch
vorsichtiges Aufmischen wurden die Lymphozyten etwas verwirbelt und es wurden mit einer
2 ml Spritze (Braun, Melsungen) und einer 0,9x40 mm Kaniile (Braun, Melsungen) 2 ml
entnommen. Von diesen 2 ml wurden jeweils 20 Tropfen (ca. 440 pl) in eine Zellkulturflasche
mit 10 ml Chromosomenmedium 1A gegeben. In dem Medium befindet sich
Phytohdmagglutinin, ein pflanzliches Polysaccharid, das die Teilung der Lymphozyten
stimuliert. Die Zellen wurden 80 bis 92 Std bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Die Zellteilung wurde unterbrochen indem 1,5 Std vor dem Ernten der Zellen 50 ul Colcemid
dem Medium zugegeben wurde. Colcemid ist ein Spindelgift, dass die Ausbildung der
Spindelfasern in der Metaphase unterbindet und somit die Verteilung der homologen
Chromosomen auf die Tochterzellen verhindert. Wéhrend der Colcemid-Inkubationszeit
wurde die hypotone Losung aus 0,4% KCI hergestellt und auf 37°C erwidrmt, auBlerdem
wurde die Fixierlosung aus drei Teilen Methanol und einem Teil Eisessig (Fixativ) hergestellt
und bei —20°C aufbewahrt. Nach der Inkubation folgte die Zellernte und die Zellen wurden
fiir 10 min mit 1200 rpm bei RT pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf 1,5 ml abgenommen
und dem Pellet langsam mit 5 ml der 0,4% KCI-Lésung (37°C) versetzt. Nach 10 min
Inkubationszeit bei 37°C wurde tropfenweise Fixativ (-20°C) hinzugegeben und vorsichtig
vermischt. Es wurde mit —20°C Fixativ bis auf 10 ml aufgefiillt und 10 min mit 1200 rpm bei
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 2 ml verworfen und zu dem aufgeschiittelten
Pellet wurden 5 ml —20°C Fixativ gegeben und erneut 10 min mit 1200 rpm bei RT
zentrifugiert, diesen Schritt wiederholte man noch ein- bis zweimal. Fiir eine bessere
Fixierung wurde nach der letzten Zentrifugation 5 ml —20°C Fixativ hinzugegeben und i.N.

bei —20°C gelagert.
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Am Folgetag wurde fiir 10 min mit 1000 rpm bei RT zentrifugiert und erneut mit frisch
hergestelltem —20°C Fixativ inkubiert. Nach dem Pelletieren wurde der Uberstand bis auf 1,5
ml abgenommen und von dem resuspendierten Pellet wurde probeweise auf einen
Objekttrager aufgetropft. Die Objekttrager wurden vorbereitet, indem sie mindestens 24 Std
in 70%igem Ethanol lagerten und vor dem Gebrauch mit ddH,O gespiilt wurden. Nach einer
positiven lichtmikroskopischen Beurteilung der vorhandenen Metaphasen wurde die restliche
Suspension aufgebracht. Die Objekttriger trockneten ii.N. bei RT und wurden anschlieBend
mit einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 85% und 100%) entwéssert und bei —20°C

gelagert.

3.2.5 May-Griinwald/ Giemsa-Farbung

Die May-Griinwald-Giemsa-Firbung ist z.B. geeignet, um sich eine Ubersicht iiber ein
Chromosomenpraparat zu verschaffen bzw. Blutaustriche zu beurteilen. Zellkerne erscheinen
rotlich-violett und das Zytoplasma der lymphoiden Zellen ist lichtblau und Erythrozyten sind

rosa angefarbt.

Die Objekttrager wurden flir 6 min mit einer May-Griinwald-Ldsung {iberschichtet und dann
fiir 3 min in einer Kiivette mit 1x PBS gestellt. In dieser Zeit wurden 40 ml einer 1:20 mit
ddH,O verdiinnten Giemsa-Losung hergestellt und filtriert. Die Objekttrager wurden fiir 13
min mit der Giemsa-Losung gefarbt und anschlieBend spiilt man 1 min mit ddH,O.
Luftgetrocknete Objekttrager konnten dann mit einem Phasenkontrastmikroskop beurteilt

werden.

3.2.6 DNA-Priparationsmethoden

3.2.6.1 Alkalische Lyse
Diese von Birnboim und Doly (1979) vorgestellte Methode eignet sich auch fiir endA”

Bakterienstimme und die erhaltene DNA hat eine relativ hohe Reinheit.

Von einer ii.N.-Kultur wurden fiir 'high copy® Plasmide 5 ml Kultur und von 'low copy'
Plasmiden 8 ml Kultur 5 min bei 4°C mit 4.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Bakterienpellet in 300 pl eiskalter Losung 1 resuspendiert, mit dem
enthaltenen EDTA wurden die Zellwénde aufgebrochen. Nach Zugabe von 300 ul frisch

angesetzter Losung 2 wurde 5 bis 9 mal invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Durch den
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hoheren pH-Wert denaturiert chromosomale DNA und durch das enthaltene SDS wurden die
an die DNA assoziierten Proteine und Polysaccharide abgelost. Von der eiskalten Losung 3
wurden 300 pl zugegeben und 5 bis 9 mal invertiert, hier wurden die chromosomale DNA und
die Proteine mit Kaliumacetat gefillt. Nach 5 miniitiger Lagerung auf Eis und einer
Zentrifugation fiir 5 min bei 13.000 rpm wurde der Uberstand (ca. 700 pl) in ein neues Gefi3
tiberfiihrt. Dazu kam 1 Volumen Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol (25:24:1), das die
restlichen in Losung befindlichen Proteine beseitigte. Nach 10 min Zentrifugation bei 13.000
rpm wurde die obere, wilrige Phase, die die DNA enthilt, in ein neues GefdB3 gegeben und 1
Volumen Isopropanol dazu pipettiert. Pelletiert wurde durch 15 miniitiges zentrifugieren bei
13.000 rpm und danach wurde das DNA-Pellet mit 1 ml -20°C kalten 70%igen Ethanol
gewaschen. Nach einer abschlieenden Zentrifugation wurde das Pellet luftgetrocknet und in

30-50 pl Losung (10 mM TrisCl pH 8,0; 10 pg/ml RNaseA) resuspendiert.

Losung 1 50 mM Glucose
25 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0
Losung 2 0,2 N NaOH
1% SDS
Losung 3 3 M Kaliumacetat pH 4,8

3.2.6.2 Plasmid-Maxipriparation (Macherey-Nagel, Diiren)
Zur Isolierung hochreiner Plasmid-DNA wurde ein spezielles Aufreinigungs-Kit der Firma

Macherey-Nagel verwendet. Anstelle einer Phenol/Chrorophorm-Extraktion erfolgt die
Aufreinigung mit einer Kombination aus alkalischer Lyse und Séulen-Anionenaustausch-
Chromatographie, an deren Matrix DNA binden und vorhandene Proteine leicht abgewaschen

werden konnen.

Je nach Kulturvolumen und zu erwartender DNA-Menge wihlt man Sédulen unterschiedlicher

Kapazitit:

Sdulenbezeichnung | Kapazitit (ng DNA)

AX 20 20

AX 100 100

AX 500 500
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Die Aufarbeitung erfolgte nach dem vorgegebenen Protokoll des Herstellers und im weiteren
werden die Mengenangaben fiir Aufreinigung von low-copy Plasmiden (BAC-DNA)

angegeben.

Fir die Kultivierung wurden 250 ml vorgewidrmtes LB-Selektionsmedium mit einer
Einzelkolonie angeimpft und 12-16 Stunden iN in einem 37°C-Schiittler inkubiert. Die
Bakterienkultur wurde fiir 15 min bei 6.000 x g (ca. 6.000 rpm Sorvall GSA -Rotor) und 4°C
zentrifugiert. Im weiteren Verlauf der Préparation wurden alle Zentrifugationen bei 4°C
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde komplett verworfen und die Pellets in 24 ml eiskaltem
Puffer S1 resuspendiert. Durch die Zugabe von 24 ml Puffer S2 (RT) erfolgte die alkalische
Lyse der Bakterien, um den Puffer komplett zu verteilen wurde 6-8 mal invertiert. Nach
maximal 5 min bei RT wurden 24 ml von dem eiskaltem Puffer S3 hinzugegeben und sofort
6-8 mal invertiert, gefolgt von einer Inkubationszeit von 5 min auf Eis. Das Bakterienlysat
wurde von den vorhandenen Zelltrimmern befreit, indem man die Bakteriensuspendion durch
einen mit ddH,O anfeuchteten Faltenfilter filtriert. Ein klares Filtrat wurde weiterverarbeitet
und im anderen Fall erfolgte eine erneute Filtration. Wéihrend der Filtration wurde die Séule
mit 6 ml Puffer N2 dquilibriert. Mit dem klaren Bakterienlysat wurde die Sdule beladen,
wobei das durchgelaufene Lysat in einem 50 ml Gefa3 aufgefangen und erneut auf die Siule
gegeben wurde. Mit diesem Schritt konnte die DNA-Ausbeute erheblich gesteigert werden.
Durch Zugabe des Puffer N3 (3 mal 12 ml) auf die Sdule wurden Proteine und RNA entfernt.
Die Plasmid-DNA wurde mit 2 mal 7 ml Puffer N5 (50°C) eluiert, dann mit 2x 5 ml
Isopropanol gefdllt und fiir 30 min bei 15.000 x g (13.000 rpm SS34 Sorvall-Rotor)
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml -20°C kalten 70%igen Ethanol gewaschen bevor es
nach Lufttrocknung in 50 bis 200 ul H,O oder 10 mM TrisCl pH 8,0 aufgenommen wurde.
Die Reinheit der DNA wurde mittels UV-Absorptionsspektrometrie bestimmt und es folgte
eine Restriktionsspaltung und Agarose-Gelelektrophorese zur Uberpriifung der Intaktheit der
DNA.

Puffer S1 50 mM TrisCl pH 8,0

10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A pH 8,0
Puffer S2 200 mM NaOH

1% SDS (w/v)

Puffer S3 2,80 M Kaliumacetat pH 5,1
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Puffer N1 100 mM Tris/H3;POq4
15% Ethanol
400 mM KCI pH 6,3
Puffer N2 100 mM Tris/ H3PO4
15% Ethanol
900 mM KCl pH 6,3
0,15% Triton X-100 (w/v)
Puffer N3 100 mM Tris/H;PO4
15% Ethanol
1150 mM KCI pH 6,3
Puffer N5 100 mM Tris/H3;POy4
15% Ethanol
1000 mM KCI pH 6,3

3.2.7 Konzentrationsbestimmung isolierter Nukleinsiduren

Die Menge isolierter DNA wurde photometrisch bestimmt. Die DNA-Ldsung wurde 1:100 in
10 mM Tris-Cl pH 8,0 verdiinnt und mit einer Wellenldnge von 260 nm in einem UV-
Photometer gemessen. Misst man eine Extinktion von 1 bei 260 nm so entspricht das einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, wenn die Schichtdicke der Kiivette 1 cm
betrigt (Sambrook et al., 2001).

Danach berechnet sich die Konzentration wie folgt:
DNAonz. = 50 x gemessene Absorption x Verdiinnungsfaktor (ug/ml)

Um die Reinheit der DNA zu bestimmen, wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von
280 nm ermittelt und ein Quotienten der ODgp zu ODygo gebildet. Betridgt der Wert 1,8 bis
2,0 so handelt es sich um sehr reine DNA, liegt der Wert allerdings unter 1,8 so kann man von

Verunreinigungen mit Proteinen bzw. Phenol ausgehen.

3.2.8 DNA Aufreinigung aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit
Fiir die Isolation der DNA aus Agarosegelen wurde die low-melting-Agarose verwendet,
deren Vorteil ein niedriger Schmelzpunkt ist. Die DNA lie3 sich leichter als bei den anderen

aus der Agarose-Matrix 16sen. Nach der DNA-Auftrennung in einem Agarosegel und
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Anfiarben mit Ethidiumbromid wurde die entsprechende Bande mit einem Skalpell aus dem
Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefale tiberfiihrt. Das Gewicht wurde bestimmt und
entsprechend 3 Volumen Puffer QG hinzugegeben. Es folgte eine 10 miniitige Inkubation in
einem 50°C Thermoschiittler und gelegentliches mischen diente der Auflésung des Gelstiicks.
Um eine optimale Bindung der DNA an die QIAquick-Membran zu erreichen, sollte der pH-
Wert < 7,5 betragen. Optisch konnte man an der gelben Farbe des Puffer QG den optimalen
pH-Wert ablesen und bei Abweichungen mussten 10 pl 3 M NaAc pH 5,0 hinzugeben
werden. Fiir Fragmente ab einer Gréfle von 4 kb wurde die Ausbeute durch Zugabe eines
Gelvolumens Isopropanol (1 pl/mg) erhoht. Die Suspension wurde auf eine Sdule (QIAquick
spin column) appliziert. Durch 1 miniitiges Zentrifugieren mit einer Eppendorf-
Tischzentrifuge wurde die DNA an die Sdule gebunden und der DurchfluB3 wurde wie auch in
den folgenden Waschschritten verworfen. Agarosereste wurden durch Zugabe von 500 pl
Puffer QG und Iminiitiger Zentrifugation entfernt. Es folgte ein Waschschritt mit 750 pl
Puffer PE und eine weitere Zentrifugation um Waschpufferriickstinde zu vermeiden. Die
Sdule wurde in ein vorbereitetes Eppendorfgefdl iiberfiihrt und die DNA mit 35 pl
Elutionspuffer (10 mM TrisCl pH 8,5) eluiert. Die DNA-Ausbeute wurde mit einem 1%igem
Agarosegel tiberpriift. Die Zusammensetzung der Puffer QG und PE ist nicht bekannt.

3.2.9 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die fiir die Markierung eingesetzt wurden mussten von Nukleotiden, Salzen,
Primern und Polymerase gereinigt werden. Fiir diese wurde das QiaQuick PCR Purification
Kit der Firma Qiagen verwendet. Im wesentlichen &@hnelt dieses Verfahren dem vorhin
beschriebenen aus Agrarosegelen. Im Unterschied wird hier das PCR-Produkt mit dem
flinffachen Volumen Puffer PB gemischt und auf die Sdulen gegeben. Weitere Wasch- und

Elutionsschritte unterscheiden sich nicht.

3.2.10 Restriktionsspaltung

Restriktionsanalysen wurden fiir die DNA-Klone erstellt, um ein sog. Fingerprint zu erhalten
und die Intaktheit der DNA =zu iiberpriifen. Zudem erfolgten fiir die BAC-Klone
Restriktionsspaltungen mit Notl, um das DNA-Insert aus dem Vektor zu isolieren und
anschlieend mit der Methode der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) die Insertgrofe zu

bestimmen.



Material und Methoden 29

Fir optimale Reaktionsbedingungen der Enzyme wurden die mitgelieferten 10x
Reaktionspuffer verwendet und die Reaktion fand bei der vom Hersteller empfohlenen
Temperatur statt. Bei Reaktionen mit zwei oder mehr Enzymen pro Spaltung wurde der Puffer
ausgewdhlt, der eine maximale Aktivitdt fiir moglichst alle Enzyme ermdglichte. In der Regel
wurden pro pg DNA 10 Units Enzym eingesetzt, dabei variierten die Reaktionsvolumina je
nach DNA-Menge zwischen 20 pl und 100 pl. Die Reaktionszeit betrug in Abhidngigkeit von
der zu spaltenden DNA-Menge 2 bis 16 Std und die Fragmente wurden dann mit einem 0,8-
1%igen oder einer PFGE analysiert.

3.2.11 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

3.2.11.1 Agarose-Gelelektrophorese
Agarosegele wurden fiir die Auftrennung von PCR-Produkten, gespaltener DNA und

aufgereinigten DNA-Fragmenten verwendet.

Fiir die Gele wurde Agarose in 1x TBE als Standardpuffer verwendet. Die Agarose-
Konzentration hing im wesentlichen von der Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente ab.
Fiir Fragmente bis 3 kb wurden 2%ige Gele (Geltrdger 8 x 12 cm) und fiir Fragmente ab 3 kb
0,8 oder 1%ige Gele (Geltrdger 12 x 18 cm) verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 1/6
Volumen Probenpuffer versetzt und flir jede Auftrennung wurde ein geeigneter
Langenstandard mitgefiihrt. Die angelegte Spannung betrug 10 V/cm und eine Laufzeit von
40 min (2%ige Gele) bzw. 3 Std (0,8 oder 1%ige Gele) wurde entsprechend eingehalten. Das
Gel wurde mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht wurden die aufgetrennten DNA-
Banden sichtbargemacht und dokumentiert. Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Banden
wurden mit Ethidiumbromid geféarbt, das in die DNA interkaliert und durch UV-Licht mit
einer Wellenldnge von 302 nm zur Fluorezenz angeregt wird. Die Gelbanden wurden mit
einem UV-Transilluminator (Intas UV-Systeme) sichtbargemacht und die Dokumentation
erfolgte mit einer digital Kamera (CCD Kamera KP-16a, Hitachi) in Kombination mit einem
Fotodrucker (Mitsubishi photo printer P500). Alternativ wurde auch eine Polaroid-Kamera
CU-5, Rotlichtfilter und Positiv-Negativ-Film 667-Polaroid verwendet.
Ix TBE 89 mM Tris

89 mM Borsdure

2mM EDTA

pH 8,3
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6x DNA-Probenpuffer 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylen Cyanol FF
30% Glycerin
in ddH,O
Ethidiumbromid-Farbebad 1pg/ml EtBr in 1x TBE

3.2.11.2 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)
Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (Schwartz and Cantor, 1984) dient der Auftrennung sehr

groBer DNA-Molekiile (ab 20 kb) und wurde fiir die GroBenbestimmung der BACs
eingesetzt. Im Gegensatz zur Agarose-Gelelektrophorese werden bei der PFGE zwei
elektrische Felder im Winkel von 120° zueinander angelegt und im Wechsel (in Pulsen)
eingeschaltet. Es wurde das Gerdt CHEF-DR 3 von der Firma Biorad (Miinchen) eingesetzt
und mit dem Programm ‘Chef Mapper’ konnten die Bedingungen fiir die Auftrennung
ermittelt werden. Fiir die Analyse von Notfl gespaltener BAC-DNA wurden folgende

Einstellungen am Gerit vorgenommen:

Fragmentgrofe: 3 kb bis 250 kb
Laufzeit: 8 Std 18 min

Initial Switch Time: 0,16 s
Final Switch Time: 21,8 s
Gradient: 6,0 V/cm

Winkel: 120°

Temperatur: 14°C

Fiir das Gel wurde 1%ige FastLane Agarose (Biozym, Hess.-Oldendorf) in 0,5x TBE bendtigt
und als Laufpuffer diente ebenfalls 0,5x TBE. Die fertigen Gele wurden mit Ethidiumbromid

gefarbt und dokumentiert.

3.2.11.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Analyse der polymorpher Marker erfolgte mit nicht-denaturierender nativer

Polyacrylamid-Gelelektrophorese, da hier kleine Basenpaardifferenzen (5-20 bp) zwischen

Allelen aufgetrennt und sichtbar gemacht werden konnten.

Die Auftrennung erfolge mit 8%igen Polyacrylamidgelen in einer Vorrichtung mit einer

Trennstrecke von 13 cm. Der Geltrdger bestand aus zwei gereinigten Glasplatten (15 cm x 13
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cm), die durch Abstandhalter getrennt, mit einem Gummischlauch abgedichtet und
Metallklammern fixiert wurden. Vor dem Giellen des Gels wurde die Kammer lotrecht

aufgestellt und der Kamm fiir die Geltaschen zwischen die Glasplatten eingesetzt.

In einem 50 ml Gefadll wurde das 8%ige Gel vorbereitet:

15ml 1x TBE
8 ml 30% Acrylamid-Bisacrylamid
7ml ddH,O

Katalysator 30 ul TEMED

Starter 150 pl 10% APS

Es wurde durch Invertieren gemischt, mit einer Glaspipette die Losung luftblasenfrei in den
Geltrdger gegeben und der Kamm positioniert. Aufrechtstehend polymerisierte das Gel und
wurde dann in die Vorrichtung eingespannt. In die Laufpufferdepots wurden insgesamt 700
ml 0,5x TBE gegeben und Luftblasen zwischen den Glasplatten beseitigt. Die mit 1/6
Volumen Probenpuffer versetzten DNA-Proben wurden zusammen mit einem entsprechenden
Langenstandard aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir 2,5 Std bei einer angelegten
Spannung von 120 V. Die Dokumentation erfolgte wie bei der Agarose-Gelelektrophorese

beschrieben.

3.2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die von Saiki et al. (1985, 1988) entwickelte Methode (polymerase chain reaction, PCR)
ermoglicht die enzymatische Vervielfdltigung eines DNA-Abschnitts zwischen zwei
flankierenden Oligonukleotid-Primern. Die Primer lagern sich nach Aufschmelzen der
doppelstrangigen DNA an die Einzelstrange an. An die freien 3’-OH-Enden der Primer heftet
die DNA-Polymerase freie Nukleotide. Auf diese Weise wird ein komplementidrer DNA-
Strang erzeugt. Die entstandenen DNA-Syntheseprodukte werden dann bei 94°C denaturiert.
Darauf folgt ein neuer Zyklus aus Anlagerung, Synthese und Denaturierung. Fiir das
Aufschmelzen und die spezifische Anlagerung werden hohe Temperaturen benétigt, deshalb
verwendet man fiir die Reaktionen die hitzestabile 7ag-Polymerase. Diese Polymerase
stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und hat ein Temperatur-

Optimum von 72°C.
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Die Anlagerung der Oligonukleotide (Annealing) findet bei einer spezifischen Temperatur
statt. Als Anhaltspunkt zur Berechnung kann die Schmelztemperatur (T,,) dienen. Bei dieser

Temperatur dissoziieren gerade die korrekt gepaarten Primer-Template-Hybride.
Man kann den T,,-Wert nach der 2 + 4-Regel abschitzen: Ty, = (4x [G+C]) + (2x [A+T])°C

Die Anzahl der G und C Nukleotide [G+C] und die der A und T Nukleotide [A+T] innerhalb
der Primersequenz flieBen nach dieser Formel in die Berechnung ein. Die optimale
Anlagerungstemperatur sollte dann mit 2°C bis 4°C unterhalb der Schmelztemperatur

zwischen 55°C und 65°C liegen.

3.2.12.1 Standard-PCR
Fiir die Standard-PCR wurde der HotStar-Taq Master Mix (QIAGEN) verwendet. Es wurden

mit dieser Polymerase weniger bis kein Hintergrund oder unspezifische Amplifikations-
produkte beobachtet. Der Vorteil besteht in der rekombinanten 94-kDa Taq-DNA-
Polymerase, die bei normalen Temperaturen inaktiv und erst durch eine Denaturierung fiir 15

min bei 95°C aktiviert wird.

Ein 15 pl PCR-Ansatz fiir den HotStar-Taq Master Mix Ansatz setzte sich aus folgenden
Komponenten zusammen:

0,5 ul DNA-Template (100 ng/ul)

0,3 pul Primer A (50 pmol/pl)

0,3 ul Primer B (50 pmol/ul)

7,5 ul HotStar-Taq Master Mix

6,4 ul ddH,O

HotStar-Taq Master Mix (2x konzentriert)
HotStar-Taq DNA Polymerase
PCR-Puffer mit 3 mM MgCl,, Tris-HCI, (NH4),SO4
400 uM je ANTP

Alle Komponenten wurden zusammen pipettiert, dabei wurde auch immer -eine

Negativkontrolle (Ansatz ohne DNA) mitgefiihrt. Die PCR-Reaktion lief dann nach
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folgendem Temperaturprofil ab, fiir Fragmente bis 600 bp wurden 30 s und dariiber 1 min fiir
jeden Schritt im Zyklus veranschlagt.

Temperatur Zeit
95°C 15 min
92°C 30 s — 1 min
53-68°C 30 s—1 min 35 Zyklen
72°C 30 s— 1 min
72°C 10 min
10°C Hold

3.2.12.2 PCR fiir das Durchmustern einer BAC-Bibliothek
Die PCR wurde mit einem kleinen Volumen durchgefiihrt, um die DNA-Ressourcen der Bank

zu schonen. Als Vorgehensweise fiir das Identifizieren der BAC-Klone wurde das ‘Down to

the well’-Verfahren angewandt.

Die PCR-Ansitze fiir das Durchsuchen der BAC-Bibliothek mit HotStar-Taq Master Mix
wurden im Gegensatz zur Standard-PCR in der DNA-Menge verdndert. Fiir den ‘upper-pool-
screen” wurden 0,2 pul DNA und fiir die ‘plate pool-screen’/ ‘down to the well’-Ansitze

wurden 0,5 pl DNA eingesetzt.

3.2.12.3 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR wurde zur schnellen Auffindung rekombinanter Klone verwendet. Es

wurde der Standard-PCR Ansatz als Grundlage verwendet, jedoch um die DNA Menge mit
Wasser aufgefiillt. Von der LB-Agarplatte wurde der Klon vorsichtig mit einer 10ul-
Pipettenspitze abgenommen. Es wurde darauf geachtet, dass der Agar zur Vermeidung von
Kontaminationen nicht beriihrt wurde. Mit der Spitze wurde die Bakterienkolonie in das PCR-
Gefdl3 iiberfiihrt und anschlieBend auf einer Agarplatte mit gekennzeichneten Flidchen
ausgestrichen. Man hat nach Inkubation der Platte im 37°C-Schrank den Vorteil die einzelne
Kolonie aus der Kolonie-PCR vorliegen zu haben. Die PCR wurde unter den oben

angegebenen Standard-PCR Bedingungen durchgefiihrt.
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3.2.124 Halb-quantitative PCR
Diese Methode wurde fiir die halb-quantitative Bestimmung von DNA-Konzentrationen

verschiedener Allele benutzt. In der Duplex-PCR wurden zwei Primerpaare von zwei Loci im
gleichen PCR-Ansatz verwendet. Der PCR-Ansatz entsprach der Standard-PCR jedoch
wurden insgesamt nur 25 Zyklen durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurden von 15 pl
Gesamtvolumen 8 pl mit Probenpuffer versetzt und in einem 8%igen Polyacrylamidgel

erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente.

3.2.12.5 Degenerate Oligonucleotide-Primed PCR (DOP-PCR)
Die DOP-PCR erlaubt iiber degenerierte Primer (5°-3’: CCG ACT CGA GNN NNN NAT

GTG G) die Vermehrung von DNA, da sich die Primer statistisch verteilt an die DNA
anlagern und die Amplifikation der gesamten DNA vermitteln (Telenius et. al. 1992). Man
bedient sich einer Voramplifikation (Pre-DOP) und durch weitere Amplifikationen erhdht

man die Ausbeute auch bei geringer DNA-Ausgangsmengen.

PCR-Ansatz Pre-DOP mit einem Gesamtvolumen von 5 pl:

0,5 ul 10x Taq-Puffer A
1,2 ul MgCl; (25 mM)
0,5 ul DOP-Primer (25 pmol/ul)
0,5 ul dNTP (2,5 mM)
0,5 ul Taq Polymerase (5 U/ul, Promega)
2,7 ul ddH,O bei BAC-DNA
0,0 ul ddH,0 bei YAC-DNA
ca. 100 ng/ul DNA-Template
1 ul BAC-DNA (alkalische Lyse 1:10 verdiinnt
2,3 ul YAC-DNA (DOP-Produkte)

Taqg-Puffer A (Promega):

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM NaCl

0,1 mM EDTA

Il mM DTT

50% Glyzerin

1%  Triton X-100
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PCR-Reaktion der Pre-DOP:

Temperatur Zeit
94°C 2 min
94°C 1 min
37°C 1 min 8 Zyklen
72°C 3 min
72°C 10 min
10°C Hold

Die DNA der Pre-DOP wird anschliefend fiir weitere Reaktionen eingesetzt. Mittels eines
Agarose Gels wird die FragmentgroBBe und amplifizierte Menge abgeschitzt. Fiir weitere

Amplifikationen verwendet man 2 bis 8 pul DNA aus der 1. DOP-PCR.

PCR-Ansatz 1. DOP:

Sul 10x Tag-Puffer A

5ul MgCl; (25 mM)

2l DOP-Primer (25 pmol/pl)

5ul dNTP (2,5 mM)
0,5 pl Taq Polymerase (5 U/ul, Promega)
28 ul ddH,0O

Sul DNA-Template aus Pre-DOP

PCR-Reaktion der 1. DOP:

Temperatur Zeit
94°C 3 min
94°C 1 min
40°C 1 min 35 Zyklen
72°C 3 min
72°C 10 min
10°C Hold
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3.2.13 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) wurden fluoreszenzmarkierte DNA-
Sonden an Metaphase Chromosomen und Interphasekernen, die auf Objekttriger fixiert

waren, hybridisiert .

3.2.13.1 Markierung der DNA-Sonden durch DOP-PCR
Der Einbau der fluoreszenz markierten Nukleotide erfolgte wie bei der DNA-Amplifikation

mit der DOP-PCR. Hierbei ist ein bestimmtes Verhéltnis von markierten dUTPs und
unmarkierten dTTPs entscheidend. Wiirde man nur markierte dUTPs der Taq-Polymerase
zum Einbau anbieten, so wiirde es zu sterischen Behinderungen zwischen den fluoreszenz

markierten dUTPs kommen und eine effektive Markierung der DNA wiirde verhindert.

PCR-Ansatz fiir die Markierung mittels DOP-PCR:

5ul  10x Tag-Puffer A

4ul 25 mM MgCl,

10 ul 25 pmol/ul DOP-Primer

3,75 pl2 mM dATP, dGTP, dCTP

lpul 1 mMdTTP

0,5 ul 0,5 mM Fluoro dUTP

0,5 ul 5 U/ul Tag Polymerase

5 — 8 pl DNA-Template aus 1. DOP-PCR

29,75 -26,75 pul ddH,O
Die PCR-Reaktion wurde wie bei der DOP-PCR angegeben durchgefiihrt. Zur Uberpriifung
der FragmentgroBen wurden 4 pl des Reaktionsansatzes auf ein 2%iges Agarosegel

aufgetragen.

3.2.13.2 Markierung der DNA-Sondern durch Nick-Translation
Die bei der Nick-Translation eingesetzte DNasel-Konzentration wurde fiir jede DNA-Sonde

durch eine DNasel-Titration optimiert. Es wurden unterschiedliche Verdiinnungsstufen

(1:4000, 1:6000, 1:10.000, 1:15.000) der DNasel (10 U/ul) hergestellt und bei 15°C fiir 60

min inkubiert.

l ug DNA

2,5 ul 10x Nick-Translations Puffer

2,5 ul DNasel

mit ddH,O auf 25 pl Gesamtvolumen auffiillen
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10x Nick-Translations Puffer

0,5M Tris-HCI pH 7,9

50 mM MgCl,

0,5 mg/ml BSA
Die Reaktion wurde abgestoppt mit 5 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) und erhitzen fiir 10 min auf
65°C. Mit einem 2%igen Agarosegel wurden die Fragmentgrofen kontrolliert. Fiir die Nick-
Translation wurde die DNasel-Konzentration eingesetzt, die die Fragmente in der Grofle

zwischen 100 bp und 600 bp erzeugte.

Ansatz Nicktranslation:

5ul  10x Nick-Translations Puffer

0,5 ul 100 mM DTT

5ul 0,5 mM Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP)

5ul 0,5 mM Bio-16-dUTP/dUTP (1:3) bzw. Dig-11-dUTP/dUTP (1:3)
5ul  DNasel (ermittelte Konzentration)

2,5 ul DNA-Polymerasel (10 U/ul)

2 ug DNA

mit ddH,O auf 50 pl Gesamtvolumen auffiillen

Nach 60 min wurde die Reaktion wie oben beschrieben abgestoppt und 4 pl des

Reaktionsansatzes auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen.

3.2.13.3 Markierung der DNA-Sondern durch BioPrime (LifeTechnologies)
Bei diesem System erfolgt die Markierung der DNA mit Biotin-14-dCTP unter Verwendung

von random-Primern (Oktamer) und dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerasel.

5-20 pul 100 ng DNA

20 ul  2,5x random-Primer (eiskalt)

Denaturierung 5 min in kochendem Wasser, das Gefdl3 auf Eis iiberfithren und die
weitern Komponenten hinzugeben.

S5ul  10x d NTP Mix

bis zu einem Volumen von 49 ul mit ddH,O auffiillen, mischen

I ul  Klenow-Fragment hinzugeben, mischen, 15-30 s zentrifugieren

Inkubation 60 min bei 37°C, Reaktion mit 5 pl Stop-Puffer beenden.
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2,5x random-Primer

125 mM Tris-HCI (pH 6,8)

12,5 mM MgCl,

25 mM 2-Mercaptoethanol

750 pg/ml random-Primer
10x ANTP Mix

1 mM Biotin-14-dCTP

1 mM dCTP

2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

1 mM Na,EDTA
Klenow-Fragment (40 U/ul) in

50 mM K;PO, (pH 7,0)

100 mM KCl

I mM DTT

50% Glyzerin

Stop-Puffer

0,5 M Na,EDTA (pH 8,0)

3.2.134 Aufarbeitung der markierten DNA-Sonden
Fiir eine Hybridisierung wurden humane DNA-Sonden eingesetzt, die vielfach repetitive

Sequenzen enthdlt. Diese wurden supprimiert, indem man der markierten Sonde sog.
Kompetitions-DNA zusetzte, die sich vor der -eigentlichen Hybridisierung an die
entsprechenden Sequenzen der Sonde anlagerte. Zur Abséttigung unspezifischer Sequenzen
wurde Heringssperm-DNA eingesetzt und die hochrepetitiven Sequenzen mit Cotl-DNA
abgesittigt (Lichter et al., 1988; Pinkel et al. 1988).

Es wurden zwischen 100 ng und 500 ng markierte DNA mit 15 pl Hering DNA (9,7 ng/ul)
und 10 pl Cotl-DNA (1pg/ul) coprizipitiert. Zu dem Gesamtvolumen wurde die 2,5 fache
Menge 100% Ethanol und 1/60 Volumen 3 M NaAc (pH 5,2) hinzugegeben und danach
erfolgte eine Fillung bei —70°C fiir 30 min oder bei —20°C ii.N.. Es wurde fiir 30 min bei
13.000 rpm zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand abgenommen und das Pellet
luftgetrocknet. Fiir eine 18x18 groBe Hybridisierungsfliche wurde das Pellet in 7,5 pl
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deionisiertem Formamid 15 min unter Schiitteln bei 42°C resuspendiert danach wurden 7,5 pl
(20% Dextransulfat, 4x SSC) hinzugegeben und erneut unter Schiitteln bei 37°C vermischt.
Es folgte dann die Denaturierung fiir 10 min bei 75°C und ein 'Preannealing' bei 37°C fiir 30
bis 60 min. Die so vorbereiteten Sonden lieBen sich auf die vorbereiteten Objekttrager

pipettieren.

3.2.13.5 Vorbehandlung und Denaturierung der Chromosomenpriparate
Parallel zur Sondenvorbereitung wurden die Objekttriger zuerst in einer Kiivette mit 2x SSC

(RT) équilibriert. Auf den Objekttrager wurden 200 pul RNaseA (200 pg/ml) in 2x SSC
gegeben und mit einem 24x50 mm Deckglas abgedeckt. Es wurde fiir 30 min bei 37°C in
einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden die Prdparate 3x 5 min mit 2x SSC

gewaschen.

Zur Denaturierung von Proteinen folgte eine Pepsin-Behandlung in einer Kiivette gefiillt mit
25 ul Pepsin (10%ig) in 50 ml 0,01 M HCI (pH 2,3) und die Inkubation erfolgt fiir 10 min bei
37°C. Danach wurde mit 1x PBS (2x 5 min) und mit 1x PBS/50 mM MgCl, (1x 5 min)
jeweils bei RT gewaschen. Die Chromosomenpriparate wurden je 3 min bei RT mit einer

aufsteigenden Ethanol-Reihe (70%, 85% und 100%) dehydriert.

Nach dem Lufttrocknen wurden die Objekttrager mit 200 ul Denaturierungslosung (70%
deionisiertes Formamid, 2x SSC) iiberschichtet, mit einem Deckglas abgedeckt und fiir 1 min
bei 85°C im Ofen inkubiert. Im Anschluss wurde erneut je 3 min mit einer —20°C kalten
aufsteigenden Ethanol-Reihe (70%, 85% und 100%) dehydriert und die Préparate
anschlieBend luftgetrocknet.

RNaseA 20 mg/ml
10 mM Tris-Cl pH 7,5
15 mM NaCl
15 min kochen, Aliquots bei —20°C lagern
10% Pepsin
100 mg/ml in H,O
PBS Kalcium/Magnesium frei (pH 7,3)
0,14 M NaCl
2,7mM KCI
8 mM Na,HPO,4
1,4 mM KH,POy
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20x SSC (pH 7,0)
3 M NaCl
0,3 M C6H507Na3

3.2.13.6 Hybridisierung
Auf die vorbereiteten Objekttriger wurden die markierten und aufgearbeiteten DNA-Sonden

auf entsprechend markierte Hybridisierungsfelder aufgetragen und mit einem Deckglas
luftblasenfrei abgedeckt. Die Rénder der Deckgldser wurden mit Fixogum versiegelt. Die

Hybridisierung erfolgte tiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 37°C.

3.2.13.7 Waschen der hybridisierten Chromosomenpriiparate
Nach der Hybridisierung wurden nicht gebundene bzw. unspezifisch gebundene DNA-Sonden

entfernt, indem verschiedene Waschschritte mit steigender Stringenz durchgefiihrt wurden.
Das Fixogum wurde vorsichtig abgelost und die Chromosomenpriparate nach folgenden

Bedingungen gewaschen:

Temperatur Waschlosung Zeit
42°C 2x SSC 3x 5 min
42°C 0,4x SSC 3x 5 min
60°C 0,1x SSC 2x 5 min

Die Waschldsungen waren fiir die indirekt und direkt markierten Sonden gleich, jedoch wurde

bei der direkten Markierung nach dem Waschen eine Gegenfiarbung mit DAPI angeschlossen.

3.2.13.8 Detektion der Biotin bzw. Digoxigenin markierter DNA-Sonden
Fiir die weiteren Schritte wurde der Objekttrager dquilibriert (4x SSC; 0,1% Tween 20). Im

weiteren Verkauf konnten unspezifische Bindungsstellen die folgenden Antikorperreaktionen
storen, deshalb wurde mit einer Blocking-Losung (3% BSA (filtriert); 0,1% Tween 20; 4x
SSC) bei 37°C fiir 60 min inkubiert.

Die Antikdrper wurden in getrennten Ansdtzen mit Antikdrper-Losung (1% BSA; 0,1%
Tween 20; 4x SSC) verdiinnt. Davon wurden je 100 pl auf den Objekttrager aufgetragen und

gemischt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 200 ul ergab.
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Verdiinnungen
Antikorper gegen Biotin Antikorper gegen Digoxigenin
1. AntikOrper Fluorescein anti-Avidin (1:200) Cy3 anti-Dig (1:200)
2. Antikorper Biotyniliertes anti-Avidin (1:300) Cy3 anti-Mouse (1:300)
3. Antikorper Fluorescein anti-Avidin (1:200)

Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer. Nach der
Inkubationszeit wurde der Objekttrager 3x 5 min bei 42°C mit der Antikoérper-Waschlosung
(4x SSC; 0,1% Tween 20) gewaschen. Die Gegenfarbung folgte anschlieend mit DAPI.

3.2.13.9 Gegenfiarbung der DNA
Fiir die Gegenfarbung wurden die Objekttrager fiir 20 bis 40 s in einer Kiivette mit 1ug/ml

DAPI in 50 ml 2x SSC belassen. Uberschiissiges DAPI wurde mit deionisiertem H,O entfernt
und fiir ca. 15 min ldsst man die Objekttrager im Dunklen trocknen. Zur Konservierung der

FISH-Signale deckt man den Objekttrager mit einem Antifade-Medium ein.

3.2.13.10 Fluoreszenzmikroskopie und Dokumentation
Fiir die Auswertung der Hybridisierungen stand ein Auflichtfluoreszenz-Mikroskop von der

Firma Olympus zur Verfiigung. Die Filterkombination der Anregungsfilter bzw. Sperrfilter
war fiir DAPI 360/40 bzw. 460/50, die Kombination fiir FITC war 475/30 bzw. 530/40 und
fiir Cy3 545/30 bzw. 610/75. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer Charged Coupled
Deviced (CCD) Kamera (ORCAI; Hamamatsu, Herrsching) und der Aufnahmesoftware ISIS-
Imaging System (Metasystems, Altlussheim).

3.3 Fallbeschreibungen

3.3.1 Patientin CMI (partielle Trisomie 21)

Die klinischen Befunde dieser Patientin wurden von Prof. Kennerknecht und Dr. Lemcke am

Institut fiir Humangenetik, Universitidt Miinster erstellt.

Die Patientin CMI wurde als zweites Kind einer 31-jdhrigen Mutter und eines 33-jdhrigen
Vaters geboren. Die Eltern waren gesund und nicht miteinander verwandt. Die 11 Jahre alte
Tochter war nachweislich gesund. In der Familie waren bisher keine Erkrankungen bekannt.
Uber den Verlauf der Schwangerschaft und der Geburt lagen keine Daten vor, es war nur

bekannt, dass eine frithere Schwangerschaft durch einen Abort beendet wurde.
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Fiir eine Chromosomenanalyse wurde die Patientin im Alter von einem Monat an das Institut
fiir Humangenetik in Miinster iiberwiesen. Die Patientin wurde nach einem auffélligen
Karyogramm hinsichtlich einer Trisomie 21 nach der sog. Jackson Liste (Jackson et al., 1976)
beurteilt. Danach waren von 25 Merkmalen fiinf vorhanden und zu diesen gehorten die
Brachyzephalie, ein permanent gedffneter Mund, eine flache Nasenwurzel, ein kurzer Hals
und kurze, breite Hinde. Und zwei Merkmale (Brushfield Flecken, kurzer 5. Finger) waren in
ihrer Beurteilung fraglich. Insgesamt wéren das maximal sieben Merkmale, die als Kriterium

zur Beurteilung von einem Down Syndrom heranzuziehen wéren.

3.3.2 Patientin JP (partielle Monosomie 21)
Die klinischen Befunde dieser Patientin wurden von Prof. Kennerknecht und Dr. Lemcke,

Institut fiir Humangenetik, Universitidt Miinster erstellt.

Die Patientin JP wurde als erstes Kind einer 23-jdhrigen Mutter und eines 24-jdhrigen Vaters
geboren. Beide Eltern waren gesund und nicht miteinander verwandt. Bei den beiden jlingeren
Geschwistern der Patientin konnten keine Auffalligkeiten festgestellt werden. Bis auf einen
Cousin viterlicherseits mit Down Syndrom war die Familiengeschichte unauffillig. JP wurde
1988 nach einer normalen Schwangerschaft in der 35. Woche geboren. Im Sauglingsalter
trank sie schlecht und es wurden Verzogerungen in der motorischen und mentalen
Entwicklung festgestellt. JP konnte erst im Alter von 2 Jahren laufen und die sprachliche
Entwicklung war im Gegensatz zu altersgleichen Kindern verzogert. In frither Kindheit wurde
linksseitig eine Gehorgansatresie festgestellt und sie zeigte beidseitige Ohranhéngsel. Im Jahr
1995 traten erstmalig Krampfanfille im Sinne von Absencen auf. JP besuchte eine Schule fiir

Lernbehinderte und ihr IQ wurde mit 73 bestimmt.

Im Jahr 2001 wurde die Patientin wegen der Entwicklungsverzogerung vorstellig. Im Alter
von 12 Jahren wies sie einen schlanken und marfanoiden Habitus auf, bei einer Koérperhohe
von 142,6 cm (10er-Perzentile) und einem Gewicht von 24,7 kg (<3er-Percentile) (Abbildung
3-1 A). Im Alter von 11 5/12 Jahren wurde bei JP ein Skelettalter von 10 Jahren
(Atlasmethode nach Greulich-Pyle) bestimmit.

Verschiedene Dysmorphien des Schéddels waren erkennbar: ein dreieckiges Gesicht mit einer
breiten Stirn, groe und tiefsitzende Ohren mit dysplastische Ohrmuscheln und einem weiten
Augenabstand (Hypertelorismus). Es fanden sich nach unten geneigte Lidspalten, eine

konvexe Nase, diinne Lippen, Zahnfehlstellungen und ein schmales Kinn (Abbildung 3-1 B).
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Sie hatte proximal ansetzende Daumen, an beiden Hénden zeigte der II. Finger eine
Schiefstellung (Klinodaktylie) und die distalen Fingerglieder (Phalangen) der Finger I. und II.

schienen verkiirzt (Abbildung 3-1 C). Ihre Fiile besallen ausgeprigte Knochen am Innenrand
(Normvariante) (Abbildung 3-1 D).

JP wies eine rechtsseitige, mittelgradige Schwerhorigkeit auf, sie war kurzsichtig und zeigte
einen unsicheren Gang. Die Haut erschien im Ganzen durchscheinend und diinn. Klinische
Untersuchungen des Herzen, Schilddriise, Lunge, Gastrointestinaltrakt und Genitalien waren

unauffallig, als auch neurologische Untersuchungen, Rontgenaufnahmen des Gehirns und
metabolische Tests.

o R AT R
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Abbildung 3-1 Aufnahmen der Patientin JP

A) In der Abbildung ist der marfanoiden Habitus erkennen von JP erkennbar
B) Die Frontalaufnahme zeigt das dreieckige Gesicht mit einer breiten Stirn, die nach unten
gerichteten Lidspalten, einen weiten Augenabstand, die schmalen Lippen und ein schmales Kinn.

C) Das Profil zeigt die konvexe Form der Nase und die tiefansetzenden Ohren mit dysplastischen
Ohrmuscheln.

D) Die Hénden zeigen proximal ansetzende Daumen, beidseitige eine Klinodaktylie der II. Finger und
die distal verkiirzten Phalangen der Finger 1. und II.

E) Ein ausgeprigte Knochen am Innenrand der Fiile (Normvariante) ist schwer erkennbar.
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3.3.3 Patient SR (partielle Monosomie 21)
Die klinischen Befunde des Patienten wurden von Dr. Prager und Dr. Junge, Gemeinschafts-

praxis fiir Humangenetik und medizinische Genetik, Dresden erstellt.

Der Patient SR ist das zweite Kind einer 27-jdhrigen Mutter und eines 30-jdhrigen Vaters. Die
Eltern sind gesund und nicht miteinander verwandt. Die dltere Schwester entwickelt sich
altersgerecht. In der Familie des Vaters zeigten mehrere Angehorige (seine Geschwister und
deren Kinder) eine Sprachentwicklungsverzogerung. Ein Halbbruder der Mutter verstarb
wenige Tage nach der Geburt, die Ursache ist unklar. Die weitere Familiengeschichte ist

unauffallig.

SR wurde 1991 nach unauffilliger Schwangerschaft und einem vorzeitigem Blasensprung in
der 40. SSW eutroph geboren; Geburtsmalle: 51 cm (55. Perzentile); 2850 g (20. Perzentile).
Icterus neonatorum sonst ungestorte postnatale Adaptation. Im Siduglingsalter und im

weiteren Verlauf war die Nahrungsaufnahme normal.

Im Alter von 1,5 Jahren wurde eine hochgradige circumskripte Aortenisthmusstenose ohne
ausgepriagte Kollateralkreisldufe diagnostiziert. Samtliche Kopf-Hals-Gefdfle gingen aus

einem Stamm ab (Normvariante). Die Aortenisthmusstenose wurde 1995 operativ korrigiert.

SR konnte mit 15 Monaten frei laufen, wies aber im Kleinkindalter eine Hypertonie der
unteren Extremitdten und eine Rumpfhypotonie auf. Bis auf eine Koordinationsstorung war
die motorische Entwicklung im weiteren Verlauf altersgerecht. Im Jahr 1999 traten erstmalig
Krampfanfille auf. Unter Ospolot (Sultiam) ist er anfallsfrei. Im EEG fanden sich Hinweise

auf eine leichte parieto-occipitale Erregbarkeitssteigerung.

Die sprachliche Entwicklung war deutlich verzogert (multiple Dyslalie und
Dysgrammatismus). SR zeigte eine méfBige mentale Retardierung. Er besuchte zunéchst die
Sprachheilschule und anschlieBend eine Schule fiir geistig Behinderte. Besondere Probleme

traten im abstraktiven Bereich und im Durchsetzungsvermdgen in der Gruppe auf.

Verschiedene faziale Dysmorphien waren erkennbar: groer Hirnschédel, breite hohe Stirn,
dreieckiges Gesicht, Mikrogenie, prominentes Kinn, lange gebogene Wimpern, Lidspalten
nach auBlen unten leicht abfallend, eingesunkene Nasenwurzel, kleine Nase, gerader
Nasenriicken, relativ groler Mund, schmale Oberlippe, kurzes Philtrum und grof3e

tiefangesetzte Ohren.

Die Korpergrofle lag bei normaler Wachstumsrate im Bereich der 25. Perzentile. Der Junge

hatte einen schlanken, normal proportionierten Korperbau, schmale Hénde und Fiile. Die
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Extremititen waren frei beweglich mit Uberstreckbarkeit der groBen Gelenke. Das Hor- und
Sehvermdgen war unauffillig. Klinische Untersuchungen der Schilddriise, Lunge, Leber,
Milz, Gastrointestinaltrakt und Genitalien waren unauffillig, auch die metabolischen Tests

lagen im Normbereich.

Abbildung 3-2 Aufnahmen des Patienten SR im Alter von 5 Jahren

A) Schlanker und normal proportionierten Korperbau des Patienten SR.

B) Die Portraitaufnahme von SR lésst den groBen Hirnschédel, eine breite hohe Stirn, ein dreieckiges
Gesicht, lange gebogene Wimpern, nach auB3en unten leicht abfallende Lidspalten, groBer Mund,
schmale Oberlippe und ein kurzes Philtrum erkennen.

C) In der seitlichen Aufnahme sind Mikrogenie, prominentes Kinn, eingesunkene Nasenwurzel, kleine
Nase, gerader Nasenriicken, und grof3e tiefangesetzte Ohren erkennbar.

D) Die Aufnahme zeigt die schmalen Héinde.

Die Aufnahmen wurden von Dr. Prager/Dr. Junge zur Verfiigung gestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung von BAC-Klonen fiir die Chromosomen 13, 21 und 22

Zum Nachweis von strukturellen und numerischen Chromosomenverdnderungen mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) wurden regionspezifische DNA-Sonden etabliert.
Es wurde ein DNA-Sondenkollektiv fiir den Nachweis der héufig auftretenden autosomalen
Trisomien 13 und 21 erstellt. Zusétzlich wurden fiir die strukturellen Verdnderungen des '13q-
Syndrom' und die Mikrodeletionsregion 22q11 DNA-Sonden etabliert. Dazu wurden Bacterial
Artificial Chromosomes (BACs) etabliert, die eine durchschnittlichen Insertgréf3e von ca. 150
kb aufweisen Die BACs erwiesen sich fiir die FISH geeignet, denn sie zeigten in den
Hybridisierungen distinkte und chromosomenspezifische Signale an Metaphaseplatten als
auch in Interphasekernen. Fiir die Identifizierung regionspezifischer BAC-Klone wurde eine

BAC-Bank (Incyte Genomics) mittels PCR durchmustert.

4.1.1 Chromosom 13 spezifische BACs

Fiir das Chromosom 13 wurden zwolf STS Marker fiir das Durchmustern der BAC-Bank
verwendet und es konnten insgesamt 13 BACs isoliert werden. Dabei kartiert ein BAC zu der
zentromernahen Bande 13q12 und die restlichen 12 BAC-Klone in die Region 13q31-33
(Tabelle 4-1).

Fiir das Chromosom 13 war es von Interesse DNA-Sonden zu etablieren, die einerseits den

proximalen Bereich 13q14 und andererseits den distalen Bereich 13q31-q33 detektieren.

Der Bereich 13q14 wurde ausgewihlt, da sich FISH-Sonden dieser Region als zuverldssig in
der Diagnostik fiir die Darstellung von Chromosom 13 Trisomien gezeigt haben (z.B. Fa.
Vysis, Fa. Oncor). Aus der Regionen 13q14 wurde der Marker (D13S164) ausgewihlt, dieser
befindet sich ca. 40 kb proximal vom Gen RBI (Retinoblastoma). Uberraschenderweise zeigte
der mit diesem Marker isolierte BAC-Klon (16313I) Signale in der Bande 13q31-32 und nicht
in 13ql4 (Tabelle 4-1). Auch die weitere Sequenzierung der BAC-Enden gab keine
Information iiber die Lokalisation innerhalb von 13q31-32. Eines der sequenzierten BAC-
Enden zeigte 84% Sequenzidentitidt zu dem Klon RP11-6831.23, der in dem kurzen Arm von
Chromosom 18 kartiert (Tabelle 4-2).
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Tabelle 4-1 Chromosom 13 spezifische BACs

Die BAC-Klone sind vom Zentromer zum Telomer angeordnet und zudem ist die dazugehdrige Bande
in der ersten Spalte angegeben. Die fiir die Durchmusterung der BAC-Bank verwendeten Marker sind
in Spalte drei aufgefiihrt. Die Marker in Klammern weisen darauf hin, dass diese fiir die Durch-
musterung verwendet wurden, sich aber nicht an DNA der isolierten BAC-Klone bestétigen lieBen. In
Spalte vier sind die BAC-Grofien nach der BAC-Endsequenzierung in kb angegeben, ein (*) bedeutet,
dass nicht beide BAC-Enden sequenziert werden konnten, und die GréBe nach einer Restriktions-
spaltung mit Notl und anschlieBenden Auftrennung mit der Pulsfeldgelelektrophorese bestimmt
wurde.

chrolr;; (I)ls(;);nale Bezeichnung Marker G(;‘((;)l;e
13q12.1 17382P (stélcﬁ% 114
13g31.1 10567H D13S1283 149
13g31.2 03308N D13S265 119
13931-32 163131 (D13S164) 120*
13g32.1 10358B D13S281 150*
13g932.1 11308P D13S281 137
13q32.2 01348G D13S159 196
13932.3 04382H SGC31753 100*
13932.3 11321B SGC32863 126
13g932.3 04324E SGC34538 150%
13933.1 15377K D13S174 135
13g33.1 045030 SGC32558 150%*
13g33.1 11341A D13S280 150*

Fir den Bereich 13q31-33 wurden insgesamt 11 BACs mit Markern identifiziert, die
innerhalb der '13q- Syndrom' Region lokalisiert sind (Tabelle 4-1). Es lieBen sich innerhalb
der Bande 13q31.1 das BAC 10567H (D13S1283) und in 13q31.2 das BAC 03308N
(D13S265) isolieren. Die Sequenzierungen der BAC-Enden bestitigten die Marker und die
Lokalisation der BACs innerhalb der genomischen Contigs (Tabelle 4-2).

Die BACs 10358B/11308P (D13S281) und 01348G (D13S159) befinden sich proximal zu der
kritischen Region fiir Holoprosenzephalie (HPE), die von dem proximalen Marker D13S136
flankiert wird (Tabelle 4-1, Abbildung 4-1). Distal zu D13S136 wurden die Marker
SGC31753 und SGC32863 (BAC 11321B) fiir die Durchmusterung eingesetzt. Es gelang mit
dem STS SGC31753 die beiden BACs 17382P und 04382H zu identifizieren. Fiir BAC
17382P zeigte die FISH Signale in 13q12, aber keine Signale in 13q32. Ebenfalls zeigte die
Sequenzierung der BAC-Enden, dass der Klon dem Contig AL1388699 bzw. AL136439 in
13q12 zuzuordnen war (Tabelle 4-2). Die BAC-Klone 04382H und 11321B zeigten FISH-
Signal in 13q32 und dariiber hinaus bestitigen die Sequenzierungen die Lokalisation

innerhalb der genomischen Contigs (Tabelle 4-2).
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Distal zu der HPE Deletionsregion wurden vier weitere BAC-Klone 04324E (SGC34538),
15377K (D13S174), 045030 (SGC32558) und 11341A (D13S280) etabliert (Tabelle 4-1).
Das BAC 04324E konnte nicht sequenziert werden und die Position innerhalb der Bande
konnte nur mit FISH- und PCR-Analysen bestétigt werden. Die iibrigen drei BACs wurden
anhand der Endsequenzen innerhalb der genomischen Contigs angeordnet (Tabelle 4-2,

Abbildung 4-1).

& & )
e 5 & &
T S § ¢
13q12.1
Zen. | FLT3 | | :> Tel
_ 262 Mb 26,6 Mb 86,4 Mb 88,8 Mb

15377K, 045030, 11314A
13¢31
13¢32
13¢33

99,5 Mb

)
,bb??’ > & XN
¢ N v V
& & &£ &
° ° v ¥
Zen. ‘ ‘ TPP2 ERCC5 Tel.
l l
| |
100,7 Mb 101,3 Mb 101,6 Mb 101,9 Mb

I I I
_ 15377K 045030 11341A

Abbildung 4-1 Ubersicht der BACs des Chromosom 13

In der linken oberen Ecke ist die Position der BAC-Klone anhand eines Idiogramms (550 Banden)
dargestellt und in der Abbildung befindet sich rechts zusitzlich eine detaillierte Darstellung mit der
Positionen der BAC-Klone. Die BACs sind farblich den chromosomalen Banden zugeordnet und die
Anordnung vom Zentromer zum Telomer erfolgt in der vergroBerten Darstellung von links nach
rechts. STS Marker und Gene werden mit den ungefihren Positionen in Mb angegeben und die
Holoprosenzephalie (HPE) Deletionsregion ist rot unterlegt. FLT3 (FMS related Tyrosine Kinase 3);
GPC6 (glypican 6); FARP1 (FERM, ARHGEEF and pleckstrin domain-containing protein 1); ZIC2 (zic
family member 2, odd-paired homolog, Drosophila); PCCA (propionyl coenzyme A carboxylase,
alpha polypeptide); TPP2 (tripeptidyl peptidase II); ERCCS (excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency)
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Tabelle 4-2 Ergebnisse der Sequenzanalysen der BAC-Endsequenzen fiir BAC-Klone, die zu
Chromosom 13 kartieren

Ergebnisse der Vergleiche der BAC-Endsequenzen mit den genomischen Contigs nach der Analyse
durch 'nr-Blast'. Fiir jedes der sequenzierten BAC-Enden, das mit einem genomischen Klon identisch
ist, ist neben der Datenbankadresse die Bezeichnung des Klons angegeben. Das zentromernahe BAC-
Ende ist mit 'zen' und das telomernahe BAC-Ende mit 'tel' bezeichnet. In der letzten Spalte ist
angefiihrt, wieviele Basenpaare der BAC-Sequenz mit dem genomischen Klon identisch sind.

Homologie zu genomischem Klon
Datenbank Bezeichnun Identit:it
BAC Adresse £
i 11120988Jemb Human DNA sequence from clone RP1 1-4OQI20 on | 59530
zen IAL138699 chromosorng 13 Contains part of the LNX (ligand of (99%)
17382P numb-protein X) gene, ESTs and GSSs
tel gi|12666202|emb | Human DNA sequence from clone RP11-87C7 on 319/321
|AL136439 chromosome 13g21.2-22.1 (99%)
163131 | zen 2i|21218123|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 18p 168/198
AP001005 clone:RP11-6831.23 (84%)
sen gi|15864959|emb | Human DNA sequence from clone RP11-568F20 on |451/466
10567H |AL162576 chromosome 13 (96%)
tel gi|13751441jemb | Human DNA sequence from clone RP11-342C20 on | 484/485
|AL360267 chromosome 13 (99%)
sen gi|11225688|emb | Human DNA sequence from clone RP11-86C3 on 490/508
03308N |AL158067 chromosome 13 Contains STSs and GSSs (96%),
tel gi|11876041jemb | Human DNA sequence from clone RP11-51A2 on | 739/743
|AL355821 chromosome 13 (99%)
il 10443406 ]cmb Human DNA sequence.from clone RP11-62D23 on 498/501
zen IAL162455 chromospme 13. Contains an exon of the GPC6 gene (99%)
10358B for glypican 6, ESTs, STSs and GSSs
tel gi|12584723jemb | Human DNA sequence from clone RP11-750K17 on | 454/457
|AL356598 chromosome 13 (99%)
il 10443406/emb Human DNA sequence.from clone RP11-62D23 on 449/449
zen IAL162455 chromos:orne 13. Contains an exon of the GPC6 gene (100%)
11308P for glypican 6, ESTs, STSs and GSSs
tel gi|12584723|emb | Human DNA sequence from clone RP11-750K17 on | 361/361
|AL356598 chromosome 13 (100%)
zen gi|11414653jemb | Human DNA sequence from clone RP11-573N10 on | 588/593
01348G |AL445223.6 chromosome 13 Contains STSs and GSSs (99%)
tel gi|18655955|emb | Human DNA sequence from clone RP11-111L24 on |259/259
|AL137249.29 chromosome 139q31.3-32.3 (100%)
04382H | rev 2i|13160177|emb | Human DNA sequence from clone RP11-214F16 on | 596/604
|AL139035.27 chromosome 13 (98%)
sen £i|13160177|emb | Human DNA sequence from clone RP11-214F16 on |228/230
11321B |AL139035 chromosome 13 (99%)
tel gi|14018287]emb | Human DNA sequence from clone RP11-279D17 on | 580/584
|AL445184 chromosome 13 (99%)
sen 2i|13606073|emb | Human DNA sequence from clone RP11-418110 on |489/503
15377K |AL161899 chromosome 13 (97%)
tel gi|14041748jemb | Human DNA sequence from clone RP11-811P12 on | 537/538
|AL356263 chromosome 13 (99%)
045030 | tel 2i|14018251jemb | Human DNA sequence from clone RP11-29B2 on | 453/465
|AL158063 chromosome 13 (97%)
Human DNA sequence from clone RP11-11L8 on
113414 | tel gi|11121387|emb | chromosome 13 Contains the SLC10A2 (solute 614/624
|AL161771 carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter (98%)
family), member 2)) gene, an EST, an STS and GSS




Ergebnisse 50

4.1.1.1 Anwendungsbeispiel fiilr Chromosom 13 spezifische BACs
Neben den invasiv gewonnenen Zellen sollten die FISH-Sonden auch in der nicht invasiven

Diagnostik zur Detektion sortierter, kindlicher Zellen aus miitterlichem Blut eingesetzt
werden. Es standen zu diesem Zeitpunkt keine sortierten, kindlichen Zellen zur Verfligung.
Als Testsystem wurden Blutausstriche von Nabelschnurblut minnlicher Neugeborener
verwendet. Die Unterscheidung von miitterlichen und kindlichen Zellen erfolgte in diesem
Fall iiber die Gonosomen. Fiir den Nachweis von kindlichen Zellen wurden X und Y
Zentromerproben verwendet. Beispielhaft wird eine Hybridisierung mit einem Chromosom 13
BAC (01348G) und der X-Zentromer Probe (pDMX1) angefiihrt (Abbildung 4-2). Die
Hybridisierung mit der Chromosom 13 spezifischen FISH-Sonde wies zwei Signale in den
miitterlichen und kindlichen Zellen auf und deutete darauf hin, dass keine Aneuploidie fiir das
Chromosom 13 vorlag. Deutlich waren die kindlichen, ménnlichen Zellen mit nur einem roten

Signal fiir das X-Chromosom von den miitterlichen zu unterscheiden (zwei Signale).

Abbildung 4-2 Hybridisierung Nabelschnurblut mit Chromosom 13 und X-Zentomer Probe

Eine Nabelschnurblutprobe (46,XY) wurde mit der Chromosom 13 spezifischen FISH-Sonde (BAC
01348G = griin) hybridisiert. Es zeigen sich zwei distinkte Signale in den Interphase. Mit der X-
Zentromer Probe (pDMX1 = rot) ergeben sich gut sichtbare Signale. Zwei Signale detektieren die
miitterlichen Zellen (Pfeil) und ein Signal die kindlichen Zellen.

4.1.2 Chromosom 21 spezifische BACs
Fir das Chromosom 21 wurden nach dem Durchmustern der BAC Bank mit acht Markern

insgesamt zehn fiir das Chromosom 21 spezifische BACs isoliert (Tabelle 4-3).

Diese BAC-Klone wurden mittels PCR auf die Anwesenheit der Marker, die fiir die
Durchmusterung verwendet wurden, analysiert. Durch FISH-Analysen wurden die zehn

BAC-Klone den zytogenetischen Banden zugeordnet, und schlieflich lieBen sich die BACs
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nach den Sequenzierungen der BAC-Enden innerhalb der physikalischer Karte von

Chromosom 21 lokalisieren (Hattori et al., 2000).

Mit D21S55 und D21S259 lieBen sich trotz optimierter PCR-Bedingungen keine BACs
isolieren. Fiir die vier Marker (D21S15, D21S270, D21S3 und D21S53) wurden bei der
Durchmusterung der BAC-Bank anhand schwacher PCR-Signale zehn BACs isoliert. Fiir
diese zehn BAC-Klone wurden in den FISH-Analysen keine Signale auf Chromosom 21

erhalten.

Tabelle 4-3 Chromosom 21 spezifische BACs

Die BAC:s sind in Spalte 2 mit ihren Nummern vom Zentromer zum Telomer mit ihren
Bandenpositonen (Spalte 1) angeordnet. Die Marker, die zur Durchmusterung der BAC-Bank
verwendet wurden, sind in Spalte drei aufgefiihrt. In Spalte vier sind die BAC-Grofen nach der BAC-
Endsequenzierung in kb angegeben, ein (*) bedeutet, dass nicht beide BAC-Enden sequenziert werden
konnten, und die Grofle nach einer Restriktionsspaltung mit Notl und anschlieBenden Auftrennung mit
der Pulsfeldgelelektrophorese bestimmt wurde.

Chm]l;:l (I)ls((i);nale Bezeichnung Marker G(i‘{(;)l;e
21g21.1 06355L D21S1414 128
21q22.13 09381C D21S394 167
21q22.13 10337F D21S394 170
21q22.13 01357L SHGC51949 128
21g22.2 11531C D12S1412 85*
21q22.2 02324L D21S168 115
21q22.2 124861 D21S168 91
21q22.2 03384B D21S23 221
21g22.3 10293M D21S266 126
21g22.3 20303J JoCon5 181

Fiir die zentromernahe Bande 21g21.1 konnte BAC 06355L (D21S1414) identifiziert werden
(Tabelle 4-3, Tabelle 4-4). Die zytogenetische Zuordnung des BAC-Klons wurde mittels
FISH-Analysen bestétigt und nach der Sequenzierung der BAC-Enden lie sich der Klon
innerhalb der physikalischen Karte 6,2 Mb vom Zentromer entfernt lokalisieren. Damit eignet
sich dieser BAC-Klon in Kombination mit anderen DNA-Sonden fiir den Nachweis von

Trisomien.

Um FISH-Sonden in der Down-Syndrom kritischen Region zu etablieren, wurden in 21q22.13
in der Region des DYRKI1A Gens (dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated
kinase 1A) insgesamt drei BACs angereichert. Mit dem Marker D21S394 wurden die BACs
09381C und 10337F etabliert (Tabelle 4-3). Nach den Sequenzierungen der BAC-Enden
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zeigte sich, dass diese beiden BAC-Klone tatsdchlich in ithren Sequenzen teilweise iiberlappen
und sich iiber eine Gesamtlinge von 172 kb erstrecken (Tabelle 4-4). Die weitgehende
Sequenzgleichheit lieB sich auch nach einer Restriktionsspaltung mit Hindlll anhand der sehr
dhnlichen FragmentgrofSen darstellen (Abbildung 4-3). Erginzend zu diesen BAC-Klonen
bestétigten Sequenzierungen der BAC-Enden, dass BAC 01357L ca. 40 kb distal zu 09381C
bzw. 10337F positioniert ist.

Abbildung 4-3 Restriktionsspaltung von iiberlappenden BACs des Chromosom 21

Auftrennung der DNA-Fragmente von BAC 124861 (Spur 1), 02324L (Spur 2), 10337F (Spur 3) und
09381C (Spur 4) in einem 1% Agarosegel nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Hindlll. Spur 1
und 2 zeigen teilweise Ubereinstimmungen in den Fragmentmustern, sowie Spur 3 und 4. Die
Spaltmuster der BACs 124861/ 02324L und der BACs 10337F/ 09381C sind weitgehend identisch, da
es sich um tiberlappende Klone handelt.

(1): 124861, (2): 02324L, (3): 10337F, (4): 09381C, M: Ladder Mix

Der Bereich D21S3 bis PFKL (21g22.2-q22.3) wird mit den angeborenen Herzkrankheiten
beim Down-Syndrom (congenital heart disease = CHD) in Verbindung gebracht und es

wurden insgesamt sechs BAC-Klone innerhalb dieser Region lokalisiert.

Innerhalb der chromosomalen Bande 21q22.2 konnten insgesamt vier BACs etabliert werden
(Tabelle 4-3). Einer dieser BAC-Klone (11531C) zeigte nach der Endsequenzierung, dass
dieser Sequenzen des WRB (tryptophan-rich basic protein alternativ congenital heart disease
5 gene, CHDS5) Gens enthilt (Tabelle 4-4). Mit dem weiter distal kartierenden Marker
D21S168 wurde der BAC 02324L etabliert. Die BAC-Endsequenzen von 02324L wurden fiir

die Generierung von neuen PCR-Primern verwendet. Es wurde anschlieend das BAC 124861
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identifiziert, das nach Restriktionsspaltung mit HindIll ein dhnliches Fragmentmuster wie
BAC-Klon 02324L zeigte (Abbildung 4-3). Mit der Sequenzierung der BAC-Enden lief3 sich
feststellen, dass die BACs 02324L und 124861 iiber 88 kb sequenzgleich waren (Tabelle 4-4)
und Teile von SH3BGR (SH3-binding domain and glutamic acid-rich protein) iiberspannen.
Es ergab sich eine Gesamtldnge fiir die beiden BAC-Klone von 118 kb, die somit nur um 3 kb
grofer war als der einzelne BAC 02324L. Ein weiterer BAC-Klon, der zu der Bande 21q22.2
kartiert ist 03384B (D21S23). Die Sequenzierung der BAC-Enden zeigte, dass das
zentromernahe BAC-Ende 100% Identitdt zu PAC 171F15 aufweist und das telomernahe
Ende 99%ige Identitit zu PAC 21L13, die beide innerhalb der Genregion von DSCAM

(Down syndrome cell adhesion molecule) lokalisiert sind (Tabelle 4-4).

Innerhalb der Bande 21g22.3 wurden die beiden BAC-Klone 10293M (D21S266) und 20303J
(D21S1912) etabliert werden. Die Endsequenzierung des BAC 10293M (Tabelle 4-4) zeigte,
dass grofle Bereiche des Gens MX2 (human interferon-regulated resistance GTP-binding

protein MXB) in dem BAC-Insert enthalten waren.

Die Auswahl eines telomernahen BACs wurde von Jomuna V. Choudhuri (Technische
Fakultat, Universitit Bielefeld) unterstiitzt. Innerhalb einer Region, mit einer Distanz von ca.
2,6 Mb zum Telomer wurden repeatarme Regionen mit der Software REPuter (Kurtz et al.,
2000) ausgewdhlt. Innerhalb dieser Regionen wurden mit dem Programm GeneFisher
(Giegerich et al., 1996) Primer generiert. Mit dem Primerpaar JoCon5 war es moglich BAC
20303J zu isolieren. Dieser BAC lief3 sich nach der Sequenzierung der BAC-Enden innerhalb
der Genregion von TMEMI1 (transmembrane proteinl alias: epilepsy holoprosencephaly
candidate-1 protein) lokalisieren. In der Abbildung 4-4 werden alle spezifischen BACs des

Chromosom 21 zusammen gefasst.
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Abbildung 4-4 Ubersicht der BACs des Chromosom 21

In der linken oberen Ecke wird die Lokalisation der BACs schematisch dargestellt. Die BACs der
verschiedenen chromosomalen Banden sind farbig unterlegt. Die Anordnung vom Zentromer zum
Telomer erfolgt in der vergroBerten Darstellung von links nach rechts. STS Marker werden mit der
ungefihren Positionen in der physikalischen Karte (Mb) angegeben und Gene sind grau unterlegt.
DYRKIA (dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 1A); WRB (tryptophan-rich
basic protein alternativ congenital heart disease 5 gene, CHDS5); SH3BGR (SH3-binding domain and
glutamic acid-rich protein); DSCAM (Down syndrome cell adhesion molecule); MX2 (human

interferon-regulated resistance GTP-binding protein MXB); TMEM1 (transmembrane proteinl alias:
epilepsy holoprosencephaly candidate-1 protein)
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Tabelle 4-4 Ergebnisse der Sequenzanalysen der BAC-Endsequenzen fiir BAC-Klone, die zu
Chromosom 21 kartieren

Ergebnisse der Vergleiche der BAC-Endsequenzen mit den genomischen Contigs nach der Analyse
durch 'nr-Blast'. Fiir jedes der sequenzierten BAC-Enden, das mit einem genomischen Klon identisch
ist, ist neben der Datenbankadresse die Bezeichnung des Klons angegeben. Das zentromernahe BAC-
Ende ist mit 'zen' und das telomernahe BAC-Ende mit 'tel' bezeichnet. In der letzten Spalte ist die
Sequenzidentitdt der BAC-Endsequenzen mit den genomischen Klonen angefiihrt.

Homologie zu genomischem Klon
Datenbank . o
BAC Adresse Bezeichnung Identitit
zen £i|7262567|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 247/248
06355L AP000431 21g21.1-g21.2, clone:B28M9, LL56-APP region (99%)
tel gi|6177852|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 318/325
AP000433 21g21.1-g21.2 clone:B67B5, LL56-APP region (97%)
zen £i]12539450|dbjI | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21q22.2, | 542/542
09381C AP001412 LB7T-ERG region, clone:D10 (100%)
tel gi|7262543|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21q22.2, | 666/675
AP001428 clone:T1091, LB7T-ERG region (98%)
zen £1|12539450|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21q22.2, | 629/630
10337F AP001412 LB7T-ERG region, clone:D10 (99%)
tel gi|7262543|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21q22.2, | 627/636
AP001428 clone:T1091, LB7T-ERG region (98%)
zen 2i|7262528|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21q22.2, | 554/557
01357L AP001413 clone:D26, LB7T-ERG region (99%)
tel gi|7262529|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21q22.2, | 653/663
AP001414 clone:D30, LB7T-ERG region (98%)
gi|4210988|gb| Homo sapiens chromosome 21g22.3 PAC 1031P17, 418/421
11531C | tel |AF121781 complete sequence, containing part of SH3BGR (99%)
gene and an unknown gene ’
gi]4210988|gb| Homo sapiens chromosome 21q22.3 PAC 1031P17, 361/364
zen | AF121781 complete sequence, containing part of SH3BGR (99%)
02324L gene and an unknown gene
tel gi|18958624|gb| | Homo sapiens chromosome 21 clone PAC 70124 302/302
AF064860 map 21q22.3 (100%)
gi|4210988|gb| Homo sapiens chromosome 21g22.3 PAC 1031P17, 510/511
zen | AF121781 complete sequence, containing part of SH3BGR (99%)
124861 gene and an unknown gene
tel gi|18958624|gb| | Homo sapiens chromosome 21 clone PAC 70124 581/581
AF064860 map 21q22.3 (100%)
zen 8i[2829108]gb] Homo sapiens chromosome 21q22.3 PAC 171F15 460/460
AF042090 (100%)
033848 gi|3171159|gb| . 445/449
tel AF064864 Homo sapiens chromosome 21q22.3 PAC 21L13 (99%)
gi|21538705|emb | Homo sapiens chromosome 21 from PAC RPCI-1 721/725
Zen | |AL773578 265B9 map 21q22.2,D215349-MX1 (99%)
10293M tel gi|21538704|emb | Homo sapiens chromosome 21 from cosmid 350/350
|AL773577 LLNLc116 14C10 map 21g22.2,D21S349-MX1 (100%)
zen gi|2244605|dbj| | Homo sapiens gene for TMEM1 and PWP2, 645/646
20303J AB001523 complete and partial cds (99%)
tel £i6693608|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21, 648/654
AP001058 clone:D9G11, MX1-D21S171 region (99%)
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4.1.2.1 Anwendungsbeispiel Chromosom 21 spezifische BACs
Zur Verstirkung der Signalintensitit wurde fiir das Chromosom 21 innerhalb der DYRK1A-

Genregion ein BAC-Contig etabliert. Das Contig besteht aus den drei BACs 09381C, 10337F
und 01357L, diese BACs wurden als Sondencocktail mit Digoxigenin markiert. Die
Hybridisierung an kultivierten Lymphozyten mit normalem Karyotyp (46,XY) fiihrte zu
distinkten und in der Intensitit stirkeren Signalen in der Interphase und in der Metaphase
(Abbildung 4-5 A, B). Eine Kohybridisierung mit Biotin markierter DNA der BACs 02324L
und 10293M erzeugte gut sichtbare Signale in der Interphase (Abbildung 4-5 A).

Abbildung 4-5 FISH an Interphasekernen und Metaphasen aus Lymphozyten mit normalem
Karyotyp (46,XY) und an Amnionzellen mit einer Trisomie 21 (47,XY,+21)

A) Hybridisierung eines indirekt markierten Sondencocktail von Chromosom 21 an normalen
Interphasekernen. Die roten Signale ergeben sich aus der Kombination der BACs 09381C, 10337F
und 01357L der DYRK1A-Genregion. Die DNA-Kombination, die zu griinen Signalen fiihrt, setzt
sich aus den BACs 02324L und 10293M zusammen. Beide Sondenkombinationen zeigen zwei Signale
fiir die beiden normalen Chromosomen 21.

B) Der in A) beschriebene Sondencocktail zeigt auch an normalen Metaphaseplatten distinkte Signale.
Pfeile weisen auf die Chromosomen 21.

C) Hybridisierung trisomer Amnionzellen (47,XY,+21) mit der Chromosom 21 spezifischen FISH-
Sonde (BAC 10293M = griin) und mit der Zentromerprobe des Y-Chromosoms (pLAYS5.5 = rot). Es
sind deutlich drei Signale fiir das dreimal vorhandene Chromosom 21 und ein Signal fiir das Y-
Chromosom zu erkennen.
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Die FISH an invasiv gewonnenen kindlichen Zellen z.B. aus Amniozentesen oder
Chorionbiopsien sollte, mit den von mir entwickelten FISH-Proben, moglich sein.
Beispielhaft wurden kultivierte Amnionzellen mit dem Karyotyp 47,XY,+21 verwendet. Der
BAC 10293M st spezifisch fiir das Chromosom 21 und wies drei Signale in den
Interphasekernen auf, hingegen wurde fiir die Y-spezifische alpha-Satelliten FISH-Sonde nur
ein Signal detektiert. Es gelang mit der Sondenkombination aus BAC 10293M (Chromosom
21) und dem Plasmid pLAYS5.5 (Y-Chromosom) die Trisomie 21 und das ménnliche
Geschlecht nachzuweisen (Abbildung 4-5 C).

4.1.3 Chromosom 22 spezifische BACs
Chromosom 22 wurde im Hinblick auf die Mikrodeletionsregion in 22q11 nach verwendbaren

BACs durchsucht. Ich habe mich dabei auf eine Region beschrinkt, die als typische deletierte
Region (TDR) fiir das DiGeorge-/Velokardiofaziales-Syndrom (DGS/VCEFS) bekannt ist. Die
Auswabhl der fiir die Durchmusterung der BAC-Bank verwendeten Primer wurde von Jomuna
V. Choudhuri unterstiitzt. Sie hatte die Sequenzen zwischen den low-copy-repeats (LCRs) auf
repeatfreiec Bereiche mit der REPuter Software untersucht und in diesen wurden unter

Verwendung des Programms GeneFisher die Primer generiert.

Tabelle 4-5 Chromosom 22 spezifische BACs

Die BACs sind in Spalte 2 mit ihren Nummern vom Zentromer zum Telomer zusammen mit ihren
Bandenpositonen (Spalte 1) angeordnet. Die Marker, die zur Durchmusterung der BAC-Bank
verwendet wurden, sind in Spalte drei aufgefiihrt. In Spalte vier sind die BAC-Grof3en nach der BAC-
Endsequenzierung in kb angegeben

chromosomale BAC Marker Grofie
Bande Bezeichnung (kb)
22ql11.2 11416E DGS-2-AB/ DGS-5-AB 43
22ql11.2 17441E DGS-2-AB 269
22q11.2 12464F DGS-b cC 196
22ql11.2 123361 DGS-b ¢B 142
22q13.3 02416N TelA 226
22q13.3 22489F 22-42 56

Innerhalb der Sequenz zwischen den LCRs A bis B wurden die BACs 11416E und 17441E
nach erfolgter BAC-Endsequenzierung und Vergleichen mit den genomischen Sequenzen
angeordnet (Tabelle 4-5). Die BAC-Endsequenzierungen zeigten, dass beide BACs einen 28
kb groflen Abschnitt gleicher genomischer Sequenz tragen (Tabelle 4-6). Zusammen decken

diese BACs einen genomischen Bereich von 284 kb ab. BAC 1744 1E umschliefit CLTCL1
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(clathrin, heavy polypeptide-like 1) und HIRA (histone cell cycle regulation defective, S.
cerevisiae, homolog of A) (Abbildung 4-6).

D LCR A-B &
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Abbildung 4-6 Ubersicht der BACs vom Chromosom 22

In der linken oberen Ecke wird die zytogenetische Lokalisation der sechs BAC-Klone des
Chromosoms 22 dargestellt. In der vergroBerten Darstellung ist die Anordnung vom Zentromer zum
Telomer hin, von links nach rechts. Marker und Gene (grau) werden mit der ungefiahren Position (Mb)
innerhalb der physikalischen Karte angegeben. Die Anwesenheit von repetitiven Sequenzen der low-
copy-repeats (LCR) A bis D sind griin gekennzeichnet. Die BACs zwischen den LCR A und B
iiberlagern sich und decken die Gene CLTCL1 und HIRA ab. Die BACs 12464F und 123361 befinden
sich zwischen den LCRs B und C. Je ein BAC-Ende von 12464F bzw. 123361 decken Sequenzen in
dem LCR B bzw. LCR C ab. Die Sequenzidentitidten der BAC-Enden zu verschiedenen LCRs sind mit
farbigen Sternen gekennzeichnet.

CLTCLI (Clathrin, heavy polypeptide-like 1); HIRA (Histone cell cycle regulation defective, S.
cerevisiae, homolog of, A); ZNF74 (Zinc finger protein 74)

Im Bereich zwischen den Repeats B und C sind die BACs 12464F und 123361 lokalisiert
(Tabelle 4-5). Beide BACs decken zusammen einen Bereich von 338 kb ab. Die
Sequenzierung der BAC-Enden ergab, dass BAC 12464F mit Teilen des LCR B identisch ist

und auch identisch mit Bereichen der LCRs A und D. Das telomerwiérts gerichtete Ende des
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BAC 123361 war zu 97% identisch mit einem Element aus dem LCR C und auch zu 97% mit
einem Sequenzbereich des PAC Klon p_nS5 proximal zu LCR D (Tabelle 4-6, Abbildung 4-6).

Als Hybridisierungskontrollen wurden in der Néhe des Telomers die BACs 02416N (TelA)
und 22489F (22-42) etabliert. Die BAC-Endsequenzierungen bestitigten eine Distanz von ca.
2,5 Mb des BAC 02416N zum Telomer und BAC 22489F war nur ca. 50 kb vom Telomer
entfernt (Tabelle 4-6). In der Abbildung 4-6 sind sdmtliche BAC-Klone des Chromosom 22

schematisch dargestellt.

Tabelle 4-6 Ergebnisse der Sequenzanalysen der BAC-Endsequenzen fiir BAC-Klone, die zu
Chromosom 22 kartieren

Ergebnisse der Vergleiche der BAC-Endsequenzen mit den genomischen Contigs nach der Analyse
durch 'nr-Blast'. Fiir jedes der sequenzierten BAC-Enden, das mit einem genomischen Klon identisch
ist, ist neben der Datenbankadresse die Bezeichnung des Klons angegeben. Das zentromernahe BAC-
Ende ist mit 'zen' und das telomernahe BAC-Ende mit 'tel' bezeichnet und Buchstaben A bis D
bezeichnen die LCRs innerhalb der TDR. In der letzten Spalte ist angefiihrt, wieviele Basenpaare der

BAC-Sequenz mit dem genomischen Klon identisch sind.

Homologie zu genomischem Klon
BAC K?l?ael;::nk genomischer Klon Identit:it
zen |gi|7122563|gb| |Homo sapiens Chromosome 22ql11.2 Cosmid Clone |483/483
11416E AC000072 15a10 In DGCR Region (100%)
tel |gi|7124533|gb| |Homo sapiens Chromosome 22ql1.2 Cosmid Clone | 636/636
AC000081 59¢10 In DGCR Region (100%)
zen |gi|7122563|gb| |Homo sapiens Chromosome 22ql11.2 Cosmid Clone |447/462
17441E AC000072 15a10 In DGCR Region (96%),
tel |gi|7124755|gb| |Homo sapiens Chromosome 22ql1.2 Cosmid Clone |562/568
ACO000087 83c5 In DGCR Region (98%)
zen | gi|22450601|gb| | Homo sapiens chromosome 22q11 clone bac519d21 | 385/388
A |AC008079 (99%)
zen | gi|11142035|gb| | Homo sapiens chromosome 22q11 clone pac99506 387/388
A |AC008132 (99%)
zen |gi|24137491|gb| | Homo sapiens chromosome 22q12 clone pac699j1 383/388
A [AC008103 (98%)
zen |gi|7712132|gb| | Homo sapiens chromosome 22q11 clone chk89 386/388
12464F B AC024070 (99%)
zen | gi|9625348|gb| | Homo sapiens chromosome 22q11 clone cos4 388/388
B AC074203 (100%)
zen |gi|5931536|dbj| | Homo sapiens genomic DNA, chromosome |387/388
D AP000550 22q11.2,BCRL2 region,clone:KB1592A4 (99%)
zen |gi|7958973|gb| | Homo sapiens chromosome 22q11 clone b379n11 387/388
D |AC008018 (99%)
tel |gil4581183|gb|] |Homo sapiens Chromosome 22ql11.2 PAC Clone|438/440
AC004033 p_mll In BCRL2-GGT Region, (99%)
zen |gil4581183|gb| |Homo sapiens Chromosome 22ql1.2 PAC Clone |484/484
AC004033 p mll In BCRL2-GGT Region (100%)
123361 tel |gi|6456174|gb| | Homo sapiens chromosome 22q11 clone bac32 310/319
C AC007050 (97%)
rev | gi|7958980|gb| |Homo sapiens Chromosome 22ql1.2 PAC Clone|310/319
AC002472 p_n5 In BCRL2-GGT Region (97%)
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Homologie zu genomischem Klon
BAC 23:‘:::“1( genomischer Klon Identitiit
zen |gi|2956679jemb | Human DNA sequence from clone CTA-343C1 on 277277
|AL008720 chromosome 22 Contains a putative novel gene, ESTs, (100%)
02416N STSs and GSSs
tel |gi|6002334|emb | Human DNA sequence from clone CITF22-96H12 on 456/458
|AL096853 chromosome 22 Contains the first coding exon of a (99%)
novel gene, STSs and a putative CpG island
zen |gi|5804920jemb | Human DNA sequence from clone 579N16 on 305/305
|AL096767 chromosome 22. Contains the 3' part of the gene for (100%)
KIAA0685, the SBF1 gene for SET binding factor 1
22489F tel |gi|5804920jemb | Human DNA sequence from clone 579N16 on 458/469
|AL096767 chromosome 22. Contains the 3' part of the gene for (97%)
KIAA0685, the SBF1 gene for SET binding factor 1

4.1.3.1 Anwendungsbeispiel Chromosom 22 BACs
Ziel war es die Robustheit der Chromosom 22 spezifischen Sondenkombination (BAC

11416E und 17441E) fiir den Routineeinsatz so weit wie moglich zu optimieren. Die FISH-
Sonden sollten spezifische und distinkte Signale in Interphasekernen zeigen. Diese
Qualitdatsmerkmale sollten auch vorhanden sein, wenn die Objekttrager nicht vorbehandelt

werden und nur ein Waschschritt nach der Hybridisierung erfolgt.

Abbildung 4-7 Hybridisierung der Chromosom 22 spezifischen BACs 11416E und 17441E

A) Die Hybridisierung der Sondenkombination von BAC 11416E/17441E zeigt an normalen
Interphasekernen (46,XY) zwei Signale (rot). Die beiden Signale weisen darauf hin, dass der Bereich
22q11 vorhanden ist.

B) Die BACs 11416E/17441E (rot) zeigen distinkte Signale an den Chromosomen 22q11 (Pfeil).

C) DAPI-Invertierung der Metaphase in B).
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Direkt markierte Sonden DNA von BAC 11416E und 17441E wurde in einer Menge von 500
ng/15 pl Hybridisierungslésung an unbehandelten Objekttragern eingesetzt. Wie in Abbildung
4-7 gezeigt, sind fiir die Sondenkombination distinkte Signale in Interphasekernen und an

Metaphasechromosomen zu erkennen.

4.2 Nachweis von Deletion in 22q11 an Patientenmaterial

Mit den von mir etablierten BACs sollte es moglich sein Mikrodeletionen im Bereich 22q11
zu detektieren, und gleichzeitig mit einer telomerischen FISH-Sonde die Chromosomen 22 zu

identifizieren.

Als Hybridisierungskontrolle in der Ndhe des Telomers stand das BAC 22489F zur
Verfiigung. Dieser BAC-Klon war zwar Chromosom 22 spezifisch, aber die
Signalintensitidten waren zu schwach. Im Gegensatz dazu konnte BAC 02416N zuverléssig in
der Hybridisierung eingesetzt werden. Es bestand fiir mich die Mdglichkeit, die etablierten
FISH-Sonden an Probenmaterial (aufgearbeitete Lymphozyten) von Patienten mit einer
Mikrodeletion in 22ql1 zu testen (Tabelle 4-7). Bei allen Proben waren bereits kommerziell

erhéltliche FISH-Sonden zum Nachweis der Deletion in 22q11 eingesetzt worden.

Tabelle 4-7 Hybridisierungsergebnisse der Chromosom 22 Priiparate

Die Hybridisierungen erfolgten an kultivierten Lymphozyten von Patienten (Spalte 1) mit den BAC-
Klonen 11416E und 17441E (LCR A-B) und den BAC-Klonen12464F und 123361 (LCR B-C) der
Bande 22q11. AuBBerdem wurde ein telomerischer BAC (02416N) in der Hybridisierung eingesetzt.

X: Hybridisierung nicht gelungen, +: Deletion auf dem der(22) nachgewiesen, +: schwaches Signal
auf der(22), tel.: Telomersonde auf dem normalen und dem derivativen Chromosom 22 nachgewiesen.

Bezeichnung | 11416E 17441E 12464F 123361 02416N
22-Pat-1 + + + + tel.
22-Pat-2 + + + + tel.
22-Pat-3 X X + X tel.
22-Pat-4 + + + + tel.
22-Pat-5 + + + + tel.
22-Pat-6 + + + + tel.
22-Pat-7 + + + + tel.
22-Pat-8 + + + + tel.
22-Pat-9 + + + + tel.

22-Pat-10 + + + + tel.
22-Pat-11 X X + + tel.
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Die vorhandenen Objekttrager wurden mit den BACs 11416E, 17441E, 12464F und 123361
aus der 22ql1 Region und dem telomerischen BAC 02416N hybridisiert. Die FISH-Sonde
02416N zeigte bei allen Patienten auf dem normalen und dem derivativen Chromosom 22 ein

eindeutiges Signal am Telomer.

der(22)

Abbildung 4-8 Nachweis von Mikrodeletionen mit Chromosom 22q11 spezifischen FISH-Sonden

A) Die Ergebnisse der Hybridisierungen an Zellen des Patienten 22-Pat-9 mit den FISH-Sonden
11416E und 12464F. BAC 11416E (rot) zeigt ein Signal auf dem normalen Chromosom 22, aber kein
Signal auf dem der(22) und das FISH-Ergebnis bestétigt damit die Deletion in 22q11. BAC 12464F
(griin) zeigt ein Signal auf dem normalen Chromosom 22 und ein in der Intensitit gemindertes Signal
auf dem der(22). Das zeigt, dass eine Deletion in 22q11 vorliegt, aber der BAC durch repetitive
Elemente innerhalb der BAC-Sequenzen mit noch vorhandenen Sequenzen hybridisiert.

B) DAPI-Invertierung der Metaphase in A.

C) Die Probe des Patient 22 Pat-2 wurde mit den BACs 12336l (rot), 17441E (griin) und das
telomerische BAC 02416N (griin) hybridisiert. Das BAC 02416N zeigt Signale am Telomer des
normalen Chromosom 22 und am Telomer des der(22). BAC 12336l (rot) und BAC 17441E (griin)
zeigen auf dem normalen Chromosomen 22 Signale in 22q11, jedoch keine Signale auf dem der(22).
Damit bestétigt sich die Deletion in 22q11 auf dem der(22).

D) DAPI-Invertierung der Metaphase in C.
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Beide BACs 11416E und 17441E, die in der Region zwischen den LCRs A und B kartieren
(Abbildung 4-6), wiesen in allen Féllen nur auf dem normalen Chromosom 22 ein Signal auf.
Wohingegen auf dem derivativen Chromosom und kein weiteres Signal zu erkennen war und

zeigten somit die Deletion in 22q11 (Abbildung 4-8).

Das BAC 12464F wies in allen Fillen ein Signal auf dem normalen Chromosom 22 auf,
jedoch konnte auch auf dem derivativen Chromosom 22 ein Signal von geminderter Intensitét
beobachtet werden. Es ist moglich, dass BAC 12464F trotz einer Deletion in 22q11, aufgrund
der vorhandenen Sequenzidentititen zu LCR A und D, an die Chromosomen hybridisiert

(Abschnitt 0).

BAC 12336l zeigte jeweils ein distinktes Signal an den normalen Chromosomen 22. In sechs
von 11 Féllen fiihrte die Hybridisierung des BAC 123361 zu keinem Signal auf dem
derivativen Chromosom 22. Bei den anderen Deletionsfillen wurde ein gemindertes Signal
auf dem der(22) registriert (Abbildung 4-8). Somit wurden mit diesen BAC-Klonen Signale
erhalten obwohl eine Deletion auf 22q11 bei diesen Féllen vorhanden ist. In der Tabelle 4-7

sind die Ergebnisse zusammen gefasst.
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4.3 Charakterisierung des Bruchpunktintervalls einer partiellen Trisomie

des Chromosoms 21 (CMI)

Ein weiteres Ziel meiner Arbeit war es, strukturelle und numerische Chromosomen-
aberrationen, die mit einem veridnderten Phinotyp assoziiert sind, mit Hilfe der FISH genau
zu charakterisieren. Darunter war die Patientin CMI mit einer partiellen Trisomie 21, die am

Institut fiir Humangenetik der Universitdt Miinster klinisch (s. Material u. Methoden) und

zytogenetisch untersucht wurde (Abbildung 4-9).

—_———

o S

47,XX,+der(21),t(16;21)(q24;q22)mat

21 21

der(21)

L N
21

Das Karyogramm wurde von Prof. Kennerknecht/ Dr. Lemcke zur Verfiigung gestellt (Institut f. Humangenetik, Miinster).

Abbildung 4-9 Karyogramm von der Patientin CMI mit einer partiellen Trisomie 21

A) Karyogramm der Patientin CMI, der Pfeil zeigt auf das derivative Chromosom 21 (der(21)).
B) Partielles Idiogramm (550 Banden) mit den beiden normalen Chromosomen (links) und dem
derivativen Chromosom 21 rechts auflen. Die Bruchstelle in der Bande 21q22.1 (Pfeil) wurde in dieser
Arbeit molekular zytogenetisch charakterisiert. Die Telomerregion 16q24 des der(21) ist in blau

markiert.

C) Partielles Karyogramm mit den beiden normalen Chromosomen (links) und dem der(21) rechts.

Der Pfeil zeigt auf das der(21).
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Die Chromosomenanalyse des Vaters wies, bei einem Bandenniveau von 410-480 Banden pro
haploidem Genom, einen regelrechten ménnlichen Chromosomensatz (46,XY) auf. Die
Untersuchung der miitterlichen Chromosomen ergab einen weiblichen Chromosomensatz mit
einer reziproken Translokation. In die Translokation waren der lange Arm des Chromosom 16
und des Chromosom 21 involviert und es wurde der Karyotyp: 46,XX,t(16;21)(q24;q22)
bestimmt. Bei CMI wurde ein unbalancierter Chromosomensatz mit der Karyotypformel
47, XX, +der(21),t(16;21)(q24;922)mat festgestellt (Abbildung 4-9). Es ist anzunehmen, dass
nach einer 3:1 Fehlverteilung in der miitterlichen Meiose anscheinend das derivative

Chromosom 21 von der Mutter an CMI vererbt wurde.

4.3.1.1 Ergebnisse der Hybridisierungen mit FISH-Sonden der Banden 21q21.1-q21.3
(Patientin CMI)

Zur Charakterisierung des der(21) und zur Einengung der Bruchpunktregion wurden im ersten
Schritt YAC-Klone ausgewihlt, die in einem Abstand von 1-3 Mb {iber die Bande 21q21.1-
q22.3 verteilt sind. Der Vorteil dieser Klone ist, dass sie genomische DNA bis zu einer Grof3e
von 2 Mb abdeckten. Mit diesen Klonen war es moglich den Bruchpunkt grob zu kartieren.
Eine detailliertere Kartierung erfolgte im weiteren mit kleineren genomischen Fragmenten,

die z.B. in BACs enthalten sind.

In der chromosomalen Bande 21qg21.1 kartierte der dem Zentromer am nichsten gelegene
BAC 06355L (D21S1414/ 17,5 Mb) und etwas distaler die Klone RP11-292N6 (D21S1970/
18,4 Mb) und RP11-780G18 (RH121329/ 19,7 Mb). Weitere Hybridisierungen erfolgten aus
dem Bereich 21g21.2-q21.3 mit den YACs 745¢c11 (D21S230/ 22,4 Mb), 848g1 (D21S265/
23,4 Mb) und YAC 898b9 (WI-8007/ 24,7 Mb). Die angefiihrten YAC und BAC-Klone
zeigten Signale auf den normalen Chromosomen 21 und auf dem derivativen Chromosom 21

und kartierten somit proximal zu dem Bruchpunkt (Tabelle 4-8, Abbildung 4-10).
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217 *1

der(21) 2

Abbildung 4-10 Nachweis der Chromosom 16 spezifischen DNA-Sequenzen an Metaphasen der
Patientin (CMI) und Eingrenzung der Bruchpunktregion mit FISH-Sonden der
Banden 21¢21.3 bzw. 21q22.12

A) Das YAC 756h3 (16q23) zeigt auf den beiden normalen Chromosomen 16 und auf dem der(21)

spezifische rote Signale und kartiert distal zu dem Bruchpunkt. BAC 06355L (griin) zeigt distinkte

Signale auf den beiden normalen Chromosomen 21 und dem der(21) und kartiert somit proximal zum

Bruchpunkt.

B) DAPI-Invertierung der Metaphase in A.

C) YAC 898b9 (griin), kartiert zu der Bande 21g21.3, und zeigt Signale auf den beiden normalen

Chromosomen und dem der(21) und kartiert somit proximal. YAC 807b1 (rot), kartiert zu der Bande

21g22.12, und zeigt Signale auf den beiden normalen Chromosomen 21, aber kein Signal auf dem

der(21). Dieses kartiert distal zu dem Bruchpunkt. Zusitzliche rote Signale auf 10926 und 15q15

zeigen eine Kreuzhybridisierung fiir YAC 807b01, die auch an normalen Metaphasen auftrat.

D) DAPI-Invertierung der Metaphase in C.

Die Pfeile zeigen auf die beschriebenen Chromosomen 16, 21 und das der(21).

4.3.1.2 Ergebnisse der Hybridisierungen mit FISH-Sonden der Banden 21q22.11-q22.12
(Patientin CMI)

Es wurden YACs, der Chromsomenbanden 21q22.11-q22.12 hybridisiert. Insgesamt wurden
sieben YAC-Klone ausgewdhlt, die mit ihren STS-Markern in Abstidnden von einem bis drei
Mb innerhalb 21q22.11-q22.12 kartieren. Im folgenden wurden die YACs 752d12
(D21S1915/ 25,6 Mb), 850c6 (D21S310, SOD1/ 28,4-29,6 Mb), 718f1 (D21S261/ 29,8 Mb),
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690f12 (D21S261, D21S262/ 29,8-30,3 Mb), 90lel (D21S1898/ 31,1 Mb), 807bl
(D21S1910/ 31,5 Mb) und 925e01 (D21S1921/ 32,9 Mb) verwendet. Dabei zeigten sich mit
den beiden YAC-Klonen, 752d12 und 850c6, jeweils Signale auf den beiden normalen
Chromosomen 21 und dem der(21) an den Metaphasen der Patientin. Somit kartieren diese
YAC-Klone proximal zum Bruchpunkt. Im Gegensatz dazu zeigten die YAC-Klone 718f1,
690112, 901el, 807b1 und 925e01 jeweils Signale auf den beiden normalen Chromosomen
21. Es wurden keine FISH-Signale mit diesen Klonen auf dem derivativen Chromosom 21
erhalten und somit kartieren diese YACs distal zum Bruchpunkt (Tabelle 4-8, Abbildung 4-11
C). Der YAC-Klon 807bl zeigte zusitzliche Hybridisierungssignale auf 10g26 und 15ql5
und ist chimér. Dieser Chimirismus wurde bereits vom MPI fiir molekulare Genetik (Berlin)
beschrieben (http://www.mpimg-berlin-dahlem.mpg.de). Das YAC 850c6 (D21S310, SOD1)
flankiert die proximale Seite des Bruchpunkts und die beiden YACs 690f12 und 718fl
(D21S261, D21S262) die distale Seite des Bruchpunkts. Der Bruchpunkt befindet sich
zwischen dem Gen SODI und dem Marker D21S261 in einem Bereich von ca. 220 kb
(Abbildung 4-11 C).

Fiir eine weitere Einengung des Bruchpunktes wurden im weiteren BACs und Cosmid-Klone,
mit Insertgrofen von 20 kb bis 120 kb, eingesetzt. Der P1-Klon pS552, der eine Grofie von
22,3 kb aufweist, umfasst das erste und zweite Exon des SOD1 Gens. Dieser zeigte Signale
auf den normalen und dem derivativen Chromosom 21. AuBerdem wurden
Kreuzhybridisierungen mit dem Zentromer von Chromosom 18 bzw. X nachgewiesen, die
auch an normalen Metaphasen auftraten. BAC pR140B9, der eine GroBe von 119,5 kb
aufweist, tragt den STS D21S1682 (Tabelle 4-8). Dieser Klon zeigte mittels FISH auf den
beiden normalen Chromosomen 21 und auf dem der(21) Signale (Abbildung 4-11 B). Die
Klone pS552/pR140B9 sind proximal zum Bruchpunkt lokalisiert. Der Bruchpunkt wurde in
ein Intervall von 80 kb kartiert. Proximal flankiert der Marker D21S1682 von BAC pR140B9
den Bruchpunkt in der Bande 21q22.11 und distal wird die Region von dem Marker D21S390
von YAC 690112 flankiert.

4.3.1.3 Ergebnisse der FISH-Analysen von 21q22.13-q22.3 (Patientin CMI)

Die Regionen 21q22.13 einschlieBlich 21922.2-q22.3 wurden mit YACs und den etablierten
BAC Klonen hybridisiert. Die Klone waren zum einen in der Down Syndrom kritischen
Region lokalisiert und zum anderen deckten sie den Telomerbereich ab. Durch diese
Kombination sollten interstitielle Deletionen oder Duplikationen dieser Region

ausgeschlossen werden.
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Die Hybridisierungen wurden mit folgenden YACs durchgefiihrt: 893d4 (D21S259/ 36,3
Mb), 662d2 (D21S1255/ 36,3 Mb), 767b3 (D215259/ 36,3 Mb), 767d6 (D21S168/ 37,5 Mb),
773a5 (D21S268/ 37,1 Mb), 821h8 (D21S1893/ 37,9 Mb), 265h12 (D21S266/ 39,2 Mb) und
886g8 (D21S1887, D21S266/ 38,784, 39,254 Mb). Es wurden an normalen
Metaphasechromosomen Kreuzhybridisierungen der YACs 662d2 (5pl4), 767d6 (2q24-
31/6p24-23) und 821h8 (4q24-26/9ptel) nachgewiesen. Zudem wurde eine vom MPI fiir
molekulare Genetik in Berlin bereits beschriebenen Kreuzhybridisierungen fiir YAC 767b3
(6p23) an normalen Metaphasechromosomen bestitigt.

Die Hybridisierungen an Metaphasechromosomen von CMI zeigten fiir alle YACs nur
Signale auf den beiden normalen Chromosomen 21 und nicht auf dem der(21), somit
kartierten diese Klone distal zum Bruchpunkt (Tabelle 4-8, Abbildung 4-11 A).

Die BACs 09381C und 10337F (D21S394/ 35,3 Mb) und 01357L (SHGC51949/ 35,4 Mb)
aus der Down Syndrom kritischen Region wiesen nur Signale auf den beiden normalen
Chromosomen 21 auf und kartierten somit distal. Alle weiteren BACs, 11531C (D21S1412/
ca. 37,3 Mb), 03384B (D21S23/ 38,5 Mb), 10293M (D21S266/ 39,2 Mb) und 20303]
(D21S1912/ 42,0 Mb) der Bande 21q22.2-q22.3 zeigten nur Signale auf den normalen
Chromsomen 21 und kartierten ebenfalls distal zum Bruchpunkt (Tabelle 4-8, Abbildung 4-11
A).

4.3.1.4 Ergebnisse der Hybridisierungen an miitterlichen Chromosomen mit einer
reziproken Translokation t(16;21)(q24;q22)

In der zytogenetischen Chromosomenanalyse wurde fiir die Mutter eine balancierte reziproke
Translokation zwischen den Chromosomen 16 und 21 ermittelt. Es ergibt sich daraus ein
normales Chromosom 16 und ein derivatives Chromosom 16, an dessen Telomer anstelle der
Bande 16q24-qter ein telomerisches Fragment vom Chromosom 21 vorhanden ist. AuBerdem
findet sich ein normales Chromosom 21 und derivatives Chromosom 21, dem die Banden
21922-q22.3 fehlen und stattdessen ein telomerisches Fragment vom Chromosom 16

vorhanden ist.

Die Bestitigung der translozierten Bereiche erfolgte mit FISH-Analysen und dafiir wurden
insgesamt 17 Klone von 21q21.1-q22.3 eingesetzt (Tabelle 4-8). FISH-Sonden, die Signale
dem normalen und dem derivativen Chromosom 21 zeigten, kartierten proximal zum
Bruchpunkt. Die Klone, die distal zum Bruchpunkt kartierten, wiesen Signale auf dem

normalen Chromosom 21 und dem derivativen Chromosom 16 auf.
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\ der(21)

Abbildung 4-11 Eingrenzung der Bruchpunktregion in 21q22.11 an Metaphasen der Patientin
CMI und der Mutter mit einer reziproken Translokation t(16;21)(q24;q22)

A) YAC 893d4 (21g22.13-22.2, rot) und das BAC 11531C (21g22.3, griin) zeigen jeweils zwei
Signale in der Interphase und kartieren somit distal zum Bruchpunkt.

B) BAC pR140B9 (griin) zeigt Signale auf beiden normalen Chromosomen 21 und dem der(21) und
kartiert proximal zum Bruchpunkt.

C) YAC 850c¢6 (griin) zeigt auf beiden normalen Chromosomen 21 und dem derivativen
Chromosomen 21 FISH-Signale, und ist somit proximal zum Bruchpunkt lokalisiert. Im Unterschied
dazu zeigt YAC 690f12 Signale (rot) auf den beiden normalen Chromsomen 21, aber kein Signal auf
dem der(21). Dieses YAC kartiert somit distal zum Bruchpunkt.

D) Die Hybridisierung an Metaphasen der Mutter zeigt fiir das Chromosom 16q23.2 spezifische YAC
756h3 rote Signale auf dem normalen Chromosom 16 und dem der(21). Wohingegen YAC 886g8
(griin) der Bande 21q22.3 Signale auf dem normalen Chromosom 21 und auf dem der(16) zeigt. Dies
zeigt die reziproke Translokation der Chromosomen 16q23.2 bzw. 21q22.11.

Die Pfeile zeigen auf die beschriebenen Chromosomen 16, der(16), 21 und der(21).
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4.3.1.5 Ergebnisse der FISH-Analysen mit einem Chromosom 16q23.2 spezifischen YAC
(Patientin CMI, Mutter)

Fiir den Nachweis des translozierten Segments vom Chromosom 16 wurde YAC 756h3
(WI3181/ 73,4 Mb; D16S402/ 74,1 Mb) der Band 16q23.2 eingesetzt. Die FISH-Ergebnisse
mit diesem Klon zeigten an den Metaphasen der Patientin CMI Signale auf den beiden
normalen Chromsomen 16 und ein Signal auf dem der(21) (Abbildung 4-10 A, B). Damit
bestitigte sich die Anwesenheit des translozierten Segments von Chromosom 16 an dem
derivativen Chromosom 21. Es ist daher davon auszugehen, dass das der(21) miitterlicher
Herkunft ist. Die FISH-Ergebnisse fiir diesen Klon zeigten an miitterlichen Chromosomen
Signale auf dem normalen Chromosom 16 und auf dem derivativen Chromosom 21
(Abbildung 4-11 D). Somit kartiert das YAC distal zum Bruchpunkt in 16q23.2. Dieses

Ergebnis betitigt den Befund der Chromosomenanalyse.
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Tabelle 4-8 FISH-Ergebnisse, der Klone, die zur Charakterisierung der Bruchpunktregion in
21¢22.11 fiihrten

Die Bezeichnungen der Klone sind in Spalte zwei vom Zentromer zum Telomer hin angeordnet
(zytogenetische Banden in der 1. Spalte). Klone, die proximal zum Bruchpunkt kartieren, sind in rot
markiert. Mit diesen Klonen wurden in den FISH-Analysen Signale auf den normalen Chromsomen 21
und auf dem der(21) bei der partiellen Trisomie von CMI erhalten. Bei der Mutter, die eine balancierte
Translokation zeigt, wurden Signale auf dem normalen Chromosom 21 und dem der(21) erhalten,
proximal zum Bruchpunkt.

Klone, die distal zum Bruchpunkt kartieren, sind in blau markiert. Mit diesen Klonen wurden bei der
partiellen Trisomie Signale auf den beiden normalen Chromosomen 21 erhalten, jedoch keine auf dem
der(21). Bei der Mutter, die eine balancierte Translokation zeigt, wurden Signale auf dem normalen
Chromosom 21 und dem der(16) erhalten, distal zum Bruchpunkt.

YAC-Klon 756h3 (16q23.2) zeigte Signale auf Chromosom 16 und dem der(21) bei der partiellen
Trisomie, und bestdtigte die Anwesenheit des 16g-Segments auf dem der(21). Dieses YAC kartiert
distal zum Bruchpunkt in 16923.2 bei der Mutter mit einer balancierten Translokation, und zeigt
Signale auf Chromosom 16 und der(21).

Schematische Darstellung der Signalmuster bei der partiellen Trisomie 21 von CMI und der
balancierten Translokation t(16;21)(q23.2;q22.11) der Mutter. Patientin C.MLL

21q [Klon Patientin CMI | Mutter e = o
;E ;E :ﬁjwqu

21.1 16 16 1 21 der(21)
Mutter
=S
]21q22-qter
16 der(16) 21 der(21)
22.11
YAC 718f1 21,21 distal
YAC 690112 21,21 distal
YAC 901el 21, der(16) distal
22.12 YAC 807bl 21,21 distal
YAC 925¢01 21,21 21,der(16) | distal
BAC 09381C 21,21 21, der(16) | distal
22.13 | BAC 10337F 21,21 distal
BAC 01357L 21,21 21, der(16) | distal
YAC 893d4 21,21 21,der(16) | distal
YAC 662d2 21,21 21,der(16) | distal
YAC 767b3 21,21 distal
222 YAC 767d6 21,21 21, der(16) | distal
“ | YAC 773a5 21,21 distal
BAC 11531C 21,21 distal
YAC 821h8 21,21 distal
BAC 03384B 21,21 distal
BAC 10293M 21,21 distal
223 YAC 265h12 21,21 21,der(16) | distal
"~ | YAC 886g8 21,21 21, der(16) | distal
BAC 20303J 21,21 21, der(16) | distal
;ng 756h3 (16q) | 16, 16, der(21) | 16, der(21)
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4.3.2 Molekulargenetische Analysen der Patientin CMI und deren Eltern
Ziel war es mit der Mikrosatellitenanalyse die FISH-Ergebnisse im Hinblick auf die

Einengung des Bruchpunktes zu bestdtigen. Die PCR wurde an DNA aus Lymphozyten
durchgefiihrt. Es wurden fiir die Analyse zwei nicht polymorphe Marker (D21S1809,
D21S1843) verwendet, die librigen 20 Mikrosatellitenmarker sind polymorph. Die Angaben
zu den GroBen der PCR-Produkte finden sich im Teil Material und Methoden (3.1.3). Die
Wahrscheinlichkeiten, dass die polymorphen Marker heterozygot vorliegen, erstreckte sich
von 0,49 bis 0,88 (Tabelle 4-9). Nach einer halbquantitativen PCR (25 Zyklen) erfolgte die
Auswertung der Allelverteilungen anhand der Polymorphismen, dabei wurde das kleinste

Allel mit 1 und das grofite Allel mit 4 bezeichnet.

Wie beispielhaft in Abbildung 4.12 A dargestellt, zeigten sich in der Analyse der Marker
D21S1437 und D21S2052 drei Allele bei CMI. Der D21S1437 weist fiir die Mutter zwei
polymorphe Allele (1,2) auf und bei dem Vater einen homozygoten Zustand des Allels (2,2).
Bei der Patientin ergab sich daraus eine polymorphe Allelverteilung (1,2,2), wobei das Allel
mit dem kleineren PCR-Produkt (1) in der Intensitit der Bande schwicher war als das grofere
Allel (2). Diese vermehrte Intensitdt der Bande lieB auf eine doppelte Dosis des Allels (2)
schlieBen. Der Mikrosatellit D21S2052 lag heterozygot sowohl bei der Mutter (2,3) als auch
beim Vater (1,2) vor. Fiir CMI ergaben sich daraus drei Allele mit unterschiedlichen Gro3en
(1,2,3).

In der (Abbildung 4.12 B) war fiir D21S1888 bei den Eltern und CMI kein sichtbarer
Langenpolymorphismus erkennbar, jedoch lieB die PCR-Bande von CMI eine stirkere
Intensitét erkennen. Der Marker APPivs1 konnte trotz einiger storender Artefakte die dreifach
vorhandenen Allele bei CMI (2,3,3) darstellen. Dabei war jeweils ein heterozygoter Zustand
in der Allelverteilung der Mutter (2,3) und des Vaters (1,3) zu erkennen (Tabelle 4-9).

Diese Ergebnisse lassen fiir CMI jeweils die dreifache Dosis der entsprechenden Loci
erkennen und deuten somit auf die Lokalisation proximal zum Bruchpunkt hin. Mit diesen
Analysen konnten die Resultate der FISH bestitigt werden, die eine partielle Trisomie der

Region vom p-Arm bis 21q22.11 aufwies.
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Abbildung 4-12 Allelverteilung von CMI und ihren Eltern anhand von Mikrosatellitenmarkern

proximal bzw. distal zum Bruchpunkt.

A) Fiir D21S1437 (127-144 bp) sind zwei PCR-Produkte mit der miitterlichen DNA (1,2) sichtbar und
zeigen eine heterozygote Allelverteilung. Der Vater weist ein PCR Produkt von einer Grof3e auf,
dessen Bande intensiver geférbt ist, als die gleich groe Bande der Mutter, dies deutet auf einen
homozygoten Zustand (2,2) hin. Die PCR-Produkte der Patientin sind in der gleichen Grof3e der
miitterlichen Allele, jedoch ist die obere Bande intensiver gefarbt, das auf insgesamt zwei gleiche
Allele hindeutet (2,2). Daraus ergibt sich fiir D21S1437 die Allelverteilung (1,2,2) fiir die Patientin.
Die PCR-Produkte des D2152052 (121-153 bp) sind mit je zwei verschieden groflen Produkten bei der
Mutter (2,3) und dem Vater (1,2) sichtbar. Die Amplifikation der Patienten DNA ergab drei
Fragmente mit unterschiedlichen Grofen (1,2,3). Ma: DNA-Marker 100bp-Leiter

B) Der Marker D21S1888 (262-287 bp) weist fiir alle die gleiche GroBe auf und lasst fiir die Patientin
eine stirkere Signalintensitit in der Bande erkennen. Im Fall von D21S261 (296-304 bp) sind die
Banden von gleicher Grofle und Intensitit. Ma: 100bp DNA-Leiter plus

C) Der D21S2055 (119-199 bp) zeigt ein PCR-Fragment mit doppelter Intensitét bei der Mutter und
zwei PCR-Fragmente beim Vater. Fiir D21S1411 (275-319 bp) ist es genau umgekehrt. Bei der
Patientin treten insgesamt zwei unterschiedlich gro3e PCR-Produkte fiir D21S2055 bzw. D21S1411

auf. Ma: DNA-Marker 100bp-Leiter

Die Beurteilung der Allelverteilungen erfolgte anhand der Langenpolymorphismen bzw. der
Signalintensititen, dabei wurde das kleinste Allel mit 1 und das GrofBte mit 3 bezeichnet.

M: Mutter, P: Patientin, V: Vater
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Die beiden Marker D21S261 und D21S262 haben eine Heterozygotenrate von 0,54 bzw. 0,65,
aber beide Eltern wiesen im Gelbild jeweils die gleichen AllelgroBen auf (Abbildung 4.12 B).
Ein ungefdhres Abschétzen der Signalintensititen fiihrte zu dem Ergebnis, dass bei der
Patientin die gleiche Signalintensitit vorlag wie bei den Eltern und somit nur zwei Allele
vorhanden waren (Tabelle 4-9). Damit war die Lokalisation der Marker distal zum

Bruchpunkt anzunehmen und bestitigte damit den mit der FISH eingegrenzten Bruchpunkt.

Bei den Markern D21S1440, D21S1809, D21S1843 und D21S266 wurden keine
polymorphen Allele detektiert und die Signalintensititen der Banden im Gel waren fiir alle
gleich (Tabelle 4-9). Diese Marker waren hinsichtlich ihrer Allelverteilung nicht informativ,
allerdings kann anhand der gleich starken Banden im Polyacrylamidgel die Lokalisation distal

zum Bruchpunkt angenommen werden.

Fiir D21S267 war die Mutter heterozygot (1,2) und der Vater homozygot (2,2). Ahnlich war
es fiir D21S1898 hier war die Mutter homozygot (2,2) und der Vater heterozygot (1,2). Bei
beiden Markern wurde von beiden Eltern jeweils das Allel (2) vererbt, die bei CMI zu einem
homozygoten Zustand fiihrten (Tabelle 4-9). Im Fall der Marker D21S259 und D21S167
waren beide Eltern fiir unterschiedliche Allelgroen homozygot und das Kind wies einen

heterozygoten Zustand auf (Tabelle 4-9).

Der Marker D21S270 und D21S2055 war bei der Mutter homozygot (2,2 bzw. 3,3) und dem
Vater heterozygot (1,3 bzw. 1,2). Die Marker D21S1411 und D21S1446 wiesen dagegen bei
der Mutter einen heterozygoten Zustand auf (1,3 bzw. 1,2) und der Vater war fiir diese Loci
homozygot (2,2 bzw. 2,2). Insgesamt ergab sich fiir CMI, dass sie fiir die Marker D21S270,
D21S2055, D21S1411 und D21S1446 heterozygot war und jeweils ein Allel von der Mutter
bzw. vom Vater vererbt bekommen hatte (Tabelle 4-9, Abbildung 4.12 C). Durch diese

Allelverteilung konnte klar die Lokalisation distal zum Bruchpunkt bestimmt werden.

Mit den Markern D21S1252 und D21S1255 wurde bei den Eltern und der Patientin der
gleiche Allelstatus mit (1,2) bestimmt. Im weiteren lieB D21S268 insgesamt vier
unterschiedlich polymorphe Allele bei den Eltern erkennen, und in der Patientin fand sich ein
heterozygoter Zustand wieder. Der Marker D21S1893 war bei beiden Eltern mit den gleichen
heterozygoten Allelen vertreten (1,2) und an die Tochter jeweils nur das Allel (1)
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vererbt wurde und es entstand ein homozygoter Zustand fiir diesen Locus. Mit diesen
Ergebnissen lieB sich klar nachweisen, dass nur zwei Allele bei CMI vorhanden sind und

diese Bereiche distal zum Bruchpunkt kartieren.

Tabelle 4-9 Allelverteilung von CMI und den Eltern nach PCR-Analysen

Die analysierten Marker sind vom Zentromer zum Telomer des Chromosom 21 aufgelistet. Die
Allelverteilung wurde anhand der Agarosegel- oder Polyacrylamidgel-Bilder beurteilt. Die
vorhandenen Allele sind durchnumeriert, dabei wird das kleinste Allel mit 1 und das GroBte mit 4
bezeichnet. Deutlich wird der Bereich, der dreifach in der Patientin reprisentiert ist in rot
hervorgehoben.

Hetero-

Marker ofie Mutter Patientin Vater

D21S261 0,54 1,1 1,1 1,1
D21S262 0,65 1,1 1,1 1,1
D21S267 0,87 1,2 2.2 2.2
D21S270 0,85 2,2 1,2 1,3
D21S1440 0,70 1,1 1,1 1,1
D21S259 0,79 1,1 1,2 2,2
D21S1252 0,80 1,2 1,2 1,2
D21S167 0,56 2.2 1,2 1,1
D21S1255 0,80 1,2 1,2 1,2
D21S1809 1,1 1,1 1,1
D21S1843 1,1 1,1 1,1
D21S268 0,86 1,4 1,3 2.3
D21S2055 0,88 33 1,3 1,2
D21S1893 0,76 1,2 1,1 1,2
D21S1898 0,76 2,2 2,2 1,2
D21S266 0,60 1,1 1,1 1,1
D21S1411 0,49 1,3 2.3 2.2
D21S1446 0,73 1,2 1,2 2.2
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4.4 Bruchpunktanalysen in zwei Fillen partieller Monosomie 21

Das Ziel war die Charakterisierung von Bruchpunkten in zwei Féllen partieller Monosomie 21
mittels FISH und ergdnzenden molekular genetischen Analysen. Beide Patienten (JP und SR)
wiesen eine zytogenetisch sichtbare Deletion im Bereich 21q22-q22.3 auf und bei beiden

wurde ein milder Phinotyp beobachtet.

4.4.1 FISH-Analysen zur Aufklirung der Deletionsregion von Patientin JP

Am Institut fiir Humangenetik der Universitdt Miinster wurde die Patientin JP klinisch (s.

Material u.  Methoden) und  zytogenetisch  untersucht  (Abbildung  4-13).

b l,) ’4, i

der(21) 21

. B &
9§ C
19 20 2 2 v X '
/

46 XXdel(21)(q22) der(21) 21

Das Karyogramm wurde von Prof. Kennerknecht/ Dr. Lemcke zur Verfligung gestellt (Institut f. Humangenetik, Miinster).

Abbildung 4-13 Karyogramm Patientin JP

A) Karyogramm der Patientin JP, der Pfeil zeigt auf das derivative Chromosom 21, der(21).

B) Partielles Idiogramm (550 Banden) mit dem normalen Chromosomen 21 (rechts) und dem der(21)
links. Am normalen Chromosom ist die Bruchpunktregion mit einem Pfeil angedeutet.

C) Partielles Karyogramm mit dem normalen Chromosom 21 (rechts) und dem der(21) links. Der Pfeil
zeigt auf das der(21).
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Bei beiden Eltern wurde jeweils ein normaler Karyotyp 46,XX bzw. 46,XY ermittelt. Die
Deletion bei JP ist somit ein de novo Ereignis. Fiir die Tochter konnte eine zytogenetisch
sichtbare Deletion an einem Chromosom 21 festgestellt werden und ihr Karyotyp wurde mit
46,XX,del(21)(q22) charakterisiert (Abbildung 4-13 A). Weiterhin wurden am Institut fiir
Humangenetik (Miinster) molekular zytogenetische Analysen durchgefiihrt. Mit der FISH-
Sonde LSI13/21 (Fa. Vysis) aus dem Bereich 21q22.13-21922.2 wurden Signale auf dem
normalen und dem derivativen Chromosom 21 detektiert. Eine FISH-Sonde aus der

Telomerregion (Fa. Oncor) detektierte nur ein Signal auf dem normalen Chromosom 21.

4.4.1.1 Eingrenzung der Bruchpunktregion mit YAC-Klonen (Patientin JP)
Zur weiteren Einengung des Deletionsbruchpunktes bei JP wurden im ersten Schritt YAC-

Klone, die durchschnittlich 1-2 Mb genomische DNA tragen, an Chromosomen der Patientin
kartiert. Die Klone wurden entsprechend ihrer Lokalisation zu der vermuteten

Bruchpunktregion ausgewéhlt (Tabelle 4-10).

Fir die Hybridisierungen wurden YACs der Bande 21q22-q22.3 verwendet: 925e01
(D21S1921/ 32,9 Mb), 893d4 (D21S259/ 36,3 Mb), 662d2 (D21S1255/ 36,3 Mb), 767b3
(D21S259/ 36,3 Mb), 767d6 (D21S168/ 37,5 Mb), 773a5 (D21S268/ 37,1 Mb), 821h8
(D21S1893/ 37,9 Mb), 265h12 (D21S266/ 39,2 Mb) und 886g8 (D21S1887, D215266/ 38,7;
39,2 Mb). Die YACs 925¢1, 893d4, 662d2 und 767b3 zeigten Signale auf dem normalen und

dem derivativen Chromosom 21 und kartieren proximal zum Bruchpunkt (Tabelle 4-10).

Im Gegensatz dazu waren die Signale fiir die YAC-Klone 767d6 und 773a5 in der
Hybridisierung nur auf dem normalen Chromosom 21 und nicht auf dem derivativen
Chromosom 21 zu detektieren, demnach befinden sich diese YACs distal zum Bruchpunkt.
Die noch weiter distal liegenden YACs 821h8, 886g8 und 265h12 in 21q22.3 zeigten Signale
auf dem normalen Chromosom, aber keine Signale auf dem der(21) und wiesen somit den
Bereich distal zum Bruchpunkt aus (Tabelle 4-10). Der proximal flankierende YAC 767b3
(D21S259) und der distal flankierende YAC 767d6 (D21S168) zeigten, dass der Bruchpunkt
in einem Intervall von ca. 1,2 Mb kartiert. Zu den beschriebenen Chromosom 21 spezifischen
Signalen wurden Kreuzhybridisierungen fiir YAC 662d2 (5p14), 767b3 (6p23), 767d6 (2q24-
q31/ 6p24-23) und 821h8 (4q24-q26) sichtbar, diese Kreuzhybridisierungen zeigten sich

allerdings auch an normalen Metaphasen.
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Neben den YACs wurden die von mir etablierten BAC-Klone (063551, 09381C, 10337F,
01357L, 11531C, 02324L, 124861, 03384B, 10293M und 20303J) hybridisiert, um die
Verwendbarkeit der Klone zur Aufkldrung einer partiellen Monosomie 21 zu testen. Die
BACs 063551, 09381C, 10337F und 01357L zeigten Signale auf dem normalen Chromosom
und dem derivativen Chromosom 21 und kartieren somit proximal zum Bruchpunkt. Die
tibrigen sechs BACs konnten nur ein Signal auf dem normalen Chromosom 21 hervorbringen
und markierten den distalen Bereich zum Bruchpunkt (Tabelle 4-10). Die Differenz zwischen
dem proximal begrenzenden BAC 01357L und dem distal begrenzenden BAC 11531C betrigt
ca. 1,74 Mb und ist damit groBer als das mit den YACs bestimmte Intervall von 1,2 Mb.

4.4.1.2 Eingrenzung der Bruchpunktregion mit ETS2
spezifischen Klonen (Patientin JP)

Zur weiteren Charakterisierung der Bruchpunktregion schienen Klone um ETS2 (V-ETS
avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2) geeignet zu sein, da sich in dieser
Region eine Bruchpunktregion fiir natiirliche chromosomale Rekombinationen und eine
Region fiir inter-chromosomale Duplikaionen befinden (Hattori et al., 2000). Das BAC 28F9
(D21S156) mit einer Grofle von 194 kb ist distal von ETS2 lokalisiert. BAC 28F9 wies ein
Signal auf dem normalen Chromosom 21 und kein Signal auf dem der(21) auf, damit befindet

sich dieser BAC-Klon distal zum Bruchpunkt (Abbildung 4-14).

Die weitere Einengung des Bruchpunktes erfolgte mit BAC 115IN9 (101 kb), das die
genomische Sequenz von ETS2 beinhaltet (17629 bp). Dieses BAC zeigte ein Signal auf dem
normalen Chromosom 21 und ein in der Intensitit gemindertes Signal auf dem der(21)
(Abbildung 4-14). BAC 1151N9 iiberspannte den Bruchpunkt und durch dieses Ergebnis
konnte der Bruchpunkt innerhalb einer ca. 100 kb groflen Region zwischen ETS2 und BAC
28F9 kartiert werden.
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Abbildung 4-14 Hybridisierung der BACs 1151N9 und 28F9 an Metaphasechromosomen von JP

A) Das BAC 1151N09 (griin) zeigt ein starkes Signal auf dem normalen Chromosom 21. Ein weniger
intensives Signal auf der derivativen Chromosom 21 zeigt an, dass dieses BAC den Bruchpunkt
iiberspannt. BAC 28F9 (rot) zeigt nur ein Signal auf dem normalen Chromosom 21 und befindet sich
somit distal zum Bruchpunkt.

B) DAPI-Invertierung der Metaphase in A.

C) Idiogramm von Chromosom 21 und schematische Darstellung der Bruchpunktregion. Das Gen
ETS2 ist proportional zum BAC 1151N9 und BAC 28F9 dargestellt. Fiir BAC 1151N9 wird durch die
zweifarbige Darstellung signalisiert, dass dieser Klon den Bruchpunkt iiberspannt und teilweise
deletiert ist. Der distal zum Bruchpunkt befindliche BAC 28F9 ist vollstindig deletiert und in griin
dargestellt.

Pfeile zeigen auf die beschriebenen Chromosomen 21 und der(21). ETS2 (v-ets avian erytrhoblastosis
virus E26 oncogene homolog 2)

Die Bruchpunktregion konnte bis auf 100 kb eingeengt werden und mit den Cosmiden
QI109A8 (45 kb) und Q12C7 (38 kb) sollte geklart werden ob ETS2 (insgesamt 10 Exons)
deletiert war. Das Cosmid Q109A8 umfasst den 5S'UTR von ETS2 und erstreckt sich bis zum
Exon 8, wohingegen Q12C7 20,3 kb distal zum 3'UTR von ETS2 kartiert. Mit dem Q109A8
zeigte sich ein Signal auf dem normalen und dem derivativen Chromosom 21, damit befindet
sich Q109A8 proximal zum Bruchpunkt. Das Cosmid Q12C7 wurde in der Hybridisierung

nur auf dem normalen Chromosom 21 nachgewiesen und befand sich distal zum Bruchpunkt
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(Tabelle 4-10). Das Bruchpunktintervall wurde mit den Cosmiden Q109A8 und Q12C7 auf
ca. 22 kb eingeengt, aber damit konnte nicht geklirt werden, ob der Bruchpunkt im ETS2 Gen
oder distal davon lokalisiert war (Abbildung 4-15).

cos 109A8 (45 kb) cos Q12C7 (38 kb)
ETS2 Exon: 1 5 78 10

Skalierung:
5kb= —
Exon 3-5 Exon 8

Abbildung 4-15 Ubersicht der ETS2 Genregion mit hybridisierten Cosmiden und generierten
ETS2 Einzelkopie FISH-Sonden

Das Cosmid 109A8 zeigte in der Hybridisierung auf dem normalen und dem derivativen
Chromosom 21 Signale und das Cosmid Q12C7 nur auf dem normalen Chromosom 21. Die
Exonverteilung von ETS2 ist proportional mit roten Balken schematisch dargestellt. Die
Einzelkopie FISH-Sonden der Exons 3-5 (orange) bzw. Exon 8 (griin) sind auch proportional
zu ETS2 und den Cosmiden dargestellt.

4.4.1.3 Eingrenzung der Bruchpunktregion mit Einzelkopie
FISH-Sonden (Patientin JP)

In Anbetracht der Tatsache, dass kein weiteren geeigneten FISH-Sonden zur Verfligung
standen, wurden single-copy FISH Sonden (scFISH) (Rogan et. al., 2001) erstellt. Dabei
erfolgt im ersten Schritt eine computergestiitzte Analyse auf repeatfreie Bereiche innerhalb
einer genomischen Sequenz, anschlieBend werden Primer zur Amplifikation der repeatfreien
Sequenz verwendet. Rogan et al. (2001) stellten heraus, dass DNA-Proben einer Grofle von 2

kb bereits zuverlissig detektierbare Signale hervorgebracht werden kdnnen.

Fiir die Suche nach geeigneten DNA-Fragmenten wurde eine genomische Region 23110 bp,
die das Gen ETS2 umfasste, mit dem Programm RepeatMasker auf den Anteil an repetitiver
DNA iiberpriift. Der GC-Gehalt der Sequenz wurde mit 45,95% bestimmt und von dem
Programm wurden 4113 bp (17,8%) als Repeats erkannt und maskiert (siche Anhang). Der
Anteil, der in der Sequenz verteilten repetitiven Elemente, betrug insgesamt 14,47% und
setzte sich aus 6,41% SINEs (short interspersed elements), 2,5% LINEs (long interspersed
elements) und 5,56% MER (medium reiteration frequency) zusammen. Die anderen Repeats
waren zu 1,98% einfache Repeats und zu 1,08% Repeats mit geringer Komplexitit. Es zeigten
sich repeatfreie Bereiche um Exon 1 (2270 bp), distal zu Exon 2 (1546 bp), Exon 3 bis 5
(2386 bp), Exon 8 (1349 bp) und Exon 9 bis 10 (2720 bp). Innerhalb der Region distal, zu
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Exon 5 bis einschlieBlich Exon 7, lagen repeatfreie Sequenzen mit einer durchschnittlichen

Grofe von maximal 400 bis 500 bp vor.

Innerhalb der repeatfreien Fragmente von Exon 3 bis 5, Exon 8 und Exon 9 bis 10 sollten
mittels PCR Einzelkopie FISH-Sonden amplifiziert werden. Fiir die Bereiche von Exon 1 bis
distal von Exon 2 konnten keine geeigneten PCR Fragmente amplifiziert werden, allerdings
lieBen sich Exon 3 bis 5, Exon 8 und Exon 9 bis 10 amplifizieren. Die Hybridisierung der
Einzelkopie FISH-Sonden an normalen Metaphasen lie8 spezifische Signale fiir Exon 3 bis 5
auf den normalen Chromosomen 21 erkennen, zusitzlich kam es zu Kreuzhybridisierungen an
18ptel und 18qtel. Die 1,2 kb grofle FISH-Sonde von Exon 8§ zeigte spezifische Signale auf
den normalen Chromosomen 21. Nicht auswertbar war die Hybridisierung mit der
Einzelkopie FISH-Sonden von Exon 9 bis Exon 10, da diese trotz stringenter
Waschbedingungen starke Hintergrundsignale aufwiesen. Fiir die Hybridisierung der
Metaphasen von JP wurden schlieBlich direkt markierte Einzelkopie FISH-Sonden der Exons
3 bis 5 und die des Exon 8 von ETS2 eingesetzt (Abbildung 4-15).

Wie in Abbildung 4-16 dargestellt wurde mit der Sonde, die Exon 3-5 des ETS2 Gens
umfasste, Signale auf dem normalen als auch auf dem derivativen Chromosom 21 detektiert.
Mit dieser FISH-Sonde kam es zu Kreuzhybridisierungen an 18ptel und 18qtel, die allerdings
auch bei Hybridisierungen an normalen Metaphasen aufgetreten waren, und somit keinen
Einfluss auf die Beurteilung des Ergebnisses hatten. Die andere Einzelkopie FISH-Sonde
umfasste Exon 8 des ETS2 Gens und zeigte nur Signale auf dem normalen Chromosom 21
(Abbildung 4-16). Mit diesem Ergebnis wurde der Bruchpunkt zwischen der proximalen Exon
3-5 Einzelkopie FISH-Sonde und der distalen Exon 8 Einzelkopie FISH-Sonde in einem
Intervall von ca. 5,2 kb kartiert.

Die Deletion der Patientin JP erstreckt sich somit vom proximalen Teil der Bande 21q22.2
iber die gesamte Bande 21q22.3 bis zum Telomer und hat eine GroB3e von etwa 7,5 Mb. Zum
Ausschlufl von Translokationen, von Chromosom 21 Material auf andere Chromosomen,
wurde ein chormosome 21 paint (WCP21) markiert und an Metaphasen der partiellen
Monosomie hybridisiert. Mit dem chormosome 21 paint wurden die beiden Chromosomen 21
markiert, das normale und das der(21). Zusétzlich traten Signale an den p-Armen der
akrozentrischen Chromosomen auf. Diese zusitzlichen Signale wurden als Kreuz-
hybridisierung interpretiert, da sie von dem Hersteller (Rescource for molecular cytogenetics,
Universitit Bari, Italien) auch schon an normalen Metaphasen dargestellt wurden. Es wurden

keine zusitzlichen Signale auf anderen Chromosomen gefunden. Somit wurde eine
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Translokation von Chromosom 21 Material auf andere Chromosomen ausgeschlossen.
Erginzend zu den zytogenetischen Befunden der Eltern wurden auch FISH-Analysen an
Chromosomen der Eltern vorgenommen, um die entstandene Deletion von JP als de novo zu
bestitigen. Die Hybridisierungen wiesen jeweils auf beiden Chromosomen 21 eindeutige

Signale auf (Tabelle 4-10).

Tabelle 4-10 Ergebnisse der FISH-Analysen der Patientin JP und deren Eltern

Die Bezeichnungen der Klone sind in Spalte zwei vom Zentromer zum Telomer hin angeordnet
(zytogenetische Banden in der 1. Spalte). Klone, die proximal zum Bruchpunkt kartieren sind rot
markiert. Mit diesen Klonen wurden in den FISH-Analysen Signale auf den normalen Chromsomen 21
und auf dem der(21) bei der partiellen Monosomie erhalten. Das BAC 1151N9 (rosa) zeigte ein Signal
auf dem normalen und ein in der Intensitdt gemindertes Signal auf dem derivativen Chromosom 21,
damit tiberspannt dieser BAC-Klon den Bruchpunkt.

Klone, die distal zum Bruchpunkt kartieren, sind in griin markiert. Mit diesen Klonen wurden in den
FISH-Analysen bei der partiellen Monosomie Signale auf dem normalen Chromosom 21 erhalten,
jedoch keine auf dem derivativen Chromosom 21. Die Hybridisierungen an Metaphasen der Eltern
zeigten Signale an beiden normalen Chromosomen 21.

21q Klon Bezeichnung Pag::-l(tznll)JP Mutter Vater

21.1

22.12

22.13
Einzelkopie FISH-Sonde distal

222 Exon 8 ETS2
cos Q12C7 distal
BAC 28F9 distal 21,21 21,21
YAC 767d6 distal 21,21
YAC 773a5 distal
BAC 11531C distal
BAC 02324L distal 21,21 21,21
BAC 124861 distal
YAC 821h8 distal
BAC 03384B distal 21,21
YAC 886¢g8 distal

223 BAC 10293M distal
YAC 265h12 distal
BAC 20303J distal 21,21
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Abbildung 4-16 Kartierung der Bruchpunktregion von JP mit Einzelkopie FISH-Sonden
innerhalb des ETS2 Gens in 21q22.2

A) Die Hybridisierung mit BAC 06355L (griin) lasst deutlich ein Signal auf dem normalen und dem
derivativen Chromosom 21 erkennen. Auch die Exon 3-5 Sonde (rot), zeigt Signale auf dem normalen
und dem der(21). Damit kartieren beide Sonden proximal zum Bruchpunkt. Die Exon 3-5 Sonde weist
zusitzliche Hybridisierungsstellen an 18ptel und 18qtel auf.

B) Nach einer Hybridisierung mit BAC 06355L (rot) zeigt sich auf dem normalen und dem
derivativen Chromosom 21 ein Signal. Mit der Exon 8 Sonde wurde nur ein Signal auf dem normalen
Chromosom sichtbar und kein Signal auf dem derivativen Chromosom 21 detektiert. Damit liegt die
Exon 8 Sonde distal zum Bruchpunkt.

C) Schematische Darstellung der Bruchpunkt Region im ETS2 Gen. Die ETS2 Exons 1 bis 10 sind als
rote vertikale Linien von links nach rechts dargestellt. Der Bruchpunkt befindet sich innerhalb einer
Region von 5,2 kb zwischen den Sonden Exon 3-5 (orange) und Exon 8 (griin).

Die Pfeile zeigen auf die Chromosomen 18, 21 und der(21). ERG (V-ets erythroblastosis virus E26
oncogene like (avian), ETS2 (V-ets avian erytrhoblastosis virus E26 oncogene homolog 2), DSCR2

(Down syndrome critical region gene 2); cen=Zentomer, tel=Telomer

4.4.1.4 Mikrosatellitenanalysen der Patientin JP und der Eltern
Das Ziel war es mit der Mikrosatellitenanalyse, die Herkunft des derivativen Chromosom 21

von Patientin JP zu klidren. Die PCR wurde mit DNA aus Lymphozyten durchgefiihrt. Es
wurden fiir die Analyse folgende Marker verwendet: fiinf nicht polymorphe STS Marker
(D21S1809, D21S1956, WI-9128, D21S1843) und die Mikrosatellitenmarker (D21S1437,
D21S2052, D21S267, D21S1440, D21S1255, D21S1891, D21S268, D21S2055, D21S266,
D21S1260, D21S1411, D21S1446), die moglichen AllelgroBen finden sich im Teil Material
und Methoden. Die Wahrscheinlichkeiten, dass die polymorphen Marker heterozygot
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vorliegen, erstreckte sich von 0,49 bis 0,88 (Tabelle 4-11). Nach einer halbquantitativen PCR
(25 Zyklen) erfolgte die Auswertung der Allelverteilungen anhand der im Gel sichtbaren
Polymorphismen. Dabei wurde das kleinste Allel mit 1 und das grofite Allel mit 4 bezeichnet.

Wie in Abbildung 4-17 A dargestellt, zeigen sich in der Analyse der Marker D21S1437 (127-
144 bp) und D21S1440 (157-175 bp) zwei Allele bei JP. Der Marker D21S1437 wies bei der
Mutter eine Bande im Gel auf, deren vermehrte Intensitit der Bande liel auf eine doppelte
Dosis des Allels schliefen (2,2). Damit wére die Mutter fiir diesen Locus homozygot. Die
gleiche Intensitit der Gelbande war beim Vater zu beobachten, jedoch war das PCR-Produkt
kleiner. Daraus lief3 sich schlielen, dass der Vater fiir dieses Allel homozygot war (1,1). Der
Marker D21S1440 wies bei der Mutter einen homozygoten Zustand mit der Allelverteilung
(1,1) auf und der Vater war auch homozygot fiir diesen Locus (2,2). Bei der Patientin JP
wurden bei beiden Markern D21S1437 und D21S1440 zwei Banden im Gel sichtbar, deren

unterschiedliche GréBen jeweils einem Allel der Eltern entsprach (1,2).

Mit dem Marker D21S2052 konnten PCR-Produkte mit jeweils zwei unterschiedlichen
GroBen detektiert werden (1,2), die bei den Eltern und JP vorhanden waren. Mit D21S267
lie sich ein homozygoter Allelstatus bei der Mutter (2,2) und ein heterozygoter beim Vater
(1,3) darstellen. Von diesen Allelen wurden (2,3) an JP vererbt. Im Fall von D21S1255, der
eine Heterozygotenrate von 0,80 aufweist, wurden bei allen die gleiche AllelgroBe detektiert.
Die dazugehorigen Banden wiesen im Gel die gleichen Intensitdten auf (Abbildung 4-17 C).
Mit diesem Ergebnis lie} sich der Allelstatus bei den Eltern und JP mit (1,1) bestimmen. Der
nicht polymorphe Marker D21S1809 zeigte die gleichen homozygoten Allele mit der gleichen
Bandenintensitidt wie D21S1255 (Tabelle 4-11).

Insgesamt wurden fiir die getesteten Marker D21S1437, D21S2052, D21S267 und D21S1440,
D21S1255 und D21S1809 bei der Patientin JP jeweils zwei unterschiedlich grole PCR-
Produkte oder gleichgrofle PCR-Produkte mit gleicher Bandenintensitét ermittelt. Dies zeigte,
dass jeweils zwei Allele bei JP vorhanden sind (Tabelle 4-11). Mit diesem Ergebnis wird
deutlich, dass sich die getesteten Marker proximal zum Bruchpunkt befinden. Zudem wurden
damit die FISH-Ergebnisse bestitigt, die ebenfalls Bereiche proximal von ETS2 als nicht

deletiert auswiesen.
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Abbildung 4-17 Analyse von PCR-Produkten und Darstellung der Allelverteilung in der Patintin
JP und den Eltern

A) Der D21S1437 (127-144 bp) zeigt eine Bande mit starker Intensitét bei der Mutter bzw. beim
Vater, deren GroB3en unterschiedlich sind. Bei der Patientin sind zwei Banden mit unterschiedlicher
GrofBe und im Vergleich zu den elterlichen Bande schwécheren Intensitit vorhanden. Ein dhnliches
PCR-Ergebnis ist mit D21S1440 (157-175 bp) zu beobachten. Dies macht deutlich, dass die Eltern
jeweils homozygot sind und die Patientin heterozygot fiir den Locus ist. Ma: 100 bp Ladder plus

B) Der Marker D21S1843 (176 bp) im Exon 10 von ETS2 zeigt fiir alle die gleiche AllelgroBe, jedoch
wurde bei der Patientin eine verminderte Signalintensitit festgestellt. D21S268 (226-250 bp)
reprasentiert den deletierten Bereich distal zu ETS2. Die Eltern sind fiir dieses Allel heterozygot und
bei der Patientin ist nur ein Allel vorhanden, das von der Mutter stammt. Ma: 100 bp Ladder plus

C) Duplex PCR-Analysen mit den Markern D21S1843/D21S1255 (108 bp) zeigt bei allen die gleiche
AllelgroBe. Die Intensitéit der Bande bei der Patientin unterscheidet sich in dem proximalen Marker
(D21S1255) nicht, hingegen ist eine geminderte Intensitéit der Bande fiir den Marker D21S1843 (distal
zum Bruchpunkt) zu erkennen. Ma: DNA-Marker 100bp-Leiter

M: Mutter, P: Patientin (JP), V: Vater. Die Beurteilung der Allelverteilungen erfolgte anhand der
Langenpolymorphismen bzw. der Signalintensitéten, dabei wurde das kleinste Allel mit 1 und das
grofite Allel mit 3 bezeichnet.
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Im Genbereich von ETS2 befindet sich in den Introns, zwischen Exon 8 bis 9 und zwischen
Exon 9 bis 10, die STS Marker D21S1956 bzw. WI-9128. In dem Exon 10 ist der STS
D21S1843 lokalisiert. Bei den Eltern und JP wurden gleich grofle Banden im Gel sichtbar,
jedoch konnten eindeutig fiir D21S1956 und D21S1843 bei JP schwichere Intensitéten in der
Gelbande detektiert werden (Abbildung 4-17 B, C). Daraus ergab sich fiir die Eltern eine
homozygote Allelverteilung (1,1) und fiir JP ein hemizygoter Zustand (1).

Der Vergleich der Signalintensitdten erfolgte auch nach einer Duplex PCR-Analyse fiir die
Marker D21S1255 und D21S1843. Wie in Abbildung 4-17 C zu sehen ist, zeigt der Marker
D21S1255, der sich proximal zum Bruchpunkt befindet, bei allen Beteiligten die gleiche
Bandenstdarke. Im Vergleich dazu ist mit dem D21S1843 fiir JP eine verminderte
Signalintensitit zu erkennen. Die verminderte Intensitdt der Banden im Gel war bei WI-9128

und D21S1891 nicht so deutlich zu erkennen.

Insgesamt weisen die Resultate darauf hin, dass sich diese Marker distal zum Bruchpunkt
befinden (Tabelle 4-11). Durch diese Analysen wurde das FISH-Ergebnis bestirkt, und der
Deletionsbruchpunkt erneut in die ETS2-Region kartiert.

Mit den Markern D21S268, D21S2055, D21S266, D21S1260, D21S1411 und D21S1446
wurde der Bereich distal zu ETS2 analysiert. Beispielhaft sieht man in Abbildung 4-17 B,
dass der Marker D21S268 zwei Allele mit einem geringen Grof3enunterschied bei der Mutter
sichtbar sind (2,3), Der Vater wies fiir diesen Locus zwei unterschiedlich grofle Allele auf
(1,3). Die Bande, die im Gel bei JP detektiert wurde, wies die gleiche Grofle wie das Allel (2)
der Mutter auf. Es war keine Bande in der Grof3e eines Allels des Vaters zu erkennen. Auch
die iibrigen Marker zeigten, dass jeweils ein Allel von der Mutter, aber keines vom Vater bei

JP im Gel vorhanden war (Tabelle 4-8).

Die Mikrosatellitenanalyse verschaffte Klarheit tiber die Herkunft des der(21). Zum einen
wurden die FISH-Ergebnisse fiir eine Deletion im ETS2 Gen bestétigt und zum anderen war
es moglich ein viterliches Chromosom 21 als das derivative Chromosom zu identifizieren.

Der Karyotyp wurde mit 46,XX,del(21)(q22.2-qter)pat abschlieBend fiir JP bestimmt.
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Tabelle 4-11 Allelverteilung nach PCR-Analysen von JP und ihren Eltern

Die fiir den Alleltest verwendeten Marker sind vom Zentromer zum Telomer des Chromosom 21
angeordnet. Die Allelverteilung wurde anhand der Agarosegel oder Polyacrylamid Bilder beurteilt.
Die vorhandenen Allele sind durchnummeriert, dabei wird das kleinste Allel mit 1 und das grof3te mit
4 bezeichnet. Der bei Patientin deletierte Bereich wird durch die griine Kolorierung hervorgehoben.

Marker Heterf) i Mutter Kind Vater
zygotie

D2151956 1,1 1 1,1
WI-9128 1,1 1,(1) 1,1
D21S1843 1,1 1 1,1
D2151891 0,74 1,1 1,(1) 1,1
D215268 0,86 2.3 2 1,3
D2182055 0,88 1,1 1 2,2
D215266 0,60 1,3 1 2.2
D2151260 0,75 2,2 2 1,3
D21S1411 0,49 3.4 3 1,2
D21S1446 0,73 2.2 2 1,1

4.4.2 FISH-Analyse der partiellen Monosomie 21 (Patient SR)

In der Gemeinschaftspraxis Dr. Prager/ Dr. Junge (Dresden) wurde der Patient SR klinisch (s.
Material u. Methoden) und zytogenetisch untersucht. Die Chromosomenanalysen der Eltern
zeigten jeweils ein normaler geschlechtsspezifischer Karyotyp (46,XX bzw. 46,XY). Dies
wies auf eine de novo entstandene Deletion beim Patienten SR hin. Beim Patienten konnte
eine zytogenetisch sichtbare Deletion des einen Chromosom 21 festgestellt werden. Die
Bruchpunkte wurden in 21q22 festgelegt (46,XY,del(21)(q22q22)), wobei eine interstitielle
Deletion vermutet wurde. Molekular zytogenetisch wurde der Bereich der Deletion mit FISH-
Sonden bereits zum Teil von Dr. Prager/Dr. Junge eingegrenzt. Es zeigten sich Signale auf
dem normalen und dem derivativen Chromosomen mit den FISH-Sonden wie der
bandenspezifische Probe fiir 21q21 (Fa. Biovation), LSI AMLI/ETO (Locus AMLI1, Fa.
Vysis), Quint-essential 21 specific DNA-Probe (Locus D21S55 in 21g22.2, Fa. Oncor) und
TelVysion 21q (Fa. Vysis). Mittels CGH (Comparative Genomic Hybridization) wurde der
deletierte Bereich auf 21g22.1~2—2I1qter festlegt. Die durchgefiihrten FISH-Analysen mit
regionspezifischen Sonden des Chromosom 21 und die CGH-Analysen lieBen vermuten, dass

eine dhnlich grofle Deletion wie in der Patientin JP vorlag.
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Aufgrund der beschrinkten Anzahl an Objekttrigern wurden in 21g21.1 das BAC 06355L
und acht FISH-Sonden in 21q22-q22.3 ausgewihlt. Fiir die Hybridisierungen wurden YACs
der Bande 21q22-q22.3 verwendet: 893d4 (D21S259/ 36,3 Mb), 662d2 (D21S1255/ 36,3
Mb), 821h8 (D21S1893/ 37,9 Mb), 265h12 (D21S266/ 39,2 Mb) und 886g8 (D21S1887,
D21S266/ 38,784; 39,254 Mb). Erginzend hierzu wurden das BAC 1151N9 (genomische
Sequenz ETS2), BAC 28F9 (D21S156) und BAC 20303J (D21S1912) ausgewéhlt (Tabelle 4-
12).

Tabelle 4-12 Ergebnisse der FISH-Analysen des Patienten SR

Die Klone sind vom Zentromer zum Telomer angeordnet und in der ersten Spalte ist die
chromosomale Bande angegeben. Der Bereich proximal zur Deletionsregion auf dem der(21) ist in rot
gekennzeichnet und der deletierte, distale Bereich ist mit blau unterlegt.

21 Klon Bezeichnung Patient SR
L der(21)
21.1
22
YAC 821h8 distal
YAC 886¢g8 distal
22.3 YAC 265h12 distal
BAC 20303J distal

Mit den YACs 893d4 und 662d2 wurden bei SR Signale auf dem normalen und dem
derivativen Chromosom 21 ermittelt, und deren Position wurde proximal zum Bruchpunkt
bestimmt. Auch die BAC-Klone 06355L, 1151N9 und 28F9 wiesen distinkte Signale an dem
normalen und dem derivativen Chromosom 21 auf, damit wurde die Position proximal zum

Bruchpunkt bestimmt (Abbildung 4-18).

Im distalen Bereich der Bande 21q22.2 zeigte der YAC 821h8 nur ein Signal auf dem
normalen Chromosom 21 und keines auf dem der(21), damit war YAC 821h8 distal zum
Bruchpunkt lokalisiert. Anhand dieses Ergebnisses wurde der Bruchpunkt in einem Intervall
von ca. 410 kb zwischen das proximale BAC 28F9 (D21S159) und das distal befindliche
YAC 821h8 (D21S346-D21S1893) in 21g22.2 kartiert. Weiter distal befinden sich die YAC-
Klone 265h12 und 886g8 in 21q22.3 und BAC 20303]J ist ca. 2.5 Mb entfernt vom Telomer
positioniert. Mit diesen FISH-Sonden wurde jeweils ein Signal auf dem normalen aber nicht
auf dem derivativen Chromosom 21 detektiert (Abbildung 4-18). Mit diesen Ergebnissen lief3
sich der distale Bruchpunkt in 21¢22.3 in einem ca. 2,5 Mb groBlen Intervall zwischen BAC
20303J und der Telomersonde (Fa. Vysis) kartieren.
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Durch diese Hybridisierungsergebnisse wird die Grofle der interstitiellen Deletion von SR mit
5 Mb bis 7,5 Mb bestimmt und bestitigen die interstitielle Deletion 21q22.2-q22.3. Zudem ist
der Bruchpunkt ca. 300 kb distal von ETS2, dem Bruchpunktintervall von JP, lokalisiert.

21
il

der(21)

T der21)

der(21) -,

Abbildung 4-18 Ergebnisse der Hybridisierungen mit FISH-Sonden aus 21¢q22-q22.3 an
Metaphasechromosmen von SR

A) YAC 662d2 (rot) zeigt Signale auf dem normalen Chromosom und dem der(21) und kartiert somit
proximal zum Bruchpunkt. Hingegen zeigt YAC 821h8 (griin) nur Signale auf dem normalen
Chromosom 21 und keines auf dem der(21). Damit kartiert dieses YAC distal zum Bruchpunkt.

B) BAC 1151N9 (rot) weist Signale auf dem normalen und dem der(21) auf, hingegen werden fiir
YAC 265h12 (griin) nur auf dem normalen Chromosom 21 Signale sichtbar. BAC 1151N9 ist
proximal und YAC 265h12 distal zum Bruchpunkt lokalisiert.

C) BAC 28F9 (rot) zeigt Signale auf dem normalen und dem derivativen Chromosom 21, damit ist
dieses BAC proximal zum Bruchpunkt lokalisiert. YAC 886g8 (griin) zeigt Signale auf dem normalen
Chromosom 21 und keine auf dem der(21) und kartiert somit distal zum Bruchpunkt.

D) BAC 1151N09 (griin) weist Signale auf dem normalen Chromosom und dem der(21) auf. Damit
kartiert dieses BAC proximal zum Bruchpunkt. Im Gegensatz dazu zeigt BAC 20303J (rot) nur
Signale auf dem normalen Chromosom 21 und ist distal zum Bruchpunkt lokalisiert.

Pfeile zeigen auf die beschriebenen Chromosomen 21 und der(21)
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden regionspezifische BAC-Klone fiir die Chromosomen 13, 21
und 22 etabliert. Mit diesen DNA-Sonden sollte es moglich sein numerische und strukturelle
Chromosomenaberrationen mittels FISH-Analysen nachzuweisen. Dabei wurden FISH-
Sonden generiert, die die numerischen Aberrationen Trisomie 13 und Trisomie 21
detektieren, sowie strukturelle Aberrationen des Chromosom 22qll mit den
Mikrodeletionssyndromen DGS/VCFS und das '13g- Syndrom'. Weiterhin wurden mittels
molekular zytogenetischen und molekularen Analysen eine partielle Trisomie und zwei

partielle Monosomien des Chromosom 21 charakterisiert.

5.1 Vorteile von BAC-Klonen fiir die FISH

Fiir die FISH ist es von Bedeutung, dass Sonden mit einer hohen Spezifitit, reproduzierbar
und mit einer hohen Effizienz in der Hybridisierung eingesetzt werden konnen. Eine
Moglichkeit dieses zu erreichen, besteht in der Auswahl regionspezifischer BACs. Die
Vorteile von BACs sind, dass genomische DNA mit einer Gréf3e von 100-300 kb als Insert
kloniert sein kann. AuBlerdem weisen BAC-Klone auch nach mehreren Generationen in
Kultur (~100) immer noch eine stabile DNA-Struktur auf und zeigen keine Deletionen oder
Chiméarismus auf (Shizuya et al., 1992).

Im Vergleich dazu zeigt sich bei der Verwendung von YACs, die im Unterschied zu BACs
wesentlich grolere DNA-Inserts (2 Mb) tragen konnen, ein hoher Grad an Instabilitdt und
Chimirismus. Man bezeichnet ein Konstrukt als chimér, wenn zwei oder mehrere DNA-
Fragmente in einem Vektor vorhanden sind (Burke and Olson, 1991; Green et al., 1991). Die
Entstehung solcher chiméren Klone erfolgt entweder durch die Koligation in vitro oder durch
Rekombination zweier DNA-Fragmente, die in dieselbe Hefezelle aufgenommen wurden.
Alternativ kann auch durch eine Kotransformation verschiedener YACs in eine Hefezelle ein
Chimirismus verursacht werden (Kouprina et al., 1994; Manaco and Larin, 1994;
Schlessinger, 1990). Die Verwendung von BACs hat den Vorteil, dass chimére Klone nur mit
einer Frequenz von 3,5 % auftreten, bei YACs hingegen nach Kotransformationen zu 10%
chimir vorliegen konnen (Shizuya et al., 1992; Schlessinger, 1990). Der verwendete BAC-
Vektor basiert auf dem E.coli F-Faktor, dessen Gene par4 und parB ausschlielen, dass zwei
Vektoren in einer Zelle anzutreffen sind, zudem wird darauf die Stabilitdt dieses Systems

begriindet (Kim et al., 1992; Shizuya et al., 1992; laonnou et al., 1994).
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Neben der Stabilitdt und der sehr geringen Chimaritdt von BACs war es von Vorteil, dass
diese sich problemlos aufarbeiten lieBen. Auch Sequenzierungen der BAC-Enden waren
moglich. Damit konnten die etablierten BACs nicht nur anhand ihrer PCR-Marker lokalisiert
werden, sondern auch nach einer BAC-Endsequenzierung zu den genomischen
Sequenzcontigs angeordnet werden. Durch eine Blast-Analyse lieBen sich die
Sequenzidentititen der BAC-Enden zu den genomischen Einzelklonen bestimmen. Es zeigte
sich, dass die Sequenzen zwischen 96% und 100% Identitdt zu den genomischen Klonen
aufwiesen. Durch die Lokalisation der BAC-Enden zu den genomischen Contigs gelang eine
weitere unabhingige GrofBenbestimmung, die auch mit der Pulsfeld-Gelelektrophorese
ermittelt wurde. Im folgenden werden die Lokalisationen der BACs in Bezug auf die

Genregionen und ihrer Bedeutung in der Diagnostik betrachtet.

5.2 Chromosom 13 spezifische BACs

In der pranatalen Diagnostik werden flir den Nachweis von Trisomie 21 und Trisomie 13
locusspezifische FISH-Sonden eingesetzt. Trisomie 13 ist eine der hiufigsten Ursachen fiir
eine hohe intrauterine Sterblichkeit von ungeborenen Kindern. In Anlehnung an die in der
pranatalen Diagnostik verwendeten FISH-Sonden sollten die von mir etablierten FISH-

Sonden auch in die Genregion (13q14.2) kartieren.

Da die Trisomie 13 zum iiberwiegenden Teil als freie Trisomie auftritt, konnen Sonden, die
tiber das gesamte Chromosom verteilt sind, effektiv fiir die Diagnostik eingesetzt werden.
Zudem wurde der Fokus auch auf die '13g- Syndrom' Region gelegt. Deletionen in der Region
13g31-g33 sind mit schweren Mifbildungen assoziiert wie z.B. Holoprosenzephalie und
mentale Retardierung. Die Auswahl der spezifischen BACs begriindete sich auf die
vorhandenen STS und Mikrosatellitenmarkern innerhalb der Bande 13q14.2 und der 13q31-
g33. Insgesamt wurden 12 PCR-Primerpaare fiir die Durchmusterung der BAC-Bank
verwendet. Es wurden 13 BAC:s identifiziert, die sich stabil in Kultur zeigten und fiir FISH-

Analysen geeignet sind (Abbildung 5-1).
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Abbildung 5-1 Ubersicht iiber die Lokalisation der etablierten BACs von Chromosom 13

In der linken Haélfte sind an einem Idiogramm (550 Banden) der haufig trisome Bereich (blau)
dargestellt und in griin die von Brown et al. (1993) beschriebenen partiellen Deletionen, die zu
unterschiedlichen Ausprégungen im '13q- Syndrom' fithren. In rot wird die Deletionsregion, die
ursdchlich in der Holoprosenzephalie (HPE) involviert ist, dargestellt. An dem Ausschnitt des
Idiogramms 13q31-q34 mit einer Auflésung von 850 Banden, sind die etablierten BACs in Relation
zur chromosomalen Lokalisation dargestellt.

Die verwendete Strategie zur Identifizierung der BACs zeigte sich erfolgreich, da mit den 12
ausgewihlten Markern insgesamt 13 regionspezifische BACs identifiziert werden konnten.
Die anschlieBende Kolonie-PCR, durchgefiihrt an den individuellen Einzel-BAC-Kolonien,
zeigte sich als eine effiziente, reproduzierbare und zeitsparende Methode zum Nachweis von
STS-Markern und fiihrte zur Identifizierung von sogenannten positiven FISH-Sonden fiir das
Chromosom 13. Fiir weitere 15 BACs wurden ambivalente PCR-Ergebnisse beim
Durchmustern der BAC-Bank erhalten. Die anschlieBenden Kolonie-PCR- und FISH-
Analysen erlaubten keine Zuordnung zu Chromosom 13. Diese Klone wurden folglich als

negative Klone bezeichnet.

Beispielhaft soll hier das Ergebnis fiir D13S164 dargestellt werden. Dieser Marker wurde
ausgewdhlt, da sich dieser ca. 40 kb proximal zum RB1 Gen (Retinoblastoma) befindet. In
dieser Region kartieren auch die bereits kommerziell erhidltlichen DNA-Sonden, die in einer

Komposition mit anderen DNA-Sonden als Aneuploidie-Tests in der prénatalen
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Routinediagnostik verwendet werden. Daneben wird diese Sonde auch zur Detektion von
Retinoblastomen eingesetzt, da RB1, ein ca. 180 kb groBe Tumosuppressorgen, die
Zellteilung reguliert und Deletionen z.B. mit Retinoblastomen assoziiert wurden (Horowitz,
1993; Friend et al., 1986).

Mit dem Marker D13S164 wurden insgesamt sechs BACs identifiziert, von denen fiinf
anschlieBend in der Kolonie-PCR negativ waren und auch nicht an Chromosom 13
hybridisierten. BAC-Klon 163131 wurde mit der Kolonie-PCR als positiver Klon bestétigt.
Jedoch zeigte der Klon {iberraschenderweise nur Signale in einer distalen Region 13q31-q32.
Die Diskrepanz zwischen dem positiven PCR- und dem negativen FISH-Ergebnis konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass der BAC-Klon chimir ist. Die DNA-Sequenzen von 13q14
konnten kleiner als 3-5 kb sein und somit mit der FISH nicht nachweisbar sein. Der Vergleich
der End-Sequenzen des BACs mit dem genomischen Contig ergab eine 84%ige Identitit von

BAC 163131 mit einem Klon auf Chromosom 18p.

Eine weitere Besonderheit ergab sich fiir BAC 17382P, der mit dem Marker SGC31753 der
Bande 13932 nach dem Durchmustern der BAC-Bank detektiert wurde. In der Kolonie-PCR
war allerdings nur eine sehr schwache Bande im Gelbild zu erkennen. Mit der Hybridisierung
an normalen Metaphasen und die Sequenzierung der BAC-Enden ermoglichten die
Zuordnung des Klons zu der Bande 13q12. Es zeigte sich, dass der Klon 17382P ca. 250 kb
proximal zu FLT3 (FMS related Tyrosine Kinase 3) kartiert. Mutationen in Form von tandem
Duplikationen in diesem Gen wurden mit der akuten myeloiden Leukédmie im Mausmodell in
Verbindung gebracht (Rosnet et al., 1991; Abu-Duhier et al., 2000). Die Diskrepanz von
PCR-Ergebnissen fiir DNA-Pools und Kolonie-PCR koénnte durch eine Kontamination der
DNA-Pools erklért werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass BAC 17382P locusspezifisch fiir die Region 13q12 ist
und sich sehr gut fiir den Nachweis von freien Trisomien eignet. Aulerdem kann diese DNA-
Sonde in 13q12 als Kontrollsonde in einer Kohybridisierung zur Charakterisierung von

Deletion des '13q- Syndrom' eingesetzt werden.

Die Bereiche 13q13-q34 sind bei Deletionen mit unterschiedlich schweren Fehlbildungen
oder mentaler Retardierung korreliert (Brown et al., 1993). Mit den von mir etablierten BACs
bestinde die Moglichkeit Deletionen unterschiedlicher Groe zu charakterisieren. Bei
Deletionen von 13q13-q31 konnen BAC 10567H und BAC 03308N, diese in der Bande
31q31 detektieren.
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Treten Deletionen der distalen Abschnitte 13q32-q34 auf, so besteht die Moglichkeit diese
mit insgesamt neun BACs zu charakterisieren. Die Bande 13932 ist fiir die Auspridgung des
13g- Phénotyps entscheidend, denn bei Deletionen treten die meisten der syndromtypischen
Merkmale auf.

In 13g32.1 befinden sich die iiberlappenden BACs 10358B und 11308P, die genomische
Sequenz von GPC6 (glypican 6) tragen. GPC6 spielt moglicherweise eine Rolle in der
Wachstumskontrolle und Differenzierung (Paine-Saunders et al., 1999; Veugelers et al, 1999).

In dem Bereich zwischen den Markern D13S136 und D13S147 liegt eine ca. 1 Mb grofle
Region, in der Deletionen zu schweren kongenitalen Fehlbildungen fiihren. Hierzu gehdren
Holoprosenzephalie (HPE) und Anomalien der Finger wie z.B. fehlende Daumen (Brown et
al., 1995; Brown et al., 1993). Anhand von transgenen Miusen konnte eine Haploinsuffizienz
des ZIC2 Gens (Zic family member 2, odd-paired homolog, Drosophila) als Ursache fiir HPE
belegt werden (Brown et al., 1998). In dieser Region befinden sich die BACs 04382H und
11321B ca. 250 kb proximal zu ZIC2. Mit diesen BACs sollte es moglich sein Deletionen
ausreichend gut zu detektieren. BAC 04324E wurde 1 Mb distal zu ZIC2 etabliert, dessen
Enden sich jedoch nicht sequenzieren lieBen. Dieser BAC-Klon war positv fiir den Marker

SHGC34538 und die FISH-Ergebnisse bestitigten die Position in 13q32.

In 13g33.1 befindet sich BAC 15377K (D13S174). Von Blouin et al. 1998 wurde der Marker
D13S174 als ein moglicher Locus flir Schizophrenie analysiert. Schizophrenie ist durch
psychische Symptome gekennzeichnet, und wie auch bei der manischen Depression werden
genetische Faktoren als Krankheitsursache angenommen (Andreasen, 1995).

Mit einem Abstand von ca. 200 kb distal ist BAC 045030 im Genbereich von TPP2
(tripeptidyl peptidase II) lokalisiert und distal davon BAC 11341A mit dem Marker D13S280
mit Teilen des Gens ERCCS5 (excision repair cross-complementing rodent repair deficiency).
ERCCS ist eine Einzelstrang spezifische DNA Endonuklease und Mutationen in ERCCS5
filhren zu fehlerhaften Reparaturen von UV-Schidden im Krankheitsverlauf von Xeroderma
pigmentosum (Habraken et al., 1994; Nouspikel and Clarkson, 1994).

Die Verteilung der BACs entlang der Banden 13q32-q33 sollten es ermdglichen, Deletionen
von unterschiedliche GroBe im '13q- Syndrom' zu detektieren. Da keine addquaten Fille

vorlagen konnte diese Annahme nicht gepriift werden.
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In der prénatalen Diagnostik werden FISH-Sonden der Chromosomen 13, 18 und 21 an
invasiv gewonnenen Zellen zur Detektion von Trisomien eingesetzt. In einer Weiter-
entwicklung wird versucht kindliche Zellen aus miitterlichem Blut zu gewinnen, um an diesen
Zellen die entsprechenden Diagnostiken durchzufiihren. Fiir die Unterscheidung der
miitterlichen von den kindlichen Zellen wurden bisher Schwangerschaften mit mannlichen
Kindern untersucht, da in diesen Fillen die kindlichen Zellen mit gonosomenspezifischen
FISH-Sonden nachweisbar sind. Es standen fiir Testhybridisierungen keine sortierten
kindlichen Zellen zur Verfiigung, deshalb wurden Blutausstriche von Nabelschnurblut
ménnlicher Neugeborener verwendet. An diesen Zellen lielen sich die Zentromerproben der
Chromosomen X und Y etablieren und es wurde beispielhaft das indirekt markierte BAC
045030 des Chromosom 13 fiir den mdglichen Nachweis einer Trisomie 13 verwendet. Mit
diesem BAC war es moglich distinkte Signale in der Interphase zu erhalten. Die Qualitét des
Signals war dem des verwendeten alpha-Satelliten Signal von Chromosom X gleichwertig. Da
die Hybridisierung mit indirekt markierten FISH-Sonden erfolgte, konnte das Signal in der
Interphase mit fluoreszenz markierten Antikdrpern verstirkt werden. Fiir den Einsatz in der
Routinediagnostik wéren allerdings direkt markierte FISH-Sonden vorzuziehen, da die
Zeitersparnis zur Detektion der Signale erheblich ist. Fiir die direkt markierten FISH-Sonden
sind nach der Hybridisierung nur 5-15 min dauernde Waschschritte erforderlich, hingegen

braucht die Detektion mit den Antikérpern zwischen 2,5 und 3,5 Std.

5.3 Chromosom 21 spezifische BACs

Die Etablierung qualitativ hochwertiger BAC-Klone fiir verschiedene Regionen des
Chromosoms 21 waren die Voraussetzung fiir die erfolgreiche Durchfiihrung von FISH-

Analysen zum Nachweis von numerischen und strukturellen Chromosomenaberrationen.

Fiir das Chromosom 21 wurden in 21g21.1, 21922.13-q22.3 insgesamt zehn BACs etabliert,
die eine hohe Spezifitit fiir diese chromosomalen Regionen in der FISH aufwiesen
(Abbildung 5-2). Weiterhin wurden durch Sequenzierungen der BAC-Enden zuséitzliche
Sequenzinformationen erhalten, die eine sichere Zuordnung der BACs zu den genomischen
Contigs erlaubten (Hattori et al., 2000). Die sequenzierten Bereiche waren 96% bis 100%

identisch mit den genomischen Contigs.
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Abbildung 5-2 Ubersicht iiber die Lokalisation der etablierten BACs von Chromosom 21
Im linken Teil der Abbildung findet sich ein Idiogramm des Chromosoms 21 (850 Banden), der blaue

Balken deutet an, dass in 95% der Fille das gesamte Chromosom in dreifacher Kopie vorliegt. Rechts
ist ein Ausschnitt von 21q22.13-q22.3 mit den etablierten BACs dargestellt. Zwischen dem D21S17
und dem ETS2 Gen ist die Down-Syndrom kritische Region (DSCR) in rot und die Region, die nach
Barlow et al. (2001) bei angeborenen Herzkrankheiten im Down-Syndrom involviert ist, wird als
griiner Balken dargestellt. Das Gen DSCAM (Down-Syndrome cell adhesion molecule) wurde von
Barlow als Kandidatengen fiir Herzerkrankungen kartiert. PFKL (phosphofructo-kinase liver type)
Die Auswahl der BACs erfolgte mit STS und Mikrosatellitenmarkern aus der fiir das Down-
Syndrom kritischen Region und zudem wurde fiir eine weitere subtelomerische Region im
Abstand von 2,5 Mb eigens generierte Primer verwendet. Diese Primer wurden innerhalb
repeatarmer Regionen nach einer computergestiitzten Analyse mit 'REPuter’ generiert (Kurtz
et al., 2000).

Es zeigten sich Unterschiede in der Verwendung der verschiedenen PCR-Primer fiir das
Durchmustern der BAC-Bank. Die Primer der repeatarmen Regionen waren in der PCR
stabiler als z.B. D21S55 und D21S259 innerhalb der Down-Syndrom kritischen Region. Fiir
die beiden Primerpaare D21S55 und D21S259 war es trotz verschiedenen Optimierungen der
PCR nicht mdglich BACs zu isolieren. Im Unterschied dazu wurden fiir die Marker D21S15,
D21S270, D21S3 und D21S53 anhand schwacher PCR-Signale insgesamt zehn BACs
identifiziert. Jedoch wurde die Anwesenheit der STS-Marker fiir die individuellen BAC-
Klone in der Kolonie-PCR nicht bestdtigt und keiner der BACs zeigte in der FISH-Analyse

Signale auf dem Chromosom 21. Die geringe Ausbeute an positiven DNA-Sonden 1d6t sich
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zum einen mit der Komplexitit der zu analysierenden PCR-Pools begriinden, die dazu fiihren,
dass ein Limit in der Detektierbarkeit der DNA erreicht wird. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass mit der PCR Methode fiir einige Marker kein Klon detektiert werden kann,
die Rate liegt bei 8,6% fiir die verwendete BAC-Bank (Kim et al., 1996).

SchlieBlich wurden insgesamt zehn BACs fiir das Chromosom 21 isoliert, deren Lokalisation
im weiteren dargestellt wird. In der chromosomalen Bande 21qg21.1 kartiert BAC 06355L
(D21S1414) und kann im Falle einer partiellen Monosomie 21 oder partiellen Trisomie 21 als
Hybridisierungskontrolle der distal liegenden Bereiche dienen.

Weitere neun BACs kartieren zu den Banden 21q22.13-g22.3. Es wurde dargestellt, dass drei
BACs (09381C, 10337F, 01357L) zwischen dem proximalen Marker D21S17 und dem
distalen Marker ETS2 kartieren. Diese BACs befinden sich somit innerhalb der kritischen
Region, die mit verschiedenen Down-Syndrom Charakteristika assoziiert ist und als Down-
Syndrom kritische Region (Down's Syndrome critical region = DSCR) bezeichnet wird
(Rhamani et al., 1989; McCormick et al., 1989; Delabar et al., 1993; Korenberg et al., 1994).
Die BACs 09381C, 10337F und 01357L iiberspannen groB3e Teile des DYRK1A Gens (dual-
specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 1A). Dieses Gen ist ortholog zu
dem Minibrain (Mnb) in Drosophila (Guimera et al., 1996; Shindoh et al., 1996; Song et al.,
1996). Mnb ist in der postembryonalen Neurogenese involviert (Tejedor et al., 1995), zudem
konnte gezeigt werden, dass Mnb im DS-embryonalen Gehirn iiberexprimiert wird (Guimera

et al., 1999).

Im weiteren konnte ich sechs BACs in der Region zwischen dem Marker D21S3 und PFKL
lokalisieren. Dieser Bereich wird mit den angeborenen Herzkrankheiten beim Down-Syndrom
(congenital heart disease = CHD) in Verbindung gebracht (Barlow et al., 2001). Vorwiegend
treten beim Down-Syndrom Atrioventrikulare Septum Derfekte (artioventricular septal
defects = AVSD) auf (Fernecz et al., 1997). Im proximalen Bereich dieser Region befinden
sich die BAC-Klone 11531C und die sich tiberschneidenden BACs 02324L und 124861. Das
BAC 11531C enthélt die genomische Sequenz des Gens WRB, das fiir ein Tryptophan reiches
Basisprotein codiert (alternative Bezeichnung: congenital heart disease 5 gene, CHDS) und
unter anderem im erwachsenen Herzen, Gehirn und anderen Geweben, als auch im fetalen
Gehirn exprimiert wird (Egeo et al., 1998). Die BACs 02324L und 12486l iiberspannen Teile
von SH3BGR (SH3-binding domain and glutamic acid-rich protein), das fiir ein

Glutaminsédure reiches Protein codiert mit einer SH3-Bindedoméne. Das Protein wird
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differentiell im Herz und im Skelettmuskel exprimiert (Scartezzini et al., 1997). Weitere
Analysen der BAC-Klone zeigten, dass BAC 03384B (D21S23) innerhalb der Genregion von
DSCAM (Down-Syndrome cell adhesion molecule) lokalisiert ist. DSCAM ist eines der
groBten Gene und erstreckt sich iiber eine genomische Region von 840 kb und codiert fiir ein
Zelladhdsions-Molekiil. Es wird spezifisch und hoch exprimiert in fetalem und adultem
Gehirn und gering in anderen Geweben (Yamakawa et al., 1998). Von Barlow et al. (2001)
wird DSCAM als Kandidat fiir die CHD in DS angenommen. Daher war es von Vorteil einen
BAC auch in diesem Bereich fiir diagnostische Zwecke etabliert zu haben.

Etwa 500 kb distal zum BAC 03384B befindet sich der BAC-Klon 10293M, der den Marker
D21S266 trigt. BAC 10293M tragt einen Teil genomischer DNA des Gens MX2 (human
interferon-regulated resistance GTP-bindin protein MXB). Schlief8lich ist BAC 20303J ca. 2,5
Mb vom Telomer entfernt und noch innerhalb der von Barlow et al. (2001) beschriebenen
CHD-Region. Dieser BAC-Klon trigt genomische Sequenz des Gen TMEMI

(transmembrane proteinl alias: epilepsy holoprosencephaly candidate-1 protein).

Alle aufgefiihrten fiir Chromosom 21 spezifischen BACs sind fiir die Analyse freier
Trisomien, die in 95% der Down-Syndrom Patienten auftreten, einsetzbar. Besondere
Bedeutung haben die BACs der Down-Syndrom kritischen Region. Speziell diese FISH-
Sonden eignen sich auch fiir die Charakterisierung von partiellen Trisomien. Auch die BACs
in der von Barlow et al. (2001) beschriebenen Region fiir angeborene Herzfehler haben

diagnostisches Potential.

Das Sondenkollektiv wurde auch zum Nachweis freier Trisomien 21 in Amnionzellen
(47,XY,+21) verwendet und zur Charakterisierung von partiellen Trisomien und
Monosomien. Die BACs einzeln als FISH-Sonden eingesetzt, wiesen eindeutig drei Signale
an Metaphasechromosomen als auch an Interphasekernen auf. Aus dem Sondenkollektiv
wurden die drei benachbarten BACs der Down-Syndrom kritischen Region (09381C, 10337F,
01357L) als BAC-Pool hybridisiert und damit wurden verstarkte und gut erkennbare Signale
in der Interphase nachweisen. Die Kombination dieser BACs eignet sich besonders gut fiir die
Analyse in der Interphase, da mit den BACs ca. 300 kb genomische Sequenz fiir die
Hybridisierung zur Verfiigung stehen. Obwohl eine Liicke von ca. 40 kb zwischen den BACs
09381C/10337F und 01357L besteht, werden von dem BAC-Pool distinkte Signale in der
Interphase erzeugt. Durch die enge Nachbarschaft der Klone (<100 kb) treten keine
gesplitteten Signale auf (Trask et al., 1989).
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Eine dhnliche Kombinationsmoglichkeit besteht fiir den proximalen Teil der CHD-Region mit
den BACs 11531C und 023241./124861, die sich in einem Abstand von ca. 70 kb zueinander
befinden.

Durch die Zusammenstellung spezifischer DNA-Sonden im sogenannten Sondenkollektiv war
es moglich verschiedene Fragestellungen der prianatalen Diagnostik und postnatalen
Diagnostik zu bearbeiten. Die DNA-Sondencocktails wurden zur Charakterisierung von freien
Trisomien 21 und 13 in Amnionzellen sowie zum Nachweis von kindlichen Zellen und
miitterlichen Zellen in Nabeschnurblut verwendet. Aulerdem wurden die DNA-Sonden zur

Charakterisierung von partiellen Monosomien und einer partiellen Trisomie verwendet.

5.4 Chromosom 22 spezifische BACs

Die BACs des Chromosom 22 sollen Mikrodeletionen in 22q11.2 im Zusammenhang mit dem
DiGeorge-Syndrom bzw. Velokardiofaziales-Syndrom (DGS/VCFS) darstellen kdnnen. In
dieser Region sind Chromosom 22 spezifische duplizierte Sequenzen (low copy repeats =
LCRs) lokalisiert. In einem 3 Mb groflen Bereich befinden sich die LCRs (A bis D), durch
deren Rekombinationen Deletionen in Gréf3e von 1,5 bzw. 3 Mb vermittelt werden (Edelmann
et al.,, 1999a; Edelmann et al., 1999b; Shaikh et al., 2000). Es wurden vier BACs fiir die
Detektion des DGS/VCEFS in der typischen deletierten Region zwischen Marker D22S427 und
D22S801 etabliert.

Die hier etablierten FISH-Sonden, zum Nachweis kryptischer Deletionen in 22q11.2, wurden
nicht wie die BACs der Chromosomen 13 und 21 mit STS-Markern oder
Mikrosatellitenmarkern isoliert, sondern mit speziell generierten Primern. Wegen des hohen
Gehalts an Repeats bzw. sich wiederholenden Sequenzmotiven wurden mit der REPuter
Software Bereiche ohne Wiederholungen fiir die Generierung von spezifischen PCR-Primern

ausgewahlt.
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Abbildung 5-3 Ubersicht der BAC-Lokalisationen innerhalb 22q11.2

Im oberen Bereich der Abbildung finden sich die low-copy-repeats (LCR: A bis D) innerhalb der
typischen deletierten Region vom DGS/VCFS. Zwischen LCR A und B sind die BACs 11416E und
17441E positioniert. Die BACs 12464F (rot) und 12336l (blau) befinden sich zwischen LCR B und C,
beide BACs sind mit einem Ende im LCR B bzw. C lokalisiert. Identische Sequenzmotive innerhalb
weiterer LCRs sind mit farbigen Sternen gekennzeichnet. Im unteren Teil der Abbildung werden
Deletionsregionen mit grauen Balken dargestellt und die dazu angegebenen Prozentzahlen weisen auf
die Haufigkeit der Deletionen hin (nach Shaikh et al., 2000).

Der Bereich zwischen den LCRs A und B ist am héufigsten von Deletionen betroffen und
deshalb sind die isolieren BACs 11416E und 17441E fiir die FISH-Analyse von grof3er
Bedeutung (siehe auch Abschnitt 0). Aufgrund ihrer Position war festzustellen, dass die BACs
keinen der LCRs umfassten sondern vielmehr in der Region von CLTCLI (clathrin, heavy
polypeptide-like 1) und HIRA (histone cell cycle regulation defective, S. cerevisiae, homolog
of, A) positioniert sind (Sirotkin et al., 1996; Lamour et al., 1995; Roberts et al., 1997). Diese
befinden sich 450 bzw. 300 kb proximal zu dem TBXI1 (T-box 1) Gen, einem
Transkriptionsfaktor, der an der Regulation in der Entwicklung beteiligt ist (Chieffo et al.,
1997). Von Jerome und Papaioannou (2001) wurde gezeigt, dass Nullmutationen von TBX1
bei Méusen mit dhnlichen Herzdefekten einhergehen wie sie auch beim DGS/VCFS zu finden
sind. Zumal auch Miuse mit einer 1,5 Mb groflen Deletion, die homolog zu der DGS/VCFS
ist, konotrunkale und parathyroide Defekte zeigten (Merscher et al., 2001).
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Das Spektrum der vorhandenen Klone sollte durch BACs der Regionen LCR B-C und LCR
C-D erginzt werden. Es gelang nicht innerhalb der Region zwischen LCR C-D einen BAC zu
isolieren. In dem Bereich LCR B-C konnten die BACs 12464F und 123361 mit einer
Gesamtliange von ca. 338 kb etabliert werden. Ein BAC-Ende von 12464F ist innerhalb des
LCR B lokalisiert und weist zum Klon cHK89 eine 99%ige Identitit und zum Klon cos4 eine
100%ige Sequenzidentitét auf. Zwischen dem cHK89 und dem cos4 besteht mdglicherweise
Homologie in Bezug auf das NF1L Element, das auch ein Element in den LCRs A und D ist.
NFIL beinhaltet eine AT-reiche Sequenz, die anscheinend bei einer balancierten
Translokation t(17;22) beteiligt ist. Diese Translokation ist mit Neurofibromatose Typ 1
(NF1-like) assoziiert (Kehrer-Sawatzki et al., 1997). Die Homologie, der Sequenzen auf
Chromosom 22 und 17, konnte bisher nicht vollstindig gekldrt werden. Vermutlich gelang es
nicht aufgrund der unklonierbaren und instabilen Sequenz der Region einen, die Liicke
tiberspannenden, Klon zu isolieren (Kurahashi et al., 2000). Sequenzvergleiche der BAC-
Enden von 12464F zeigten im LCR A drei homologe Segmente mit einer Identitidt von 99%
und im LCR D wurden zwei homologe Segmente mit einer Identitdt von 99% vorgefunden.
Nach der Sequenzierung der BAC-Enden zeigte sich fiir BAC 123361, dass ein BAC-Ende im
LCR C lokalisiert ist. Dieser LCR hat die wenigsten Repeatelemente im Vergleich zu den
anderen LCRs. Eine weitere Homologie zu einem Element, das vor dem LCR D zu
lokalisieren ist, bestand mit einer Identitdt von 97%.

Inwieweit sich die Homologien der einzelnen LCRs auf die Hybridisierungseffizienz der
FISH-Analyse auswirken, wird in Abschnitt 0 im Zusammenhang mit den Hybridisierungs-
Ergebnissen an Patienten mit Mikrodeletionen in 22q11.2 diskutiert.

In der Routinediagnostik werden die Klone in 22q11 zusammen mit telomerwérts gelegenen
FISH-Sonden in Kohybridisierungen eingesetzt. Die Kohybridisierung erleichtert bei einer
Mikrodeletion die Interpretation der Signale in der Interphase. Bei Vorhandensein einer
Mikrodeletion werden dann mit den Telomer-BACs Signale auf dem normalen und
derivativen Chromosom 22 in der Interphase erwartet, hingegen wird entsprechend mit dem
BAC aus 22q11 nur ein Signal in der Interphase erzeugt. Fiir die Integration meiner BACs am
Telomer orientierte ich mich an den bisher vorhandenen FISH-Sonden. Die Etablierung der
Sonden zur Kontrolle der Telomerregion fiihrte zu zwei BACs, von denen einer ca. 2,5 Mb
(02416N) und der andere (22489F) ca. 50 kb vom Telomer entfernt lokalisiert ist. Das BAC
02416N befindet sich in einem genarmen Bereich. Die fiir diesen BAC ermittelte Grof3e von
226 kb ermdglichte eine effiziente Markierung und zeigte distinkte Signale in den

Hybridisierungen. Weiter distal befindet sich BAC 22489F, der Teile des SBF1 (set-binding
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factor 1) Gens {iberspannt, allerdings wurde dieser wegen seiner geringen
Hybridisierungseffizienz nicht weiter eingesetzt.

Die BACs 11416E und 17441E, die sich in dem am hiufigsten deletierten Bereich zwischen
den LCRs A und B befinden, wurden dahingehend optimiert, dass sie ohne Vorbereitung der
Objekttrager d.h. ohne RNaseA und Pepsin Behandlung distinkte Signale in der Interphase
zulieBen (siehe Abschnitt 4.1.3). Desweiteren konnten diese BACs bereits bestimmte

Deletionen in 22q11 an einem Patientenkollektiv bestétigen.

5.5 FISH-Analysen von Patienten mit einer Deletion in 22q11

Die fiir Chromosom 22 optimierten FISH-Sonden konnten an Patientenmaterial getestet
werden. Diese Patienten wiesen eine Mikrodeletion in 22q11 auf, deren Anwesenheit bereits
mit kommerziellen FISH-Sonden nachgewiesen wurde.

In Anlehnung an kommerziell erhéltliche FISH-Sonden (z.B. Fa. Vysis oder Fa. Oncor)
wurde gezielt nach DNA-Klonen aus der Region zwischen den LCRs A und B gesucht. Mit
den BACs 11416E und 17441E konnten spezifische FISH-Sonden generiert werden.

Fiir die beiden BAC-Klone (11416E, 17441E) wurden jeweils deutlich sichtbare Signale auf
den Chromosomen 22ql1 auf normalen Metaphasen und in Interphasen erhalten. Bei den
Féllen wurden bei einer Zellzahl von 50 Zellen, dazu gehorten Metaphasen und
Interphasekerne, jeweils nur Signale auf dem unverdnderten Chromosom 22ql1 erhalten,
wihrend das Signal auf dem derivativen Chromosom (der(22)) nicht vorhanden war.
Zusitzlich wurde mit der Kohybridisierung des BACs (02416N) aus der Telomerregion in
22q13.3 eine Kontrolle iiber die individuellen FISH-Ergebnisse erhalten und ermdglichten
dadurch eine weitaus sichere Interpretation hinsichtlich des der(22).

Im Gegensatz dazu waren FISH-Ergebnisse mit den beiden BACs, die zwischen den LCRs B
und C lokalisiert sind, sehr ambivalent. BAC 12464F, dessen eine BAC-Ende mit Sequenzen
des LCR B identisch ist, produzierte neben den Signalen auf normalen Chromosomen 22 auch
Signale am derivativen Chromosom 22. Die FISH-Signale auf dem der(22) mit der Deletion
in 22ql1 waren bei den 11 Patienten mit Deletionen in 22ql1 generell schwicher in ihrer
Intensitdt im Vergleich zu den Signalen auf den normalen Chromosomen 22. Die
schwicheren FISH-Signale kdnnten auf die Anwesenheit von Teilsequenzen des LCR A bzw.
D zuriickzufiihren sein.

Ahnlich wie bei anderen Deletionssyndrom-Regionen vermutet man auch fiir die Region in

22ql1, dass die verwandten flankierenden und eingestreuten Sequenzcluster eine erhdhte
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Rekombinationsrate bewirken und somit auch Deletionsereignisse gehduft auftreten konnen.
Reduzierte Signale in der FISH-Analyse sind wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass
nach der homologen Rekombination, die zur Deletion fiihrte, Teile des LCR A bzw. D nicht
deletiert wurden. Es wére vorstellbar, dass Deletionen mit Bruchstellen in den
unterschiedlichen Repeatclustern vorliegen, und die verbleibenden DNA-Fragmente des LCR
A bzw. D konnten eine Hybridisierung des BAC 12464F ermdglichen, und zu einem weniger
intensiven Signal fithren. BAC 123361 konnte an Metaphasen von sechs der insgesamt 11
Patienten eine Deletion auf dem der(22) nachweisen, aber bei vier Patienten war ein
schwaches Signal auf dem der(22) zu verzeichnen. Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass bei
vier Patienten die Deletion des LCR D nicht vollstindig war, so dass noch Sequenzfragmente

vorhanden waren, mit denen BAC 123361 hybridisieren konnte.

5.6 Molekular zytogenetische Analysen der Patientin CMI mit einer
partiellen Trisomie 21

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten molekular zytogenetischen Analysen zeigten, dass die
Patientin CMI eine partielle Trisomie 21 mit dem Karyotyp
47,XX,der(21),t(16;21)(q23.2;q22.11)mat triagt. Damit wurde der zytogenetische Befund, der
am Humangenetischen Institut in Miinster erstellt wurde, bestdtigt. Die konventionelle
Chromosomenuntersuchung bei der Mutter ergab eine balancierte reziproke Translokation
t(16;21(q24;922) und einen unauffilligen Phénotyp. Dabei war davon auszugehen, dass die
Anwesenheit des zusétzlichen derivativen Chromosoms (der(21)) bei der Tochter anscheinend
von der Mutter vererbt wurde. Die Entstehung dieser seltenen partiellen Trisomie 21, war
anscheinend auf eine 3:1 Fehlverteilung in der miitterlichen Meiose zuriickzufiihren, bei der
das Translokationschromosom der(21) zusammen mit einem normalen miitterlichen
Chromosom 21 in eine Eizelle gelangte. Die Patientin CMI mit einem zusétzlichen der(21)
wies von den 25 auf der Jackson-Liste aufgefithrten Down-Syndrom Merkmalen nur fiinf
Merkmale auf (Jackson et al., 1976). Somit war das Madchen besonders mild betroffen und
erfillte mit den fiinf vorhandenen Down-Syndrom Merkmalen nur anndhernd die
diagnostischen Kriterien fiir Down-Syndrom. Da mindestens fiinf der auf der Jackson-Liste
aufgefiihrten diagnostischen Kriterien erfiillt sein sollten, um die Diagnose Down-Syndrom
zu erteilen, handelt es sich bei dem Médchen nicht um einen klassischen Down-Syndrom Fall.
Damit war es von Interesse, die 21q-Region, die bei der partiellen Trisomie 21 vorhanden

war, mit Hilfe der molekularen Zytogenetik ndher zu charakterisieren.
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Die Aufkldrung der Bruchpunktregion in 21g22.11 erfolgte mit 19 YACs. Da diese grof3e
genomische Bereiche erfassen war es moglich eine schnelle Annéherung an den Bruchpunkt,
im Zusammenhang mit der Deletion, zu erhalten (Burke and Olson, 1991; Schlessinger et al.,
1991). Mit insgesamt 12 BACs erfolgte eine Feinkartierung der Bruchpunktregion und
innerhalb der Down-Syndrom kritischen Region.

In den FISH-Analysen wurde durch die Anwesenheit von Signalen auf den normalen und dem
derivativen Chromosom 21, die proximale trisome Region des Chromosoms 21 bei der
Patientin mit einer partiellen Trisomie eindeutig nachgewiesen.

Der Bruchpunkt wurde innerhalb eines Intervalls von 80 kb, zwischen das proximale BAC
pR140B9 (D21S1682) und das distale YAC 690f12 (D21S390) lokalisiert. Somit wurde
eindeutig gezeigt, dass ca. 19 Mb des proximalen Teils von 21q trisom vorlag. Die Ergebnisse
der zytogenetischen Analysen mit dem Bruchpunkt des der(21) in der Bande 21922 wurden
dahingehend bestitigt, dass die molekular zytogenetischen Analysen die Bande 21q22.11
bestimmten. Der distal zum Bruchpunkt befindliche Bereich 21q22.12-qter zeigte in den
Hybridisierungen nur Signale auf den normalen Chromosomen 21, und es wurden keine
weiteren Verdnderungen detektiert.

AuBerdem konnte das translozierte Fragment von Chromosom 16 mit dem YAC 756h3
eindeutig auf dem derivativen Chromosom 21 und auf den normalen Chromosomen 16
nachgewiesen werden. Das YAC 756h3 ist durch die Marker WI-3181 und D16S402 in der
Bande 16q23.2 lokalisiert. Durch den Nachweis auf dem der(21) bei CMI konnte gezeigt
werden, dass nicht nur, wie nach zytogenetischer Betrachtung anfianglich angenommen,
16q24-qter sondern 16q23.2-qter trisom vorlag.

Der Bruchpunkt in 21g22 bzw. 16q wurde bei der Mutter mit FISH-Sonden bestétigt.
Insgesamt sieben FISH-Sonden wiesen den proximalen Bereich mit Signalen auf dem
normalen und derivativen Chromosom 21 aus. Der Bereich distal zum
Translokationsbruchpunkt wurde mit zehn FISH-Sonden, die auch bei CMI hybridisiert
wurden, bestdtigt. Eindeutig waren hier die Signale auf dem normalen Chromosom 21 und auf
dem derivativen Chromosom 16 erkennbar. Mit YAC 756h3 wurde gezeigt, dass auch hier
16g23.2-qter auf dem derivativen Chromosom 21 vorhanden war, und dieses unverandert an

CMI vererbt worden war.

5.6.1 Vergleiche der partiellen Trisomie 21 von CMI mit anderen Fillen
Bei den phénotypischen Betrachtungen fillt auf, dass die fiinf Down-Syndrom Merkmale, die

bei CMI auftreten, in verschiedenen Regionen des Chromosom 21 durch Delabar et al. (1993)

kartiert wurden. In den Korrelationen zwischen Genotypen und Phinotypen bei Delabar et al.
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(1993) wurde der Patient ML mit dem Karyotyp 47,XX,+der(21)t(15;21)(q26.2;q22.1)mat
beschrieben (Sinet et al., 1976; Raoul et al., 1976). Der trisome Bereich erstreckt sich vom p-
Arm bis zu dem Marker D21S54 und der Patient wurde, ohne Down-Syndrom Merkmale

beschrieben, also mit einem normalen unauffilligen Phinotyp (Abbildung 5-4).
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Abbildung 5-4 Bereiche partieller Trisomien von CMI und den im Text beschriebenen Patienten
An dem Idiogramm von Chromosom 21 sind auf der linken Seite die Gene APP, SOD1 und CRYA1
in griin und der Bereich, der von Delabar et al. (1993) mit 22 Down-Syndrom Charakteristika in
Verbindung gebracht wurde, ist durch einen blauen Pfeil dargestellt. Rechts vom Idiogramm sind
STS-Marker und die Down-Syndrom kritische Region (rot) gekennzeichnet. Die Bereiche, die bei den
Patienten trisom vorlagen, sind durch vertikale Linien dargestellt. Neben dem in dieser Arbeit
beschriebenen Fall CMI ist der von Delabar et al. (1993) beschriebene Patient ML mit keinem
Merkmal fiir Down-Syndrom angefiihrt. Die von Korenberg et al. (1994) beschriebenen Patienten mit
einer reinen partiellen Trisomie sind mit 5 bis 11 Down-Syndrom Merkmalen beschrieben. Der von
Rethoré beschriebene Patient 2 trégt eine Translokation t(16;21)(q22.3;q22.1) und zeigt Down-
Syndrom Merkmale.

App (amyloid precursor protein), SOD1 (superoxide dismutasel), CRYA1 (crystallin, alpha-1 human
alphaA-crystallin)

Im Unterschied dazu wurden die Patienten DUP21JG, DUP21GY und TETRA21MI mit
reinen partiellen Trisomien beschrieben (Korenberg et al., 1994). Die dreifach vorhandenen
Bereiche des Chromosom 21 erstrecken sich auf p-q21.2 (inkl. APP), q11.2-q21.3 (D21S16-
D21S54) und p-q22.11 (inkl. D21S93) und waren damit alle kleiner als die vorgefundene
Trisomie 21 der Patientin CMI (Abbildung 5-4). Im Gegensatz zu CMI weisen diese Patienten
einen 5, 11 +2 und 10 Kennzeichen fiir Down-Syndrom der Jackson Liste auf. Besonders der

Patient DUP21JG hat bei einer kleineren Duplikation auch 5 Zeichen fiir Down-Syndrom.
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Diese sind Minderwuchs, Mikrozephalie, mongoloide Lidspalte, Hypotonie und
Uberstreckbarkeit der Gelenke. Die angegebenen Merkmale unterscheiden sich von denen in
CMLI, die bei einer groBeren Duplikation fiinf andere Merkmale aufweist (Tabelle 5-1). Das
diese Patienten mit kleineren Deletionen andere oder mehr Merkmale fiir Down-Syndrom
zeigen, weist darauf hin, dass einzelne Merkmale sich nicht nur einer chromosomalen Region

zuordnen lassen.

Tabelle 5-1 Phéinotypische Merkmale von CMI und drei Patienten von Korenberg (1994)
In der linken Spalte sind phénotypische Merkmale angefiihrt, die bei der Beurteilung der
Patienten herangezogen wurden (Korenberg et al., 1994).

+: Merkmal vorhanden, —: Merkmal nicht vorhanden, +: Merkmal geringfiigig ausgeprégt, leeres
Kaéstchen: keine Information vorhanden

CMI DUP21JG | DUP21GY | TETRA21MI

Minderwuchs - + + -
Mikrozephalie - + T +
Brachyzephalie + - + +
lateral ansteigende Lidachsen - + + +
Epikanthus - - + -
Brushfield Flecken + - + -
flache Nasenwurzel + + _
stindig geoffneter Mund + + +
gefurchte Zunge - + -
hoher Gaumen — -

Einfaltung der Ohrmuschel - - - -
Kkurzer Hals + + +
kurze, breite Hinde + - — +
Brachydaktylie V + - - +
Klinodaktylie V - + —
Vierfingerfurche - - +
Sandalenliicke - + -
kongenitaler Herzfehler - — - -
Uberstreckbarkeit der Gelenke - + - +
Muskelhypotonie - + + +

Neben den bisher erwihnten Patienten wird von Rethoré et al. (1982) eine familidre
Translokation t(16;21)(q22.3;q22.1) beschrieben. Die Patientin Nr.2 wies eine Trisomie
16922.3-qter und eine Trisomie 21pter-q22.1 auf. Die phinotypischen Merkmale waren zum
einen mit dem Down-Syndrom in Verbindung zu bringen wie z.B. lateral ansteigende
Lidachsen, Strabismus, kurzer Hals und Vierfingerfurche und zum anderen mit einer Trisomie
16 wie z.B. hervortretende Stirn, deformiere Hinde/Fiile, Hypertelorismus und Kardiopathie.
Bei den beschriebenen Merkmalen des Down-Syndrom von Patientin Nr.2 féllt im Vergleich
zu CMI auf, dass nur der kurze Hals vorhanden ist. Im Unterschied dazu werden lateral

ansteigende Lidachsen, kurzer Hals und Vierfingerfurche auch bei TETRA21MI beobachtet.
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Weiterhin 148t sich feststellen, dass im Gegensatz zu Patientin Nr.2 bei CMI ein kleinerer Teil
des Chromosom 16 (16q23.2-qter) trisom vorliegt. In der Literatur wurde eine &@hnliche
partielle Trisomie 16q23-qter mit einer Translokation t(13;16)(p12;q23) beschrieben (Savary
et al.,, 1991). Der Phénotyp war gekennzeichnet mit Hypotonie und Dysmorphien wie z.B.
hohe Stirn, schmale Nase mit eingesunkener Nasenwurzel und Hypertelorismus. Demnach
lassen die milden Zeichen fiir Down-Syndrom in der Patientin CMI darauf schlieBen, dass die

partielle Trisomie 16 sich nicht im Phénotyp von CMI auswirkt.

Der Teil des Chromosom 21, der bei CMI in dreifacher Kopie vorliegt, enthdlt die Gene App
(amyloid precursor protein) und SODI1 (superoxide dismutasel). Mutationen in App treten
z.B. bei der autosomal dominant vererbten Alzheimer Erkrankung auf (Goate et al., 1991)
aber auch Frameshift Mutationen in App konnen zur Alzheimer Erkrankung in Down-
Syndrom Patienten fiihren (Van Leeuwen et al., 1998).

Das Gen SOD1 (Superoxide dismutasel) wies in Patienten mit Trisomie 21 eine 50% hohere
intrazelluldre Aktivitit auf. Die Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen der Erh6hung
der Aktivitit und den neurologischen Symptomen des Down-Syndroms vorldge, konnte
allerdings bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden (Lethem et al., 1997; de la Torre et al.,
1996; Turrens, 2001). Mutationen in SOD1 sind bei der dominanten Form der
Amyotrophischen Lateralsklerose zu finden (Rosen et al., 1993).

Durch die Kartierung von 24 Charakteristika des Down-Syndroms konnte das Gebiet von
SOD1 bis CRYAI mit insgesamt 22 Merkmalen in Verbindung gebracht werden (Delabar et
al.,, 1993). In dieser Region befinden sich demnach drei (sicher diagnostiziert) und zwei
(fragliche Merkmale) Charakteristika, die bei CMI zu finden sind, die mit dem Down-
Syndrom Phénotyp assoziiert sind.

Im Bereich der Bande 2122 wurden die Marker D21S17 und ETS2 als begrenzend fiir die
Down-Syndrom kritische Region angesehen, DSCR (Rahmani et al., 1989; McCormick et al.,
1989; Delabar et al., 1993; Korenberg et al., 1994). An der Auspragung des Down-Syndroms
konnten verschiedene Gene innerhalb der Region D21S17 bis ETS2 beteiligt sein. Fiir das
Gen CBRI (carbonyl reductase 1) wurde ein Gen-Dosis Effekt nachgewiesen der in der
Pathologie des Down-Syndroms involviert sein konnte. CBR1 ist eine monomere NADPH-
abhingige Oxidoreduktase, die eine Spezifitit fiir Carbonyl Komponenten aufweist. Mit der
vermehrten Anzahl von Chromosom 21 kommt es in Lymphoblasten zu einer Zunahme der
aldo-keto-Reduktase Aktivitdt und einer Zunahme der Chinon-Reduktase Aktivitit (Gonzalez
et al., 1995; Lemieux et al., 1993).
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Charakteristische kraniofazialen Merkmale und skeletalen Anomalien des Down-Syndroms
konnten auf ein iberexprimiertes Gen ETS2 (V-ETS avian erythroblastosis virus E26
oncogene homolog 2) zuriickzufithren sein. ETS2 ist ein Proto-Onkogen und
Transkriptionsfaktor. Wahrend der Mausentwicklung wird es in neu entwickelndem Knorpel,
in Vorlduferzellen der Schéddel- und Wirbelentwicklung hoch exprimiert (Maroulakou et al.,
1994). Transgene Méuse, die ETS2 iiberexprimierten, entwickelten Verdnderungen des
Gehirnschidel, Gesichtsschiddel und des Halsskeletts (Sumarsono et al., 1996).

Mit dem Gen SIM2, einem Homolog zu dem Drosophila single-minded Gen, befindet sich
ein weiterer Transkriptionsfaktor in der DSCR. Sim2 hat einen groBen Einfluss in der
Entwicklung des Nervensystems von Fliegen, und ist ein Kandidat fiir verschiedene
dysmorphe Charakteristika (Gesicht und Schédel), abnorme Gehirnentwicklung und mentale
Retardierung im Down-Syndrom (Chen et al., 1995; Dahmane et al., 1995; Muenke et al.,
1995). Des weiteren befindet sich das Gen DYRKIA (dual-specificity tyrosine
phosphorylation—regulated kinase 1A) in der DSCR, dieses ist homolog zu dem Drosophila
minibrain (mnb) und dem Ratten Dyrk Gen. Das Gen konnte aufgrund der beobachteten
Expressionsmuster an der abnormalen Neurogenese des Down-Syndroms beteiligt sein. Durch
Versuche mit transgenen Maéduse wurde vermutet, dass mentale Retardierung und
Lernbehinderungen beim Down-Syndrom mit DYRKI1A assoziiert sein konnten. DYRK1A ist
auBerdem ein guter Kandidat, der einige pleiotrope Effekte vermitteln konnte (Altafaj et al.,
2001; Chen and Antonarakis, 1997; Guimera et al., 1999; Smith et al., 1997; Song et al.,
1997).

Die Wirkung einer dreifachen Dosis des Chromosoms 21 konnte ein Ungleichgewicht in der
Genexpression verursachen. Dieses Ungleichgewicht konnte einen transaktivierenden Effekt
ausiiben, der sich in der geminderten Genexpression anderer Gene im Genom auswirken
konnte (Birchler et al., 2001).

Im Fall von CMI wurde die Region D21S17 bis ETS2 durch die Hybridisierung mit YAC
925el und 893d4 und den BACs 09381C/ 10337F und 01357L vollstdndig erfasst. Die BACs
09381C/10337F und 01357L befinden sich in der Genregion von DYRKIA, das zu der
mentalen Retardierung beim Down-Syndrom beitragen konnte. Diese FISH-Sonden der
DSCR lieen nur Signale auf den normalen Chromsomen 21 bei CMI erkennen und schlossen
somit eine Trisomie fiir diesen Bereich aus. Somit wurde bestétigt, dass dieser distale Anteil
des Chromosom 21 mit der DSCR bei der Patientin CMI auf dem derivativen Chromosom 21

nicht vorhanden war. Damit wire auch der mild Phinotyp der Patientin zu erkliren.
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Noch erwédhnt werden sollte, dass es trotz der guten Korrelation zwischen einigen Genotypen
und Phénotypen nicht eine einzige Region gibt, die ausschlieflich fiir die Ausprigung der
Merkmale des Down-Syndroms verantwortlich ist (Korenberg et al., 1994). Schlieflich
konnen Gene auch auBlerhalb der DSCR fiir die Merkmalsausbildung von fazialen
Veranderunegn, Mikrozephalie, Minderwuchs, Hypotonie, verdnderte Dermatoglyphen und
mentale Retardierung verantwortlich sein. Denn nach den Korrelationen von Delabar et al.
(1993) hitte die Region von SOD1 bis CRYAI in dreifacher Kopie vorliegen sollen, um drei
der Merkmale von CMI auszubilden.

5.7 Molekular zytogenetische Analysen der Patienten JP und SR mit einer
partiellen Monosomie 21

Die Patientin JP zeigte eine zytogenetisch sichtbare Deletion (21q22.2-qter) und einen
besonders milden Phinotyp, und war somit als untypisch einzuordnen. Die Deletionsregion
und der Deletionsbruchpunkt wurden mittels FISH-Analysen charakterisiert. Der
Deletionsbruchpunkt in 21q22 wurde im ersten Schritt mit regionspezifischen YAC- und
BAC-Klonen charakterisiert und anschlieBend mit single-copy Proben auf wenige kb
eingeengt. Die durchgefiihrten molekular zytogenetischen Analysen zeigten, dass der
Deletionsbruchpunkt innerhalb eines 5,2 kb groflen Intervalls im Gen ETS2 zwischen dem
Exon 5 und Exon 8 kartiert. Die Deletion erstreckt sich somit vom proximalen Teil der Bande
21qg22.2 tber die gesamte Bande 21q22.3 bis zum Telomer und hat eine Grofe von etwa 7,5
Mb. Durch die verwendeten FISH-Sonden und das Whole Chromosome 21 Paint (WCP21)
wurden kryptische Translokationen von Chromosom 21 Material auf andere Chromosomen
ausgeschlossen.

Eine weitere partielle Monosomie, Patient SR, mit einer grofen zytogenetisch sichtbaren
Deletion, die sich mit der Deletion von JP zytogenetisch iiberlappt, wurde ebenfalls molekular
zytogenetisch charakterisiert. Darliber hinaus wurden Genotyp und Phéanotyp Korrelationen
der beiden Fille und Vergleiche zu anderen in der Literatur beschriebenen partiellen
Monosomien erstellt.

Der Patient SR zeigte in der zytogenetischen Analyse eine Deletion und der Karyotyp lie3
sich mit 46,XY,del(21)(q22.1~2-qter) bestimmen. In der FISH-Analyse von SR zeigte der
BAC 1151N9, der bei JP den Bruchpunkt iiberspannt, Signale auf dem normalen und dem
derivativen Chromosom, und kartierte bei SR somit proximal zum Bruchpunkt. Mittels eines

weiteren FISH-Sondenkollektivs konnte gezeigt werden, dass der Deletionsbruchpunkt
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zwischen BAC 28F9 (D21S159) und YAC 821h8 (D21S346-D21S1893) lokalisiert ist. Somit
wurde gezeigt, dass die Deletionsbruchpunkte der beiden partiellen Monosomien sich nicht
iiberlappen, sondern heterogen sind. Der Deletionsbruchpunkt von SR kartiert
tiberraschenderweise 300 kb distal zu dem Bruchpunkt von JP. Anhand der Position des
BAC-Endes von 28F9 und dem proximalen Marker D21S346 von YAC 821h8 wurde das
proximale Bruchpunktintervall mit ca. 410 kb bestimmt. Auflerdem zeigten die FISH-
Analysen, dass bei SR in der subtelomerischen Region von 21q weitere Sequenzen vorhanden
sind. Der distale Bruchpunkt ist in 21¢22.3 in einer 2,5 Mb groflen Region zwischen dem
BAC 20303J und der Telomersonde (Vysis) lokalisiert. Es handelt sich demnach um eine
interstitielle Deletion mit del(21)(q22.2-q22.3) mit einer Grole von 5 bis 7,5 Mb. Die
Chromosomenanalysen der Eltern waren unaufféllig und somit handelte es sich bei beiden um

eine de novo entstandene reine partielle Monosomie 21.

5.7.1 Vergleiche der partiellen Monosomien 21 von JP und SR mit anderen Fillen

Um die ungewohnlich milden Phénotypen der hier charakterisierten partiellen Monosomien
21 (JP und SR) zu erkldren sind im weiteren Genotyp Phédnotyp Korrelationen durch
Vergleiche mit anderen in der Literatur beschriebenen partiellen Monosomien 21
ausgearbeitet. Partielle Monosomien des Chromosom 21, die aus Translokationen (Huret et
al., 1995; Chettouh et al., 1995), Ringchromosomen (McGinniss et al., 1992), aus reinen
partiellen Monosomien (Yamamoto et al., 1979; Theodoropoulos et al., 1995) oder auch aus
Robertsonsche Translokationen (Laurent et al., 1973; Rethoré et al., 1973) resultieren, sind in
der Ausprigung des '21g- Phénotyps', in Abhdngigkeit von den deletierten Regionen, sehr
variabel.

Um eine minimale Genregionen aufzukldren, die flir die Pathogenese verschiedener
Merkmale verantwortlich ist, ist es moglich von Patienten mit partiellen Monosomien 21 eine
Genotyp-Phinotyp Korrelationen zu erstellen (Epstein, 1990). In Abhédngigkeit von der Grof3e
und Lage einer partiellen Deletion wurden verschiedene phénotypische Varianten in einer
partiellen Monosomie 21 beobachtet. Fille von Patienten mit Ringchromosomen 21, die
kleinere oder dhnlich groBen Deletionen wie JP/SR aufwiesen wurden von McGinniss et al.
(1992) dokumentiert. Bei den Betroffenen wurden unterschiedliche Ausprigungen im
Phénotyp aufgezeigt (Tabelle 5-2). Es wurden sieben klinisch normale Personen beschrieben,
in deren Familien ein Ringchromosom 21 (r(21)) vererbt worden war. Diese wiesen
Deletionen der Marker D21S112, COL6A1 und S100B auf und bei allen war der D21S42

vorhanden.
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Fiir die vier voneinander unabhédngige Fille (Patienten 6-9) mit einem Ringchromosom,
wurden Phénotypen beschrieben, deren Ausprigung von wenig dysmorph bzw. geringfiigig
mental retardiert bis stark dysmorph und moderat mental retardiert variierten (McGinniss et
al., 1992). Die Patienten 6, 7 und 8 wiesen im Vergleich zu JP/SR kleinere Deletionen auf und
Patient 9 zeigte eine groBBere Deletion. Ein weiterer beschriebener Patient war CGM-14, der
auch ein Ringchromosom aufwies und dessen deletierte Region kleiner als die von JP/SR war

(Valero et al., 1999) (Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5 Deletionsgrofien von JP/SR im Vergleich zu in der Literatur beschriebenen
Fillen mit Ringchromosom 21

In der linken Halfte ist ein Ausschnitt eines Chromosom 21 Idiogramms mit ausgewéhlten Genen
(griin) und der DSCR (rot) zwischen den begrenzenden Markern D21S17 und ETS2 dargestellt.
Rechts von dem Idiogramm ist das BAC 1151N9 eingezeichnet, der das Bruchpunktintervall von JP
iiberspannt und distal zu diesem sind BAC 28F9 und YAC 821h8 dargestellt, die das proximale
Bruchpunktintervall von SR umschlieBen. BAC 20303J kartiert innerhalb der distalen deletierten
Region von SR. Die Deletionen der Patienten mit Ringchromosom von McGinniss et al. (1992) und
Valero et al. (1999) sind auch durch Balken dargestellt.

Bei allen beschrieben Patienten wurden mentale Retardierungen vorgefunden. Es fillt auf,
dass nur bei JP/SR Absencen beschrieben wurden, wieweit die EEG Anomalien von CGM-14

mit den epileptischen Anfillen der Patienten JP und SR korrelieren ist nicht zu erkennen. Die
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nach unten gerichtete Lidspalten wurden fiir JP/SR und auch Patient 7 beschrieben, dessen
Deletion MX1-S100B umfasst. Allerdings tritt dieses Merkmal nicht nur mit Deletionen
dieser Genregion auf, sondern konnte auch bei einem Patienten mit einer Deletion in 21q11.2-
g21.2 beschrieben werden. Dieser Patient wies wenige Dysmorphiezeichen und eine normale
Intelligenz auf (Korenberg et al., 1991a).

Die aufgetretenen Fehlbildungen, wie die Gesichtsasymmetrie, Makrostoma, kleine Ohren
und Ohranhdngsel konnten auch von McGinniss et al. (1992) bei Patienten 7 und 8
beschrieben werden. Diese Fehlbildungen konnten auf Entwicklungsstorungen der
Kiemenbogen zuriickgefithrt werden. Die dafiir infrage kommenden Gene sind
moglicherweise zwischen HMG14 und D21S112 lokalisiert (Bartsch et al., 1994). Sollte von
Genen dieser Region nur das rezessive Allel nach einer Deletion vorliegen, so wire es
moglich, dass dieses Allel allein zur Ausprigung kommt. Durch ein verdndertes
Expressionslevel der einen Genkopie, im Gegensatz zur normalen doppelten Genkopie,
konnte Einfluss auf die unterschiedlichen Entwicklungsstadien genommen werden (Valero et
al., 1999). Da die Patientin JP auch einige Anzeichen der Gesichtsasymmetrie und
Verianderungen der Ohren aufweist, konnten diese Anzeichen, wie beschrieben, mit dem oben
genannten in Verbindung gebracht werden. Auf der anderen Seite wurden diese Merkmale
nicht bei S.P. beobachtet. Eventuell ist die Deletion von S.P. kleiner und das Gen wird nicht

deletiert.

In der Deletionsregion befinden sich einige Gene, durch deren Verlust eventuell ein Bezug zu
den phénotypischen Auspridgungen der beschriebenen Félle hergestellt werden konnte. Die
Gene WRB und SH3BGR dieser Region werden im erwachsenen Herzen, Gehirn und im
Skelettmuskel exprimiert, sie konnten an der Auspragung der Phanotypen mitwirken. Fiir das
HMG14 (High mobility group protein 14) wurde eine 1,5 fach hohere Dosis in Embryonen
von Trisomie 16 Maiusen festgestellt. Es wurde angenommen, dass HMGI14 als ein an
Nukleosomen bindendes Protein eine Rolle in der Entwicklung von Down-Syndrom spielt, in
dem HMGI14 eine bestimmte Funktion an transkriptionell aktiven Genen innerhalb der
Chromatinstruktur einnimmt (Pash et al., 1990).

In der deletierten Region befindet sich das Gen DSCAM (Down-Syndrome cell adhesion
molecule), das in dem sich entwickelndem Nervensystem hoch exprimiert wird und eventuell
fiir einen Teil der mentalen Retardierungen und viszerale Anomalien im Down-Syndrom
verantwortlich ist (Yamakawa et al., 1998). Weiterhin konnte es als Kandidat fiir ein

Spektrum von Herzerkrankungen des Down-Syndroms (Down-Syndrome-congenital heart
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disease, DS-CHD) identifiziert werden, da es in der Entwicklung des Herzen hoch exprimiert
wird (Barlow et al., 2001). Es kann nur spekuliert werden, inwieweit die Entwicklung durch
eine Deletion dieses Gens betroffen ist. Inwieweit die Aortenisthmusstenose von SR durch
das Fehlen von DSCAM korreliert, ist nicht zu kldren, zumal Patientin JP bei der gleichen
Deletion keinen Herzfehler aufwies. Moglich wére in dem Fall, dass unbekannte genetische
oder epigentische Faktoren an der Ausprigung des Phédnotyps beteiligt wiren (Valero et al.,
1999). In jedem Fall konnte ein vollstandig deletiertes Gen DSCAM mit dem BAC 03384B
nachgewiesen werden, und wére als diagnostische FISH-Sonde fiir diesen Bereich gut
geeignet.

Bei SR handelt es sich um eine interstitielle Deletion, deren mogliche distale Grenze der
durch den BAC 20303J mit dem genomischer Sequenz von TMEMI (Transmembrane
protein-1, TMEM1) markiert wurde (Nagamine et al., 1997). Dieses BAC befindet sich ca.
205 kb distal von CSTB (cystain B), das mutiert eine progressive Myoklonusepilepsie
(epilepsy, progressive myoclonus 1, EMP1) verursachen kann. Das sog. Unverricht-
Lundborg-Syndrom ist eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung in deren Verlauf
zwischen dem 6. und 15. Lebensjahr Epilepsie auftritt (Pennacchio et al., 1996). Sollte bei JP
und SR ein rezessives Allel mit einer Mutation vorliegen, so wire es mdglich, dass dieses

Allel fiir die beobachteten epileptischen Anfille infrage kdme.

Neben den beschriebenen Deletionen im Telomerbereich von JP und SR und der geringen
Beteiligung an der Auspriagung des Monosomie 21 Phénotyps ist auch der Bereich 21q11.2-
g21.3 nur gering an phanotypischen Merkmalen der Monosomie 21 involviert (Huret et al.,
1995). Eine interstitielle Deletion von D21S16 bis D21S54 mit dem Karyotyp
46,XY,del(21)(q11-g21.2) war verbunden mit normaler Intelligenz und einem fast normalen
Aussehen (Korenberg et al., 1991a; 1991b) oder auch Valero et al. (1999) SPG
46,XY,del(21)(q11g21) (Abbildung 5-6).
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Abbildung 5-6 Ubersicht der deletierten Bereiche von JP/SR und ausgewihlte Fille, die kein
Ringchromosom 21 aufwiesen

Am Idiogramm sind die beiden Gene APP und SOD1 eingezeichnet, die eine Region flankieren, die
mit zehn Merkmalen des Monosomie 21 Phénotyps korreliert wurde. Die deletierten Bereiche werden
durch Balken dargestellt. Neben JP/SR mit milden Phénotypen finden sich die Félle von Yamamoto et
al. (1979; 46,XX,del(21)(q22.1 oder q22.2.-qter)) und Theodoropoulos et al. (1995;
46,XX,del(21)(g22)), deren Deletionen SOD1 nicht einschlieBen und die Patienten schwere mentale
Retardierungen zeigten. Patienten mit interstitielle Deletionen, die grofle Bereiche zwischen SOD1
und APP umschlieBen und Merkmale des Monosomie 21 Phianotyps aufweisen wurden von Chettouh
et al. (1995) Patient LAE 46,XX,-21,+del(21)(q11.2-q22.2) und von Huret et al. (1995) Patient LYFT
46,XX,del(21)(21g21.3-q22.12) beschrieben. Proximale interstitielle Deletionen mit wenigen
Dysmorphiezeichen wurden von Korenberg et al. (1991) 46,XY,del(21)(q11-g21.2) und Valero et al.
(1999) SPG 46,XY,del(21)(q11g21) beschrieben.

D21S17

21
850 Banden

Proximal zu ETS2 aber nicht SOD1 einschliefend finden sich partielle Deletionen, die von
Yamamoto et al. (1979) und Theodoropoulos et al. (1995) beschrieben wurden. Bei diesen
wurden die Karyotypen 46,XX,del(21)(q22.1 oder q22.2.-qter) und 46,XX,del(21)(q22)
beschrieben. Diese wiesen multiple Fehlbildungen auf wie z.B. schwere mentale und
physische Retardierung, Hypertonie und multiple Fehlbildungen wie z.B. Mikrophthalmie,
Fehlbildungen des &uBeren Ohres und Atrophie und Erschlaffung der Oberlidhaut. Anhand
der beschriebenen Patienten mit schweren mentalen Retardierungen und im Vergleich mit
JP/SR kann angenommen werden, dass Deletionen proximal zu ETS2 fiir die schwere mentale
Retardierung des 21q- Syndroms' verantwortlich sind (Korenberg et al., 1990; McGinniss et
al. 1992 ). Hier ware von McGinniss et al. (1992) noch der am schwersten betroffene Patient

9 mit einem Ringchromosom zu erwéhnen, dessen Deletion D21S55 bis S100B umfasste
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(Abbildung 5-5). Der Marker D21S55 befindet sich ca. 1 Mb proximal zu ETS2, in dessen
Genregion der Bruchpunkt von JP lokalisiert ist. Die Region, in der der Bruchpunkt von
Patient 9 lokalisiert sein konnte erstreckt sich auf ca. 10 Mb zwischen D21S82 (proximal) und
D21S55 (distal). Die auftilligen Merkmale des Patienten 9 waren die ausgeprigte Stirn, breite
eingedriickte Nasenwurzel, Lippengaumenspalte, beidseitiger Gehorverlust, kongenitaler
Herzdefekt, idiopathische Thrombozytopenie und Klumpfuss. Die phinotypischen Anzeichen
konnten nicht bei anderen r(21) Patienten beobachtet werden (McGinniss et al. 1992).
Typischere Ubereinstimmungen mit den Merkmalen der Monosomie 21 traten bei Fillen mit
partiellen Deletionen in 21q21-q22 auf wie z.B. von Chettouh et al. (1995) Patient LAE
46,XX,-21,+del(21)(q11.2-g22.2) und von Huret et al. (1995) Patient LYFT
46,XX,del(21)(21g21.3-g22.12). Diese zeigten demzufolge Deletionen in der Region APP-
SODI1, die mit zehn von flinfundzwanzig Monosomie 21 Merkmalen signifikant korreliert
wurde. Dieser Region wurden sechs faziale Anomalien, Symptome dhnlich der
Gelenkversteifung (Arthrogryposis), Vierfingerfurche, Hypertonie und mentale Retardierung
zugeschrieben. Zu den fazialen Besonderheiten gehoren ein Kurzer Hals, tiefe Haarlinie,
groB3e Nase, Hypertelorismus, groB3e Ohren und eine hoch gewdlbter Gaumen (Chettouh et al.,
1995).

Die umfassenden FISH-Analysen konnten den Deletionsbruchpunkt von JP aufklidren und im
Vergleich mit der dhnlich groBen Deletion des Patienten SR und den anderen beschriebenen
Féllen mit partieller Monosomie 21 148t sich bestétigen, dass partielle Monosomien 21, wie
von Huret et al. (1995) beschreiben, eine heterogene Gruppe bilden. Die Definition von
Subregionen, die fiir verschiedene phénotypischen Merkmale entscheidend wiren, scheint mit
einigen Schwierigkeiten verbunden zu sein. Zum einen sind die Bruchpunkte in vielen Fillen
nicht prazise kartiert und zum anderen wére die Anzahl gut charakterisierter Félle zu klein.
Mit den in dieser Arbeit charakterisierten Féllen JP/SR ist anzunehmen, dass der Bereich

distal zu ETS2 mit milden phanotypischen Auspriagungen assoziiert ist.

5.8 Haplotypen Analysen der partiellen Trisomie 21 (CMI) und der
partiellen Monosomien 21 (JP)

Die chromosomalen Verdnderungen der partiellen Trisomie als auch Monosomie 21 konnten
mit der FISH-Methode bestimmt werden. Zusétzlich wurden fiir CMI und JP Haplotypen
Analysen an DNA aus Blutlymphozyten durchgefiihrt. Daflir wurden polymorphe STR (short
tandem repeats) bzw. Mikrosatellitenmarker verwendet, die eine Heterozygotierate von 0,49
bis 0,88 aufwiesen. Die Marker waren sowohl an genetischen Karten (Mclnnis et al., 1993)

als auch an physikalischen Karten (Hattori et al., 2000) angeordnet.
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Die Haplotypen Analysen der partiellen Trisomie 21 (CMI) ergaben fiir die proximalen
Marker D21S1437, D21S2052, App und D21S1888 jeweils drei Allele in der Patientin. Die
Eltern zeigten jeweils zwei Allele fiir diese Loci und es konnten je zwei miitterliche Allele
und ein véterliches Allel in CMI nachgewiesen werden. Damit wurde die Trisomie dieser
Region ergdnzend zur FISH-Analyse bestatigt.

Distal zum Translokationsbruchpunkt schlossen sich im Abstand von 50 kb bzw. 550 kb die
Marker D21S261 und D21S262 an. Hier konnten eindeutig nur zwei Allele bei CMI
nachgewiesen werden. Auch alle weiteren Marker von D21S267 bis zum Telomer
(D21S1446) waren bei CMI nur jeweils zwei Allele vorhanden. Auflerdem konnte anhand der
Allelverteilung festgestellt werden, dass CMI je ein Allel von der Mutter bzw. vom Vater
erhalten hatte, und somit auch keine uniparentale Isodisomie vorlag. Wichtig war in diesem
Zusammenhang, dass der Marker D21S1440 aus der DSCR auch nur zweimal vorhanden war.
Damit konnte neben den FISH-Analysen bestétigt werden, dass kein Teil dieser Region
trisom vorlag, und damit an der Auspragung des Phanotyps beteiligt war.

Es konnte somit bestétigt werden, dass es sich bei CMI um eine partielle Trisomie 21pter-
q22.11 handelt. Mit dieser Methode wurden keine weiteren Verdnderungen in Form von

Deletionen vorgefunden.

Die Haplotypen Analyse der Patientin JP (partielle Monosomie 21) sollte zum einen die
FISH-Ergebnisse bestdtigen und zum anderen kléren von welchem Elternteil das derivative
Chromosom 21 stammte. Nach der FISH-Analyse konnte gezeigt werden, dass der
Bruchpunkt in einem Bereich von 5,2 kb zwischen Exon 5 und Exon 8 des ETS2 Gens
lokalisierte. Die Allelverteilung von JP wies fiir den Bereich vom Zentromer bis zu dem
Marker D21S180 je ein Allel von der Mutter und eines vom Vater auf. Mit diesem Ergebnis
konnte eine uniparentale Isodisomie fiir den proximalen Bereich ausgeschlossen werden.

Distal zu Exon 8 von ETS2 befinden sich die Marker D21S1956, WI-9128, D21S1843 und
D21S1891, die nicht polymorph waren. Mit Vergleichen, zwischen den Signalintensitéten der
Banden auf den Gelbildern, konnten Unterschiede in den Intensitéiten festgestellt werden. Die
Abschitzung fir WI-9128 und D21S1891 konnte nicht ganz eindeutig eine geminderte
Signalintensitdt zwischen der Bande von JP und den Eltern nachweisen. Allerdings waren die
reproduzierbaren Ergebnisse fiir die Marker D21S1956 und D21S1843 eindeutig in der
Signalintensitidt gemindert. Dieses Ergebnis bestdtigte die Deletion der Bereiche distal zu
Exon 8 von ETS2. Die Marker D21S268 bis D21S1446 befanden sich distal zu dem

Deletionsbruchpunkt und mit den PCR-Ergebnissen konnte in JP nur noch ein miitterliches
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Allel detektiert werden. Dies ldsst darauf schlieBen, dass das véterliche Chromosom 21
verdndert ist. Beide Eltern wiesen sowohl einen normalen Karyotyp und normale Ergebnisse
in der FISH-Analyse auf als auch keine Verdnderungen bei der Beurteilung der Haplotypen.
Es kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei JP um eine de novo entstandene reine
partielle Monosomie 21 handelt.

Fiir den Patienten SR standen keine Proben fiir molekulargenetische Analysen zur Verfiigung.
Hinweise auf eine de novo entstandene partielle Monosomie 21 wurden anhand der normalen

Karyogramme der Eltern ermittelt (lagen mir nicht vor, pers. Mitteilung Dr. Prager).

Der milde Phanotyp der Patienten konnten aus einer kryptischen Translokation spezifischer
DNA-Fragmete auf andere Chromosomen herriihren. Mit den FISH-Analysen verschiedener
YAC-/BAC-Klone und einem Whole Chromosome Paint wurden allerdings keine
Translokation von Chromosom 21 Segmenten auf eine anderes Chromosom nachgewiesen.
Auf der anderen Seite konnen kleine Inversionen oder Insertionen nicht komplett
ausgeschlossen werden. Eine weitere mogliche Erklarung fiir das Vorhandensein eines milden
Phénotyps bei den hier vorgefundenen groflen zytogenetisch sichtbaren Deletionen konnte die
Anwesenheit eines somatischen Mosaiks sein. Da hier als Untersuchungsmaterial nur
peripheres Blut zur Verfiigung stand, war es nicht mdglich die partielle Monosomie in
anderen Geweben nachzuweisen. Zum einen konnte ein sehr schwaches Mosaik in Blutzellen
vorliegen, mit einigen wenigen unerkannten Zellen mit einem normalen Karyotyp, neben
einem hohen Anteil an Zellen mit dem aberranten Karyotyp. AuBerdem konnte ein
Gewebsmosaik vorliegen, bei dem Zellen mit einem normalen Karyotyp in einem Gewebe
z.B. Gewebsfibroblasten auftreten. Demnach wire es moglich, dass nur in den Lymphozyten
der verdnderte Karyotyp mit dem der(21) préferentiell vorhanden wére, und in den
Hautfibroblasten ein Mosaik mit einem hohen Anteil 46,XX und einem sehr geringen Anteil
46,XX,del(21)(g22.2-qter) bestiinde. Moglicherweise wire in den Zellen der Hautfibroblasten
postzygotisch wéhrend der Mitose das normale Chromosom dupliziert worden und das
verdanderte Chromosom 21 wire verloren gegangen (kompensatorische Isodisomie). Bisher
wurde in der Literatur diese Moglichkeit nicht beschrieben, sondern vielmehr einig Fille mit
einem aberranten Karyotyp, der in Blutzellen nach der Geburt vorgefunden wurde, und im
spateren Verlauf einen vorwiegend normalen Karyotyp in den Blutzellen vorlag (Petersen et
al., 1992 , Bartsch et al., 1994). Der Chromosomensatz mit der Isodisomie brachte einen

Selektionsvorteil und durch die hohe Proliferationsrate konnte dieser Chromsomensatz sich in
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den Blutzellen durchsetzen. Im Gegensatz dazu wiesen die Fibroblasten dieser Patienten

jeweils den verénderten Karyotyp auf.

5.9 Schlufibemerkungen

Abschlieffend ist festzustellen, dass die von mir etablierten BACs in der Analyse von
strukturellen und numerischen Aberrationen der Chromosomen 13, 21 und 22 fiir Fluoreszenz
in situ Hybridisierungen geeignet sind. Die BACs besitzen eine durchschnittliche Insertgrofe
von 150 kb und zudem war die enthaltene genomische DNA nicht chimir, was sich in
Testhybridisierungen an normalen Chromosomen zeigte. Die BACs wiesen nur distinkte
Signale auf den entsprechenden Chromosomen auf, was gegen einen Chimédrismus des
genomischen Inserts spricht. Es gelang die BACs innerhalb der '13g- Syndrom' Region, der
Down-Syndrom kritischen Region und der Region fiir angeborene Herzkrankheiten im Down-
Syndrom und in dem Bereich von Chromosom 22ql1 in der DiGeorge-/Velokardiofaziales-
Syndrom Deletionsregion zu positionieren. Gleichzeitig ist es mdglich mit den gesamten
BACs von Chromosomen 13 und 21 Aneuploidien dieser Chromosomen zu bestimmen. Die
BACs waren in der FISH als Einzelsonden oder als Sondencocktail einzusetzen, in jedem Fall
wurden distinkte FISH-Signale an Metaphasechromosomen und in Interphasekernen sichtbar.
Es war auBlerdem mdglich Mikrodeletionen des Chromosom 22qll an Patientenmaterial
zuverléssig zu detektieren. Aullerdem gelang die Aufklarung einer partiellen Trisomie 21 und
in zwei Fillen von partieller Monosomie 21 wurden die chromosomalen Bruchpunkte mit der
FISH bestimmt. Zudem wurden mit Mikrosatellitenmarkern die Allelverteilungen und somit
auch die Herkunft der derivativen Chromosomen bestimmt, und mit Einzelkopie FISH-
Sonden wurde der Deletionsbruchpunkt einer partiellen Monosomie 21 bis auf 5,2 kb

eingegrenzt.
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°C

ng

ul
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BAC
Bast
BCM
Bio

bp
BSA
CEPH
cM

cm
DAPI
ddH,0O
Dig
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DOP-PCR
DTT
EDTA
et al
EtBr
FBS
FCS
FISH
FITC
for

g

g
kb

1

LB

M
Mb
min
ml
mM
NaAc
NCBI

ng

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Ammoniumpersulfat

bacterial artificial chromosome, kiinstliches bakterielles Chromosom
Basic Local Allignment Search Tool

Baylor College of Medicine

Biotin

Basenpaar

Bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
Centre d'Etude du Polymorphisme Humain
centi-Morgan

Zentimeter

4’,6’Dianidine-2’-Phenylidole Dihydrochloride
bidestilliertes Wasser

Digoxigenin

dulbecco's modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukeleinsdure)
Desoxyribonuclease
2’-Desoxynucleosid-5’-triphosphat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP)
degenerated oligoprimed PCR

Dithiothreitol
Ethylendiamin-bis-(B-aninoethyl-) tetraacetat
und andere

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiumbromid)
fetal bovine serum

fetal calf serum

Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Fluorescein-Isothiocyanat

forward

Erdbeschleunigung

Gramm

Kilo-Basen

Liter

Luria-Bertani (Medium)

molar

Mega-Basen

Minute

Milliliter

Millimolar

Natriumacetat

National Center for Biology and Information
Nanogramm
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SDS
SSC

Std

STS
TAE
Taq
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TEMED
ter
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i. N.
UTR
uv
v/v
w/v

YAC
z.B.

Nanometer

non-redudant (genbank)

Optische Dichte

Online Mendelian Inheritance in Man

kurzer Arm eines Chromosoms

P1 Artificial Chromosome, kiinstliches P1-Chromosom
polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Pulsfeld-Gelelektrophorese

pondus hydrogenii, negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
Konzentration

langer Arm eines Chromosoms

reverse

Ribonuklease

rotation per minute

Raumtemperatur

Sekunde

Sodium dodecylsulphate, Natriumdodecylsulfat
Standard-Saline-Citrat

Stunden

sequence-tagged site

Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Tertamethylethylenediamide

Ende eines Chromosoms

Schmelztemperatur
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

unit (Enzymeinheit)

tiber Nacht

untranslated region

Ultraviolett

Volumen

Volt

volume/volume (Volumen-Volumen-Verhéltnis)
Watt

wight/volume (Gewicht-Volumen-Verhéltnis)
yeast artificial chromosome
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Bezugsquellen fiir Chemikalien

BioWhittaker, Rockland, USA: Seakem Le Agarose, NuSive 3.1
Gibco BRL, Eggenstein: Agarose, Kanamycin, Sucrose, Agarose
Merck, Darmstadt: Natriumacetat, Essigsdure

Promega, Mannheim: H,O (RNase, DNase frei), DTT

Roche Diagnostics, Mannheim: Cot1-DNA

Roth, Karlruhe: Phenol, EDTA, NaCl, Ethanol, Methanol, Salzsidure, Acrylamid-
Bisacrylamid

Serva, Heidelberg: Borsdure, Agar Agar, Lauroylsarcosine Na-Salt, Citrat, Peptone Yeast
Extract, TEMED, KCI

Sigma-Aldrich, Taufkirchen: D-Glucose, Isoamylalkohol, Glycerin, Isopropanol, Tris, BSA,
Ampicillin, Hering-DNA, APS, deionisiertes Formamid, NaCl, May-Griinwald-
Losung, Giemsa-Losung, Chloramphenicol, Tween20, Na,HPO,, KH,PO., EtBr,
MgCl,, Dextransufat

Bezugsquellen fiir Materialien und Geriite

Abimed, Langenfeld: automatische Pipetten

Biometra: Trio-Thermoblock (Thermocycler), F10-VC (temperierbares Wasserbad)
Engelbrecht, Edermiinde: Objekttriager, Deckglédser, Glaskiivetten

Eppendorf, Gottingen: Thermomixer 5436, Zentrifuge 5414, Photometer, Zentrifuge 5810
FA Baker, Stanford, USA: SterilGurad (Sterilbank)

Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel: GFL3033 (Schiittelinkubator)

Hereaus Christ, Osterode: Biofuge A

Janke & Kunkel, Staufen i.Br.: Vibrofix (Vortex), Ikamag RET (Magnetriihrer mit Heizplatte)
Labotect, Gottingen: Inkubator

Marabu, Tamm: Fixogum

Memmert: Inkubator GTR0214

Satorius: 1402MP, universal (Feinwaage)

Sorvall: Zentrifuge

Techne: Thermocycler Progene und Genius

Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA: Antifade-Medium
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BAC-Endsequenzen: Chromosom 13

BAC 17382P T7
NNNNGCTTTATTAAAGTICTTTCCTTATTCTGGATTGCAACTTCAACTTTCAGATAGTATGGGTCAGTG
TGCTGCCATTAATCCCACTCTGGCCTTCTGTTGCCCACATGTCCTTTGTGGGATGTTACTGGAATGTT
AGGAACTATCATAAACTGTGCTTGCATCAGCCTTTCAGTATTTTACATAGCTCAGAAATGAAATCTAA
CCAAACCCCAACAGTATATAACAATTACAATAACACTAACTGGACAGGAGAATGAGGAGGAGCCACAA
CACTTGCCACTAAGTCAGACCTCAGGGTGGTTGGAGTCACGTGGTCTCAGGTCCTTGTATTGTGCAGA
GGGGACAGAGCTATTGTTCACGTTGAAACTTTATGTTAAATATGCACGAAGAAAAATTCAAGGGTAAC
TGCAAAGTGAACAGAAACAGAGCTACAATTCGGTAGAAGAAAACATGAAGCACAGAGAGGCAGAGGAA
ATTAATATAGGGTGGAAAGAAAACATATAATAATCATCACAACATACATGGACAACCCTTGGCA

BAC 17382P SP6
ACACGTCTCCACTTGTICTTTTACAAGTTAACTTTTTGTATGGTATCTTTTTCTATGTAGAAGTTTACT
ATTATTATGACATGGTTGAATCTGCCATTGTCTCATTCATAGCTTCTAGGTTTTGTGCCTGGCTGAGG
GAGGTTTCTACCTTATCCTTGCCAATATTATAAAAATATTATCCTGTATTTTCTCCTATAAGATTCAT
ATTTTGTATGTTTAGTTTTTAATTTTCAGTATTACAGATGAATAGTCAACTGTATCAGCATCACTTAC
TAAATAATCCACCCTTTCTCCACTAGTATGAACAATGACCTTTTTGCACACAGTTANNCGACACACAT
AT

BAC 10567H T7
GCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGCATGCAAGCTTATAACATAATGTCTATCA
CACCAAAACCAATTGGCACACTCGGAGTTATCTGCCTGCTCCTTCAGATATTTCTCTGAGATCTCAAT
TTGAGCTAAGGTATTGACTCAAAAGTAGTATAATACTTAGACATTTTATCCTCCCCTTCTTAGAGATC
CTTCAAGAGTTCAGGGTCAGTACAACCTGGACAAAGAGTAATATTTGCTGTGCTTAGCAATAAAGACC
TAGGCTATCTGATCAGAAAATTCCTATACAGTGTCCCATAAGTTTGAGATAACTCATTGGGCTTCATA
ATCATCTGTGCTTCATGATGAAAGCCTGTGTATATCAGGCTTTCATCACTCAGAAAAGTTGTGGTGTT
GACACCAGAGACAATGAAAAGAAGTGTCAGTAATGATTTCTGGATTTTTAGCAATCTTCAGAAAATAA
GTGTTCAGGTCCAACAGGGAAACAGCAGAGTCCCTGCCATCTGTAGAGGAAAANNNG

BAC 10567H SP6
CGAGAGTTTCTATTAAACTGTATCTGGCCTTAGTAGAAAATCATCCTACTTAAGGGTGTTAAATATAT
GTAAGAGGCTAGTAACTAATTAAAGATTTGGTGTCTTGGAGAGAGTAGGTTGAATAACATCATGCCCA
AAAGAATTCAATTAATGAAGTACCAACCTCTAAACCCCAGAACAGCTTTAGGCTATCTATCACAAAAA
TTCATTTGCTGTTGGAATCACTGAGTCTCCAATGAACTCGACATCAGGGAACTAAACGGTAGTCTGTT
TCAGAAGGCTGGTAAATACATCATGGCATTTCTTTTTTTTTCTGTAATAAGTTATATCTATAGTTTCT
AATAAAATATGCAACATATCTACATGTATACATAAATAATTTAATTTTCCTAGGGCAATTATTTTAAA
TACACTGATGAGAAGCTATTTATCATATTTGACCATCATAGTTCCCAAAATAAGTTCCACAATTAGCT
ATGC

BAC 03308N T7
GGACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTATATTTAGCTGTCGTTCTATAGGA
ATTGTTAAAAGTTCTATTTTGTCTTAGAATCTGTGTCACTGTAGAGCAACTCCAGCTTTTTCTTATTT
TTGTGAGTGAAAAAATTGGATGATGTCACAAAGTTCCATGTAGGAATTACTATAACCTTTCTGCAACT
GCAACTGAAATGATTTTCACTAGCCTGTTTCCCTGCCCCACTTAGGTGGCTTTTCATTGATATTTGGG
ATTTGCTAATGATCACCTACCCTGAGATAATCTTGTCTGATGATGTCATCTAGAGAACTAGCTCATAC
ATTTTTTTTTACAAATCATGGTAATATGTATCACTTTATTCATAGGAATTATCACATACTGAAATTAG
TTTATTCATGTATTTATTCATATGTAGATATCAAAAGATTATAATTTGAATAAATGAAAAACCTCTCT
ATCATGCTATCATTGTACATGGTATTTTATAAGGAGTTACTGATTCTCTCTAGACAGAAGAAATGTGT
AAATCTT

BAC 03308N SP6

TTATATGGAATCATTTTTTTATACTTGATATTTGATTTATGAAATATTGTTGTGTCCTAAGACAGTAC
AAACATAAATCAATTTATAGATACAAATTTATTTAAAATTTACTTACTCTTATTTTTGTGAGTTATAT
AGCTATTAGGAAATCGAAGACATTTATTTTCACAATGATTCCAGAGCAAGTTAAATGTTCTTAATTTA
TGTAGATGAGCCTTCAATATATCCTTAAGAATATATAAAAGAGATGAGAATTAAACAATTCTCATCAA
CAGAGCATCAAGAGTTTATTTTTATTTTTAGCAAAACCATACTTCAAATTCAAGTACTGTAAAATTAA
TAAGATTCTTATTTATTGTTTATGTACATTTTCTCATCACCTAAACCATAACAGATACTTTTAAAAAA
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TCAATGAATGAAGATAATTTCTCATCTTAAAATTAACTAAAACTATCAGTCTCCACATATTACCTTGG
TACTACTAAATGTGGACCACTTATTTTGATTAAAATGTTCGAAGTAACAACACAAATTTGTTGAACAT
CTATATAATATGAGCTCTTATAATGTCTTTTTATTATTTATGAGACAGTGTCTTGCTCTGTAACCCAG
ACTGAAGTGCAGTGGTACAACTGCCCCCCGCAGGCTTGACCTCTTGGGCGCAAATGATCCTCCCACCT
CAGCATCACAAGTAGCTGGGACATTACATTAATTAACTTACAGCAATAATCCTTCTGCATCTGTTAAA
ATANNNTGTCATATTTATT

BAC 163131 SP6
GTGCCNTNTNGAANNCTAAGCTTGTNTATTTGTTTCTAGAAGAAATGAAACAAACAACCAGGGTTTGT
CACCACAGGAGAAGGTGACAGGCTGCCTCTCCCAGCCAAGGATGCGCCATTCTTGGCAGAGCTGCTGT
TTGAGAGTATGCGTGACATTGTCGTCTTTTGTCAGACACACTGGTTCCAGTCGCATGACTGATGGCAG
CCACTCTGCCCTCTGCCCAGCCCTGTCTCAGCTCCTTATGTAGTTAGTATGAGACTATAAAGCCGTGC
AAAACTCAGGAGAGCCTAGAGGTGGCATGAGGCACATCAGTGAGTCACTTGTGTGGACAGAGCTCTGT
GTGGCCGTTTTCCTTGGAAACTTGGCTATCGCAGGGCATTTAGGAGGCAGTTCCAGAAAGAAAAAAAA
AAATCTGTCATCCAAGACAAAGACAGCAGCTAGCCCTCCTGGGGTAAGACAGCAGAGACTGCTCAAAA
CCACTTACACAGCTGGGGAGGGCTTGCAAACTGATGCCACTTATTTAGNAAATAAAAGAGNAACCCCC
AGATACCCCTTAGACTGTCCTCCAGNGGCCAGGAGACAGCANTTGCCCTGGGCTCCCCCACAGAGCAG
CTNANGANGAATTCAAGGNNTTTATNGNAGCANGGNCTCGCNTCCCCANGATGGGCNNGCAGCANNGG
GTANCCCCTATGAGCTTCTNGNCCCTAAANTGCCNTANTANNNCCCCCCCCAACTTCCCNNNTGGCGG
GANANTCCCGGNCCCCCTANGGNCNCACGGGCCTCNNCCCAGNNNTCGGCNNCCCCGNCNCCCCNNNC
CNGNCCCTTGCGANAGNGNGCNGNCNCNCGNTCNTNNNTCNCGCGACNCNCTATCTGNTCTNNNTNNT
NGCCNACNNTACNTNCNNGCCCCTNNCNTNNNNNNNNCTGNNCGNCTNNNNNNNCGNAGTAGNNCCGN
CANNNNTNACNCGCCACNNCCCGCGNNGNNCCACNNCNTTCTCGCGCCNNATNNNCGCCGNGCGNGCN
CNCGCGACCGCGACCTGCTCGTCNNCNNNNNTTGNACNNACTAACANNNNNCTCNNTNCGNACCNCT

BAC 10358B T7
GCTCGGTACCCGGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGCATGCAAGCTTTCATAAATATCTGCATG
GAGGTTTTTGTGTGGATATGTTTTCAGTTCCTTTGGGAAAATACCAAGGAGCAAGAATGCAGGATAGT
ATTTATAGTTTTGGGAGAAACTGACAAACTGTCTTCCAAAGTGGCTATACCATTTTTCATTCCCACCA
GCAATGAGTGAGAGTTTCTGTTGCTCTACATTCTCACCAGCATTTGGTGTTGTCAGTGTTCTGGATTT
TGGTCATTCTAATAAGTGTGTAGTGTATCTCATTGTTGTTTTCTTTTGCATTTCCCTGATGACATATG
ATGTGGAGCATCTTTTCGTATGCTTATTTGCCATTTGTTTGCTTATTTGCCATTTGTATGCCATTTGT
ATGTCAGTGAGGTGTCGAAGTCTTTAGATCATTTTTTGATTGACTTGTTTTCTTATTGTTGATTTTAA
TCATTCTTTCTATATTTTGGATAACAGTATTTTATCAGATATGCCTACTGNNNATATTTTCTCCCAGC
CT

BAC 10358B SP6
TTATAGCTTCTGTAAAATTTATTTAATAATTACCATATACCAAATGAATTAATTTTCTAACTTTTGGG
ATACTATTTTACTTTGCCATCTTCATTTCATTTCAGTTTTGAGCCATTCATTCTGCATTACTGTTTTA
TTACAGGGATAAAAACTGAGTGACAGTAAAACTAAAACAGCTTTTTTACTATTTACGTAAAGCCTCCT
TCATGCATCAAACAATGCCCAGAATAATGTCAAAACATGTAGAGAAAGAAAAATAGCACCCACCTCCT
CATTAATTATGGAGCTTTCAGAGCCCTGTGATGATGTGCATTTGGGATTATTCTGGGAGCTACTGAAT
CAAAACAGGACAGCTAAGATCAAGCAGAATCCTGGGAGCCAGAGGAGGTCAGCATAATTTTGAGCTGC
AGGAGCCTCTGGTGTTTGAAAAAATGGACAGTGTCTTCTAATAACTCTTTAGCAAAAATAAATAAATA
AATAAATAAATTCAATGTTCCTCAAAATTCCAAAAGAATGATGCAAATTACCATTTTTTTCTTTTCAA
TTTTTTTCTTTAATTGTTGTCTTATGGAAAAACAAGCATGTGATTTCAGGAAAAAATTTTATTTGTTA
GTTCCTCAAACTTGTTCTAGTTCATATGAGGCAAGAATCAGCTACTCTCTGGATTTCTAATCAGTCCA
GAACTNNNNTGGACTATCNNNCTNNNTAGTGANNNTTGCTTTTTTTTTTTTTACAAAA

BAC 11308P T7

CGNNTTNNTNNNCTCANGATCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTAAACATTGGAAAATTCTGCCTAATTC
TAATTTACAAAATACTGACAGTTAATGCACTACATTTTAATTCTGTTTAACATTGCCTCTTTCTTTTT
AATTTTTGGTGGGAGGAGTGACTAGCAGCTCATCTCTGTTATAGTCAGAGAAACGATTTTCCTTAGAC
TAGAGAAGAGGTCTGTCCTGACTTTGGTATTCTGCTCTTGTTCCATACATATAGAGCAATGGTTCTCA
ACTGGGGAGATTTTATATTTGACAATATCTGGAAGCCTTTTTATATGTTACAACCTGAAGGGTGCTAT
TGGTATCATTTGGGTAGAGGCCACAGGGATGCTACAAAGCATTCTGTGCACAAGACAGCCCCTATGAC
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AAATAATCATCTGGCCCCACCTGTCAATAGTGCACACTTGGGAGACCTTGATGCAGACCGATCTGGAG
CTTGAGATGAAAAAAATCTGT

BAC 11308P SP6
TACATCTTTAGTACGATTTTATTACCCTTGGCCTTCTGATGTTAATGTCTGTCTAAAGTAAAGGAATA
TCAAATGTACTTATCACATTTAGGAAGAACAATTAAATTAATCTTTTCAAGTCCTTTTTGAAGGAAGT
TTTATGAGGACTTTCTAATTTTTATTGGCATTTACTTTTTCAACATTTTTTCCCCCAGACTTCATCAG
GACAGCCATGTTAGCATAATGTACTTGAATAACAGAAAACACATTTTCTCTCATAATAAGCATCGATT
ATTTGATCTTCAATTTGGGTTTGTTTTTGCAGGCTTCGAAGGTATTTTAAATGATTCAAATGCTGTCT
GTTTACTGTGCTACAGGGAAAATGAATCGAGGAGACTATAATCTATAGAGCTTTACTTTTTCTGAAAT
TTCCAGTCAAAATATGTAATAACAACTCCAACAGCAATGCCAACTGAATTCCTATGCTTTTTGTCATG
AATAGTTGAGTAATATGTCCTGAGCCTCAGCAGCAAGATCATGCAGACCTGTACTGGAAAAATGGTAC
TTTC

BAC 01348G T7
TTCCTCTNNNGATCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTAAATTATAATTTTCAGTTTCTCCCCATGAAGC
GCTCTCGTCTGACATTTGTTTGGAATCGTGCCACTGCTGGTCTGCGCCAGATGTACCGTCCTTTCCAA
TACGATTTTCTGTTGCACCTTGTAGTGGATTCTGCATATCATCTTTCCCACCTAAAAATGTCTGAATG
CTTACACAAATAAATTTTATAACACGCTTATTTTGCATACTCCTTGAAATGTGACTCTTCAGAGGACA
GGGCACCTGCTGTGTATGTGTGGCCGTGCGTGTGTACTCGTGGCTGTGTGTGTGTGATGAGACACTTT
GGAAGACTCCAGGGAGAAGTCCCCAGGCCTGGAGCTGCCGAGTGCCCAGGTCAGCGCCCTGGACTGCT
TGCGCACTTGCTCACCGAGATGATGCNNNTGGAGGTTGCTGATCTGTGCGATTGCTGTAGCGGTTGCC
GGGGACCTTAAGAGTTATTTTGCTTCTCTGGAAGGGGCCTATTTCTTGCTAGGCAGGCAGCCAGTGTG
TC

BAC 01348G SP6
ACCCGATTTTGCGCCACTGCACTCAAGCCCGGGCAACAGAGTGAGACTTTGTTTCAAAAAAAAAACAA
AAACAAAAACTAGTGGTTGCTGTGTTGTGAAATACAGTGTTTTGCCGATACCTTAAAATATTATGAAA
CAATGCTCTTTTTAATTGTATTTGCCTTCATGGGTTGGTTTTGAAAGATGTTAGTAATATGCATAAGA
TGGAAAATATATTTTGTTTGTCTTTTTTATAGTTCCCCTACCTAGCAGATTTAAAAATTAGCAAAGGC
TAAGATCATACCTTCAACTTTCTTAATAAAACAGAGACCCTTTTGGAAATCTGATTCCTAGCTCATGA
CTGTGCTTGACCTTTGTGGATTTCTTGTACTGTATGTCAGGCAGAGCTCATGTGGGAAGTTCTCTTAT
GACTGCAAGAAAAGGAAGCGTAGTAGAAACATGTAGCTGGAACTGTAGGCCATTGTGTGCGCAGTCAG
CCTCCCTTCCCAGCCCCCAGATCCAGAACAATCTGTCTGAACATTAGAAACACCAGTAAACGTTAAAG
CAACAACCCTTCTGGTGGGCCATTTGGCAACTGGTCAAAAATCTTAAGAATGGTGCACAGCTTTTGTC
CAGCAGGTTCGCTTCTAGGAGGTGCTCTTACAGAGCCGGTAGAAATGAAATGCCCATC

BAC 04382H T7
CGGTTTTCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGACAAGCTTTAGGATAAATAATGGTTCTCAGGACATA
ACTTAGCTAACATACAAGCTATTTATAAGCTAACATAGAAGTTGCAACCAGAAGGGGGATTCTTTTGG
CCAGCAGAACCTGGAAAAATGAAAGCCACAGAGGCAAATACTAAAGTATCACTCAGGAAAGACAAGAG
TGTAGCTCTGTGACATAGATGGATATATTCTAATCATAAAACTAATTTTACTTCTTCCAAATTTATGC
CCACAAACCAACTTTCTGCTTTTTTCTTGTCTCGTATGCATTTTTTAACTTAATAATCTTTAAACACT
TTTATAAGAGTTTTTATATTCTGCATAGAAACACTTTGTTAGCTATATGAATTGCAAATATTGCTTTA
TCAAAAGATTCCTAGAGTCATGAAAGAAAGCAAACAAAGTGCTAATATTGTGGTTCATTGCTTCACTT
ATAAGATAAAATGCATACCATTTATCAATCTATAAACAATGTCTCAATTTGAGGTTGAATGTTAGAGT
TTACCCGGTAATCTAGTATTTCTCTAGAAATGTCAAAAAAAAGGGCAAAATTATATAGTACAGAGGAG
TGAGTGGCTGGAGGTTGTCTAGACAA

BAC 11321B T7
CCTGCCAGCATGCAAGCTTAGGTAATCTTATAGNNNGAAAAAAGTTCTACCAATTTTCGTAAGAAACT
TGATTTGAGGTGGTCGTATATTTTTCAGACGTGCTCATAGATCTGTAGTATATTCCCGGTGGGTAATA
GTTTATAGTTTTGCGACTTTTTTAAGGAACCAGTCATTGTAAGTCTGTATTTTTGTGTAAAGTATGAA
ACTTCCTTTGAAAAGGGGTTTATTTTTATTTTTTCTCTTATAGGAACAATTGGCTTCTTTGCATGCTT
TTGGTTTGTTACCAAAATATACAGTGTGGTGAAGGTTGACTGAAGAAGTTCAGTGTGTCCAGTTAAAA
CAGAAATAAATTAAACTCTTCATCAACAAAGACCTGTTTTTGTGACTGCCTTGAGTTTTATCAGAATT
ATTGGCCTAGTAATTCTTCAGAAACACCGTAATTCTAAATAAACCTCTTCCCATACACCTTTT
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BAC 11321B SPé6
NNNNNAGCTTAAAATGTGCAAGATTTTGTAAGAGATTTTTGAGTGGAGGAAGATACTTGATGAATTTA
TGTGAAGTCCCAAGGGCTAGATGCTGGGACCCTAGATTCCAGCCAGAGTGTACTTACTAAGGACAGGA
GGGGTGATGCTTGGGGTGTGAGGCCGGTTTTATTGAGAGTCCTTCCAAAACTGAGTGGGCAGACCTGG
AAAACGCAGGTTTCACCTTGGCCTCAGTCCCAAAGGTGCATCTGTACCACTAGCTTTTGTCAGGATGA
ATGATGGTGCTGAGTAATTTCAGGAAAGCAACTCATCTGCCCAAATATGACTGCCAAAATATTCAGAA
TAATGTAGCTTAGCACTTCAATGTAAATTTTACTTTCTGACTTCACAAATAAGGAAGAAGTTGCCTTT
TGGACGCTCTATCTTTTGCACTGGCTTTAATACCCAGGAACGGCCACTGTCAGATCCTCCATTCCATG
CAGGAGCTGGAAGAGATATAAGGAATGTATTTCTTCTCTCTCTCTTCATGTCACCACCCTCTCATTTC
CAGTTCACTTGTTATTCTTAAAGAGTAATGCCAAGTTTGTACACTAAAAAAAAAAAAAGAATCGGAC

BAC 15377K T7
AGCATAGGGCTTATAAATAATGAAGTTTTTAATTTTTAAAGACTTTATATTTTTGGAGCAGTTTTTGG
TTTACAGTGAAACTGAAAGGAAGACATAGAGATTTCCCTTATACCCTTTGCCCCCACAGATCCATCAC
CTCTCCATTACCAATATACCACACCGGAGTGGTGCATTTGTTACACCTGATGAGTCTACACTGACACA
TCATCACTCAGAGTTCATAGTTTACATTAGGGTTCACTCCTGGTGTTGTGTGCTCCATGGGTTTAGAC
AAATATATAATGTATTCACCATTATAGTATCATGCAGAGTATCTTCACTGCCCTAAAAATCCTTGTGC
TTTTTAAAAGTATCCAAGTTAAGCTTGAAGGTAGACATATTAGAGGCCTAGTAAGAGCCTTGTTCTGT
CACTGAGTCTTCTTTTGTACCTTGTAGGCCTAACGAGTTCTTGATTTGCAAGCCTTTAGGACCTAAAG
AAGCCTAGAACAGTTTGTGTTTTGCCTACAGTGAGACTGGCTATAGACAGACAGTTCTGAA

BAC 15377K SP6
ANNNATTTCTCTCTCTTGCCCTAGCATTGGGCTGCACAGCTAGAAACTTATTTCCAGGCCTCCTTTGC
TTTTAGGTTTAGTCATGTGACTAGGTTCTTATCAATGGAAGTGAGTAAAAACAGTGTGTTCTACTTCC
AAAGCTTGGCCATAAAACCTCAGTTATGTACTCCACCATTCCTTTTTTCTCATTTCCTCATAAGCTAA
AACAGGGACATAATGGTGGTCAGCTACAATAAAGCCCTAAAGGATTTTTTTTCAGCAACATGGAAATA
TGCTGGGTCTCTGAATAACATAACAAAGCCAAGCTACTCTGTCAGAATAAATTGGTTGAACTACAATA
GGAGAAAAATAACTTTCTATCTTCTTTAAGTGACGGTCTCTTTGTCATAGCAGCTTAGCTTTCACCAT
CACAAATACAGAAGAAATTGACTTGCTCAACCAAATTCTGCCTTTTAATGCCACCTTTCCCCAGAAGG
AACTCCATTTGAATATGGAATCCTGACAATTCAAAAAATGT

BAC 045030 T7
GTGNNNCCTTANNNGATCATCCTGCAGGCATGCAAGCTTGCTGTTTTTTTGCAACAAGAACTTAAAAG
AAGAACAAAAAATCTAGGTTCATTTCTGCATTTCACCAAAATACATTGCTTGGTAACTTTGATATACA
GCGAATCTTTATAAATAAAACTGAGTTTCCCCGTTAGGACAATGTAACAGTTTAGGGTTACATTTCTG
GGCATGGATTCAGGTGTAAATAAATAATAGACATAACAAATGATCTAATAAAAGCCAAGATGCAGCAT
TTACAGTGTTCATAATTAAAGGTGGTAAAAAATGTATCCCAACTCCAATAAATGAGAATGTTGTCTAT
TTTTACTGCATTGTTTACGTAAAAATGCAACTCTACCTTATCTGAAAATCTGATCTCTCTAAAACTAT
CAGAATAGCACAGAGAATAAATGAAAATATTTCAGGCACAAAAACATATGTCTTCTTTATCGTTGTAG
AACCTCACAGGGTTCTTATGAGAGAATACGTGTATGTCTAT

BAC 11341A T7
TATTNNTCGTATTTCTGACTATTTTAAATTCTATATATACACCAAAAAAAGGAAAGTTGAAGGAGGAG
GTCAGACACATAAAAGTGTGATATCTCCAGTCAGAGCCAAATTCCTAAAGGGTTAGCCCATTAAACAG
CCAAGCAAAATAAGACACAATCGGTGCTAACTTCATTTTCAAAAGTTCCCACGTGTAGGTTTTATAAG
TGCTTAGTGTGATGAGTTAGCCTCAATTGTGTCTTGTTTAATTTGGCCACATAAAGGGCTAACCCTTT
TCTAACTTGGCTCTAGTTGTAGATATCTCACCTCTAACGTCTGAACTTGATTCTTAACTTGGCTTTTT
CAGTGCACATTAAATGTTTCTGATTTGGTATCACTCTAAAAGAATTTGTAAGTGGTTTCTTTGCACTA
TGTCTGGACGGATTGGGGTCAGGTGTGATTGGTGGGTTTCCACTGTTAAATTATTCCACGCTCCCTCA
CCCCCACCTAATGGCTACACCTTCTGAGTTCATCTTCTGAGTGGGAGGCCAAAATATCCTGAGATCAC
GTACTGGGGAACTTAGATATACACACTGCAATTGCAACAAAACAAAATTGATATCTTACTTTGTTGAA
TAAATGTGTTGTCTTTGCCAAGAGCTTCTGA
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BAC-Endsequenzen: Chromosom 21

BAC 06355L rev:
AAATGATTACGCCAAGTCTATCTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCTGATCATGGCAGAAGG
CAAGGGGGAGCAAGGCATCTTTCATGTCAGGAAGAAGAACAAGAAAGAGAGAGAGAGGGAAGAGGTGC
TACACACTTTTAAACAACCAGATGTCATGAGAACTCACTCATTCATTATCACAAGAACAGCACCAAGG
GAATGGTGTCAAACCATTCATGAGAAATATGCCCCCATAATCCAATCGCTTCCCACCAGGCCACACCT
CCAAAATCGGGGATTACAATTCGACATAAGATTTGGGTGGGAACACAAATCATATCAGGGTTGGATCC
CTCAGGGCTTGGTGCTGACTTCAAAGACAGTTAAATGACA

BAC 06355L uni:
GTAATACGACTCACTATACGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGG
CATGCAAGCTTGATTGCAAAAATGTCAAATTTTTCACTACTTTATACCAATGACTTTTGAAATATGAC
TTTTCAACAACTTCTATTTTTAGGGTTTTTTTCCACCACCTCTTAAATCTGCATTGGCTTTGTCACTT
GCTTTGGCCAATAGAATTTGACAGGAGTGGTTGTGTGCCCATCTCACACCTAGGTGTCAGGAGGCCTT
GTATGCTTCTGCTCAATCTCTTGAAAAACTACCCAGTTTTCAGGAGAACAAGCCAGGATTGCTTCTTG
GAAGGATTTAAAGGCTGGTTGGATAGTGACAAGCTGTCCCAGCTGAGGGCCACTAAGTSA

BAC 09381C rev:
ATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTACTGTGCCTGATAAAAACCAAAGAGTAACTCATTTAT
GAAGCCCTGGGAATCCCTTTAAAAGGAGATACATATTACACTACATAAAAGGTCATCACCATCAACAG
ACTGCTGATGGGTTCATTCTCATTTGTTCAACACATAGATTTGAGAATCTGTTATGTTTGAGGCATTA
CACTAATAAATAAAACTTAGTTCTCCCATACAAAAAGTTAAAGCTCTTGTATAAAACGACACCATGAA
CAAAAGGCAAATGCAAACTTGGAAAATGTACCAGCAATAAGTAACAGTAAGTATCCCTAAAATCAAAA
GCATGATCATTAAGAGGAGGGACTCACAGGCCCTGAATTTGCTCCCCAGCTCCATCCCTTACTAGCTG
TGTGACCTGGGGCAGGCTACCGAACCTCTGTCTGGGTCAATCACAGTACCTGTACCAGAGTTATCATT
AGGAGTAAATAAGTTAATACCTGTAAATAATTTAGAATAGTCATTGGCATCTAGTAAGGGTTCAATGA
GAAACTTTGGTAAATTAAGAAAAAAAATTAAAACCCCAAAGAAATATCAACAAAGAATGATAAAAGGA
AACTCACAAAAAACATGAGTAACAAACCCCCCAAAAAACATACTCGGTCTAATATTCAAGCAAATGTA
AATGTAAATATTGAGTTATG

BAC 09381C uni:
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGAGAAAGGGT
CTATATTCACGCTGAGCCACAGGAACTGGGATGAAGACCCTGGAAAATCAAACCTTGGACAATTTTCT
ATTATATTCCATTCCTGAATCAGAGAGAAAACCATATTTATAGGAATTCTGGAATCTCTACTCCCAAT
TTATTTGAATCATGATCTTAAGAATGACTATTTTAAAGCAAATACAAGTAATGGTGGGTGCAATGTGT
AGCTCTGGGGCTATGTCAAAATAAGAATAAATCTTATCAACATCTGTCTGAAATTGATACCTAGAATA
TTATTTATAATTACGAAGCAAAATCCATAATGTGCCTACAATACCATAGTTTCCCCTTTCTGATCAAT
GCATTTATAAAATTATCAGTCTTCTGCATTTTGTTTAAATGTTTCAGGGCTTCAACTCATCATTTAAT
AAAGTTTTTGAGCACCTATTAAGTGGTGAGTACTGCCAGGCCCAGGAATACAAAGATAAACAAAACCA
AATATTTTAATTGAGTGGACTAATAGAACAAAGTCACTACAACAGA

BAC 10337F rev:
AAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTTTTAACTTGATGTCATCCCATTTGTCCATTTT
TGCTTAGGTTGCCTGTGCTTGTAAGGTATTACTCGAGAAATCTTTGCCCAGTTGAATGTCCTGGARAAG
TTTCCCCAATGTTTTGTTTTGGTAGTGTCATAGTTTGAAGTCTTAGGTTTAAGTTTTTAATTCATTTT
GATTTGATTTTTGTATATGGCAAGAGATAGGGATCTAGATTCATTCTTCTGCATATGGATGTCCAGTT
TTCCCAGCACCATTTATTGAAGAGACTCTTCTTTCCCCAGTGTAGGTCCTTGGCACTTTTGTCAAAAA
TGAATTCACTGTATATGTATGGATTTATTTCTGGGTTCTCTATTCTGTTCCACTGTCTGTGTGTCTGT
TTTTATGCCAGTACCATGCCTTTCTGGTTTCTACAGCTCTGCAGTATAATTTGAAGTCAGGTAATGTG
ATTCCTCCAGTTTTGTTCTTTTTGGTTAAGATAGTTTTGGCTTTTCTGGGTGTTTTGTGATCCCATAT
AAATTATAGGATTGTTTTTTCTATTTCTGTGAAGAATGTCATTTGTATTTTGATAGGGATTGCATTGA
ATTTGTAGATTGCTTTGGGTAGATGAACATCTTAAACAATATTGATTC

BAC 10337F uni:
GACTCCTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAG
CTTGCACCACCACACCAGACTAAAACATACAATATACTGATTACATTTTCTCCCCTATAAGAAATATT
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TTTAGAATAACTGTTAACTTTTTTTTATCTGCAGTTAATGATGCTTGAGACACGGAAACAGCCTCTAT
CCTCTCAATGTGTAATAGCCATTATTATGCCCAGTAATGTATTAGCCAAGATCATCTCAAATGACAAA
TCATACCATACTAACAATTTTATATTTTAGGTAGAAATAGAACACAGCTTTATAGTTTTGAAAAATAT
CAAGTGGATAAAATTTTTCAATTTGAAGCCATCTTATTTGGAAAAATATTCAAAAGTCTGGCATGACT
ACCTTGGTCAAGTTTTTAATACCTCATTCTCTAAAGTGAGGCTGCCACCACAGTTTTGCTGGACATCT
TTCATAAAAACGTTAAGCCAAGTAGATATTTCTATTCTCTAACCTAAGGGCAATCCTGCTTCTTTTTT
GTCCCCTACTTCTCATTAAGACTGTTTATAAAGCTAGAAGATAAACTGGTATTTAAATCTGGATTACA
GACATAAATTTTTAACTACTGGACTATTGGACTATTCTTTACTCTTCTGAATCAACTAACCTCACATT
TGGGTAACAGTGCCATCCTC

BAC 01357L rev
CTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTTGATAAACTTTAACCTTTTATAATAGATTTGTGTA
TACTTTATGGCAGTAAAGGTTAAAATAGACTAGTATCTGCATATGTTTTATGCATTCATGACATACCT
TTTTCTTAATTTTTCAATATTTCTATGCTATGCTGTTCATCTGCAAGTTTTTTCAAATTGTTGCAAAT
CTCCAAAATTTTTAAATATATTTGTATTGAAAAAATATGTGTATAAGTGAATCCATGCAGTTCAAACC
CATGTTGTTCAAGTGTCAACTGTATTTATGACACAACAGCCATAAGGCAAGTGTGACTGGGACGGTGA
CATTTTCTGAACCACAAAATGGAAGTGTGCAGAGGAGAGACATGAACAGAAGGGAGGACTGGAAAAAA
ACAGGAAGAAATTAGTTCAAGAAAGAGGTGAGTGAGAAGGGCTTGGACTCAGGAGATGGTGGACGTTC
TTAATATCCGTGGAAGGCAGAGAGGCAGCTGGATTGTGTGAGAGTAGGGAGATGAAAAGGGACATCAG
AGACAATGCCCAGGTGTTCAGAATGGTGTTTCCATTTGCTGGGGAAGGAGCAGGCTTGCCAAGGAGCT
GCCAAACTTCCACACACGATTCTGCAGCCCTCAAGCAGACCAACGTGTGAGTGTTCCTTTGGAATCAG
TGTTTGACCA

BAC 01357L uni
TTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTGTGCTAAT
GATTTTTATCCTCTTTTCTACAATATTGCATTGAATAAGTTTAAACATAGTATATAACAGTGACATAG
ATAATAAAAACAGAAGCTAACATTTTTATAAAAAGTGTTTGGTGTGTGTCACAGGTTTCATTCTGTGT
GCCTGTTGGTGGTATCTCATTTAAACTTTGTAACAAGGAATAGGGTCAGTATAGTAATACCTCTGCTT
CATAGATAGGGAATCTAAGGCTTTGAATGGTTAAGAAATTTGCCAGTCACAGCCTTAGTCTTTTACTG
TTTATAAGAACTTTTTATATATTAAGGACCTCAATTCTTTTTATTTATATTCCTTCCTACCTTTTTCT
TTTTAATGTTCAGATTTAAAAGCCCTCATCACCCCCAGTATTTGAATTTAGATTTTCAATGTTTTGCT
TTTACAAACAACACCAGGATAAACATGCTTGGCATCTTTGTGCACATCATTGATTATTGCCTTAGTGT
AAGTTTGTAGAAGTTCTTTTTAAAAAAGTGAACAAGGTTGTTTTACAGATTTGAATTGAATGAAAG

BAC 11531C M13
cCgggggatCCTctagagTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTCTGTCAAGTCCAGATCTAACagcTTC
TCCAATAAAATAGTTCTCATTCCAGAGAGCAGATGAATATATTTATGGATGGTTATTGAATTAAATCA
GTCATTTCATTGTCTTACAGTCCATCAGTGTGGATGGATGTGGTGGTTTGAGTCCCTTTTATAACATT
CAGTTTCTGTTGTCTGGGAATGCCCATCCATGATGTCTACTGATTTTCAGGATCTGGTCAGAATGTTT
AAATCGGGCAGGGCACAGTGGCCTCTCGCCCGTAATACCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGGCCAGG
AGCTTGAGACCAGCCTGGCCAACACAGCAAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTatccagGe
atggtGGTGTGCACCTGTAAACCcagCTACCcatGGGCTgagGecagga

BAC 02324L rev
ACGCCAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTGGTAGGAAAGTTGGTCACTTTAAAGTCA
GTTTAATTTATAGTAATATTGGGAAAGAGGATCTATAAGGCAATCTCACTTCCAAAATGCAAACAAAC
AAGTGAAAACCACTTTGCTTTGGTCCTTTTCATATTTCTTCCAGAGAAGGGAATAAAAATTTCTATTT
AAAAATTTGGGATAAACTAGGCTAGGTGGTGTGCACCTGTAATCCTAGCTACTTGGGAGGCTGAGGCA
GGAGAATCGCTTGAGACCAAGAGTTCCAGAGCAGCCCGGGCAACATACTGAGACACAGACCCTTAAAA
AAAAAAAAAGGCCAGGGGCAGTGGCTAGCCCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCAGGTGG
ATCACTTGAGGCCAGGAGTTTAAGACCAGCCTGACCAACATGGTGAAATTCCGTCTCTACTACAAATA
TAAAAACTAGCCGGGTGTGGTGGTGCATGCCTGTAATCCCAGCTACCTALtGAGGCTGAGGCAGGAGAA
TCACTTtGAATCTGGGAGGCGGAGGTTGCAgTGAGCCAAGATCATGCCACTGCATTcCAGCCTGGGTG
ACAGAGACTGTGTNTTcAAAAAAAAAAAACGGACGGGGGGGATCTeCTTT
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BAC 02324L uni
CTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTCA
CGAGATTGATTCCTCACTACTTTGCTTTAATATTATAAACTGCACAACTCACACAGTAATGTAACTTC
ATATCCAGCTTGGGAAGCACATAGGTGTCGAAGAAGCTTGCTTAGAAATGTCCCTGACTGCTGTGGCC
TCCACTTTGTTTCAAATGACAAATTTTTTAATGGCCTTGTTCTTGGGTACACATCAGGTATAGTTCGT
GCAGCAAATAGGCTACACGTGGCCATGGCCCTTTTTGGTATGACCTTTGTTCCTTCTTTTATTTGTCA
TCTTGGAGGCACAGACTGGAGCTGGTCTCCCATTTTTATTCCTCTGTGTATGCTTTTTTGCTTTCTTT
TGGGCTTTATGAATGTGTTTTAGACTTCCTTTTTAACTTATCTATTGTATTTTTTAACTATGCCTCTT
GGCATTATTTGGTAGTGGTTGTCTAGTGGCTATAATATGTATGTATTTTTTTAAGTTTTTTATTTCCA
TAGGTTTTGGGGGACAGGTGGTATTTGGTTACACAAGCTCTTTANCGGTGATTTGTAGATTTGGTGCA
CCCAT

BAC 124861 uni
ACTCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAG
CTTCTTGCTATGGTGTCGCTGCCCCCGAGGTCCCCTGGCTGTGAACCCGAGTCAGGGTACTGCTAGTT
GACATTAGAAGGTGGGAAGAGGTATTTGTCAACCAGATGGAGGAAAATAGACAAAAACTCTACTTATA
ATTAATTTGTGAATTAATTAGTGTATCATTTATAAAGCTTTTATCCAAGATAACTTTATTTTGGGCCA
AATGTGCATTTATTGTTTGAATGCACATCCTTGCATTATACAAAAGGAGCCTAAATTCAGTCAACAAC
TGATTGCATGTTGACAATTTTGATAAAGATACGGGGTCTTTTAGCCTCTAATGGGGTTCTATCTTATC
AAATAAGTAAAAACAGAACTCTGATTATTGAAGGGGTTGATTATCCTTTTCTGTCGCAAGACTTTTAG
TTCGAATAGAACATATGTCCAAATATTTGGAAATATATTCACGATCCTAACAAAGGCATTCCTTTCAC
AGTTGTCTAGGTTACTTGGCTTTTTCACTAC

BAC 124861 rev
GATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCTTCCCTGAAATTGTCCTTGGGA
GGAGGGTCCTCCATTTTTTGTTTCCAAGACCAGAGTAATTTAATTATACTACAATGACTTCTTCATTT
GAGCAGCTTGTTTTCAATTAGGCTAGTAAGTGGTATAAAAACAAGGATAAGGGAAACGAATTGGAGGG
CTAAGGGCCTCTGCATGGGGACAGTGTTCCAGCTGAGACCCCCCATGGTGAAAGGGCAGAAATGAGGA
GGGAGCATTCCAGGCAGATGAGATCACAGCAAAGGCAAACACCCTGCACCAGGAACGTACCTGCTCAC
TGCTTAGCACTACCATGTAGAAAATAGGCTGTAGCAGAGGGCAGATCATAAGTCAATGTGCGCAAATT
GCTTAGCCCAGTGAGCACCACTGTGAGATGGGCTAGCCATGGCCTTGGGTCTTGGAGATACCTGTCAA
GAAAGTGAAAGCATCCATCCATCCATCCTAGGCCAGAGCTCATGGTCTCAGGCTCTGARATTGGTCTT
TGCTAAACTGTACGAGAGGCCGAGGCAGTGGCCCAGGCAGTGGTCTGCTCTGTCCCGGTCACTGTGGG
GATGGGTC

BAC 03384B uni
GAATTCGAGCtcGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTCATGAATATGA
AGATTCTTGTAGAATTCCCAGGACGCCCCATGGTGAGGATTTGCAATGAAATTTCTTCTCAGCTCACE
gTGACCTATTAGAGTGTCAGTTTGGCtCAGTTTCAACATGGTGTTTACTCTTATGAAGTGCAAACCAC
NNATTAGCTAATTTTTAAGCCATGGCAGAAGCAGCCTGAGAGGCACATTTGTCCAGAGGGCTTGACAA
AAAGCTAGAAGGTCAGTGTCTTCACAGACCCACTGAGGTTCAGAAATTAAATGATAATTTTGTAAACC
AGGCAGGAAGTGACATTTGTGCAATTGCCTTTGATATGTETTCTTTGGCTGTGTTTGGTTTCTTTGTC
TCTGCAGAATCTCANAATGAGCCAGCCTcTAACTAAAATGGCGCTGCTTCATCTTAAAATCTCTTTGT
GACAGCTTATGACAGGAGATCCCT

BAC 03384B rev

GCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCACCAAGCACCAACCATGGGAGAAGTATG
AAGATTCCCATGAGCAATTACATAATCTTAGTGAAAACCCTGTGAGACCAGCTTTATGATTATCTCTA
TTTTGCAAGGGAGGCATTGAGGAACAGAGAGGTTAAATAACTTACTCAAGTTCACAGACCTTAAAAGA
AGAGCCAGCCAGGGGTGGTGGCTCACACCTGTAATCCCTGCACTTTGGGAGGCCAAGACAGGCAGATC
ACTCGAGGTTGGGAGTTCGAGACCAGCCTGGCCCACATGGTGAGACCCCGTCACTACTAAAAATACAA
AAATTAGCCAGGCGTGGTGGTGGGCACCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGAGAATTAC
TGGAACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCCTGCCACTGCACTCCAACCTGGGCAAAAAG
AGTGAAACTTAGTCTCAAAAAAACAAAAGAAAAAAAGAAGAAGAGCCAGAACTGGGGCACTGGCAGTC
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AGGCCCTTGAGGCCAAGCTCTCAGATTTGGCTTGCAGCAATGTTCATCTCATAGCCTCACAGGTCTCA
GTCTGACCCTATGTCCTACCCTGTATTG

BAC 10293M rev
ACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTGAACTAAGACTGTCATGTCCTGGCTTT
GAGTTTCTTTTTCTTTTTTTTTTTTCTTTTTGAGATGGAGTCTCTCTTTGTTACCCAGGCTGCAGTGC
AGTGGCACAATCTCGACTGACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGTGATTTCTGGCTAATTTTTGT
ATTTTTAGTAGAGACAAGGGTTTCACCGGGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTTAAGGGAT
CTGCCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATTACAGGCGTGAGCCACCACACCTGGCCTAGGCTTTT
GAGCTTCAAATAGACTTTTTAAAACTGAAGGCAGAAGCAGTGGCTTGAGAGTGAGAGAGTGAGTTTCA
GAGGTGAAGTTTCACAGGTGCTGGTTTGTTTGTTCTTTCTCTTTTTTTTTTCTTTTTCTTTTTTTTTT
TTTTTTTTGAGTATATGTGACAACTGTGAAAGAAARAATAGATTCTTGGGACCCCARAACTTACTATACT
AAAGGGAAAGTTAACTGCCTTTCTTTTGTTCCCARACAGAAGCTGTGATTtCACATGTGCACTTTATC
CGATGTAAAATGTAGATTTACTGAGCGCGAGAtGAATGCATGATTGACTTTCcTCTCCACGCCTTTCTT
TTCACATTTAACACATAGATTCACTTGAGTGCCTGGGCCAGAGCCCTTTACACCOAGGGG

BAC 10293M uni
AGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAG
GCATGCAAGCTTTCAAGGAGGTTTGCTTGGAACAGGAAAGGAATTAACAACCCTTTGAGGGTGTCATT
TTTACCTTGTAATACACTGTGGAAAATTCTGGAAGACGGTCCTTGCCTGAAAAGGTGCAACTTAGCAT
TAGGTTGTTATCAGAAACCTTGTCAAGTCTGATGGGAAATGAATAGATGCTGCTTTATTTCCTTGATA
ACTTCTTTGGAAGTCTGAAATAAATCCTGCCTTCAGTAACTGAAACCATTTATTAAAAATAGCAAGAA
ACAAGATGGGGACCAATTCTATTTTTATTCTTGGGAATTTGAAAGAGCCACAAGTGATTGGTGTCCGA
TCTCCCAGCATATACTGTACACTATTTTGTATTTCTCCTGAACCAAAACCAAGTACTTAGCACTCAAG
AAACAGATGCCCTGTGTGTGACCGAGGGGAGTGTTTTTCCACAACAGGTTCCACTTCTGAACACTTGG
AAGGACCTTGCCTGATTCATGGTGAAACACAGAGGTTTTGGTTGGAGATAAATTTGGGGTCAGTTACT
GTTCAAAATTGTGAAAGTAGTTCCCAGGAAGACAGCATTAGTGACTCCGCAGTGCTTTGGGTAATAGA
TTTTGAAAAGCAATTGTGAGTTGGGGATTCCATCATTTCATTTTAAGAGGTGAAGAGGGATTTAATTA
TTTTAATACCGCCAGGTGCAAACTTGTTAAATTCCTCTTTCCCTGTCCCCTG

BAC 20303J rev
TATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCTCCCAGAAGGGAGTTGGGATACTGCAGGAGCCTAG
TGAATGTCAAGCAGAATGAAGAAAACAAAGCAAACAGAAAATCATGCCAGGGAATCAGAGAGAAACAG
AAGAAGAACCAAGTAGACAGTTTCTAACAGAACCATTTACAGTGCAACATAAAATACATTTACGAGCA
GCCTCCCCACAGTCCTGAGGGAAAGTACCCCAGACCCTAGAATTCTTTATCATTCACAGTGTCATCAA
GAGGGAAGACTCTGTCACAGCTTCCCACCCTGAGGGCCTTGCGTGAGCCACAGGTGCTGAGAGATTTT
TCCTCTAGGCCCCCGGCTGGCCGTGTGGGGGCCAGGATGGCCAGGAGTTCTGCCCCATCACTTCTGTG
TGCAGTTCTGTTCCATCACTTCTGTGTACAGAAAGCCATTCCTGTCTACCCCAGAGTCCCATTCACAT
ATGTTCACTGCTTGTCATGATACGGAGATAGGTGCACTGAAGTGAATACAAATATTTTCAGACATCTA
TAAGAACAGAAACCTTGCGACCCTCTGAGTAATTAAAGGATGTATCCCAATACGAAGGCAGATGAACC
CAGGGATCCAGGGTGAAAGCAACGTCTGCCAGCAACATGACATGTTTTTGCTGAAGTT

BAC 20303J uni
CGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTAGAGCAGGAATGAAA
GGAAGGAAAGGACGCTTGGAAGGGGGCCAAGCAGGTGACTTGAAGGACAGGTGTGTGGTTTGACCTTC
GACTTGGGGTTTTATATGTTGGCACGCTTCCGGGGTCTGGCCTGCCTTCTCCCCTGATTCTTCCCTTG
GGGTGGGCTGTCCACATGTGCAGCGGCTGCCAGCCCTCGGGAGGAGCACGCGCTATGTGTTTACTGGA
GTTGCGCGCCTGCTTACCTGAGGTGTTGTTCCCTTACCTGTCAAATGTCCCTAGGAGGCCATAGACCA
GTTACACTCCACAATTTTGCCTTTTAATACACATGCTTGAGCCCACTCACCCAATGCCTGAGGTCTTA
TGGGGAAGGATTTTTCTGTCTGTTGGGAGGCTGCCTTTCCCTGGCGTTGGCTGTGACCAATTATTATT
TTAGAGAGACAGTTAACAGCCACCCGACCAACACTGATGGTCGCCTGACATTCCTGGTTGGGAGGGCC
CTCTCCTGCCCTGCTCATGTCTGACCAGCTGCCTACTGTAACAGATGGAACAATAACTCAAGAGAAGC
CATCAGAGCAAGTCACCTGGCACCTCCTGGCCCCTGCCTCGCCTGCATTCCAGACCCCCCTCTACACG
TCCCTTTACAAATTGAAGAG
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ETS2

Q109A8 T3
TTCTGTGACAACCCTGGAGGCTGTGATTGACCTGGTGGCTTACAAGACGTAAGGAGACTAGATCCCTG
GGTTATACATGGAGAAGAACCCAGCAGAGCTGCTCAGGCTGTATTGGAATGGGGATGAGGGGAAGCAA
ACCTTTGTGACATTACAACACTGAGATTAGGAGATTGTTAGCGCAGCTAGCATTTACTATTCTGATGC
ATGCACCTTGTTTCTGGGAAGTACGGATGGATACCACCAAGCAAGGTGCTTTGAAGTAGTTCGTTTAT
TGGCATTTTCCAGACCAAGTGTATAGTTTAAAATCAGTCCCCCAAAAAATCACAGTTGGGAAGAGAAA
GAGAAGCCCGAGAATGAAAGGAGTATGATGCTGCTCACTTTGGGACCGAGTGCCATTAGATTCCTAGA
GTAACAAGAAACTGAAAGGATTACTCAGTTCATTCTCTAATTCTGAGCATAGCTGTGCCCAGATCATC
CTTGAGGGACAGTCTGTTCCCTGTTCCCAAATGCAGCCAAGCATGAAATTCCACAGCCCAGACTAGTA
ATTTTAGTGACTCGAA

Q109A8 T7
CACACGCCCATCACAGCAAACAGGAGAAGAGCCTAGATCTTCCGACCCTAAGCCCAACCTCTTTCTAC
CAAATAGCTCTTCCTCAGAAACGCAATGGCCGTTATCAATAAAGCTTTGCTGTAAAGCACGGGACAGG
CATTCTAGAACCAGAGCTGTGTGAGCACCGATAGCTGTCTGCCTGTGAGCCAATTTCCCCATCTGTAA
AATGGCCTCATACCACCCCCATGCCAGGCTGTCCTACAGACTGTATGCCTACTTAACTACAGAGTTGG
CAGTCAATAAACAGAAACTTATGTTACTATTAAAATGAACCACACTAACGTTATGGCTGTTTATTCTT
CTCAGGCCCTAAACTCCCAATAATGAAACCGATAATGGCTTTCACACACTCTTTCCGTGTATTTTAAT
ACGTTTACGTGGCTGATTGTTCTTAGATGACAGAAAAAGAATGAATGCCTCAGTATCCTTATTTTAAA
CTTATCAGATTTTTTTAAGTTAGGTAATTTCAATCCACAGTGGCTCCATATGGTTAAAAAAACAAAAA
CAAAAACGCATTTAAGGATACACGAAGCAGTGAAAACAAAGCCCCAGTATTTTCGCTAAAGTACTGGA
AATACCTGTTTCTAAAAACAGCTTTATATTTGTCCACTGC

Q12C7 T3
ACCATTCAGAAACACTTCTATTCTCATTTCTATCCCCATGAATTAGTTTTCCTTGAGAAGGTCATAAA
TGTTATCATACACTATGTACTTTTGTGTCTGCTTCTCTCACTCGGAATAATGCTTTTGAGATTCATGC
ATGTTGCTGTGTATTGGTGCTTTGGTCCTGTCTGTTGCTGAGTCATGTATGGGTACACTGCAATTTTG
TTATTGGTTCACCAGTTCATGAACGCTTGGCATATTTCTGTTTTGGAGCTAGTATGAATAAAGCTGCT
ATGAACATTTTTGTGCAAGGATTTTTGTGGGCATATGTTTTCATATCTCTAGGAACTGAATTGTGAGT
CATAGGATAGATATATATTTAAAATTATAAGAAACTTCCAAACCATTTTTCAAAATGGTTATATCATT
TTATGTGCTCACCAGCTACATGTAAGAGTTCCAGTAGTTCGGCTTCCTCTGCTATACTTGGAATGGTC
AATCTTTTTCANNNTAGCCATGCTAGAGGGCTGAAGTCCTATCTCACTTTTAATATGCATNNNCCTGA
TGACTAACGGTGTTCATGTGCTTATTGGTCACATATCCTATTTGGTAAAGTCTCTNNNTAGTCTTTTA
CCTAATTTTAACTAGGGTTGTTTTTTTTATTATTAAATTCTAGCAGTTTTTTAAAATATATGCAG

Q12C7 17
TAGGATCTAAGAGATCTGCCACATAGCCTCCCAAGTGCTGGGGTTACAGGCATGAGCCACCATGCCTG
GCCCATTATTTGCCTTAAATAATGTAATATTTAAGGCAAAAAGAGTAGAAATGTATTTTGCAGTTAAA
ATAAGGTGAGAAATAAAGTGTACGACAATAATAGCACAAAGATAGCAGGCAAAAATAGAAATATGATG
TCCTAAGGATTATACATGAAGTAGCATAATATTATATCTATATGGACTGTGAAAAGTTAAATTTGAAT
ATTGTAAATCTTAGAAGAACTACTTAAAATAATAAAAGACTATAGCTTATCAGCCAATAGTGTCTATA
AATAGAGTAGAAAAAATATATTCCAAAAGAAAGTGGAAATTTAGGGGAAAAGAAATAAAAAAGGGATG
AGACGAATAGAAAAAAAAGGGAGATGGTAGATTTAAATTCAACCATGTTGATAATTACATAACATGTC
ACCCCAATCAAAAGACAGAGCTTGTTAAAAATGAAAGACAAAACTGTGTGCGAGCTGCAAGAAACTTA
ATTA

BAC-Endsequenzen: Chromosom 22

BAC 11416E rev
TTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTGTTATGGGGACACTAGGCAGGGGCACAGGTGGGCACGTG
CGTGCCATCCACTTGAATGGTCCAGCTCTGGAGCCAAGGGCACCTTCTGGACACCTAGAACCAAAAGA
CCTACACTCACACAAAGAGGACTGTCTGGGCGATTCAGTGGATGCCAATGTCACCACAGACATTCACA
CCTTAGAGAGACACATGGGTTTGGGTCCAGACCACCACAATAAAGTGAACATTGCAATAAAGTGAGTC
ATATTAATTCATGTTTACACTATGTTGTAGCCTAAGTGTGTAACAGCATTATGTCTACAAAAACACAG
TACACACCTTAATTAAAAATATTTTAGTGCTAAAGAATGCTAACAATCATCTGAGCCTTCAGTGACTC
GTAATCTTTTTGCTGGGGAGGGTCTTGCCTCAATGTTGATGGCTGCTGATTCATACAAGTGGTGGCTG
TTGAAGGCTGGAGAGGCTGTGGCAATTTCTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTCTTGCTC
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GTCGCCCACACTGGAGTGCAGTGCCGTGATCTCGGCTCACTGCATCCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCA
ATCAATTCTCCTGCCTCA

BAC 11416E uni
CTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGA
AGCAAGGCATCAGAACCAACAACTGTTTAGAAATAATAAGTGCAGTTGTATGTGTTTGTACATCTGGG
AATCTGCAGATATTTTGGAGAACATGAATAAGAGATTTGAGACAAATTTACTTAGCTTTCAATAGGAA
AGAAATTTCCAGTTCACATCTTGTTTACAGTTCATATTTTAAAGTTGTTCAAAATATAAACTTCTCAT
ACTTTATGAGAAGTTCCACAGTTAATAAGTTCTTTTTTATTTTCCTGTAAAGCTGTCCTTCAAAAACA
ATTATTAAATTTATTCCTGTATTTCACATCTTACTAAGGCATATTAATTATTTAAATTAACATCAATT
TAACTTTAATAATTGTCTAAGTAAATATTTGCATTTTCCCAGTTGTGCCCCAATAATATAATGATATA
TATGAGTTAGATATCAAGTATCAGCTGCTTTGTTAGTCAAGATGCTGCAGAGAGACAGAATCAATAGC
GTAGCTATAGCTATATGAAAGGGAGCCTGGGCAACATAGTGAGACCCCCATCTCTACAAACAATTTTT
TAAAAGTTAGCCAGGCATGGTGGTGCACACCTGTGGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGATGGGAGGA
TCGCTTGAGCCCTGAA

BAC 17441E rev
ATGGCAATCCTGCGTCTACTCTCCTAACACTAAGTGTGATTTTTATTGGAATATTTGTCTGAACTAAC
AAGCTAAATTCTGCTTTGATGGTTGAATCCCTGGACTTAAGCCAGCAGCCTTGGTTTGAATCCTGGCA
TCACCACTTGTGTGCTGTGAGGTCTTGTGTGCTCACCACTTGTGTGCTGTTACTTAACCTGTGGGCCT
TAGTTTCCCCATAGATAAAAGGGGATAATGATAGTACCTACCTGACTGTTCTGGGAAGACTGAACAAG
GGCCTTACACATGGCAAACACCATCACTACTATCAGTTCCTTCTCGGTCTTCTCCCGGGGGCCCTGTG
TCTCCTGGGTTTTCCTGCCTCTTTTTGCCAGCCCTTCCTTTATGTGCCTGTGCACCTCTTGGGTCAGC
ACGTCACCAGTCCAGCTTACTTGCCTCTGGCCTTGCTTTCAGCCCACACCTCAAGGTCCATCAGAGAG
AGGGGGCGTCCTATGTCATGACCCTGCTGAGAGCTCACACTGCCCGCTGGGCCCAGGCCCTAGGTTCT
ACCCCGTGTGGTGCCCNNNCCCTTCCCAACCACTCGTACACCTGT

BAC 17441E uni
CCTGCAGGCATGCAAGCTTGACCCGTTCTCACNNNNTTCTCTCCTAACACCCCACTTGGCAGTACGCC
CTGCCGGCTCTGCCTTCAACACACATTCAGAAGCTGACTATGCTTTGCACTTGCCTTGCCCACTTTAT
CTGCTGTCGCTGCCCCTTGCGACATCACTGCACCATTCTCCTCTATGCACTCCCTGCTCCACCCTTGT
CCTTCACTCTGTTCGTAGCATACCAGCCAGAGGGGTTCCGCTGACCCCTATACCAGATCATTTTCCTC
CTCTGCTCAAAATGTCCAGTCTCGCCCATAGCATAAGCCATAGAATCCAGAGTCCTGACGACGACCCC
TGAAGTCCTGACCCGCAGAGGCCAACAGCTGCCTCTTCCTACTGCTCCCCAAGCCTCTCTCGCTGGAT
GGCTGTGCTCCAGCCAGGGGCTCCTGCACCCCACAATTGCTCCTCACAGGATCCTTGCACTTGCCCCC
GCTGTCTTGTTTCTAAGGGCTC

BAC 12464F uni
TCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCT
TTCCACTTTAGATAAGAATTCTGCAATTGCTACTCAAAAATTACCTAGACAGAAACATTCTTCAAGAA
AAGCTCCTGTGCTTTCCTAAGGGAACTCTACTCTAGAGTTGGGGCTTTTGACTTGAACCTTATTTCCA
GTCTTGGTTACCCAGAGTTTCCAAGTGAACAAAAGACCTGTGTGAGCCATCCATAGCATAGCCTGATT
CTCAGAGTGTTTTCCTTCTCTAATTACAGGTGACTTCAGGGAGCACATTCAATGGTACATATTCTGGA
ATCACTCACTGGTTGTTAGAAAAGGATTCTACAGGAAATCTGGAGCTTAACTGCTGGCTTTTGTCTGG
AGAGCCTCCATGATCCAAGACATCTGGTGGGAATGAGGATGT

BAC 12464F rev
TATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCCTGTAGGATTCACAGGGGCTGACCACAGATGGAAG
GTGACGGCAGTGAGGTCTGGGGCCAGAGGCTGGGCCTGCAACCCAAGTGCCCTCCCTGTACCATGGAC
ACACAGGAGGACCCAGACTGCTGCAGGCAAAACCAACTGTGCCTGTGATCAATCGATGAGCAACCACC
CCACCCCTACACCCTAGGACACCCAATAGAGGGGTTCCAGAGTCTGTGACGCTCTCCTCTCCAAGTCT
CTCTGCCAGAGTGGCTCCACTTACTAGGGCCTTACCCGGGTCTTGGCCTTCAGGAAAACATGGCTCTC
CATATCCTTGCTGGATTTACTGTGTGCCACACCAGCTTTCCTCATGGCATCCTCGCTGAAACACAAAA
GGAGAAGAGACGTTTGCACACACCAGTGACTCCACCGCTGCAGGGCCCTGGCCAACA
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BAC 12336I uni
TCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCT
TGCTCAGGCCCCTAGCTGGTCCTGTGGAAGGGATCAATGCCGTGAGCAAGAACCTGGTTTGTCCTCAG
CCCCTCCTAGGGGTCCTTACCTAAGCCCTACAGGGCCCTGAGGCATGGGCCCAGAAGCATTCCTGTCC
CCTTTTGCTAAGTGAAGAAGGTGATGCTTATCTAGAACTCGCCACAGGTGGAGTGGAGAAGAAGGATT
TCCACTATATGTGGGCTTTCTCCCTGGGTGGGGCACCACACTGAGGGCTTTATGTGACCACCTCCTTT
AATCTGTGTGTGCTCCCTGGGACAGAACCGTTTTACTAGAAATGAACAAAACACATATTCACTTGTGT
GCACGTGTGTGTGCAAGGCAGAGCTGCAAGAGCACAGGGACTGAGGTGGGGTAGAGTGGGCTCTGTAC
TATGGACACGTGTGACTGAAGTGGGATAGAGTGGGCTCTGTATTATGGATACGTGTCACTGAGGTGGG
GTA

BAC 123361 rev
CGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCACTTGAGTGGCTGTGAGAGAGATTAGG
ATCCCTTTTCATTCAATTTTGCCACTTTTTTTTTGAGTCAGGGTCTCACTCTGTCACCCAGTTGCAGT
GCAGTGGTGTGATCGTAGCTCACTGCAGTCTCARATTCCTTGGCTCAAGTGGTTCTCCTGTCTAAGCT
CCCCAAGCAGCTGGAAGTACAGGTACAGGTCACCATACCTGGCTAAAGTTTTTAGAGATGGGGGCTTG
CTATGTTGCCCAGGCTGGTTGCARACTTCTGACCTCAAGTGATCCTGTGCCATGGTCTCTCATGTCTT
GGGTCAATTTTGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTCACTGTCGCCCAGGCTGGAG
TGCAGCGG

BAC 02416N uni
TCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCT
TGCCGGCCATGAAATAGTCACCATGAATAACACTTATTACCTTCCTCAATTCCTTCTGGTCCTGGTCT
ACAGGGAATGAAGTTTCCTCAAAGCAATTAATATAGCCCTGCATGAATGCAACATTCTCCGTTGCAAA
GCTCCTACGTTATTTACTGTTAATAATTTCAGCTGACCCTTGAACAACACGGATTTGAACGGTGTGGG
TCCACATATACGCGGACTTTTCTTCCATCTCTGCCACCCCTGAGTCAGCAAGACCACACCCTCCTCCT
CCTCCTCCTCCTCTTCAGCCCACTCAACACGAAGACAATGAAGATGGAGACCTTTATGATGATCCACT
TCCACTTAATGAAGAGTAAATACATTTTCTCTTTCTTAGGATTTTCTTAATAGCATTTTCTGTCCTCT
AGCTTGTGTTGTAAGATTACAGCATATAACACACACCACATACTAAATATGTTTCATCAGCTATGTTA
TCAGTAAGACTTCCAGTCAGCAGTGGGTTATTAGtAGTTAGGTTTTTGAGGAGTCAAAAGTTATACAC
GGACTTTTGCTTGCACGG

BAC 02416N rev
TATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTCCTGGGACCCTGAACCTCTCTCCTGACCTGTGCAGG
GTGGGGGCAGTGCTGGTGCCCGCGGTGCATGTGGTTCACATGAAGGCTGTCTCCTCCTTGCACCAGTA
TTGACGTGCCAGGAAGGGAAAGAGGCCTGGCCCTGAAGGGCTCTTGGAGGTCAGATAGATCAAGGCAA
TCAGTATGCATCTGGGGAAACTGAGGCTTATAGAGGCATGGTGACTGGTCTAACATCAACTAAAAAGT
CAAGGGCAGAGTCAGGACCAGCCACTAAGCTTGATGCTGTCTGCCTGACCTGGCTCGCGGTGCCCAGC
AGCCGGCCAGGGGAGAGGCCATCCACGAAGCAGTNCTTCACCTCTGGCTCATCACCCTaCACCTGCCC
CCGAAAACATCCAGGAGAGACAAGAATGTCCCATCCAACTCCTCTCACCTAAAGGAGTGGCCCCAGCC
TCACACCA

BAC 22489F uni
CTCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGC
TTGAGTGCAGCAGCGCCATCTGGGCTCACTGCAACCTCCACCTCCCGGGCTTAGACGATTCTCCTGCC
TCAGCCTCCCGAGTAGATGGAATTACTGGCATGTGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATTATTACT
ATTTTTTTTTTTGAGGCAGAATTTTGCTCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGCAATCTCAGCT
CACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGTGATCCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTAC
AGTCATGTGCCACCACGCCCGGATAATTTTCTGTTTTTAGTAGAGACGGGATTTCACCATGTTGGCCA
GGCTGGTCTTGAACTCCTGAACTCAGGTGATGTGCCTGCCTTGGCCTCCCAATGTGCTAGGATTACAG
GTGTGAGCCACGGGGCCTGGCCGAGCGGAGATTTTGGCCAGAGCAGCTGGAAGTGG
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BAC 22489F rev
TATAGAATACTCAAGCTTTCAGTCTTTCAGCATTGAATATGTTGTCAGCTATGGGCTTTTCATAGGTG
CCTTTATCATACTGAAGATATTTCCTTCTATTCCTAGTTTGAGTGTTCTATCAAGAAAGTATGTTGAA
TTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTTTTGCTCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCATGATCTTG
GCTCACGGCAACCGCCGCCTCCTGGGCTCAGGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGAT
TACAGGCGTGTGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTGTATTTTCAGTAAAGATGGGGTTTCACCACGTTG
GCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCTCCTCGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATT
ACAGGCATGAGCCACCGCACCTGGCCGTATGTGGAATTTTATCAGATT

Ergebnis RepeatMasker Analyse der ETS2-Sequenz:

SW perc perc perc query position in query matching repeat position in repeat
score div. del. ins. sequence Dbegin end (left) repeat class/family begin end (left) 1ID
185 36.6 11.6 0.9 Fasta 942 1053 (22057) + MIR SINE/MIR 24 147 (61) 1
237 19.7 0.0 4.5 Fasta 1627 1692 (21418) 4+ C-rich Low complexity 1 63 (0) 2
385 20.9 0.6 3.7 Fasta 1708 1870 (21240) + C-rich Low:complexity 2 159 (0) 2
Im Exon 1
181 27.1 3.4 1.7 Fasta 4142 4200 (18910) + MIR SINE/MIR 79 138 (70) 4
347 4.1 2.0 0.0 Fasta 4556 4604 (18506) + (TG)n Simple_ repeat 2 51 (0) 5
614 22.3 19.9 0.6 Fasta 5053 5293 (17817) C MER33 DNA/MER1 type (51) 273 1 6
Exon 2 -
344 33.1 2.3 1.5 Fasta 6135 6264 (16846) + MIR3 SINE/MIR 15 145 (63) 8
857 21.1 0.0 2.2 Fasta 7811 7990 (15120) C FRAM SINE/Alu (0) 176 1 9
2068 9.8 0.3 0.0 Fasta 8475 8759 (14351) + AluSx SINE/Alu 1 286 (26) 10
Exon 3 bis 5
264 3.0 0.0 0.0 Fasta 11147 11179 (11931) + (TG)n Simple repeat 2 34 (0) 11
1870 10.9 1.4 3.2 Fasta 11625 11908 (11202) + AluSx SINE/Alu 1 279 (33) 12
1067 12.1 0.0 0.6 Fasta 11912 12084 (11026) + (GGAA)n Simple repeat 3 174 (0) 13
1870 10.9 1.4 3.2 Fasta 12625 12908 (10202) + AluSx SINE/Alu 1 279 (33) 14
1067 12.1 0.0 0.6 Fasta 12912 13084 (10026) + (GGAA)n Simple repeat 3 174 (0) 15
309 28.2 8.6 1.7 Fasta 13583 13699 (9411) + L2 LINE/L2 3189 3313 (0) 16
Exon 6
1190 19.0 4.0 4.3 Fasta 14182 14481 (8629) + MER33 DNA/MER1 type 26 324 (0) 17
218 31.0 3.5 2.6 Fasta 14978 15093 (8017) + MIR3 SINE/MIR 15 131 (77) 18
Exon 7
268 26.8 9.9 0.0 Fasta 15774 15844 (7266) C L2 LINE/L2 (31) 3282 3205 19
1394 22.6 8.2 1.8 Fasta 15900 16289 (6821) C LIME3 LINE/L1 (0) 6162 5748 20
Exon 8
193 16.1 0.0 0.0 Fasta 17639 17669 (5441) C MIR SINE/MIR (119) 143 113 21
Exon 9
21 0.0 0.0 0.0 Fasta 20391 20411 (2699) + AT rich Low_complexity 1 21 (0) 22
Im Exon 10
228 3.5 0.0 0.0 Fasta 20592 20620 (2490) + (TTTG)n Simple_ repeat 2 30 (0) 23
354 22.1 1.3 0.0 Fasta 21736 21812 (1298) + MER1l6 DNA/Mariner 3 80 (0) 24
2011 17.1 13.6 0.7 Fasta 22382 22428 (682) C Charliel DNA/MER1_type (31) 2730 2690 25
834 19.2 10.4 1.6 Fasta 22429 22621 (489) C MER63A DNA/MERL type (0) 210 1 26
2011 17.1 13.6 0.7 Fasta 22622 23110 (0) C Charliel DNA/MERI type (71) 2690 2125 25
Alignments:
total length: 23110 bp (23110 bp excl N-runs)
GC level: 45.95 %
bases masked: 4113 bp ( 17.80 %)
number of length percentage
elements* occupied of sequence
SINEs: 9 1481 bp 6.41 %
ALUs 4 1033 bp 4.47 %
MIRs 5 448 bp 1.94 %
LINEs: 3 578 bp 2.50 %
LINE1 1 390 bp 1.69 %
LINE2 2 188 bp 0.81 %
L3/CR1 0 0 bp 0.00 %
LTR elements: 0 0 bp 0.00 %
MaLRs 0 0 bp 0.00 %
ERVL 0 0 bp 0.00 %
ERV_classI 0 0 bp 0.00 %
ERV classII 0 0 bp 0.00 %
DNA elements: 5 1347 bp 5.83 %
MER1 type 4 1270 bp 5.50 %

MER2 type 0 0 bp 0.00

o°
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Unclassified: 0 0 bp 0.00 %
Total interspersed repeats: 3406 bp 14.74 %
Small RNA: 0 0 bp 0.00 %
Satellites: 0 0 bp 0.00 %
Simple repeats: 5 457 bp 1.98 %
Low complexity: 2 250 bp 1.08 %

* most repeats fragmented by insertions or deletions have been counted as one element. The
sequence (s) were assumed to be of primate origin. RepeatMasker version 07/07/2001, default
mode run with cross match version 0.990329 RepBase Update 6.3, vs 05152001

>Fasta ETS-2 Exon 1 bis Exon 10 und zusitzliche Sequenz 23110 base pairs

GAACCGGTGGTCTTCAAACTCCTGTGCTCCTCTTTTGATATCTTTCTGCTCATATATGTTGGAAACAGCCCAGCATGAGCAAAGCACCACCTCC
TAGCCCCCAGCCTGTGCCAGCCCTGCAAAGAGGAAATATGGCTCCACTCAGGGAGCCCATCAGCGACTCAGGGAGCCCTGGAGCACCTGGCACT
CAGCACCCATGAACACGAGGGCAGGCATGGTGGGACAAGGCAGTCTGCTTGGGGCAAGTGAGCTTCGGGAAGTAGCTGAGCTTTGGGGAGCAGC
TGTCTATACCCAGCTTCTCAGGGCTGTGCAAGTAGCCTGAGGGAGAAAGACCCTATATTAGCTGAAACTGCAGCCCAGATGAGTCAGTATTTTC
TGCTACGGTTTTTTAAAAAAATAGTAACATACTCATGTCTCCATGGTAACTTACTATGGATCTGTATTCCATTTATGGAACTCTTTCTTGACCT
ATCTGTGTTCTCTAATCTGGGCCTGAATATACACTGAGAAGCCATCAGAATCAATTCAGTCTCCAAGAAATAATCACTTCCCCTATACGTGATT
GTTTCAGCCGTATAGATTCTGACTGTGACTCATGCCACGGTGATACCCGGAGACCTTCGGGGACCCAGAAACATTAAGGTGCACCGATATCTCA
ATTATCCGGATAACTCTAGACCTAGAGTCACCATGGAAACCTAGAACCCTGAGTCACAGAGAAGCTGGGCCATTCCTCTCCCTTCCCGGTGGTG
CCGCAGTTCTTGAGATGTGAGCAGCTTTCAGCCCCGTGGCCTCGCCTAAGCTGGGGTTTCCTATTTCATCCACAACTTCAGGAATCTAAACTTT
CCTGCAAAATATTGAGCATGTGACCTGAGTCCAAACAGCCATGGACTCAAGCACCTTCTGATAAAAACGGAAACCACAGTGTAGGGGGTGGTTT
TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCGCAAGTCCTCCGAGAGTGACGATGATGTGCGTGGAGTGCCCAGCCCAGATTGAAGCGCGGCCAAGGCGGGTCG
CTATCTGGGCACCGCTCAGCTCCAGAGGGCGCCACTCCCGCGGAGCCTGCGGGATCGGGGCTTCCCGGGAGCAGCGCGATCAGCACCACGACTC
GGGGACACAGCCAGGGCCCGGTTTCTACAGGAAGCGCCTCATTTGGAGCCTTTTTGTGATAGAATGATCATTAGTCCTAAGCCCATTCAGAGGT
TCAAGAATGGGGTCGGCTCAATTTCAGGGCCTTATTACCCAAGCCCGGCTGCCCTTCGGTGCCACCAGCACCACTGCTCCGTCGCTGCGGAATT
CCAAAGGCAGGTTTGGCGTTAGGGCCTTGGCCCCAGAGAGGACGCCGAGCGCTCCACGGAAAGTCTCCGCCCGGCTCCCAGGGCGCACACTCGC
GCGCACGTGGGGCCGAGGCCCTGCTCCCGGGGCCTCAGGGCCAGCCGGCGAGGGACCCAGCCGAGTGACAGCAGGAGGCGGAGGGAAGGTTGGG
CCGGAAGGTGTCAGCCCCGCCCCGCGCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CAACCCTCCTGCTGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Exon 1 Exl-Repl-for

GeTceTGAAGAGCGCGCCGCGTGGGGGACGGCCCGGTTACTTCCTCCAGAGA CT GACGAGTGCGGTGTCGCTCCAGCTCAGA
GCTCCCGGAGCCGCCCGGCCAGCGTCCGECCTCCCTGATCGTCTCTGGCCGGCGCCCTCGCCCTCGCCCGGCGCGCACCGAGCAGCCGCGGGCE
CCGAGCAGCCACCGTCCCGACCAAGCGCCGGCCCTGCCCGCAGCGGCAGGGTAAGAGCTGGGCCCGCAGAGAGCGCCCGGCGCGCGGCTCCAGT
CCCATGGAGGGTCACCCGGGGCCTGGGCGGEGGGTCGCGGGGGGCACTGACACGCAGATCTCGGGGCGCTGCCGGGGGTGCAGGTGGGGGTGGCG
GCTGCTGCGAGGACTCTAGGGGCGCGCGTCTGAGTTCCGCGCCGGCTCGTTTTCCGGTTATGGAGTGGCCTCCGGGGCTGGCGGGGTCGGCCGE
GGGGTTCCTGCGTGCTAGGGCCGCTGTCTTCGGGGTCGCCTAGCGGCGGGCGCGGCCAGGGCGCGCTGGCTTGTTTCGCTCGCTTTTGTTTTTA
AAAGGAAACGCAGGCCTGGTAGGGGGTCCTGCCCAGTGGATGTCCCGGCGAACATGATTTCGCGAACGGGAGTGGGGGCACAGGAGAGCGTGTC
CGAGGTGGCCTGGCGCCCCGGCTTTGAGGGTGACTTCCTGGAGCGGCGCCGGGCCCGGAGGATCTGGGGCGCCCAAGACACCTGAAGGCTGCGG
CACCGCGGGAACCTGCGGGGCGCGGGGTGCCATGGTCACCTGCTCGCCGCGTCCAGGGCCCGGGCTGGGGACCCCTCGGTCGTGCGAGGAGAGC
GTGGGGAACCTGTCGGAAATGAGATCTGGTTGCGCTGGGCTGCCTTTATTTTCTCGTTCCTACAGCATTTGAATGAAGAGGTAACTGAGTGTTT
GCTTGTGTGTGTTTGGGTTGCGTGTGTGTTATCCTATTTTATTTTTTACGGCAGGAGACCTTTTATGTTAGCCTGTACACAATTTCAGGGTAGC
CTAAAACAGTAGTTGACGCGCTAGTTATTTAGAAAGTAAAGAAATGAGCAGTCCCCTTTGGAGACAGGAGTAATTTATTTTAATTCGCCAGTAA
GAGATTATATTTGTTCCATACAATGGAAGCGCCTGTGCGTTATCTGCCTGCCCACACCACCACCAATCAGAGAGATAAATCTCCACGTTAAGCT
TTATTAAAATTCTGAGTAGTAGCGCAGCACAGTAAATGTTAGCACCGACCATCCGCAGGGARATGCTCAGATACTCATTTCTGGGATTAGTCAT
TCATCTCTCTAAACTGATCGCTTTCAAAGCGAAAAAAGCAAACTACCTTCAAATGTGTGTTACAAGGTTGTGTTGTTTCTTTTTTTTGTTTGTT
TTCAAATTTATCTAAATAATCTTACATAAGTGATTACTTGTTCCAATAAGGGTACTGTTGTCAGGCAAATTCTCCTTGTTTTTAAATGTAACCA
TTCTCAGCTGTTACATTTCTGCTCTTTATCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGTTTAAAAGCAGCGATCCATCAGCAACACCAAACTTGAAATTGA
TTTATGTGGAAAAACTTGGCTTGTCTGCCATCTAACAAGCCCTGTTGAGTAAAATAAGCAAGCTTAAATTTGATTAGTTGTGTGTCTGCCTGAA
ACCATTTAGTAGAGCACTTTAATTCTGCATGGTTTTTACAAAACTCATTAAAAGCTGGACAACAAAAGAATTCTATTCTGTAGCTAGTAATTAC
AGCTCTTTATGTGGGAGTGGTAGGCTGCCTTTTCTCCTGGTATTTGTACACAAAAGCTGGGGAGAGCTTTTCCACTGCCTTCCACATTCATTCT
CTGTCCATCTCAGAGAAGCTGAAARACAGAATCAAGTCAGCAAGCAGTCTGCAAGCCTAAGGAAGARAAAGAGCTGACCCATCCGGCTCTGGAT
GGATAACTGGCAACACCCAAGATGTCTATGATTTTGGCCTTCTGTTTGAGGCTTGTTTATTTCTTTAATCAGCAGCTACCAGGACTTATTTCAT
GCAGAGAAATGACATAAAGCTCTAGAGGAAGGAGCATTTCACATTGGAAGGAGTAGTGAGAAGGGCCTGATCTGATAATATCAGGATGGGTGGG

AAGGGTCCATTCCTCATCATTCATGTTCTCCCGGCACAGAGGACTGTGTGGAGGACTCAGGATTTAGGAC
Exl-Repl-for

CATACTCAACTGGGGTTTGATCTCCACTTTGCCCTGCGGTGGCCCCTCTGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNTGACGTCTGCCTCTCAGGGATGCAGGAAGATTCAATTAGGTAGGAGTGGATGGTCCCCCAGCACGGGGCTTAGCTCTT
AGTAACTAGGCATTCTGGCAATGGCAGCCATCAATAGGAGAGACTATTGATTGTTGAGTGAATATAAGTGGCATAATCCACCAAGTGGAGATTC
TGAGTGAATGTGGCCACTTTGGACCCAAGACTGCTGCCCCTCTCTGTCCTCTCATAGGACTATTATTTATTGCCAGTGCTGACCAGCCTTTGTT
GGCTACCATGATCATTACCTGCACTCCGAGTGTTTTAACAGAATTTTCTGATGCCTCTGGCCTCACCTGCTGCCTTTTAGCCAAGAGGGNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGGGTAGCAGGGTTCTTGGAAGGTCTGGTTTAGCCATAATGTTGATCATA
AAGAGAAAACAAGAAAATAAATGCAAATTAAATAGTTCGGTGAGCCTTTGTTATTTCGCCACATCCAGTAAGTTCTATCAGTTGAATGTTGTCT
GAATTACTTAAAAAGTTCTCAGTTGTAAACAGGTAAGAGCACCCAGTGGAGGCCATGGAGCTAGGCTTAGAGCTTTGCCACCAGCCTTCAGTTC
CATAGCCATGAACCTGGGAGGGCAAGGAATCACCCTAGAGGTGAAGGCCATTCATCGGTGCTAACCCAAGGTCTCTGAAAATGAGTTTTAGTTA
CTCTATTATCTAAGTATCTTTCTTACTGATATGTAACTTACCTGGCTGAACAATTACATTTTAGAGCTCCAAATAAATTTTCAGCCTATTATGT
CATTGTCCAATTACAAGCCTCANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAGACTCAGTCAGAGGAAG
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TAAGGCAGATCCGTGCTTGGAATCAGTTCCTCTTGAAGAAGTGCACAGCCAAGCAACACACAAAGCAGAAATATTTTGAGCTCTGTATTCAAAG
CAGGAAGATCTGGGACCATGTAAGGGGGTTTGGTCTTCAGTTCTCCCTTTGATCCCTTCCCTGGGTGTGTGCTTTCTTACAGCCTGGAGAGTGG
AAGGGAAGAGAGGGGGCTTCCTGGACTCCTTTCCTGTCTCTAGAAATGACCCCTGCAGCTGTCCTGAAGCTCTCAGGTTAAGCTGATTGTGTCC
AGAGCAGACAGGAGGCGGCCCACTGCCCCACTGTACCCACCCAAGCACTCACCTAAGCTGGCCATGGAAATGTGAATGAAAAGCCTGACCCAGG
CCCTCTTGCCCTGCTAACCCAGCAAGGAGGCTCTGACCAGCCAGCCAGCAAGTGACTTTTTCTGTGACATCTAAGTGGAATTCAGTGAGGAATC
AGCATTATTATTCAATCACTGAAACAGCATATCCCATTGTGATACTGAGAAATGCTTTCCTCTTGAGACCTTTGGGAGGACAGCCATTTAAACA
AGAATTCCCTGCATTCACTTTTGAATTACCTGTTAGCTGTAGAACTCAGCCAGGATCAAGTCTTGATGCCACCAATGATGAGTTTAGTGTACTT
AATCTTTTGCCTCTTTGACTTTTTTTTTTTCTTTTTTAAG
Exon2
ATGAATGATTTCGGAATCAAGAATATGGACCAGGTAGCCCCTGTGGCTAACAGTTACAGAGGGACACTCAAGGTGAGTGGGCAAGTCTTAATTT
TTTTTTTTAATTGGAAAACTCGATCTCTAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTATCTTGATGTGTGTTGTTCTTCTCCTC
CACGATATGAAACCAAAGGCCTTTATAGCTTGTTTTCTGAGGCTCCTTCCAGGTGAAAATCCTATAACTCCCAATAAAACAGCTGGAGAGGCTG
TCTCTACTGCCTTTTCTGTCTACCCAGGAGTTTCCTTGGTTGATGGGAAGCTGTTTAAGAACTGAAATGAGAGAGAAGAGGCAGACAGACCCAA
CCGCTACAGCTCCTATCAGAAAGGGCAGCGCCCGTGGAATTGTAGGTAGCCTGTTACTGGCTCAGAGAACAAGCAGGCCTACTTATGTTAAACC
AAAAACCAGATGAAAAATGAAAGCGCCCTCTCTGCTGCATAAACATTTTATGTAGCTTCTATCATCATTCCTTTTGGGAACATTCTTTAGTAGC
ACAAACTGGTAATCTCCCACTTGTCTTCTCCAAATATGACAGCAAGATTTGATTGTTTTCAGTATTATGTAGTAAACATGTTTCAGAAGCATGA
TTTTAAAATTGGCCTCCTCAAAGTTTAGCGTCTTGCATAATGATGATGTACGTCTCTGGCATATTACATTTTCCTTTGTATATCATTATTGAGG
TTATTTGTCTGATATGACCCAAAGAGGCAAAACTCAGCACAGTCCTTTCTGCAGTATTCTAAAGGTCATCAAACTTCAGCCTAGTGAGTCTGCT
TGTTTGATTTGGCCGGACATTTTAAGCATGGCAGAAGTGGTACAAGAAATCATGGTATTAAGTTGAAACCACACCCCTTAGAAAAATCCTTCTA
TTAATTCAAATAATTTGACGATGCTTATGCGGTTTCTGAARAAGAAGCAGTCGTTGCTGAAATTGATGTGTTGARATAGGAAGCACAGATTTGTA
TTGTCTTTTGGCTTCCTGGCTTTAAAAAAAAAAAAAAAGAATTTACGGTTAGGAAAGGCATTTCTTAGTCACCTGGGCAATGCTTGTGGGAACT
TTAAAAGTTTATTGGAGGTTTCACCAAAATTAGCTCTGCTCTAAAGTAGTTTGTAAATCCAGATGAGTAATTTGCACTTGCCTGATTGATCGGT
TTTCCTCGTAGATCTCAGGCAGTTGGTCATCATTGACTTGGATTTTTTTGGGCTGGGCTCCAGCCTCTGCCTGCCCTCTTTTGTAATGCGTCAT
TCATTGTTCTGCATTTCTAAAAAGAAAGCGGGTAACCGATTTTATTTGTAAATGTGTTACACATTTTCTTATTGATGACTCAACAGATGGGTCA
TTGTATTACACATAACATGGGATTTCCAGCTTATGTTGGAAAAATATAGTCTTTCTTCACGTGTTCCTCAACAATTTAGGCGATGATGAATCCA
GATATTATCGGTTACTTTCAAATGAGTCTTACATTAAAAGGTATTTCTTTCATAAATGTTATGTAAGATGCTCAGAAATCGAGTTAGTGTAAGG
TTTTATCTTTCTGTGTGTCTCTTCTTTTCTGCAGATAGTTTAGTTTAACTTTAAACCTATTTCCTTTGGAAATCTTTCCCCTTAGTAGGTGATT
TGGGTTTTTTTTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNCTGGGGGCGGGGAGGGGGTTCATTTTTAAGACACTTTACTTGTTATAAAATGAAACGTTAAGGAATTTTGTCATGTATTACTATTTTC
CAAACCATTGGAATTGATGTGGAAAAGCATCTCTAGTTTCAGTTAAATTGTTTCATGGCAAACATTTCAAAATAAATGCTTCCAAAGATAAAGT
AGTGTATTTCATTGTTTGATTTTTCAGTGTTTATCGGGTCATTTGCCTTTTAACTGCATTGTGCTCAGACGGCCTTGTCAAGGGTCATTTTTCT
TACACACACAGCCTAGTTGAATTTTTCTCAATGTAACAGGAGGGTCAGGTGTTTGGTARAAGGGGTCTCTGAGGCTCCTCTCGACACCATTGTAA
GATTCTGTTATTTTCAGATTTGTGTATTTAATATATTAACTTAAGTGGATTAGGCCACTAAAACAAATTCCCAGTCACTCCGACTCTGTGAGGT
TACTTAAATAAATCCACAGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Ex3-Ex5 for

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAATAATAATAATAATCCACAGTAAAATACAATCATTTCAGTCACTTTGACCATTTTACGAGTCTG

TTTTAAGGACTGACTGGTTGATTCCATGTTTGCTTCARAATTGCCAGTTTAATCAGGGACTATTGGTAGGATTGCCCACAGACCAC
TTTTACAACAGGTAATTCAATCAGTTTAAATATTGTATTTCCATTTTTTTTCCATCTGTTTTTGCAG

Exon 3
CGCCAGCCAGCCTTTGACACCTTTGATGGGTCCCTGTTTGCTGTTTTTCCTTCTCTAAATGAAGAGCAAACACTGCAAGAAGTGCCAACAGGCT
TGGATTCCATTTCTCATGGTAATTGGTTCCTCAGACTTGACAAATTGTGCATGATTTTCCTAAGTAGT TCAGTTAATAAAGAGATGACAGTTCC
TAAGTGAGAAATGTTGGTATCTGGAATCTTTGATATGAATAGCCAGAAGTTCTGGACCTGGGAGAAGGCAGTTTTTCATTTGTATCAACTTGGT
GATTCTGATGTGGATTCTGATGTCTTGAGTGCCAGACGCCCCCCAGTGAGCCGCTGTTAGGARACTGCAGGGGAACCCCTGAGCTGCCCCTCCT
GGATGTTTTCAACATTGGCAAGCAGGTCCTCATCTCCCTGCTCTGCCCTGGARAACAGACAGAAGAGTAGACATTARAACACACCCARACTTGT
AATTTGGGTTTGCATCATTAGTTAAATCATCTCCCCTGCCCTGAGTTTTGGGGCAACAAATTGTTCTTTGTAATCCTTACCCATCGGTAGTTCT
TTCTGTAGTTCTTCGTGTCATTGTTTATTCTTCTTAAAGGAATAGCACGTCAGATAATGTTCATACAATTACTGTGACAGAGCTATTAGTTGGA
AACATGCCAGAGATGACTGTGTCATGTGAAGTAGGTGCTGAGAATACAGGCCAGAAAATTAATTAAAACGCATACACTGGCGTAAGCATAACCC
TGCATGGCAGCCATTTATCATTCTTGAAATTGCTGAGGGTGTCTGGAGAAGATTGTTTTTCAATAAAAATGGAAGGTGTGGTTCCATTACCGTG
CTAAGTGCGGCACATTCATATCACACTCACTTCTCAGCTCTACGCCTAGTTTAATGGAAGTGACTTCCAAATGATACAGTCCCTTCAGCCTTTT
GACCAGAAACCATGCAACTGTTTTCATTGCCTACAATTTTAAAATAGACTTAGCAGTTTTCCCTACGCACAACTGCTTTGTGACGCTTTGCAAR
ATAGAATCAAATCTGAGTTTTATTTTAGATTTTTTTAATAAGTATAGTTCTGAGATATATATTTTCTCAATTATAGTCAGAAAAGTTTTTTGTT
AATAGTTACACTGTTTTAAGGAATCATGCCAAGGTTTGAGATCARAATTGTTCTTTTCCAAARACTAAGATGTCTCTCCTARATCTCCACCTGA
TATCACCAACTTGAAGTCCTAATGTCCCCATGGGGGGTTTCCTTCCAG

Exon 4
ACTCCGCCAACTGTGAATTGCCTTTGTTAACCCCGTGCAGCAAGGCTGTGATGAGTCAAGCCTTAAAAGCTACCTTCAGTGGCTTCAAAAAGGA
ACAGCGGCGCCTGGGCATTCCARAGAGTAAGTACTGCTTTCCTGAGCCTGCACTGGGTGAGAAGAACCAACTTCAGTGCAGTTGTTTGATCTTG
ACTTGTTTATTAAGCTTTTGCTTGGGGTATTCTGCARAAGAGTAGCATGGATGTCGTTAACCTGAGCCAGTTTCTGTTTCACCCCAATCAACCCA
AGACTTGATCCAGAACTCATTAAATATGTAGTAGAAGGACGCATTACTGGTGTCTTGARATGTGCCTGGGTCGTGTCAGAATGGTGACGTGTCA
TCATGGTATCTTGCTCATTCGTGGGTTCTGGTGTATGTCGGTACTTGGTGCATAAATTAGGGATGACAGTGGTCTCACTACCTTTCCACTGTTT
TTACCTCATGTGTTCCATTTTTTCTTCTCTCCTGGTAG Exon 5
ACCCCTGGCTGTGGAGTGAGCAACAGGTATGCCAGTGGCTTCTCTGGGCCACCAATGAGTTCAGTCTGGTGAACGTGAATCTGCAGAGGTTCGG
CATGAATGGCCAGATGCTGTGTAACCTTGGCAAGGAACGCTTTCTGGAGCTGGCACCTGACTTTGTGGGTGACATTCTCTGGGAACATCTGGAG
CAAATGATCAAAGGTACCAGCTGAACGTCTTACTTCTCCTTGTCCAGGATGAGCTGTGGCCGGGAAGACTGATTGGGAAAGTCACGTGGGTGTT
CTTCAACCTTAGGGTTGCCACTTGAAATGACATAGAGTACCTTGC
Ex3-Ex5 rev

CTCAAAATGCCACTCAAGTGAGTCAGATATATGGCAGTGATTATAGATTTTTATCCCACT TTANNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNATAGCATCAAGTATAGCCACAAGGTAGTAGCCTTAGTCACTAAATTGTTTGCTATTGCTGGCTGTATTCATCACGGGAGT
CCATGTTGACTCAGATATGTAGGACAGCAAGAATTCCCACGTCTTCTGAGCTCACCTTACAGAGCTAAGAGATATGGCAGCCTTAATGAAAGGG
GGGAGCCTTTACTCACATAAACCCTGTGAATTCTACTGTAAATTTTCCTACATCCAAATGGAATGTATTTTGGATGTTGAGGATTGTTGAGGGG
GCGGGGTCTGTTTTTAAACAAGTGAGAAATTGATATATATTTACACGCTATCATATTGTACAGAAACTGGCCATTGATCAGTAGAAATCTCACC
AAATACAGAGAAAGTCTTGATTCAAAACTTAAAATAGCAGGGAGACCAATGTTTAAAACATGTTGAGTTAAAAAAGAAAAGAGNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGANNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAAAGAAATAAAATACAGTAG
GGATTATTTAGGTTAAAAAAATATAAGAAAATAAGCATGTTTATAGAATTCAGGGAACTAGTCCTCACCTGACTGATTTTAAACACACTGAATT
TCAGCATCAACTGTAGACTCAGAATCTCGAAAACACCTAGGATTCAACAGCTAACTTTTTTTAGTTACGGCGTCTGAGGGCCAGGGAAACTCAT
TTTTAAAGACCCTCATTTCTTCTGAACTTGGACAGGGCTTTTCTACCAAGTTTCTGGTGATCTGTTTATTGGCAAATTGGGCCTGTTTTACCAT
TCCTCGGGCCTGTGAGTTTGTGTGTATTTGGGTTTCCGGGTGGACGTGCACTTTGTAATATATTCGTAGTAAGTATGCATACACAGTGCACAAA
CCTTTTCCCTTTCAAAGTTCTTGGGCACATGTGTTCCCCATCCCAGACTCCCACAGCCCTGGAGACTTCCCACACCCTGGGGAAGCGTGCAGGT
TTGGAAGCAGTGGAACTGTAAGCTTCACGGGGGCAAAAAAAGAAAAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAAAGAAATAAAATACAGTAGGGATTATTTAGGTTAAAAAAATATAAGAAAATAA
GCATGTTTATAGAATTCAGGGAACTAGTCCTCACCTGACTGATTTTAAACACACTGAATTTCAGCATCAACTGTAGACTCAGAATCTCGAAAAC
ACCTAGGATTCAACAGCTAACTTTTTTTAGTTACGGCGTCTGAGGGCCAGGGAAACTCATTTTTAAAGACCCTCATTTCTTCTGAACTTGGACA
GGGCTTTTCTACCAAGTTTCTGGTGATCTGTTTATTGGCAAATTGGGCCTGTTTTACCATTCCTCGGGCCTGTGAGTTTGTGTGTATTTGGGTT
TCCGGGTGGACGTGCACTTTGTAATATATTCGTAGTAAGTATGCATACACAGTGCACAAACCTTTTCCCTTTCAAAGTTCTTGGGCACATGTGT
TCCCCATCCCAGACTCCCACAGCCCTGGAGACTTCCCACACCCTGGGGAAGCGTGCAGGTTTGGAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAAT
TCAATACACCATCTGGACCTTTTGCGATAGAAAATTTAGTGTTGCCAATGACATCATTCATTTTGGAAAATTTATTTTAGTAATTGGAAAAATG
GGTTGCTTTCTCTCGTTTTTTGAAAAAGACAGGCAGGGACGTGGAGCACCATGAGATTAAATGTGAAGCACTCCGTGCATCTCATCATTCTAAA
ATTATCATCTCACAGGAATTCAGAAAGTCAATTTGTTCTGTGTAGTTTTCACCTACATCTGCCATCTTACGTCTCCTGTGTCTGCTTTTCAG

Exon 6
AAAACCAAGAAAAGACAGAAGATCAATATGAAGAAAATTCACACCTCACCTCCGTTCCTCATTGGATTAACAGCAATACATTAGGTCAGTCCGA
TTGATTCTGCCCTTAAGAACTTTGTCTTCAGTCTTCCCAGTAGACTTGGAATCTCTCTACTGTAGGCTCCTAAGGGGCCACCTAGACCTGTGTG
TCTCTTATGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTAGTGCTAGTCCAGGCAATTCTTAGAGCAAGGAGCAGAACGAAGTGAGCTGATTACCGCAGTCAC
CAGTAATGTTGGTTTAGTGTAGCAAACAAGAGGCGGCAGGCACAGAGTGCGTGAAAAGCAATTTGTAAACTGGCTCTGAACTTGGGAGCTTAAA
GAGCTGTCATGGAATCTGGGTCCTTTCTTCTGGTTGCTGATACTGGGGAGGGCACAGGGTCTGGCCAGGCCAGCGAGGGAGGGGTCCTCGGAAL
AGCAGGCTTGGGTGGTGTTGGTCCGGCCCAGTGTTTTCTCTCTGGCCCCAGCTCCACCATTCAGACCCGGTGAAGCCCACCTCTCTGCCCCACT
GGGGGCTTCCTGCTCAGGAGGTCTTTCTGAACATGACAGTGGGACACCCTGTGCCTGCCTGAACCTGAATCAGAGTCAGAGAGCTTCCTTCCCT
CTCCAGAAAATAAATTATTCTGCAATGAACAGAGACAGGAGCGGTGTGATGAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGAAGCTAAAAGAGCCAG
TGAGCCCTGTCTTCCTGAAGGTCCCATGAAAGCACTAGGGTTGTAGAAATAGGAACATTGAGTCCTGCCTGCAGAGGCTGCAGTCATTTTGGCA
GAGGGCTGCTGGTTGAGAAGCTGAATGGTTTGAGAAGAAGGCCTGGTGACAGACCCCCACCAAAGCCCGGGTCTCCACTGAGGTTCTGCAGAGG
GCTGGAGTGTGCGGAGTGCTCACCTGTCATTTGCTCGTAGGGGTTAGTTACTGGGGTAACACTGACTTTAAGAGCTCTGCCGTCCGATTGTTCT
GTTCCAGGTT

Exon 7
TTGGCACAGAGCAGGCGCCCTATGGAATGCAGACACAGAATTACCCCAAAGGCGGCCTCCTGGACAGCATGTGTCCGGCCTCCACACCCAGCGT
ACTCAGCTCTGAGCAGGAGTTTCAGATGTTCCCCAAGTCTCGGCTCAGCTCCGTCAGCGTCACCTACTGCTCTGTCAGTCAGGACTTCCCAGGC
AGCAACTTGAATTTGCTCACCAACAATTCTGGTAAGATTGGAAGCATCTTTCAACAAGGCTGTTGCTTTGATTCTGAGAACCCCAGAGCCATAA
TGAACCTCTTAATAAATACTTCCTGGATTCAGCCATTAGAGAAGGGGGTCAAAGCCCATGTTCTAAGTGGATTTCCAACAAGCATACCNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCAGATTTCTCCACACTTTGGGATATTTA
TGGAGGCGATGCAGGAATGTGACATTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGATAGGATTTGTGTAGTATAGT

Ex8bisRep-for
TACCCTAAGGAATAAGCACCTGAGTAGAGAGCATTTTGAGAAGTCTGAGTGGTTCTACACCAGCAGGTGCATGATTGCACTG

GTAGTGGTTGGTGATGCTATGGTCGTGCCCAAGACCAACTGTGTCCTGGAGGAATCARAGTATGTGTTTGGTTGTCTTTGCCAG
Exon 8

GGACTCCCAAAGACCACGACTCCCCTGAGAACGGTGCGGACAGCTTCGAGAGCTCAGACTCCCTCCTCCAGTCCTGGAACAGCCAGTCGTCCTT
GCTGGATGTGCAACGGGTTCCTTCCTTCGAGAGCTTCGAAGATGACTGCAGCCAGTCTCTCTGCCTCAATAAGCCAACCATGTCTTTCAAGGAT
TACATCCAAGAGAGGAGTGACCCAGTGGAGCAAGGCAAACCAGTTATACCTGCAGCTGTGCTGGCCGGCTTCACAGGTGTGTGTGGAACTCCGA
GAGCCTGGCCGCCCAGTCTCCTGGGTCCTGTCCCTTGCTTCCTTTCGAGCCACAGTACCACATTCACCGAGGGTGTTTCTAAGCTAGGTACACC
AGTGCTCTACACTCCATGTTTTATGCGTGGCTTGCTGTATCTCTGAATTCGACAAAAGCCACACTTGGAGGAATTTTCATGTACACAGAGCTCC
ATGGAATGAGTGAAAATTGACAGGCCACTCCCTCCACCTGGGACGTTCTGAGGAATAGT TGGAGCAGGGGACATGGCCTGTGCAGTCTTCAGCC
CTGACTCACCCACTCCAAGAATCTCAAAGAATGTAAACTGGCTTAGGGAGGGGCAGCAGAGCCAGTCTCAAATAATATGGGCACTGTTTACCTT
TTCTTGCTTCTAAAATCTATCTGCTCTTATTTTTGAGGTTTGGGTGAGAGCTATTCTAGGCAGTGGACAAATATAAAGCTGTTTTTAGAAACAG
GTATTTCCAGTACTTTAGCGAAAATACTGGGGCTTTGTTTTCACTGCTTCGTGTATCCTTARAATGCGTTTTTGTTTTTGTTTTTTTAACCATAT
GGAGCCACTGTGGATTGAAATTACCTAACTTAAAAARATCTGATAAGTTTARAAATAAGGATACTGAGGCATTCATTCTTTTTCTGTCATCTAAG
AACAATCAGCCACGTAAACGTATTAAAATACACGGAAAGAGTGTGTGAAAGCCATTATCGGTTTCATTATTGGGAGTTTAGGGCCTGAGAAGAA
TAAACAGCCATAACGTTAGTGTGGTTCATTTTAATAGTAACATAAGTTTCTGTTTATTGACTGCCAACTCTGTAGTTAAGTAGGCATACAGTCT
Ex8bisl.Rep-rev lrepEX10 for

GTAGGACAGCCTGGCATGGGGGTGGTATGAGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCAGACAGCTATCGGTGCTCA
CACAGCTCTGGTTCTAGAATGCCTGTCCCGTGCTTTACAGCAAAGCTTTATTGATAACGGCCATTGCGTTTCTGAGGAAGAGCTATTTGGTAGA
AAGAGGTTGGGCTTAGGGTCGGAAGATCTAGGCTCTTCTCCTGTTTGCTGTGATGGGCGTGTGATCCAGGACAAGGCACCTGGCCTCTGAGCCG
CATCTTATCCCTCCTCTTTAGAACAGAACCACACTGACACCTGCTTTGCAAGGTGGTAGTTCTAAATGTCAATCGAGGACAGGTGGACGAGAAG
CTCTTGGCAAAGCATGCTTCACCAGACAGAGGCTGTGAGGCAACGGGTGTGACCCCGCGTGGCTATTGAGTAAACCGGGCTCACATTAAGCAAT
TTACACATGGTCATTTGGCAGGAAGGTGGCATGGGATCCCACGTATGACACGCCTCATTCTGTGATGAAACACCCCCTCAGCCACCCCCATCTC
TGCCCCACTGGGTGTTTCTAGAAAAAAACCTTGAAGGTTTTTACATAAGGAACAATTAAACCAGATGGGGAATTTTAATGCCAAGAGTTGGTGG
CCCTAAACTTTCTTCCAGAAAGAACAAACCTAGCAATCAAGGGGAAGAGTGTCTCGCCTAGTGACCTTATTTTCTAGGAGTAGGCAGTGTGGAG
CAGGAACTCACATTTGGTGCCCCGCCCCATCCCGTTAAAGCACTTAGTACTGTCACCAACACCTTGAGTGCCACCCTGAGTGTAACATCGGAAC
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CCCATTCAGAGAGTTGGGTCTGCATTCCTAAATCAGCATGTACAATTAGGATGGTTAAAGACTTGCTGTATTTTACATCTGTGAAAGGGTATGA
TCCGTCTCCCTCCCTCTCCCCGCAG
Exon 9
GAAGTGGACCTATTCAGCTGTGGCAGTTTCTCCTGGAGCTGCTATCAGACAAATCCTGCCAGTCATTCATCAGCTGGACTGGAGACGGATGGGA
GTTTAAGCTCGCCGACCCCGATGAGGTATGGCCAGAGCCCTGGGAAATCTCTGGGCTTGAAAACCTGATTTCCTGCTTGCATTCARAAACTCAG
TTCTTTGGGCACAAAAAAGGGTTCACCAGTACTGCTGAGAATCTTTCCACGTGAGGCATCCTTGGCTGTTGGGAAAATGGAAGTGGAGTCATTG
CTTTGTTGATAAACGTGTACAGTGTTTTCTGGGTATGCTTCATACAAGGGCGTTGCACAGATTTCACTGTCTTGATCAGTTGTCTGATCAAGAG
GCCCAAGCTGCAAACTGAGGTTCTCTGCTGACCATCTGAAAATGCCTTAGGAAGGCTGCCCTTGTCCATCGGGGGAACAAGCCTCATGTGGCCC
CGAGCCAGCCTTCTGTCCACTCCTTAGCTGAGCCCAGCAGTGTTGACCCCAGCCCTGCAGAGTTAGAACCAGGAGCCCTGTCTAAAGGAGAAGG
CCAAGGGCAGGTGGGATACCAACCCCGCCAGAAAAGCGTTAGAGAGAAGCCCTTGGTCTCTGGCACTGGGGAGCGTAATCTGTCACCATTCCCA
CCCCGCCTCCAGTTCCCTTGGGAGACAAGCATTGAGGAATGAGTATATCACACAGCTCAGAATCCCACTCGGCACCTGTTAACTTCAGTAGTTG
GAATATCCAGCCTGGAGGGTGGGTGACACCACCTTTCCCTGGTCTCAGGACCCTCCTGGCTCTGAACCCTTGGCTCCCAGGAGGTTTCACTGAG
CTGGGGCCAGGGAGCAGGGACCTCATTCCCCAGTGGTTCTGCCCCTTGGGGACACAGTGCCCCTACCATAGGTACTCAAAGGTACTCAGAGGTA
CTCAAAAGGTCCTCCTGCGGACCTTGTGTAGGTGTCAAGTTCTCTCTAGAGTGAACATGCCTCAGAATCATAATCAGGGAGGAATGTCATTCAC
TTTTTCTTCATTGACAAATTGAGTTTAACTCTTTTCCATCCATGTTCACCAAAGGTGGCCCGCCGGTGGGGAAAGAGGAAAAATAAGCCCAAGA
TGAACTACGAGAAGCTGAGCCGGGGCTTACGCTACTATTACGACAAGAACATCATCCACAAGACGTCGGGGAAGCGCTACGTGTACCGCTTCGT
GTGCGACCTCCAGAACTTGCTGGGGTTCACGCCCGAGGAACTGCACGCCATCCTGGGCGTCCAGCCCGACACGGAGGACTGAGGTCGCCGGGAC
CACCCTGAGCCGG
Exon 10
CCCCAGGCTCGTGGACTGAGTGGGAAGCCCATCCTGACCAGCTGCTCCGAGGACCCAGGAAAGGCAGGATTGAAAATGTCCAGGAAAGTGGCCA
lrep-Ex10 rev

AGAAGCAGTGGCCTTATTGCATCCCAAACCACGCCTCTTGACCAGGCTGCCTCCCTTGTGGCAGCAACGGCACAGCTAATTCTACTCACAGTGC
TTTTAAGTGAAAATGGTCGAGAAAGAGGCACCAGGAAGCCGTCCTGGCGCCTGGCAGTCCGTGGGACGGGATGGTTCTGGCTGTTTGAGATTCT
CAAAGGAGCGAGCATGTCGTGGACACACACAGACTATTTTTAGATTTTCTTTTGCCTTTTGCAACCAGGAACAGCAAATGCAAAAACTCTTTGA
GAGGGTAGGAGGGTGGGAAGGAAACAACCATGTCATTTCAGAAGTTAGTTTGTATATATTATTATAATCTTATAATTGTTCTCAGAATCCCTTA
ACAGTTGTATTTAACAGAAATTGTATATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGTATTTGAAATAAGAATTCAGACATCTGAGGTTTTATTTCA
TTTTTCAATAGCACATATGGAATTTTGCAAAGATTTAATCTGCCAAGGGCCGACTAAGAGAAGTTGTAAAGTATGTATTATTTACATTTAATAG
ACTTACAGGGATAAGGCCTGTGGGGGGTAATCCCTGCTTTTTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT TGGGGGGTTTTCTTGCCTTGG
TTGTCTGGCAAGGACTTTGTACATTTGGGAGTTTTTATGAGAAACTTAAATGTTATTATCTGGGCTTATATCTGGCCTCTGCTTTCTCCTTTAA
TTGTAAAGTAAAAGCTATAAAGCAGTATTTTTCTTGACAAATGGCATATGTTTTCCACTTCTTTGCATGCGTTTAAGTCAGTTTATACACAAAA
TGGATTTTATTTTTTAGTTTAACTGTGTTTCTCCGACAGCTCACCTCTCTCTGACCACCCAGCCATTTCCTTCCTGTGCTCCACGTTCTTCTGT
GTGATTAAAATAAGAATATTATTTTTGGAAATATGCAACTCCTTTTCAGAGATCAGGAGGGATTTATGTAGCAGCTATTTTTACTGCAAAAGTA
ATTCACTGGAAAAAAAATGTAATTTGTAAGAAAGCTTTATTTTTATCTCAGCTCTATGTAAAGTTAAAGTTACTGTACAGAGCTGAAGGACGGG
GGGCGGTAGGGGTCTTGATGAAACCTCTTGAACGAAGCACAGTTTGTCCCATCTTTGTTCACTCGTGTGTCTCAACCATCTTAATAGCATGCTG
CTCCTTTTTGCTCAGTGTCCACAGCAAGATGACGTGATTCTTATTTTCTTGGACACAGACTATTCTGAGGCACAGAGCGGGGACTTAAGATGGG
AAAGAGAAAGCATCGGAGCCATTCATTCGGAGAAAACGTTTTGATCAAAATGGAGACTTTTGTAGTCGTTTCAAAAGAGCACCTGAGTCATGTG
TATTCCCGGCCTTTATAAATGACCCGGTCAAGTTGGTTTCAAAGTCCGACAGGCTTGTCTGTTTACTAGCTGCGTGGCCTTGGACGGGTGGCTG
ACATCTGTAAAGAATCCTCCTGTGATGAAACTGAGGAATCGGGTGGCCGGGCAAGCTGGGAAGAGCAAAGCCAGAGCTGCGCTGCCTCAATACC
CACAAAAGACCATTCCCAGTATACATAAGCACAGGATGTTTTTCTCAAGAGGGATGTATTTATCACTTGGACATCTGTTTATAATATAAACAGA
CATGTGACTGGGAACATCTTGCTGCCAAAAGAATCCTAGGCAGTGGCTCATTGTATGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAGTTATGGAAACTACAGTCCTTATAAACCATTGGCATGGTAATAAACAGAT
CTTAAGTATAAAAATTTTGTAATTGGGCCTTTACTCTCTCAATAATAAAGTATTTTGTTTATATAAATTCTTTGTGATAGTCCTCGTTCTTCCT
CTCCACACCCAGCATGAAGGAGTTGGAGGAAGGATGTTAACCCCAGATCCATTCTCTACTCAAAACATTCCATCATCAAGCGGCAAGTCTCTGT
TTAACTGGTTTATACACAAGTCACTTAGAAACCACAACCCAAATTGGAATCAACTTTGAGCCCTTCCTAAAAGAATTCCCAAAAAGTGCTCTCT
TTCAAAACAAAAAATTCTTTTAAGAAAGTGTTATAATAGAAAGATTCAAATGTCTTTCTTTGCCAGAAGCTTGGCAGAGATAACAGAGGAGAGA
TTCTGGAATGTTTATATTAAGTACATTAGAATTTGAGGTTTAAGTACTTTTGGAACTGAGGCCACAACACTCTGTCCCCTCAGTGGAGTCTGAC
ATTGGTAAGGTGATGGTGGTCTTAGGACACCTGTTTTCAAATTTGTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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